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OZET

Sentetik Bir Ekosistem Olusturarak Cogunlugu Algilama Mekanizmasina Bagli
Violasein Uretimi

Violasein dogada bazi Gram-negatif bakteriler tarafindan iiretilen mavi-mor
renkli dogal bir indol karbazol pigmenttir. Dogal bir mikrobiyal pigment olan violasein
cesitli bakteriler tarafindan iretilmektedir ve en iyi bilinen tiir Chromobacterium
violaceum’dur. Violasein ciddi biyolojik aktiviteler gostermesinin yanisira kozmetik,
tip, gida ve tekstildeki endiistriyel uygulamalarda artan bir ilgiye sahiptir. Violasein
tireten yabani dogal suslarin kararsizligi, pigment iliretmeyen varyantlarinin spontan
olusumu ve diisiik verimliligi dolayisiyla violaseinin kararli seri iiretimi giictlir ve bu
problem pigmentin endiistriyel potansiyeline ragmen pratikteki uygulamalarini
siirlandirmaktadir. Bu ¢alismada violaseinin kararli ve yiiksek iiretimi igin endiistriyel
olarak kabul edilebilir bir konak olarak Escherichia coli’de violasein biyosentetik
yolaginin yeniden insaast saglanmistir. Caligmada sentetik biyoloji ve metabolik
miithendislik yaklagimiyla violasein pigmentinin iiretilecegi sentetik bir ekosistem
olusturarak senkronize populasyon davraniginin bir heterolog biyosentetik operonun
pigment biyosentez verimi lzerine etkisinin arastirilmast amaclanmistir. Sentetik
ekosistemin koordineli populasyon davranisini kontrol etmek i¢in violasein biyosentetik
yolak, bir bakteriyel haberlesme sistemi olan cogunlugu algilama mekanizmasi
(Quorum Sensing) ile kontrol edilmistir. Bunun i¢in c¢ogunlugu algilama
mekanizmasinin kontrolii altindaki violasein biyosentetik yolak her biri ayr hiicreye
yerlestirilecek sekilde iki modiile ayrilmistir. Quorum Sensing promotoru (Px)
tarafindan kontrol edilen violasein yolak bir hiicreye (alict hiicre) yerlestirilirken bu
mekanizmanin ¢alismasi icin gerekli olan difiize edilebilir sinyaller diger hiicreye
(gbnderici hiicre) yerlestirilmis olan modiilden gonderilmistir. Violasein pigmentinin
heterolog iiretimi i¢in gerekli sinyal konsantrasyonu gonderici hiicrenin
konsantrasyonuna bagli oldugundan alict hiicredeki violasein biyosentezi gonderici
hiicrenin konsantrasyonuna bagli olarak ve populasyon diizeyinde koordineli bir sekilde
gerceklesmistir. Violasein pigmentinin iiretimini saglayacak bu sentetik ekosistem ayn
zamanda ortamdaki sinyal molekiiliiniin konsantrasyonunu belirleyen bir biyosensor

olarak ¢aligabilir.
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SUMMARY

Quorum Sensing Mechanism Dependent Violacein Production By Constructing
a Synthetic Ecosystem

Violacein is a natural purple-blue indolocarbazole pigment which is produced in
nature by some Gram Negative bacteria. This microbial natural pigment is produced by
many different bacterial species, and among them Chromobacterium violaceum is so far
the most thoroughly studied one. Alongside violacein’s important biological activities,
there has been increased interest shown for the use of this pigment in various industrial
applications, such as cosmetics, medicine, food and textile. However, due to the lack of
stability of pigment production, spontaneous biosynthesis in the non-producing strain
variants, and overall poor production yields exhibited by natural wild type strain
producers, serial production of violacein for industrial applications is difficult and as a
result, although this pigment is very versatile, its’ practical use is still very limited. In
this study, in order to obtain stable and high production yield of violacein, the
biosynthetic pathway which is responsible for pigment production was reconstructed in
the Escherichia coli host cell. The aim of this study was to investigate the effect of
synchronous population behavior on pigment biosynthesis efficiency of a heterologous
biosynthetic operon by forming a synthetic ecosystem using synthetic biology and
metabolic engineering principles, where as a result violacein pigment was produced. To
control the coordinated population behavior of the synthetic ecosystem, the violacein
biosynthetic pathway was put under the bacterial communication system Quorum
Sensing mechanism. For violacein biosynthetic pathway to be controlled by Quorum
Sensing mechanism, the synthetic ecosystem was planned to constitute of two separate
modules: sender and recipient cell modules. Quorum Sensing gene responsible for the
synthesis of the diffusible signal molecules was placed into the “sender” cell, and the
genes which are responsible for the violacein production were placed under the Quorum
Sensing promotor’s (Pjx) control into the “recipient” cell. For the heterologous
production of violacein, the needed concentration of the signal is dependent on the
concentration of the sender cell in the environment and furthermore, the recipient cell’s

violacein production is based on sender cell concentration, thus ensuring

VI



high production yield and stable production of the pigment. This violacein production-
based synthetic ecosystem may help us detect the concentration of the signal molecules
that are present in the environment.

Keywords: Synthetic biology, metabolic engineering, violacein, Quorum Sensing,

ecosystem.
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1. GIRIS

Sentetik biyoloji alani, dogal biyolojik sistemlerde oOrgiitsel ve tasarim ilkelerinin
yeni analitik yaklasimlarla incelenmesini kolaylastirmaktadir. Spesifik iligkileri
(mutualism, predator—prey, {iretici olan-olmayan hiicreler) yeniden {iretmek igin
tasarlanan suslarin miithendislik yaptig1 populasyon etkilesimleri lizerine uzatilmaktadir.
Metabolik miihendislik ve sentetik biyoloji saf bir kiiltiirde biyokimyasal iiriin sentezi

icin metabolik yolaklar1 insa etme ve optimize etmede biiyiik ilerlemeler saglamistir [1].

Son yillarda, dogal pigmentlerin kullanimi daha saglikli oldugu i¢in, sentetik
pigmentleri kullanmak yerine dogal pigmentler daha fazla kullanilmaktadir. Ozellikle,
mikrobiyal pigmentler artan ilgiye sahiptir. En ¢ok ilgi ¢eken pigmentlerden biri de
violasein pigmentidir. Violasein, dogada bazi Gram Negatif bakteri tiirleri (6rn.
Chromobacterium violaceum) tarafindan iiretilen mor bir pigmenttir. Onemli biyolojik
aktiviteleri ve tip, kozmetik, farmakoloji, gida gibi endiistri alanlarda sahip oldugu genis
potansiyelden dolayi, biyosentez yolagi yogun sekilde arastirilmaktadir. Daha biiyiik
miktarda violasein elde etmek i¢in metabolik miihendisligi alaninda aragtirmalar devam
etmektedir [2].

Quorum Sensing (¢ogunlugu algilama) mekanizmasi, sinyal-yanit olarak calisan
bakteriler arasinda bir nevi iletisim saglayan bir mekanizmasidir. Ornegin, model olarak
bilinen Vibrio fischeri bakteri tiriiniin LuxI/R sistemi kii¢iik, difiize edilebilir
molekiilleri (AHL-asil homoserin lakton) iiretir ve bu molekiiller spesifik reseptore
(LuxR reseptor protein) baglanir ve kompleks olusturulur. Bu kompleks, mekanizmanin
calismasini tetiklemektedir ve olumlu geribildirim dongiisii (positive feedback loop)
olusturmaktadir. Ayrica mekanizmanin kontrolii altinda belirli genler de vardir. Boylece
hiicre yogunlugunu izleyerek, gen ekspresyonu degistirilebilmektedir [3].

Dogal sartlar altinda, farkli bakteri tiirleri birbirleri ile karisik bir sekilde
yasamaktadir. Bu sebeple, populasyon diizeyinde bakterilerin fonksiyonlarim
anlayabilmek adina ko- kiiltiir isimli teknolojiler gelistirilmistir. Ko-kiiltiir teknolojileri
sentetik biyoloji alaninda heniiz yeni bir teknolojidir. Hiicre populasyonlar: arasindaki
etkilesimleri aragtirmak i¢in kullanilir. Populasyon seviyesinde hiicrelerin davranisi

detayl1 arastirmamiza imkan saglamaktadir [4].



Yukaridaki noktalara deginmekle beraber, bu calismada yeni bir sentetik
ekosistemin (ko-kiiltiir) olusturulmasindan bahsedilmektedir. Bu ¢alismadaki sentetik
ekosistemde, Quorum Sensing mekanizmasini iki ayr1 modiile ayirmaktadir. Bu
olusturulan ko-kiiltiir sisteminde, iki farkli hiicre populasyonu (sinyal gonderici ve
sinyal alic1) olusturulacaktir. Sinyal {iretiminden sorumlu olan gen mekanizmasi
gonderici hiicresine yerlestirilirken, resepsiyon proteinden ve violasein iiretiminden
sorumlu olan gen devreleri alict hiicreye yerlestirilmektedir. Boylece cogunlugu
algilama mekanizmasina bagl violasein liretimi i¢in gonderici-alic1 hiicre aralarinda

madde aligverisi izlenmistir.



2. GENEL BILGILER VE LITERATUR OZETi
2.1. Sentetik Biyoloji ve Metabolik Miihendisligi

2.1.1.Sentetik Biyoloji Nedir?

Sentetik biyoloji, yeni biyomolekiiler parcalari, aglar1 ve yolaklar1 insa edip canli
organizmalar1 yeniden programlamak adma biyologlari ve miihendisleri bir araya
getiren yeni bir arastirma disiplinidir. Biyolojik parcalarin elektronik devrelere
benzedikleri ve mantiksal islemleri topluca isleme yetenegine sahip olduklar1 yaklasik
50 yil oOnce farkedilmistir [1]. Bununla beraber, biyolojik regiilasyon semalari
matematiksel modeller ile gosterilerek anlatilmaya baslandi ve elektrik devrelerin
analojisi biyolojik yolaklara uygulanmistir [5-7]. Ayn1 zamanda, genomik ve genetik
alanlarindaki gelismeler (6rnegin, rekombinant DNA teknolojisi) biyomolekiiler
pargalarin insa edilmelerine yol agmistir. Sentetik biyoloji, miithendislik prensiplerine
dayanan yaklasimlari ile (modelleme ve rasyonalizasyon gibi) ¢ok hizli bir sekilde
ilerleme kaydetmis bulunmaktadir, bununla birlikte son yillarda bir¢ok genetik cihazi ve
biyolojik modiilii gelistirmistir [6, 8-13]. Sentetik biyolojinin nihai amaglari, dogada
biyolojik tasarim prensiplerini, gen ve protein devrelerinin rasyonel insasi ile anlamaktir

[14].

Bu siireglerde, en basit tasarimlardan baglayarak (6rnegin, sentetik promotor
tasarlamak), daha kompleks tasarimlara gegerek (6rn. hiicre-hiicre etkilesimini kontrol
etmek), biyolojik sistemlerin dogada nasil bir araya getirilip islev gordiiklerini daha iyi
anlamamizi saglamistir [1, 14]. Genetik cihazlar ve biyolojik modiiller icat edilmistir ve
daha sonra optimize edilmistir. Ilk insa edilen sentetik gen agi-genetik gecis anahtar1 ve
represilator, miihendislige dayanan metodlarin kullanimi ile sofistike, gelismis ve
sayisal islem davraniglarinin biyolojik sistemlere entegre edilebildigini gostermistir [6,
7]. Bu ilk iki sentetik gen agi, temel transkripsiyonel regiilasyon fragmanlarinin
tasarlanip, elektronikte hafiza depolamasini ve zamanlamasini biyolojik pargalarda nasil
isledigini anlamak adina insa edilmistir. Ayrica, bu iki sentetik sistemin ¢ercevesinde,
kisa ve iyi bilinen biyolojik parcalar1 kullanarak birgok farkli sentetik gen devresi
tasarlanabilmistir. Elektronik alanindan da ilham alinmis, 6rnegin dijital mantik kapisi
[15-20], filtreler [21- 23] ve iletisim modiilleri [21, 24-26] gibi genetik cihazlar1 insa

edilmistir.



2.1.2. Biyosensorler

Sentetik biyoloji alaninin 6nemli bir kismi biyosensorlerden olusmaktadir.
Biyosensorler, biyolojik yanit1 elektrik sinyale doniistiiren analitik cihazlaridir. Dogada,
hiicrelerin ¢evreden ¢esit ¢esit sinyalleri algilamalar1 i¢in bir¢ok regiilatér gen devresi
bulunmaktadir. Bu devreler, analitlere baglanan, sinyal algilama esigi belirleyen 6zgiil
Ogelerden ve sinyali filtreleyen, hiicresel yanitini saglayan transdiisor 6gelerden
olusmaktadir. Biyosensorler yiiksek oOzgilli, pH ve sicaklik gibi fiziksel
parametrelerden bagimsiz olmali ve tekrar kullanilabilir olmalidir [27-28]. Kullanimlari,
gida endiistrisini, klinik sektoriinii  vb. kapsamaktadir. Biyosensorler, hem
transkripsiyon hem translasyon siirecleri esnasinda hiicrelerin gen yapisina degisiklik
tanitabilmektedir ve bu sebepten genel olarak ikiye ayrilirlar: transkripsiyonel ve

translasyonel [29-30].

Transkripsiyonel biyosensdrler, ¢cevreye duyarli promotorlarin sentetik tasarlanan
gen devresine baglanmasi ile meydana gelmektedir. Bu sekilde transkripsiyon esnasinda
programlanan degisiklikler olmaktadir. Sentetik biyolojide, antibiyotik ve hiicre-hiicre
iletisim sistemini (Quorum Sensing) kullanarak transkripsiyonel biyosensorler inga
edilmistir. Translasyonel biyosensorler ise, genelde RNA aptamer bolgelerinin RNA
reglilatdor bolgelerine baglanmasi ile olusmaktadir. Translasyonel biyosensorlerde
regiilator bolgeleri (antisense RNA, ribozomlar, ribozom baglanma bdlgeleri vb) énemli

rol almaktadir [15].

Dogal olarak tiim-hiicre biyosensor olan bazi bakteriler, 6rn. Vibrio harveyi ve
Vibrio fischeri, sentetik olarak tasarlanan tiim-hiicre biyosensorlere ilham olmuslardir.
Ornek verilen bu iki biyoliiminesans (151k sacan) bakterinin iletisim mekanizmalar:
(Quorum Sensing- ¢ogunlugu algilama mekanizmasi) yillar boyunca ¢ok detayli bir
sekilde incelenmis ve sentetik biyolojide gen devrelerinin kurulmasinda kullanilmistir
[31]. Bu sekilde birgok ilging calisma yapilmistir, Tabor vd. tarafindan yapilan goriintii
kenar1 algilama c¢alismasi da bunlardan birine 6rnek olusturmaktadir. Calismada,
arastirmacilar sadece 151k alan hiicreler ve onlara direkt komsu olan, 151k almayan
hiicreler pigment {reticileri olarak programlanmistir ve projekte edilen goriintiiler

hiicreler tarafindan algilanmistir [32]



2.1.3. Sentetik Biyolojide Pigmentler

Pigmentlerin kullanim1 sentetik biyolojide olduk¢a genistir ve sentetik gen
devrelerinde pigment kodlayan genler kullanilabilmektedir. Genetik miihendisliginde,
ciplak gozle goriilebilir sekilde deneylerin ¢iktisini almak ciddi avantajlar1 tasimaktadir
ve deneylerin basarili olup olmadiklarinin hizli bir sekilde anlasilmasini saglamaktadir.
Fujimoto vd. tarafindan yapilan c¢alismada, karotenoid pigmentinin {iretilmesinden
sorumlu olan crtA geni, E. coli bakterisinde ars promotorun kontrolii altinda olacak
sekilde bir gen devresi insa edilmistir. Bu sistem, g¢evrede arsenit oldugu zaman

bakterinin pigmentasyonunun sari renkten kirmizi renge doniismesini saglamaktadir

[33, 34].

2.1.4. Sentetik Biyolojide Violasein Pigmenti

Son 10 yilda en yogun ilgi goren pigmentlerden biri mor violasein pigmentidir.
Oldukca degerli bir sekonder metabolit olan violasein dogada az miktarda
iiretilmektedir. Bu nedenle, violaseini konak hiicrelerde stabil bir sekilde ve daha
yiiksek miktarda liretmek icin sentetik biyoloji ve metabolik miihendisligi teknikleri
kullanilmistir. Sentetik operon tasarlanmasi ile sentetik promotorlarin kontrolii altinda
vio operonun ekspresyonunun gergeklesmesi ve diger yontemler ile violasein yolagi
optimize edilmistir. Violasein, Quorum Sensing (cogunlugu algilama) bakteriyel
iletisim mekanizmasi {lizerindeki ¢alismalarda da kullanilmistir ve hiicreler arasindaki

etkilesimi de incelenmistir [35-38].

Giincel bilgilere gore, violasein pigmentinin 1 mg’i, 394 EUR fiyatinda
bulunmaktadir [38, 39]. Pigmentin az maliyetli iiretilmesi ve fiyatinin diismesi i¢in
merkezi Kanada’da olan ve sentetik biyoloji ile ilgilenen Synbiota toplumu 2014
yilindan beri bilimsel kamplar1 hazirlamaktadir. Sonug¢ olarak, violasein iiretimi
saglamak adma 50’den fazla sayida DNA sekansi tasarlanmis ve violasein lireten

yiizlerce koloni izole edilmistir [39].

2018 yilinda, Lai vd. tarafindan Golden Gate klonlama teknigin prensiplerine dayanan
E. coli’de violasein iiretimi amagli bir klonlama kiti yapilmistir. Bu kit, promotor, RBS,
ORF, terminator vb. biyolojik parcalar1 iceren belirli plazmid koleksiyonunu

icermektedir [40].



2.1.5. Metabolik Miihendisligi Nedir?

Metabolik miihendisligi, genetik manipiilasyon yapilarak metabolik yolaklarin
degistirilmesidir [41-43] ve metabolik miihendislik degerli bilesenlerin iiretimini
maksimum diizeye getirmek i¢in hiicrelerin metabolizmasin1 hedefli bir sekilde
modifiye etmektedir [35]. En bilinen 6rnegi olarak E. coli’de ve mayada insiilin tiretimi
gosterilmektedir. Metabolik miihendisligi, kendi belirgin odak noktasiyla genetik
mihendisliginden ayrilmaktadir. Genetik miihendisligi bireysel gen ve enzimleriyle
ugrasirken, metabolik miihendisligi entegre olan metabolik yolaklar1 ve genetik
regiilator (dlizenleyici) aglari incelemektedir [43]. Metabolik miihendisligin ayr1 bir
endistri boyutu mevcuttur, ¢iinkii kimyasallarin, yakitlarin ve ilaglarin maliyetli tiretimi
icin biyokatalist olarak kullanilabilen mikroorganizmalar1 insa etmeye calismaktadir
[42-43]. Ornegin, milyarlarca sayida mikroorganizma igeren biyoreaktérler, eskiden bir
kimya fabrikasinin iirettiklerini ¢ikarabilmektedir [44]. Bu sebeple, mikroorganizmalar
metabolik miihendisliginde iiretim tesisi olarak goriilmektedir ve spesifik amacla insa
edilen yolaklar1 igeren hiicrelere, mikrobiyal hiicre fabrikalar1 denmektedir [35]. Son
yillarda, karotenoid ailesine iiye olan oksidatif strese karsi koruma saglayan yiiksek
maliyetli birkag¢ terpenoid (likopen, beta karoten, zeaksantin) pigment sentezi E. coli

konak hiicresinde gerceklestirilmistir [45-48].

2.1.6. Metabolik Miihendisliginde Violasein Pigmenti

Maliyetli ve degerli {iriinler arasinda birinci siralarda oldugu i¢in, 6zellikle son 5
yilda metabolik miihendisligi yaklagimlari kullanilarak violasein iizerinde yogun
arastirmalar yapilmistir. Birka¢ 6rnek arastirma goz oniine alindiginda, Rodrigues vd.
tarafindan yapilan arastirmada E. coli bakterisinin sistem genelinde yiiksek miktarda
violasein ve deoksiviolasein iiretmesi i¢in metabolik miihendisligi prensipleri ile
islemler yapildigr, Sun vd. tarafindan yapilan ¢alismada ise Corynebacterium
glutamicum bakterisi {lizerinde violasein {iretimi i¢in metabolik islemlerin yapildigi
goriilmektedir [50]. Fang vd. tarafindan yapilan ¢alismada E. coli bakterisi kullanilarak

yiiksek violasein iiretimi hedeflenmistir [51].



2.2. Violasein Pigmenti

Pigmentler, hem bilim diinyasinda hem giinliik hayatta farkli amaglarla
kullanilmaktadir. 19. ylizyildan beri popiilerligini stirdiirmiis olan sentetik pigmentlerin,
kontrolsiiz kullaniminin insan saglhigini negatif sekilde etkileyebildigi, ¢evre igin ise
zararli oldugu son yillarda anlasilmistir [53]. Bu nedenle, sentetik pigmentlerin yerine
dogal pigmentler; geri doniisiimlii Ozelliklerinden ve farkli kaynaklardan (6rn.
mikroorganizmalar, bitkiler, hayvanlar ve mineraller) elde edilebildiklerinden dikkat
cekmektedir. Dogal pigmentlerin arasinda biyolojik aktivitelerinden dolay1 yogun ilgi
¢eken pigmentlerden birisi de violaseindir [54, 55]. Violasein mavi-mor renkli bir
indolokarbazol pigmenttir ve bazi Gram-negatif bakteriler tarafindan sekonder metabolit
olarak iretilmektedir [53]. Violaseini {iireten bakteri ¢esitleri arasindan,
Chromobacterium cinsi kapsamli bir sekilde arastirilmis ve 6zellikle Chromobacterium
violaceum iizerinde kapsamli bir sekilde ¢alisilmistir [53-55]. Violasein, dogadan izole
edilen violasein ftireten bakteri suslarmin ¢ogunda bisindol, biyofilm iiretimi ile
iligkilendirilmis bir sekonder metabolittir. Sekonder metabolitler cogunlukla, biliylimede
ve ¢cogalmada bakterilerin birincil ihtiyaglart disindaki fonksiyonlara hizmet etmektedir.
Bu molekiillerin ¢ogu biyolojik olarak aktif ve bazi bakterilere bir avantaj saglayarak
rakip tilirlere toksik oOzelliklere sahip olduklar1 igin, farmakolojide ve klinik
arastirmalarda 6nem kazanmaktadir [56, 57].

Violasein ile ilgili molekiiler diizeyde aragtirmalar devam etmektedir. Bu pigment
3 Uniteden olusmaktadir: 5-hidroksiindol, oksindol ve 2-pirolidin (Sekil 2.1). 1962
yillinda Nature dergisinde yayinlanan makaleye gore, violaseinin biyosentezi i¢in tek
gerekli ana maddenin L-triptofanin oldugu ve calismada iiretilen violaseinin miktari,
test edilen numunenin i¢inde mevcut L-triptofan degerinin fonksiyonu olarak
tanimlanmaktadir [56]. Sonraki aragtirmalarda ise violaseinin hidrojen, karbon ve
nitrojen atomlarin timiiniin L- triptofandan, bir oksijen atomunun ise molekiiler

oksijenden kaynaklandig1 gosterilmistir [56, 59].
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Sekil 2.1. Violasein pigmentin molekiiler yapisi.

Violasein pigmentinin, aseton ve metanolde yiiksek coziiniirliige sahip oldugu
gosterilmistir. Violasein, suda veya kutupsuz organik ¢oziiciilerde ¢oziinmez. Violasein,
ortamin pH degeri 5 ile 9 arasi, sicakligin ise 25 ile 100 °C arasinda iyi stabilite
gostermektedir. Pigment 1s18a maruz kaldiginda yavasca bozunmakta oldugu fark
edilmistir. Yiiksek pH degerinde, pigmentin rengi degismektedir. Ornegin, pH: 11
oldugunda, violasein 24 saat icinde renksiz olmaktadir; pH degeri 14 oldugunda
renginin yesile doniistiigli fark edilmektedir. Diisiik pH degerinde ise (6rn. pH 2),
violaseinin 30 giin i¢inde orta dereceli dekompozisyonu gozlemlenmistir. Bu nedenle
pigment tiretimi, bulundugu yere gore degisiklik gosterebilmektedir [52, 60-61].

Violaseinin biyolojik aktivitelerinin diginda, bu pigment tip, kozmetik, oyuncak
yapimi, bocek ilaci, tekstil ve gida endiistriyel uygulamalarinda da biiyiik ilgi
¢ekmektedir. Violasein, patojen bakterilere kars1 (6rn. Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeroginosa) antibakteriyel Ozellik gostermistir [61]. Violaseinin, S.
aureus'a karst onemli bir antibiyotik aktivitesinden dolay1r ve ayrica linoleik asit
tizerinde antioksidan bir etki sergiledigi icin, violasein iceren bir kozmetik losyon da
formiile edilmistir [62]. Boya, lipofilik veya hidrofilik sa¢ ve cilt bakimi i¢in violasein
iceren kozmetik Ttriinler {iiretilmistir [63, 64]. Son yillarda, violaseinin antitiimor
potansiyeli ile beraber violasein- indiiklenen hiicre o6limi de yogun sekilde
arastirilmaktadir. Yapilan arastirmalar violaseinin, HL60 ve TF1 I6semi hiicrelerinin
Olimiinii indiikledigini gostermektedir [57- 58]. Violaseinin immiinomddiilator

potansiyeli de yogun ilgi kazanmistir. Fareler iizerinde yapilan arastirmada, violasein 40



mg/kg dozunda verildigi zaman merkezi ve periferikantinosiseptif yanit1 indiiklendigi
gosterilmistir. Bu arastirmalar, otoimmiin hastaliklardaki klinik uygulamalara yeni
yollar agmaktadir [65-66]. Violaseinin ayni zamanda ultraviyole radyasyona karsi
koruyucu olabilecegi rapor edilmistir. Arastirmalar, violaseinin i¢inde bulunan %10
deoksiviolaseinin, herpes ve polioviriislere karst aktivitesi oldugunu gosterirken, daha
yiiksek bir konsantrasyonda, HSV-1, Poliovirus tip 2 ve Simian rotavirus SA11'de viral
replikasyonda zayif bir inhibisyon sergiledigini ortaya koymustur [67].

Violaseinin  fotodinamik 6&zellikleri, onun fotokemoterapdtik ilaci  olarak
kullanilabilecegini gostermektedir [58]. Bu potansiyel kullanim alanlar1 ve 6zellikler ile
beraber, violasein antitripanozomal, antinematodal, antimalarial, antileishmanisidal,
antiprotozoanal, antiiilser, antipiretik ve antioksidant 6zelliklere sahiptir [53-54]. Bu
ozelliklerle ila¢ endiistrisinde ve klinik uygulamalarda cok genis potansiyele sahip
oldugu i¢in, bilim diinyasinda son yillarda violasein hakkindaki arastirmalar ¢ok ilgi
gormektedir [57].

Mor renginden dolay1, klinik aragtirmalari disinda da ilgi ¢ekmektedir. Ornek
olarak, tekstil endiistrisinde violasein, deoksivolasein veya kendi sulu soliisyonlarinin
karigimlar ile tiftoidle boyanmis elyaflarin islenmesiyle hazirlanan hafif dereceli boyali
elyaflari, mavimsi mor renkte dokunmus bir ipek kumas iretebilmektedir [68].
Violasein, renklendirici  olarak genis bir gida endistrisi  irlinlerinde
kullanilabilmektedir. Yogurt ve jole bu toz boyayla renklendirilmis, canli bir menekse
rengi gidalar Uretilmistir ve renklerinin bir aylik bir depolamadan sonra degismeden

kaldig1 gozlemlenmistir [53, 68- 69].

2.2.1 Chromobacterium violaceum ve Violaseinin Diger Dogal Ureticileri

Violasein, Chromobacterium, Collimonas, Duganella, Janthinobacterium,
Alteromonas gibi baz1 Gram negatif bakteriler tarafindan tiretilmektedir. Pigment lireten
suslar, farkli iilkelerden ve farkli iklimlerden kaynaklanmaktadir (rn. Ingiltere, Norveg,
Brezilya, Malezya) [56, 70-71]. Daha 6nce de bahsedildigi gibi simdiye kadar violaseini
tireten bakteri gesitleri arasindan, Chromobacterium cinsine ait olan C. violaceum
tizerinde en kapsamli ¢alismalar yapilmistir [2, 56-57, 71-81], fakat son zamanlarda
birgok arastirmact C. violaceum disinda violasein iireten diger organizmalara da

odaklanmistir. Ornegin, Duganella spp. suslari iizerinde fizyolojik, genetik ve



mikrobiyolojik analizler yapilmistir. Duganella spp.’nin izole edilen yedi susunun
violaseini yiikksek miktarda in vitro {irettikleri rapor edilmistir. Kurbaga ve
semenderlerin derileri iizerinde bulunan,violasein iireten bir diger bakteri cinsi olan
Janthinobacterium, biyofilmler olusturmaktadir. Buna karsilik, tretilen violasein
amfibik konakgilari i¢in antifungal bir koruma saglamaktadir [56-65].

Dogal fireticiler violaseini diisiik miktarda ve diisiik kararlilikta liretmektedir. Bu
nedenle, violaseinin liretimini daha basarili hale getirmek adina metabolik miihendislik
yaklasimi ile yapilan bir¢ok ¢alisma mevcuttur [53, 60, 80].

Bu tez ¢alismasinda C. violaceum bakterisinden alinan genler ile galisildigi i¢in, bu
bakterinin daha detayli anlatilmasi gerekmektedir. C. violaceum, Gram negatif bir
bakteridir ve tropik ve subtropik bolgelerin topraklarinda ve sularinda bulunan bir
saprofittir. Kolonileri hafif konveks olup, iirettigi violasein pigmentinden dolay1 genelde
mor renklidir [55, 57, 58, 74, 75, 79].

Genomu sekanslandiginda, bakterinin genomunda sinyal transdiiksiyonu, salgilama
ve motilite ile iliskili yiiksek oranda agik okuma gergevelerinin (ORF- open reading
frames) bulundugu gosterilmistir. C. violaceum da firsatgr patojen olarak
algilanmaktadir. Mesela, genomunda Pseudomonas aeruginosa gibi firsat¢i patojenlerde
bulunan stresli durumlarda bakteriyel direngligi saglayan OmlA lipoproteini kodlayan
gen bulunmaktadir. Ancak, C. violaceum genomunda patojen bakteriler i¢in bazi 6nemli
genler (Ornegin, invH) bulunmamaktadir. Bu da C. violaceum bakterisinin insanlari

enfekte etme yeteneginin neden diisiik oldugunu agiklayabilmektedir [56, 61-64].

2.3. Violasein Biyosentezi

Violasein biyosentezi, 80 yildan fazla siiredir arastirilmaktadir. Ilk makaleler, 1934
yilina kadar dayanmaktadir [56]. Bisindol violasein, bes enzimin etkisiyle iki triptofan
molekiiliiniin yogunlastirilmasiyla olusmaktadir [71-81]. Bes enzimi (VioA, VioB,
VioE, VioD, VioC) kodlayan gen kiimesi, violaseinin biyosentezi i¢in sorumludur.
Biitiin VioA- E enzimleri klonlanmis ve in vitro incelenmistir [53, 56, 75-81]. Bu bes
enzim, vio operon (VioA- ViOE genleri) tarafindan kodlanmaktadir. Bu enzimler
violaseini iiretmek i¢in, L- triptofan amino asidinin iki molekiiliiniin modifikasyonunu
ve kondenzasyonunu Kkatalize etmektedir. Violasein biyosentezi iki L-triptofan

molekiiliinlin modifikasyonunu ve kondenzasyonunu katalizleyen bes enzimatik
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reaksiyon (VioA-E) ve enzimatik olmayan bir oksidatif dekarboksilasyon adimi1 olmak
tizere toplamda 6 adimdan olusmaktadir. Violaseinin tiim karbon, nitrojen ve hidrojen
atomlar1 iki L-triptofan molekiilinden kaynaklanmaktadir [56]. Violasein biyosentez
yolagi sekil 2.2.’de gosterilmistir. Violasein biyosentezine baslayan ilk enzim VioA, bir
flavine bagiml triptofan 2-monooksigenazdir. VioA ile katalize edilen reaksiyon, indol-
3-piruvik asit imine (IPA) triptofan (Trp, W) oksidasyonu ile sonug¢lanmaktadir ve es
zamanli olarak es faktor FAD’in FADH,’ye indirgenmesi eslik etmektedir. Ikinci
reaksiyon adiminda, VioB enzimi IPA’y1 bir dimerizasyon islemi ile ¢ok kisa dmiirlii
bir imin-dimer olusturarak doniistiirmektedir. Bu kisa omiirlii bilesik VioE enziminin
etkisinde kalmaktadir ve prodeoksivolasetik asidine (PVA) doniistiiriilmektedir. Son
olarak, flavine bagimli olarak VioC ve VioD olarak adlandirilan iki oksijenazin
esgiidimlii eylemi bulunmaktadir. VioD indol halkasinin 5- konumunda PVA’y1
proviyolasin iiretmek tizere hidroksilatlagtirmaktadir. VioC oksindol iiretmek i¢in diger
indol halkasin1 2 konumunda okside etmekte ve sonunda violasein iiretilmektedir. Indol
cekirdeginin violasein yapisinin sol tarafindaki 1,2-vardiyasi, onerilen tiim biyosentetik
yolda en cekici biyosentetik mekanizma olarak diisiiniilmektedir ¢iinkii bilinen diger
pigment sentezlerinde bdyle bir olay bulunmamaktadir [72-75]. Violasein biyosentez
mekanizmasi hakkinda bir¢ok biyokimyasal bilgi bulunsa da, VioD ve VioE haricinde,
kimyasal yapilari ile ilgili az bilgi bulunmaktadir [53, 60-64].

Biyosentezin ¢oklu adimlarmin in vivo koordine edilme konusu heniiz
anlagilamamaktadir, ¢linkii enzimlerin kimyasal yapilart tam olarak bilinmemektedir
[65].
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Sekil 2.2. Violasein yolagi [54].



Violasein, onemli biyolojik aktivitelerinden dolayr ve c¢ok genis bir sekilde
kullanilabilen bir pigment oldugu i¢in bir¢cok aragtirmada daha yiiksek miktarda nasil
tiretilebilecegi amaglanmaktadir [49, 52-53]. Maalesef, violasein ve tiirevlerinin iiretimi
kolay degildir; bu nedenle ¢esitli gruplar genetik miihendisligi ve sentetik biyoloji
vasitastyla violaseinin fermantatif verimini gelistirmek icin calismaktadir. Ayrica,
pigmentlerinin dogal mikrobik iireticileri diisiik iiretkenlik, liretmeyen varyantlarin
kendiliginden olusumunu sergilemekte ve insan 6liimlerine neden olan enfeksiyonlara
neden oldugu gosterilmistir [53, 76].

Bir arastirma grubu, C. violaceum ile violasein iiretmek i¢in en iyi kosullari
belirlemek igin tepki yiizeyi metodolojilerini (response surface methodologies- RSM)
uygulamistir. Baslangigta 16 degisken analiz edilmis ancak sonunda ii¢ degisken yani
glukoz, tripton ve maya 06ziitii ile sinirlamiglardir. Son ikisi hem hiicre kiitlesi hem de
violasein verimlerini iyilestirirken, glukozun violasein verimi ile negatif korelasyonda
oldugu ve kiiltiire eklemesinde sinirlandirilmasinin avantajli oldugu bulunmustur [80].

Giivenlik, bilinen genetik, yiiksek doniistiirme verimliligi, ekim kolayligi, hizlilik
ve ucuzluk, terap6tik maddeler i¢in rekombinant konakg¢1 olarak E. coli’nin tercih edilen
se¢imine katkida bulunur [49, 58, 76]. 2013 yilinda, Rodrigues vd. tarafindan, E. coli’yi
hedeflenen, sistem capinda metabolik miihendisligi yaklasimi kullanilmistir. Temel
tiretici E. coli dVio-1 susu, uyarilabilir araC sisteminin kontroli altinda C.
violaceum’'dan elde edilen vioABCE gen kiimesinin ekspresyonunu yapmis ve sonug
olarak deoksiviolasein birikimi olusturulmustur. Hiicre i¢i metabolit analizini kullanarak
triptofan destekleyici yolaklarindaki tikanma noktalar1 basariyla tespit edilmistir.
Boylece daha iyi sekilde yiiksek akigh triptofan yolaginin sistemi, J. lividum
bakterisinden alinmig olan vioD geninin genomik entegrasyonu ile yerine getirilmistir.
E. coli Vio-4, ana lirlinii olarak violaseini biriktirmistir [49].

Chaudhari ve digerleri 2014 yilinda, dimetil siilfoksidin (DMSO), C. violaceum'da
(MTCC 2656) violasein iiretiminin doz bagimli bir sekilde arttirdigini ve ayn1 zamanda
bakteri gelisimine inhibe edici bir etki yaptigint gostermistir [81].

2015 yilinda, Fang vd. violasein iiretilmesini gelistirmek i¢in farkli bir strateji
uygulamigtir. Cesitli triptofan tretkenlikleri, ilk Once trpR/tnaA/pheA genlerinin
kombinasyonal knockout edilmesi ve yukaridaki triptofan metabolik yolaktan iki 6nemli
gen trpEfbr/trpD'nin asir1 ekspresyonu ile olusturulmustur. Daha sonra, violasein

biyosentetik yolaginin gen kiimesi, {retilen triptofan yolaginin asagir akisina
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sokulmustur.

Sonra, daha ileri analiz igin en yiiksek violasein titerli en uygun sus secilmistir. Yolak
agindaki karbon akis1 degisimini aydinlatmak icin *C etiketi kullanan metabolik yolak
analizi yapilmstir. Iki yolagin kombinasyonu ile triptofan yolagmin diizenlememis olan

sistemlere gore dort kat daha yiiksek violasein tiretimi elde edilmistir [51].

2.3. Quorum Sensing: Hiicreler Arasinda letisim Mekanizmasi

Bakteriler, toplu davraniglarina temel olusturan gen ekspresyon programlarini
diizenlemek icin Quorum Sensing’i kullanmaktadir. Bir manada bakterilerin iletisim
mekanizmasi olarak kabul edilen Quorum Sensing, “cogunluk algilanmasi” demektir ve
ilk defa 1979 yilinda Nelson ve Hastings tarafindan tarif edilmistir [82]. Onlarin
inceledigi Vibrio fischeri bakterisinin Quorum Sensing sistemi bugiinlerde de Gram
negatif  bakterilerinin  Quorum Sensing modeli olarak kabul edilmektedir.
Biyoluminesens, biyofilm olusumu, antibiyotik sentezi, patogenez gibi toplu
davraniglart Quorum Sensing sayesinde var olmaktadir [83]. QS sistemlerinin,
bakteriyel swarming'i, ekzoenzimlerin salgilanmasini, biyofilm olusumunu ve genetik
yeterliligi etkiledigi rapor edilmistir [83- 84].

Bir sinyal-yanit sistemi olarak c¢alisan Quorum Sensing; otoindiiktor denen
hiicredis1 kiiciik sinyal molekiillerinin iretimine, salgilanmalarina, algilanmalarina ve
bakterilerin toplumsal yanitlarina dayanmaktadir. QS ile potansiyel sosyal davranigin iki
seviyesi birbirinden ayrilmalidir: Birincisi, isbirligi davramiglarmin iletisimini ve
koordinasyonunu saglayan bir sinyal ve ortak reseptdrden olusan QS devresi ve ikinci
olarak, QS tarafindan kontrol edilen gercek, genellikle daha maliyetli isbirligi
davraniglar1. Yiiksek ve diisiik bakteri konsantrasyonlarinda davranislar1 degismektedir.
Genelde yiliksek miktarda olup, sentezlenen ve hiicre disina ¢ikarilan otoindiiktor
konsatrasyonlar1 ¢ok yiiksek olduklar i¢in, spesifik reseptor taraflarindan algilanip,
tekrardan Quorum Sensing genlerini tetkileyip kontrol ettigi bolgeleri aktiflestirip
olumlu geribildirim dongiisii (positive feedback loop) olusturulmaktadir [82-85].
Populasyon kontrollii genlerin etkinlestirilmesi i¢in gereken niifus yogunlugu, aktive
edilmis bir sistemi kapatmak i¢in gereken yogunlugunun ¢ok tizerindedir [83].

Quorum Sensing Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerinde farkli olsa da, prensip

aynidir. Gram negatif bakterilerinde sinyal molekiilleri olarak kiicik AHL (asil
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homoserin lakton) molekiilleri, Gram pozitif bakterilerinde ise oligopeptid
otoindiiktorleri kullanilmaktadir. Bakterilerin tiirler arasi iletisiminde AI-2 denen
otoindiiktor ailesinden molekiiller kullanilmaktadir [83, 85-91].

Bir¢ok ilgili mikrobik davranisin diizenlenmesinde QS'in merkezi rol oynadigi fark

edilmistir [21, 96]. Tarimda ekolojik kontrol ve tipta antiviriilens gibi farkli
uygulamalar i¢in QS sistemlerini manipiile etme konusundaki yiiksek ilgi halen
stirmektedir [83].
Sentetik biyolojide, QS devresi ¢ogunlukla AND mantig1 kapisinin bir parcasidir [1, 21,
83]. Biyolojik hesaplama, yani maddenin mantik fonksiyonlarini yerine getirme
yetenegi, sentetik biyolojide ortaya ¢ikan bir konudur. Canli hiicrelerde mantik kapilari
uygulanmasi, dnceden tanimlanmis ve ongoriilebilir bir sekilde bir veya birden fazla
tetikleyici sinyal veya c¢evresel ipucuna yanit vermelerini saglamaktadir. Sentetik
Boolean kapilari, sentetik AND kapilardan ¢ok girisli veya analog islevlere sahip daha
karmasik kapilar arasinda degisen, E. coli'de basariyla kurulmustur. Sentetik biyoloji
alaninda, olaylar1 saymak igin sentetik devreler, itmeli itme anahtarlari (push-on push-
off switches) veya osilatorler veya aydimnlatilmis desen kenarlarinin belirlenmesi
tasarlanmigtir. Birgok calismada, otoendiiktdrler tiim populasyonun davranisini
senkronize etmek i¢in yapay hiicresel iletisim iiretmek iizere uygulanmistir. Sentetik
Quorum Sensing sistemlerinin tekrar yapilanmasi, hedef gen ekspresyonunun hiicre
yogunluga bagli bir sekilde kontrol edilmesini saglar. Hiicrelerin yanitlarin1 ince
ayarlamak ve performansi optimize etmek i¢in sentetik QS sistemleri kullanilabilir.
Sentetik QS sistemleri, dkaryotik ve prokaryotik konak¢ida da uygulanmistir [83, 94-
95].

2.3.1. Gram Negatif Bakterilerde Quorum Sensing

Gram negatif bakterileri AHL (asil homoserin lakton) molekiillerini sentezleyip
algilamaktadir. AHL sinyallemesi, LuxR ve 3-0kso-heksanoil homoserin lakton (30C6-
HSL) tarafindan biyoluminesens genleri de dahil olmak {izere yaklasik 25 genden
olusan kiigiik bir setini kontrol etmek i¢in QS kullanan deniz bakterisi Vibrio fischeri'de
kesfedilmistir. V. fischeri, 1s1k organlarini kolonize ettigi ve 15181 Urettigi belirli deniz
hayvanlarinin mutualist simbiyonttur [90, 93-94]. Tek hiicreler, biyolojik tespit i¢in

yeterli 151k yaymazlar; ancak hiicre gruplar tarafindan tiretilen 151k kolayca ¢iplak gozle
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goriilebilir. Biyoliiminesanst kolaylikla gozlemlenebildigi ve Olgiilebildiginden V.
fischeri, QS mekanizmasini anlamak i¢in bir model olarak kullanabilmektedir [83].
Vibrio fischeri bakterisinin Quorum Sensing mekanizmasini ornek alindiginda
anlasilmaktadir ki Luxl gen irlinii tarafindan biyoluminesens o6zelligi kontrol
edilmektedir ve molekiil diizeyinde luxICDABE (lusiferaz) operonu yonetmektedir
(Sekil 2.3.). Luxl geni LuxI denen proteini kodlamaktadir ve bu protein AHL’yi
sentezlemektedir. Uretildikten sonra, AHL hiicre disina ¢ikip bir baska bakteri hiicresine
serbest bir sekilde girerek LuxR olarak adlandirilan reseptdér proteine baglanmaktadir.
AHL’nin konsantrasyonu, artan hiicre yogunlugu ile artmaktadir. LuxR de luxRgeni
tarafindan kodlanmaktadir. LuxR ile AHL otoindiiktoriiniin birbirine baglanmalari,
lusiferaz operona dahil olan genlerin ekspresyonunu tetiklemektedir. Otomatik olarak
luxl geninin ekspresyonu da indiiklenmektedir ve olumlu geribildirim dongiisii
olusturulmaktadir. Bir¢ok Gram negatif bakterisinde LuxI/R Quorum Sensing
mekanizmas1 mevcuttur. Incelenen bakteri tiirlerinde, LuxR tip proteinlerin ve onlara
0zgli olan AHL molekiilleri arasindaki asir1 ozgiilliikklerine gore LuxI/R Quorum
Sensing mekanizmasini tiir i¢i iletisim aract olarak kullanilmaktadir diye bir sonuca

varilmaktadir [83-84, 88, 91-95].
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Sekil 2.3. Gram negatif bakterilerinin LuxI/R Quorum Sensing Modeli. AHL, kirmizil1 iggen
olarak gosterilmektedir. IM membran i¢i, OM membran dis1 [83].

Lux operonunun minimal bilesenleri, iki gen luxl ve luxR, soydas promotor PluxI
ve PluxR’dan olugmaktadir. Yukarida bahsedildigi gibi luxl geni, AHL’yi iireten sentezi
kodlamaktadir. LuxR/AHL kompleksi olusturulunca Pj;xr promotoruna baglanir ve
bdylece asag akis genlerinin transkripsyonu hiicre yogunluguna bagl olarak gerceklesir

(Sekil 2.4.) [83, 85].
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Miihendislik bakis acisindan, LuxI/R tipi Quorum Sensing sistemleri iki ayri
modiile ayrilabilir. Bir modiilii sinyal iiretmek ve digeri sinyale yanit vermek i¢in iki
farkl1 hiicrede yapildiginda hiicrelerin iletisime ge¢meleri ile sonuglanmaktadir [21, 83,

96].

Sekil 2.4. LuxI/R Mekanizmasi [87].

2.4. Ko-kiiltiir

Ko-kiiltiir sistemleri, hiicre populasyonlar1 arasindaki etkilesim hakkinda aragtirma
yapmak i¢in kullanilmaktadir. Son yillarda, ko-kiiltiir sistemlerine sentetik biyoloji
alaninda ilgi artmaktadir. Kompleks, ¢ok hiicreli sistemleri arastirmak ve diizenlemek
igin ko-kiiltiir ideal bir yontemdir. Ko-kiiltiir, hiicre ekim kurulusudur, iki ya da daha
fazla sayida birbirinden farkli, aralarinda bir dereceye kadar temas kurulmus, hiicre
populasyonu biiyiitiilmektedir [4, 97-107]. Bdyle bir kurulusu kullanmak i¢in birkag
sebep bulunmaktadir; populasyonlar arasinda dogal etkilesimleri aragtirmak,
populasyonlar arasinda sentetik etkilesimleri kurmak ve bazi populasyonlarin
kiltirlesme basarilarini arttirmak. Ko-kiiltiir sistemlerinin kullanim alanlar1 genistir.
Ornegin; enfeksiyon arastirmalarinda, ilag endiistrisinde, yapay dokularda ko-kiiltiir
sistemleri kullanilmaktadir [104-105].

2.4.1. Ko-kiiltiirde Degiskenler

Ko-kiiltiirler, farkli populasyon sayisi, populasyonlar arasindaki benzerlik derecesi,
populasyonlar arasinda ayirma derecesi, populasyonlarin g¢evre farklari, kiiltiirlerin
hacmi ve zaman 6lcegi gibi konularda birbirinden ayirt edilmektedir. Daha az kompleks
olan sistemler kurulmaktadir, fakat yiiksek derecede kompleks kurulan sistemler nadiren

bulunmaktadir. Hatta iticten fazla hiicre populasyonun etkilesimi yonetilemez
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karmagiklik derecesine yol acabilecegi diisliniilmektedir. Bugiline kadar ko-kiiltiir
arastirmalariin biiyiik cogunlugu iki populasyonu kapsayacak sekilde yapilmistir [97].
Ko-kiiltiirde hiicre populasyonlar1 birbirine ¢ok benzer olabilir: 6rnegin bir gen
ekspresyonunda farkli, ama ayni susa ait olan iki hiicre populasyonundan olusan
sistemler. Hiicre populasyonlari iki farkli tiirden olusarak birbirinden farkli da olabilir.

Ko-kiiltiir populasyonlari arasindaki benzerlikler onlarin ekolojik baglarini etkileyebilir.

Ko-kiiltiir deneyinin kurulusuna gore kiiltiirler, birbiriyle tamamen karisik ya da
kismen ayrilmig olabilirler. Populasyonlar1 ayirma metodu dikkatli se¢ilmelidir ¢linkii
populasyonlarin etkilesimleri kontrol altinda kalmalidir ve kararli bir sistem
amaglanmalidir [4,97-102].

Kiiltir hacmi ve hiicre yogunlugu da 6nemli faktorlerdir. Deney hacimlerinin
Ol¢ceklendirilmesi konusunda iki farkli girisim vardir; birisi deneyleri endiistriyel
hacimlere, digeri ise farkli sistemleri ve gesitli sartlar1 arastirmak adina mikrolitrelik
Olgege getirmeyi amaglamaktadir [4, 97].

Ko-kiiltiir deneylerinde zaman 06l¢egi de dnemli bir parametre olmaktadir. Farkli
uzunlukta ve zaman Olg¢eklerinde yer alan ko-kiiltiir model sistemlerinin etkilesimleri
olduk¢a karmasiktir. Hiicre ¢esitleri arasindaki etkilesimleri arastirmayi hedefleyen
deneylerde dakika ya da saat 6lgegi kullanilabilir, ancak endiistriyel iiretimi hedefleyen

deneylerde daha uzun olan zaman &lgekleri kullanilmalidir [98-99, 100-102].

2.4.2. Ko-kiiltiir Teknolojileri

Sentetik biyoloji alaninda ucuz ve kolay erisilebilir tekniklere ihtiyag
duyulmaktadir. Belirli ayirma derecesiyle populasyonlar1 ko-kiiltiir sistemi olarak
kurmak i¢in, mikrofluidik platformlari, petri kutular1 gibi saglam yiizeyleri, ii¢ boyutlu
iskeleler, hidrojeller, transwell tabaklar1 ve mikrodiziler sik¢a kullanilan se¢eneklerdir
(Sekil 2.5.). Spesifik olarak ko-kiiltiirler i¢in, bircok mikrofluidik cihazi tasarlanmistir.
Bunlarin en 6nemli avantajlarindan biri yiiksek verim elde edilebilmesidir. Ancak,
mikrofluidik kuruluslar1 daha biiyiik hacimlerde kullanilmayabilir [97-100]. Monokiiltiir
teknikleri de ko-kiiltiir i¢in hizli bir sekilde adapte edilmektedir (6rnegin; hiicre gog
tahlileri). Monokiiltiirlerin agar tabaklara ve sivi medyaya kultivasyonunda genelde ayni
model kullanilmaktadir, ancak son zamanlarda ileride kullanilabilecek yeni metodlar
gelistirilmektedir (mikrotastyici boncuklar, mikro-petri kutusu, difiizyon odalari, diyaliz

reaktorii) [97, 99, 101-102].
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Sekil 2.5. Ko-kiiltiir teknolojileri. (a) Mikrofluidik sistemler. (b) Petri kutu sistemi. (¢) Saglam
destek sistemi. (d) Biyoreaktor sistemleri. (e) Transwell sistemleri [4].

2.4.3. Ko-kiiltiir Sistem Miihendisliginin Sentetik Biyolojide Kullanim

Yapay hiicre-hiicre iletisiminin genetik devre tasarimlarina dahil edilmesi sentetik
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biyologlarin, tek hiicrelerin programlanmasindan ¢esitlendirme, mekansal organizasyon,
senkronizasyon ve koordine edilmis bilgi isleme gibi niifus diizeyindeki davranis ve
islevlerin miihendisligine dogru hareket etmesini miimkiin kilmaktadir [21, 32, 98, 104].
Biyoyakaitlar, terapotikler, biyolojik sensorler, tarim ve biyolojik giderme gibi pratik
uygulamalar karmasiklig1 artan devre tasarimlarini motive etmektedir. Dogada biyolojik
karmasiklik, hiicre-hiicre iletisimiyle uzmanlagsmis hiicre tiplerinin organizasyonu ve
koordinasyonundan kaynaklanmaktadir. Dogada ¢ok hiicreli stratejilerin yararlar1 gz
Oniine alindiginda, sentetik biyologlar hiicrelerin populasyonlarinin davranislarini,
etkilesimlerini veya dinamiklerini kontrol etmek icin heterolog hiicre-hiicre iletisim
modiillerini genetik devre tasarimlarina dahil etmektedirler.

Sentetik biyoloji, dogal biyolojik sistemlerde orgiitsel ve tasarim ilkelerinin yeni
analitik yaklagimlarla incelenmesini kolaylagtirmaktadir ve bu mutualism, predator-prey
ve iretici olan-olmayan gibi spesifik iliskileri yeniden iiretmek i¢in miihendislik ile
tasarlanan suslarin niifus etkilesimleri tizerine gelistirilmistir [96, 98]. Yukaridaki 6rnek
iliskiler, dogal sistemlerle ilgili ¢alismalar1 tamamlayan, ekolojik ya da toplumsal evrim
sorularin1 incelemek icin basitlestirilmis ve manipiile edilebilir deneysel sistemler
gorevi gorebilirler. Ko-kiiltiir teknikleri, hiicre populasyonlar1 arasindaki dogal veya
sentetik etkilesimleri incelemek icin biyolojide sayisiz uygulama bulundurmaktadir.
Genelde iki hiicre populasyonu ile calisilmaktadir, ancak daha az sayida arastirmaci
tanimlanmis sentetik ekolojiler ve organ model sistemleri de dahil olmak iizere {i¢ hiicre
populasyonu arasindaki etkilesimleri incelemistir. Ucten fazla farkli hiicre
populasyonunun birlikte kiiltiirlenmesi iizerine yapilan ¢aligsmalar nadirdir, ancak kii¢lik
capl in vitro doku modelleri veya endiistriyel olarak umut verici islevlerle birlikte daha

az tanimlanmis konsorsiyum icermektedir [4].

Sentetik biyoloji alaninda ko-kiiltiir teknolojisi ile yapilan bir 6rnek arastirma
olarak, Balagadde vd. tarafindan sentetik predator-prey (avci-av) sistemi gosterilebillir
(Sekil 2.6.). Dogada bilindigi iizere avci, avi dldiirmektedir ve av onun igin besin
kaynag1 olmaktadir. Bu kurulan sentetik ekosistemde de dogadaki gibi, ayni olmasa da
benzer, etkilesim bulunmaktadir. iki hiicre populasyonu kurulmaktadir: aver ve av
hiicreleri. Bu hiicre populasyonlarinda, iki modiile ayrilmis iki Quorum Sensing
mekanizmast (LuxIR ve LasIR) mevcuttur. Her mekanizmanin otoindiiktorleri
sentezleyen kisim bir hiicre populasyonunda bulunmaktadir, tamamlayici reseptor kismi

ise diger hiicre populasyonunda bulunmaktadir. Quorum Sensing araciligi ile haberlesip
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bu hiicreler birbirlerinin gen ekspresyonu degistirebilmektedir. Hatta birbirlerinin
hayatta kalip kalmamalarina dair karar verebilmektedir. Bu da av hiicresine ccdB “killer
gene”—Oldiirlicii gen konulmakla beraber gergeklestirilmistir. Diger, avci hiicre

populasyonunda ise, hem ccdB hem de onun antitoksini ccdA geni bulunmaktadir.

Ko-kiiltiir teknolojisinin gelistirilmesine daha fazla odaklanma gereklidir. Ko-kiiltiir
teknolojisi, genetik miihendisligi ile kompleks sistemlerin uygulanmasi arasindaki
baglantiy1 temsil etmektedir. Bu teknolojisinin yaygin olarak bulunmasi ¢ok c¢esitli

biyolojik sorular1 cevaplamaya izin getirebilir [96].
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Sekil 2.6. Sentetik predator-prey sistemi [96].

2.5. Sentetik Ekosistem Olusturarak Quorum Sensing Mekanizmasina Bagh
Violasein Uretimi

2.5.1. Sentetik Ekosistemler Uzerinde Benzer Cahismalar

Dogada karmasik bi¢cimde yasayan bakterilerin davranislarini ve etkilesimi
anlamak i¢in ko-kiiltiir prensiplerine uygun farkli sentetik ekosistemler kurulup
aragtirmalar yapilmistir. Ozellikle bakteriyel simbiyoz ve mutualistik (karsilikli) iliskide
olan iki bakteri cesidi arasindaki iletisim mekanizmalari yogun arastirilmaktadir.

Bakteriyel etkilesim ve iletisim sonucu ya da c¢iktis1 kolay Ool¢iilebilecek sekilde
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ayarlanarak kolayca tanimlanabilir. Ornegin, Basu vd. yapilan c¢alismada, konak
hiicrelerin igine gen devresinin bir parcasi olarak GFP floresan protein iiretiminden
sorumlu olan gen konulmustur. Bu sekilde, gen devrelerinin planlandigi gibi calisip

caligmadiklarini teyit etmektedir [1, 21].

Diinyada en kapsamli sentetik biyoloji IGEM adli yarigsmasinda, 2012 yilinda San
Franscisco Kaliforniya Universitesi tarafindan yapilan calismada, violasein pigmenti
kullanilmistir. Calismada, biyosentetik yolagi ikiye boliinerek ve her bir kismi iki ayr1
susa konularak tek bir susun metabolik yiikii hafifletilmeye calisilmaktadir [108]. Bu
calisma Kerner vd. tarafindan yapilan caligmaya benzerlik gostermektedir. Kerner ise
deneysel calismasi ile iki oksotropik E.coli susun kontrol edilebilir simbiyoz
olusturduklarint kanitlamigtir. Aragtirmada YFP-sar1 floresan protein kullanilmistir
[109]. Ko-kiiltiir, Quorum Sensing ve violasein biyosentezi hakkinda olan bilgiler
birlestirilip, metabolik miihendislik yaklasimiyla ¢cogunlugu algilama mekanizmasina
bagli violasein pigment {iiretimi igin sentetik bir ekosistem (ko-kiiltiir sistemi)

olusturulabilir (Sekil 2.7).

(Onderici Hiicre Alicl Hiicre s g
0 0 Violasein
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Sekil 2.7. Violasein pigmentinin iiretimi i¢in olusturulmus olan ko-kiiltiir tasarimi.

2.5.2. Calismadaki Ekosistemin Amaci

Bu sistemle, violasein pigmentinin iiretilece8i sentetik bir ekosistem (ko-kiiltiir)
olusturarak senkronize populasyon davraniginin bir heterolog biyosentetik operonun

pigment biyosentez verimi iizerinde etkisinin aragtirilmasi amaglanmaktadir.
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Amag Ozellikle hiicre populasyon arasindaki etkilesimlerini anlamak, hiicre
dinamiklerini aydinlatmak, Quorum Sensing haberlesme mekanizmasimnin hiicre
populasyon davraniglarin1 nasil etkileyecegini anlamak ve son olarak violasein
pigmentini basarili bir sekilde tiretmektir. Violaseinin degerli bir sekonder metabolit
olarak yiiksek miktarda ve kararli  diretilmesi amaglanmaktadir.

Violasein tretimi lizerinde farkli plazmidler denenmektedir ve pigment olusumu

yakindan takip edilmektedir.

2.5.3. Sistemin Beklenen Islevi

Violaseini dogada iireten C. violaceum bakterisinden bu pigmentin biyosentezinden
sorumlu olan violasein operonu (vioABCDE) elde edilip model organizmasina E. coli’ye
aktarilacaktir. Neden E. coli’ye aktarilacaktir ve neden bu sentetik ekosistem farkli
tirlerden degil de, aym tiire ait iki hiicre populasyonundan olusturulacaktir? Farkli
tiirlerden ziyade ayni tiire ait iki hiicre populasyonu (6rn. iki E. coli hiicresi) benzer
biiylime hizina sahip olmaktadir. Ayrica, E. coli-E. coli ko-kiiltiir sisteminin kullanimi
ile populasyon igerisindeki bir tiiriin baskinliginin ve kiiltiir stabilitesi gibi problemlerin
azaltilabilmesi miimkiin oldugu i¢in bu mikroorganizmalar se¢ilmistir. Son olarak, ayni
tir olsa da E. coli suslarinin farkli olmasi ile &zellikle heterolog enzimlerin
fonksiyonlarmi desteklemek icin degisen yetenege sahip olmalarindan bdyle bir secim

yapilmaktadir.

Violasein  biyosentetik  yolak, c¢ogunlugu algilama (Quorum Sensing)
mekanizmasinin  kontrolii altinda olacaktir. Quorum Sensing sistemi i¢in Vibrio
fischeri’de bulunan ve iyice bilinen luxl, luxR genleri ve Py promotoru kullanilacaktir.
Sistem iki modiillii olacaktir: Quorum Sensing promotoru (Pj) tarafindan kontrol
edilen violasein yolak bir hiicreye yerlestirilirken bu mekanizmanin caligmasi ig¢in
gerekli olan diflize edilebilir sinyaller diger hiicreye yerlestirilmis olan modiilden

gonderilecektir.
Boylece alict ve gonderici hiicre arasinda madde aligverisi gerceklesecektir.

Violaseinin iiretimi, gonderici hiicrenin konsantrasyonuna bagli olacaktir ve populasyon

diizeyinde koordineli bir sekilde gerceklesecektir. Alict hiicrenin ic¢indeki violasein
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yolaginin ¢aligmasi icin gerekli olan difuze edilebilir sinyaller, gonderici denen hiicreye
yerlestirilmis  olacaktir. Otoindiiktér sentezleyen gen (luxl) gonderici hiicre
populasyonunda oldugu i¢in, alici hiicre populasyonu violaseini lretebilmek igin
gonderici hiicresine ihtiyag duyacaktir. Eger alici hiicre populasyonu gonderici hiicre
populasyonundan ayirirsak, LuxR /AHL kompleksi olusturulmayacak. Bu nedenle, vio
operon Quorum Sensing mekanizmasina bagli oldugu i¢in, bu operonun genleri
eksprese olmayacak ve violasein pigmenti tiretilmeyecektir (Sekil 2.8.). Bu ko-kiiltiir
sistemi ayni1 zamanda ortamdaki sinyal molekiiliiniin konsantrasyonunu belirleyen bir

biyosensor olarak calisacaktir.

Alict Hicre

@L Tnptofan

Vlolase n

Sekil 2.8. Sistemin beklenen islevi.

2.5.4. Konstitiitif Promotorun Kontrolii Altinda E. coli’de Vio Operonunun
Heterolog Ekspresyonu

Sentetik ekosistem i¢in tasarlanan plazmitler disinda bir de violasein iretiminden
sorumlu olan vio operonu E. coli konak susunda konstitutif bir promotorun kontrolii
altinda pigment uretimi saglamay1r denemekteyiz. Daha verimli pigment ekspresyonu

icin RBS (ribozom baglanma sitesi- ribosome binding site) de hesaplanmistir.

Violasein biyosentetik yolaginin yeniden tasarlanmasi ve transkripsiyonel ve
translasyonel kontroliiniin saglanmasi i¢in bu yolagin genlerinin tamami sentetik olarak
tasarlanan bir konstitiitif promotor ve sentetik bir RBS bdlgesinin asagi bolgesine
(downstream) yerlestirilmistir (Sekil 2.9). Konstitiitif promotor, gii¢lii bir promotor olup
istenen genlerin ekspresyonu saglanmistir. RBS bolgesi ise, Pennsylvania
Universitesine bagli Salis Lab tarafindan tasarlanan RBS Calculator biyoinformatik
programi ile hesaplanmaktadir. Violasein biyosentetik yolaginin tamaminin yeni bir

hiicre konakta yeniden insasi i¢in bu pigmentin biyosentezinde rol alan genler (VioA,
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vioB, VioE, vioD, vioC) ve tasarlanan sentetik konstitiitif promotor ve ribozom baglanma
bolgesi (RBS) ile birlikte tiim sentetik operon E. coli bakterisine aktarilmistir ve

eksprese edilmistir.

L-Triptofan

S .
qoth ST
aT % -(: B vioEY{vioD}vioC}

cons
A

Sekil 2.9. Violasein metabolik yolaginin metabolik miithendislik yaklasimiyla E. coli’de yeniden

insa edilmesi (Pcns: Konstitiitif promotor, RBS: Ribozom baglanma bdlgesi).

24



3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan bakteri suslar1 ve plazmidleri

Bu tezde Chromobacterium violaceum ATCC12472, E. coli NEB 10-beta ve E.
coli EPI300 isimli suslar ve pCC-Ptrc-RBS3-rnpT1, pCC1BAC-CcdB, pCC-Ptrc-RBS3-

vioAE isimli plazmidler kullanilmigtir.

Chromobacterium violaceum ATCC 12472

C. violaceum ATCC 12472 susu, Aksaray Universitesi'nden alinmigtir. Dogal
olarak Elazig/ Dogu Anadolu Bdlgesi’nde ve Tiirkiye genelinde topraklardan veya
sulardan 6rnek olarak bu susun toplanmasi hakkinda fazla bilgi bulunmamaktadir. Bu
susun yasadigi bolgelerin iklimleri birbirinden farkli olsa da (Malezya, Brezilya,
Avustralya, Vietnam vs), Tiirkiye’de bu sus ile pek calisiimamaktadir [52, 110]. Bu

sebepten ¢evreden drnekler toplanip susun izolasyonu yapilmamustir.

Escherichia coli NEB 10-beta

A(ara-leu) 7697 araD139 fhud AlacX74 galK16 galE15 el4- p80dlacZAM15 recAl
relAl endAl nupG rpsL (StrR) rph spoT1 A(mrrhsdRMS-mcrBC)

NEB suslari New England BioLabs sirketi tarafindan tasarlanmaktadir.
Kullandigimiz NEB suslarinin en 6nemli 6zelliginden biri elektrokompetent hiicre
olarak transformasyon deneylerinde kullanilmalaridir. NEB 10-beta E. coli susu,
yaygin olarak kullanilan DH10B susunun bir tiirevidir. Biiyilik plazmidlerin ve BAC
plazmidlerin transformasyonu i¢in uygundur. T1 faja direnglilik tagimaktadir. Ayrica,

endoniikleaz I aktivitesi endA1 geninin bulundurmasi ile ortadan kaldirilmaktadir [111].

Escherichia coli EP1300

F— 2— mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®@80dlacZAM15 A(lac)X74 recAl endAl araD139
A(ara, leu)7697 galU galK rpsL (StrR) nupG' trfA dhfr



E. coli EPI300 susu elektrokompetent hiicre olarak kullanilmaktadir. Susun bazi
ozellikleri, streptomisin antibiyotige kars1 direncli olmasi; arabinoz, galaktoz ve laktoz

ile indiiklenme yapilabilmesi ve losin oksotrof olmasidir [112].

pCC-Ptrc-RBS3-rnpT1 Plazmidi

Bu plazmid, Quorum Sensing sinyalinin sentezlemesinden sorumlu olan Luxl
genini icermektedir. Luxl gen, giiclii ve konstitiitif sentetik Ptrc promotorun kontrolii
altinda bulunmaktadir. Ayrica, plazmid kloramfenikol antibiyotigine direnc¢lik genini

tasimaktadir (CmR). Plazmid haritasi, Sekil 3.1.”de gosterilmistir.

loxP site

Cos site, Ptrc
R
parC lux!
\)‘j | Rrnp T1-J61048
7
y
parB ;
\7/ /
l" %\CmR
pCC-Ptrc-RBS3-rnpT1
\i\ 9o525p
\ &
Y \\
parA \\\s : redF
= \Oﬁv
Orill{oriS)

repE

Sekil 3.1. pCC-Ptrc-RBS3-rnpT1 plazmid haritast.

pCC1BAC-CcdB Plazmidi

CcdB toksik proteini kodlayan ccdB geni sebebiyle boyle adlandirilmaktadir. Bu
plazmid, Pyyx Quorum Sensing promotoru igermektedir ve diger Quorum Sensing
promotoru Plyg’yi de bulundurmaktadir. pLuxR promotorun kontrolii altinda Quorum
Sensing sinyalini algilayan reseptor proteini kodlamaktan sorumlu olan LuxR geni
bulunmaktadir. Plazmid, kloramfenikol antibiyotigine diren¢ genini tasimaktadir (CmR).

Plazmid haritasi, Sekil 3.2.°de gosterilmistir.
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loxP site

Cos site luxR

parC ﬁ pLuxR
/ 8 i Lux!
- & CcdB
parB \/ Qj’;nmp T1-361048

o874 bp ﬁ
| —
CmR

parA

repE Oriv
Orill{oriS)

Sekil 3.2. pCC1BAC-CcdB plazmid haritasi.

pCC-Ptrc-RBS3-VioAE Plazmidi

Bu plazmid, vio operonu icermektedir ve operon, giiclii, konstitiitif sentetik bir
promotorun (Ptrc) kontrolii altinda bulunmaktadir (Sekil 3.3). Kloramfenikol
antibiyotigine diren¢ genini tagimaktadir (CmR). Violasein pigmentinin zamana bagl

tiretimi (time-course) deneylerinde karsilastirmali analiz i¢in kullanilmaktadir.

loxP site

Cos site

\le %

parC
parB

parA
F_vqul
pCC-Ptrc-RBS3-vioAE
repE\@ 15765 bp
Orill(ori S]—__}:]
Oriv ioC

CmR

P "
redF / \
\ vioD
vioE
Rrnp T1-J61048

Sekil 3.3. pCC-Ptrc-RBS3-vioAE plazmid haritasi.
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3.1.2. Besi yerleri

LB Broth Besi yeri

LB broth besinsel olarak zengin sivi bir besi yeridir, hazirlanmasi kolay ve yaygin
olarak bakterilerin biiyiitiilmesi i¢in kullanilmaktadir. Besi yerin hazirlanmast igin,
tripton, maya ekstraktt ve NaCl bunlar sirasiyla 2:1:1 oraninda karistirilir [113].
Ornegin, 100 mI’ye tamamlayacagimiz bir LB broth besi yeri icin malzemelerin miktar1

asagidaki gibidir:
o 1 gr tripton

o 0.5 gr maya ekstrakti
o 0,5 gr NaCl

121°C derecede 15 dk boyunca otoklavlanir.

LB Agar Besi yeri

LB agar besi yeri, besinsel olarak zengin kati bir besi yeridir. LB broth besi yerine
benzemektedir, farkli olarak LB agar besi yerinin icerigine agar girmektedir ve agardan
dolayr katilagmaktadir [114]. Agar, tripton, NaCl ve maya ekstrakt1 3:2:2:1 oraninda
karistirilir. Ornegin, 100 ml dH,O ile tamamlayacagimiz besi yeri i¢in malzemelerin

miktar1 asagidaki gibidir:

. 0.5 gr maya ekstrakti
o 1 gr tripton

o 1 gr NaCl

. 1.5 gr agar

121°C derecede 15 dk boyunca otoklavlanir.

LB Broth+ Cmys ve LB Agar+ Cmys

Bu calismada CmR genini yani kloramfenikol antibiyotigine karsi direnglilik
saglayan plazmidler kullanildi. Bu nedenle, pCC plazmidleri igeren bakteriler

blyiitiilmek istendiginde besi yerine kloramfenikol antibiyotigi eklenmelidir.
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Oncellikle, chloramphenicol stoku 34 mg/ml olarak yapildi ve etanol icinde
¢oziildii. Daha sonra, 25 pg/ml konsantrasyonunda besi yerine eklenmektedir. Mesela,

100 ml LB broth besi yerine 73.5 pul kloramfenikol eklenmektedir [115].

SOB Medyum (Hanahan’s Broth)

SOB (siiper optimized broth) medyum, zengin bir medyumdur ve genel olarak
transformasyon deneyinde kompetent E. coli hiicrelerin biiylitmesi i¢in kullanilmaktadir
[116]. SOB medyum, hazir bir karisim olarak satin alinmaktadir. Tripton, maya
ekstrakt, MgSO4, NaCl ve KCI icermektedir. 121 °C derecede 15 dk boyunca

otoklavlanir.

SOC Medyum (SOB+ Glukoz)

SOC besi yeri, transformasyondan sonra kullanilan, hiicrelerin elektro soktan sonra
toparlanmalarin1 (recovery) ve ilk biliylime asamalarinda antibiyotik direnglik geni
tiretmelerini saglayan zengin bir besi yeridir. SOC medyum, SOB medyum ile hemen
hemen ayni malzemelerden olusmaktadir. SOB Medyum hazirlanip otoklavlanildiktan
sonra, filtre sterilize edilmis glikoz ilave edilmektedir. Ornegin, 1 litre SOB medyum’a

20 ml steril %20 glikoz soliisyonu eklenmesi gerekmektedir [117].

3.1.3. DNA izolasyon Kitleri

Farkli DNA c¢esitleri (genomik ve plazmid DNA’lar1) bakterilerden izole etmek ve
saflastirmak adina, QIAGEN firmasina ait kit protokolleri kullanildi. Biitiin protokoller,

masa mikro santrifiij cihazi kullanilarak yapildi.

QIAGEN DNEasy Kiti

Genomik DNA’y1 kolay ve pratik bir sekilde izole etmek i¢in, QTAGEN DNeasy
kiti kullanildi. Silika esasli DNA saflastirmasini saglayan bu kitin, hem Gram pozitif
hem Gram negatif bakterilerden, ilaveten hayvan kani ve hayvan dokusundan DNA

izolasyonu gergeklestirmek i¢in uygun protokoller bulunmaktadir [118].

QlAquick Jelden ve PCR’dan DNA Saflastirma Kiti

PCR deneyi ardindan diyagnostik elektroforezi yaptiktan sonra, istenen bantlar UV
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1s181nda goriildigii takdirde, keskin ve temiz bir bisturi yardimiyla bant jelden ¢ikartilir.
Bu bantta, istedigimiz DNA sekans mevcuttur. Band1 keserken hizli olunmalidir, ¢linkii
UV 1s181n altinda DNA zarar gérmektedir. DNA sekansi zarar gordiigi takdirde, PCR
irlinii saflagtirma kiti uygulanir. BoOyle bir durumda yine saflagtirdigimiz {iriini
elektroforez deneyinde dogrulamak mecburiyetindeyiz. Bu yontem, pek tercih
edilmemektedir. Band1 kestikten sonra, steril bir 2 ml’lik eppendorf tiipline alinir ve

QIAquick jelden DNA saflagtirma kiti uygulanir [119].

QIlAprep Spin Miniprep Kit

Bu kit 6zellikle plazmid DNA’lar1 bulundugu bakterilerden saflastirmak ve izole
etmek icin kullanilmaktadir. Kit, hem yiiksek kopya hem de diisikk kopya olan
plazmidleri i¢in kullanilabilmektedir. Kitin uygulamasi pratik ve fazla zaman

almamaktadir [120].

3.1.4. PCR Reaksiyonu ve Bilesenleri

PCR (polymerase chain reaction- polimeraz zincir reaksiyonu), istenen DNA
sekansin ¢cogalmasini ve izole edilmesini saglayan rutin bir deney turudur. Istedigimiz
genleri tasiyan plazmidleri tasarlamak i¢in, 6ncellikle bu insa edecegimiz plazmidlerin
DNA pargalarin1 elde etmemiz gerekmektedir. Alici hiicre ’ye ait olacak plazmid i¢in
vio operonu (VioA-E), Quorum Sensing promotoru ve IuxR genini aktarmak

gerekmektedir.

Ayrica, plazmidimizi olusan iki tane backbone DNA parcasi da gerekmektedir.
Plazmid backbone, genelde genetik olarak manipiile edilmis bir plazmid pargasi
olmakla beraber, genelde en az bir tane selektif marker saglayabilmektedir. Bu markerin
sayesinde, bir bakteriye istenen plazmidin aktarilip aktarilmadigini daha kolay
anlasilabilmektedir. Ornegin, backbone sayesinde insa edecegimiz plazmidin
sekansinda CmR (kloramfenikol direngligi) geni bulunmaktadir. Bu sebepten dolay1, bu
plazmidi tagimayan konak hiicreler kloramfenikol antibiyotigini i¢eren bir besi yerinde
cogalmamaktadir. Bu plazmidi tasiyan konak hiicreler ise, plazmid sayesinde
kloramfenikole kars1 direncglik kazanip, bu antibiyotigi igeren besi yerde

biiyiliyebileceklerdir.

PCR reaksiyonu i¢in gerekli olan bilesenler sirayla bunlardir: nukleaz — free saf
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suyu, HF tamponu, dNTP, forward ve reverse primer, DNA numunemiz ve son olarak
polimeraz enzimi. Bu malzemeler tek bir PCR tiipiinde karigtirilir ve thermocycler
cihazina konulur. Thermocycler cihazi, gerekli sicaklar1 degistirerek DNA’nin
denaturasyonu (¢ift bazli DNA molekiilin tek iplikk DNA’ya donistiiriilmesi),
primerlerin sekansa baglanmasini ve sekansin polimeraz aktivitesi ile uzamasini
saglayacaktir. Her PCR reaksiyonu i¢in malzemelerin miktar1 ve thermocycler sartlar

ayr1 yazilmaktadir [116].

Nukleaz-free Saf Suyu

Saf suyu, reaktiflerin konsantrasyonu sulandirmak ve son hacmini dogru ayarlamak
icin kullanilmaktadir. PCR deneylerinde kullanilan saf suyu, nukleaz-free olmalidir. Bu
suyun kullanimi, DNA molekiiliine zarar verebilecek nukleazlardan koruma amaglidir.

Ayrica, PCR reaksiyonu iyonlarin karigmasindan korumaktadir [121].

HF Tamponu

Tamponlar, bir medyumun pH’i stabil etmek ic¢in kullanmaktadir ve PCR
reaksiyonlarda DNA molekiili pH duyarli oldugu i¢in gereklidir. Disiik pH
seviyesinde, DNA nukleo bazlarinin kimyasal baglantilari hidroliz araci ile kirmaktadir.
Yiiksek pH’da (>10) ise, DNA’nin ¢ift sarmali olusturan dinukleotid baglantilar kirilir.
Ayrica, polimerazin DNA sentezi etkinligi de pH duyarli olmaktadir. Bu sebeple, bir¢ok
tampon, belirli enzimlerle ve protokollerle ¢alismak i¢in optimize olmus bulunmaktadir
[122].

dNTPler

PCR reaksiyonlar deneylerinde kullanilan dNTP karigim seti, dort deoksi
niikleotidlerden olusmaktadir (dATP, dCTP, dGTP, dTTP). DNA molekiiliin ana
yapisini olusturan deoksi niikleotidlerin, PCR reaksiyonu esnasinda bagsarili DNA

sentezi i¢in ortamda bulunmalar1 gerekmektedir [116, 123].

Primerler

Primerler, PCR reaksiyonu i¢in 6zgiil bir sekilde tasarlanan kisa DNA sekanslaridir

ve genelde 18-25 bp uzunlugundadir. PCR reaksiyonu igin primerler iki sebepten dolay1
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Onem tagimaktadir: 1- polimeraz enzimi tek baz DNA sekansi ¢ogaltamaz, var olan bir
cift bazli DNA sekansin 3’ ucundan sentezi baglatmaktadir ve 2- primerlerin sekansi
DNA molekiiliiniin neresinin ¢ogaltacagini karar vermektedir. Basarili bir PCR igin
forward ve reverse primer gerekmektedir. DNA ¢ift bazli ve anti paralel bir yapiya sahip
oldugundan dolayi, bir primer bir DNA iplik¢inin 3° ucuna, digeri ise diger iplik¢inin 3’
ucuna baglanmaktadir. Primerler, c¢ogaltmak istedigimiz sekansin upstream ve
downstream bolgesine tamamlayici olmalilar. Onlarin tasarimini yaparken, primer
baglanma sicakligi, primerlerin GC igerigini, forward ve reverse primerlerin birbirine
tamamlayici olmamalarina, tekrarlanan sekanslar vb. hususlarin goz Oniine alinmasi

gerekmektedir [116].

Primerler tasarlandiktan sonra disardan hizmet alimi ile gelmektedir. Primerler
kurutulmus kalint1 halinde geldikleri igin, onlar1 belirtilen miktarda nukleaz-free su ile
sulandirarak 100 pM derisimli stok haline getirmek gereklidir. Sulandirmadan 6nce de
kisa bir spin yapmasi tavsiye edilmektedir. Sulandirilmis primerler, -20 °C dolabinda

muhafaza edilmektedir [124]. Bu ¢aligmada kullanilan primerler asagidaki gibidir.

Tablo 3.1. Calismada kullanilan primer listesi.

Primer adi Sekansi Tm

pCCLuxIRvioAE-Backb-F | atatcggaagaatgcttcatcataatttactcttccttcggtaatg 67.3 °C
pCC-Backb-F gcgctgagcgtaagagctatctgacagaacagttcttc 70.6 °C
pCCLuxIRVioAE-Backb-R | tcttcgccgecaagegcetagtaattggggttgaataaccgge 76.2 °C
pCC-Backb-R gaagaactgttctgtcagatagctcttacgctcagcge 70.6 °C
pCC-LuxIR-vioAE-F cgaaggaagagtaaattatgatgaagcattcttccgatatctgcattgtcg 70.4 °C
VioCBR ccgactatgattgctcttttcatttcaggcctctctagaaagc 67 °C
vioCBF gctttctagagaggcctgaaatgaaaagagcaatcatagtcgg 67 °C
pCC-LuxIR-vioAE-R ttattcaaccccaattactagcgcttggcggcgaagacggceg 76.3 °C

Phusion Polimeraz Enzimi

DNA polimeraz yeni bir DNA sekansi sentezleyebildigi icin PCR reaksiyonlarin
“olmazsa olmazidir”. ilk PCR protokollerden bu yana, Taq DNA polimeraz en yaygin
kullanilan polimeraz g¢esitlerinden biridir. Taq polimerazin, farkli sicakliklara
dayanikliligt PCR reaksiyonlarinin basarili ge¢mesi i¢in Onemli bir adimdir.

Gilinlimiizde, bir¢ok gelistirilmis 6zel polimeraz enzimi bulunmaktadir. Bu polimerazlar,
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spesifik DNA sekansi g¢ogaltir, termostabillerdir, ve giivenilirlerdir.Calismada, NEB
sirketinin gelistirdigi High-Fidelity polimeraz enzimi kullanilmaktadir. Bu enzim, klasik

Taq polimeraza gore 50X daha yiiksek giivenilirligi saglamaktadir [125].

3.1.5. Agaroz Jel Elektroforez

Jel Hazirlama

Agaroz jel elektroforez, DNA fragmanlarini molekiiler agirligina gore ayirt eden
kolay ve toksik olmayan bir yontemdir. Hazirlanan jel matriksi, horizontal bir sekilde
tampon i¢ine konulur ve elektroforez seti ile beraber elektrik alani olusturulur. DNA
negatif yiiklli bir molekiildiir ve elektrik alanina konuldugu zaman, pozitif kutuba dogru
yirimektedir. Agaroz bir polisakarittir ve genelde % 0.5-% 2 konsantrasyonunda jel
hazirlanmada kullanilmaktadir. Calismada, % 1 konsantrasyonunda agaroz jel
hazirlanmaktadir. %1 agaroz igeren 1XTAE c¢ozeltisi kaynatildiktan sonra, oda
sicakliginda sogumasi i¢in biraz bekletilmektedir. Cozelti, yaklasik 55-65 °C dereceye
geldikten sonra, son konsantrasyon 0.5 pg/ml olacak sekilde etidyum bromiir (EtBr)
eklenmektedir. Etidyum Bromiir, jelin UV 1518 altinda goriintiilenmesini
saglamaktadir [126]. Hazirlanan jel, tepsiye dokiiliir. Tarak yardimi ile kuyucuklar
olusturulur ve onlara DNA numuneler ile birlikte DNA Ladder Marker da yiiklenir.
Daha biiyiik DNA molekiilleri (fragmanlar1), jelin basinda, kuyucuklara daha yakin
bolgelerde takili kalip, daha kiiciik DNA fragmanlar ise kuyucuklardan daha uzak
yurtimektedir. DNA Ladder Marker standart yardimi ile DNA biiytkliklerini
karsilastirmaktayiz. Bu calismada, Hibrigen markasina ait DNA Ladder Marker
kullanilmistir. Daha sonra jel elektroforez ile dogrulama yapilmaktadir. Beklenen

biiytikliikte bant ¢iktigi takdirde, PCR deneyimiz dogrulanmis olmaktadir [116].

Jel Goriintiileme

Calismada, jel goriintiilemesi Syngene markasina ait G:Box model goriintiilleme

sistemi kullanilarak yapilmistir [127].

3.1.6. Gibson Assembly Metodu ve Malzemeleri

Gibson Assembly Metodu, 2009 yilinda Daniel Gibson tarafindan gelistirilen,
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verimi yiliksek, DNA fragmanlarini uglarindan birbirine baglamay1 esas alan yeni bir
klonlama metottur. “Dikissiz” bir siiregtir ve yeni olusan plazmidler de yara izi

bulunmamaktadir.

Oncellikle, yeni insa edilecek olan plazmidin pargalarma karar verilir. Uygun
plazmid backbone secilir ve insertler elde edilir. Birbirine baglanacak olan farkli DNA
fragmanlarin uglarin dizileri birbirine uyumlu olmalidir. Bu nedenle, DNA fragmanlari
PCR deneyi ile elde etmeden 6nce, Gibson Assembly’ye uygun primerleri tasarlamak
gerekir. Dogru primerler ile birlikte, PCR reaksiyonlardan elde ettigimiz iirlinleri
basarili bir sekilde Gibson Assembly reaksiyonunda birlestirip yeni plazmid

olusturabiliriz.

Gibson reaksiyonu, 3 ana enzim ile ¢alismaktadir. TS enzimi, 5’ ucunun kesimi ile
uclarin agilmasimni saglamaktadir ve dolayisiyla yapiskan uglari olusturmaktadir.
Ortamda dNTPler mevcut oldugundan, baz eslestirmesi yer almaktadir ve Phusion DNA
Polimeraz enzimi ile yeni olusan plazmidin bosluklari doldurulmaktadir. Son olarak,

Taq Ligaz enzimi plazmiddeki yariklar1 kapatmaktadir [128, 129].

Gibson reaksiyonu gerceklestirmek igin hazir Gibson Master Mix satin alinabilir

veya laboratuvar ortaminda hazirlanabilir [130].
Gibson Master mix laboratuvar ortaminda hazirlamak i¢in gerekli olanlar:

. 320 pl 5X ISO tamponu
. 0.64 ul 10 U/ul T5 egzonukleaz
. 20 ul 2 U/pl Phusion polimeraz

. 160 ul 40 U/ul Taq ligaz
. 1.2 ml’ye tamamlamak i¢in nukleaz-free dH,0
. 15 pl’ye boliintir ve -20 °C bir yil kadar saklanabilmektedir.

ISO tamponu hazirlamak igin:

o 3ml 1M Tris-HCI (pH 7.5)
o 150 pl 2 M MgCl,

o 60 pl 100 mM dGTP

o 60 pul 100 mM dATP

. 60 ul 100 mM dTTP
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J 60 ul 100 mM dCTP
o 300 ul 1 M DTT
o 1.5 g PEG-8000
o 300 pl 100 mM NAD

] 6 ml’ye tamamlamak i¢in nukleaz-free dH,O eklenir.
3.1.7. Transformasyon

Rekombinant suslar1 elde etmek adina, bakterilere yabanct DNA’y1 transformasyon
deneyi ile tanitmak gereklidir. Bu ¢alismada, transformasyon asamasi elektroporasyon
teknigi ile gerceklestirildi. Elektroporasyon tekniginde, elektroporator cihazin yardimi
ile bakteri hiicrelere kisa siireli bir elektriksel alan1 uygulamaktadir. Boylece hiicreler,
etrafinda bulunan yabanci DNA’lar1 i¢ine alabilmektedir. Elektroporasyon isleminden
sonra, hiicreler zengin SOC medyumda 45 dk-1 saat inkube edilmektedir ve daha sonra

selektif petrilere ekim yapilmaktadir.

Elektroporasyon zaman kazandirici ve pek masrafli olmayan bir tekniktir. Bu
deneyi yapmak i¢in kompetent hiicreler, insert DNA (istedigimiz plazmid), SOC
medyum, elektroporator kiiveti, elektroporator cihazi ve antibiyotik iceren agar besi yeri

gerekmektedir [116]. Kullandigimiz elektroporator cihazi, eppendorf markasina aittir.

3.2. METOT

3.2.1. C. violaceum bakterinin biiyiitiilmesi ve genomik DNA izolasyonu

C. violaceum ATCC 12472 susu, kanamycin ve ya ampicilin antibiyotigini igeren,
ya da hi¢ antibiyotik icermeyen LB besiyerine ekilebilir. Besiyerin pH degeri 7,0
olmalidir. Inkiibatorde 26-37 °C derecede birakilabilmektedir. Bu sus, yavas
gelismektedir ve oda sicakliginda da ¢ok fazla bekletilmemelidir [131]. Violasein
pigmenti de yavas iiretmektedir. inkiibasyondan 24 saat sonra hafif mor, 48 saat sonra

ise koyu mor rengi almaktadir (Sekil 3.4).

C. violaceum bakterisinin genomik DNA’sin1 elde etmek icin QIAGEN DNEasy

ticari kiti kullanildr [118]. Kiti uygulamadan oOnce bakteri kiiltiirii agar besi yeri

35



kullanarak hazirland1 ve overnight birakildi. Yine tek koloniyi secerek, steril kiirdan

kullanarak s1vi LB besi yerine ekim yapildi. Bu kiiltiir DNA kaynagi olarak kullanildi.

Kit, spin kolon teknolojisini kullanmaktadir. Bu ¢alismada Gram negatif
bakterilerle ¢alisildig1 i¢in, QIAGEN Dneasy kitap¢igindan Gram negatif bakterileri i¢in
uygun bir protokolii kullanarak DNA izolasyonu gergeklestik [118]. Elde edilen
genomik DNA konsantrasyonu Nanodrop cihazini kullanarak 6lgiildii (62 ng/pl).

Sekil 3.4. Chromobacterium violaceum ATCC 12472.
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3.2.2. pCC1BAC-CcdB Plazmid DNA izolasyonu

Alict hiicrenin igerecegi pCC1BAC-QS-vioAE plazmid insasinda, pCC1BAC-
CcdB plazmid DNA o6nemli bir rol almaktadir. Backbone olarak kullanilmaktadir,
kloramfenikol antibiyotigine karsi direnglik saglamaktadir ve gerekli olan Quorum
Sensing gen (luxR) ve promotoru (Pyx) tasimaktadir. Onu izole etmek igin, onu igeren
bakteri kiiltiirii 6nce LB Agar +Cmpys besiyerine ekildi ve overnight olarak biiyiitiildii.
Ertesi giin, steril bir kiirdan yardimi ile sivi LB Broth+Cmgys besi yerine ekildi ve
overnight birakildi. Daha sonra, QITAGEN MiniPrep kiti kullanarak izole edildi [120].
Konsantrasyonu NanoDrop cihazini kullanarak 6l¢iildii. Plazmid tek kopya oldugu i¢in

relatif diislik bir deger ¢ikmaktadir (26.320 ng/pl).

3.2.3. pCC1BAC-QS-vioAE Plazmid Insas:

Primerlerin Tasarimi

Oncellikle yeni olusturulacak olan plazmid (pCC1BAC-QS-vioAE) icin hangi
fragmanlardan olusacagini karar verildi. Istenen DNA fragmanlar1 elde etmek icin
spesifik primerler tasarimina baslandi. PCR reaksiyonlardan sonra bu DNA
fragmanlarin Gibson Assembly teknigi ile birlestirilecegi i¢in, primerlerin uglar
birbirlerine Ortiisen sekanslardan olugmaktadir [128]. Primerlerin erime sicakliklari
(Tm) birbirine yakin veya denk olmalar1 saglanmaya c¢alisilmistir. Primerlerin sekonder

bir yap1 (primer dimer ve ya sa¢ tokasi) olusturulmamasi i¢in dikkat edilmistir [126].

PCR Reaksiyonlari ve Sartlart

pCC1BAC-QS-vioAE plazmidini olusturmak adina violasein operona ve
backbone’a ihtiyacimiz vardi. Bu sebeple, plazmidi elde etmek icin toplamda 4 tane
farkli PCR reaksiyonu yapildi. Vio operonun sekansi uzun (7361 bp) ve kompleks
oldugundan, tek bir PCR reaksiyon ile degil, ikiye boliinerek iki ayr1 PCR reaksiyon ile
elde edildi. Backbone i¢in ise, pPCC1BAC-CcdB plazmidi modifiye edildi. Yapilan PCR

reaksiyonlar sirayla asagida gosterilmistir.

1) DNA Kaynagi: pCC1BAC-CcdB plazmidi

Kullanilan primerler: pCCLuxIRvioAE-Backb-F ve pCC-Backb-F
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Beklenen uzunluk: 5014 bp Reaksiyon sartlart:

o 32 pl Nukleaz free dH,0

o 10 pl 5X HF Tamponu

o 1 ul dNTPler

o 2.5 ul Forward (pCCLuxIRvioAE-Backb-F) primer
o 2.5 ul Reverse (pCC-Backb-F) primer

o 1.5 ul pCC1BAC-Ccdb plazmid DNA

. 0.5 pl Phusion DNA Polimeraz enzimi Thermocycle cihaz sartlari:
98°C 30 sn

98°C 10 sn

66°C 30 sn

72°C 758N

72°C 5 min

4°C 0

Alt1 ¢izilen adimlar, dongii halinde 35 kez tekrarlanmaktadir.

2) DNA Kaynagi: pCC1BAC-CcdB plazmidi

Kullanilan primerler: pCCLuxIRvioAE-Backb-R ve pCC-Backb-R Beklenen uzunluk:
4435 bp

Reaksiyon sartlart:

. 32 pl Nukleaz free dH,0

. 10 pl 5X HF Tamponu

o 1 ul dNTPler

o 2.5 ul Forward (pCCLuxIRvioAE-Backb-R) primer
o 2.5 ul Reverse (pCC-Backb-R) primer

o 1.5 ul pCC1BAC-Ccdb plazmid DNA

. 0.5 pl Phusion DNA Polimeraz enzimi
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Thermocycle cihaz sartlari:

98°C 30sn
98°C 10 sn
72°C 90 sn
72°C 5 min
12° 00

Alt1 ¢izilen adimlar, dongii halinde 35 kez tekrarlanmaktadir.

3) DNA Kaynagi: C. violaceum ATCC 12472 (gDNA) Kullanilan primerler: pCC-
LuxIR-vioAE-F ve vioCBR Beklenen uzunluk: 4371 bp

Reaksiyon sartlari:

. 32 pl Nukleaz free dH,0

o 10 pl 5X HF Tamponu

o 1 ul dNTPler

o 2.5 pl Forward (pCC-LuxIR-vioAE-F) primer
o 2.5 ul Reverse (VioCBR) primer

o 1.5 ul gDNA (C. violaceum ATCC 12472)

. 0.5 pl Phusion DNA Polimeraz enzimi Thermocycle cihaz sartlari:
98°C 3dk

98°C 10 sn

66°C 30 sn

72°C 90 sn

72°C 5 min

12°C 0

Alt1 ¢izilen adimlar, dongii halinde 35 kez tekrarlanmaktadir.

4) DNA Kaynagi: C. violaceum ATCC 12472 (gDNA) Kullanilan primerler:

VioCBF ve pCC-LuxIR-VioAE-R
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Beklenen uzunluk: 3032 bp Reaksiyon sartlari:

o 32 pl Nukleaz free dH,0

. 10 ul 5X HF Tamponu

o 1 ul dNTPler

o 2.5 ul Forward (vioCBF) primer

o 2.5 ul Reverse (pCC-LuxIR-VioAE-R) primer
o 1.5 ul gDNA (C. violaceum ATCC 12472)

. 0.5 pl Phusion DNA Polimeraz enzimi Thermocycle cihaz sartlari:
98°C 3dk
98°C 10sn
71°C 30 sn
72°C 70 sn
72°C 5 min
12°C 0

Alt1 ¢izilen adimlar, dongii halinde 35 kez tekrarlanmaktadir.

3.2.4. Gibson Assembly Reaksiyon Sartlar:

PCR reaksiyonlarda elde edilen 4 fragman QIAGEN kitleri kullanarak saflastirildi
ve oldukca yiiksek konsantrasyonlar elde edildi. Konsantrasyonlar Nanodrop cihaz
yardimut ile dl¢iildii.

(1) PCR reaksiyonu sonucunda, 5014 bp uzunlugunda, 229.72 ng/ul konsantrasyonlu
bir DNA {iriinii elde edildi

(2) PCR reaksiyonu sonucunda, 4435 bp uzunlugunda, 378,31 ng/ul konsantrasyonlu
bir DNA iiriinii elde edildi

(3) PCR reaksiyonu sonucunda, 4371 bp uzunlugunda, 71.76 ng/ul konsantrasyonlu bir
DNA iirlinii elde edildi

(4) PCR reaksiyonu sonucunda, 3032 bp uzunlugunda, 308.95 ng/ul konsantrasyonlu
bir DNA iriinii elde edildi.
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Yukarida gecen bu 4 fragmani Gibson Assembly deney yardimi ile birlestirmek

lizere, elde ettigimiz konsantrasyonlara gore reaksiyon sarti olusturuldu.

0.9 ul 5014 bp DNA fragmani
0.6 ul 4435 bp DNA fragmani
2.9 u14371 bp DNA fragmani

0.7 ul1 3032 bp DNA fragmani

5.1 pl toplam.

15 pl Gibson Master Mix iceren PCR tiipiine eklendi (son hacim 20.1 pl olacak
seklinde). Reaksiyon tiipii, thermocycle cihazinda, 50°C derecede, 1.5 saat boyunca
inkube edildi.

3.2.5. Transformasyon Deneyi

Elektrokompetent Hiicre Hazirlama

Kompetent hiicre satin alma imkani mevcut olsa da, laboratuvar ortaminda da
kolayca hazirlanabilmektedir.

Konak hiicre olarak kullanilacak olan E. coli susu se¢ilir ve overnight kiiltiirii
biiyiitiiliir. NaCl igermeyen bir sise LB broth (antibiyotiksiz) hazirlanir ve overnight
kiiltiirii bu LB besi yerine ekilir (6rn. 100 ml besiyere 500 pl kiiltiir eklenir). Ekimden
sonra, kiiltiirler inkiibasyona birakilir ve ara sira spektrofotometrik ol¢timlerle ODggo
degerleri kontrol edilir. ODggo degeri 0.35 ile 0.4 olduktan sonra (yaklasik 2.5-3 saat),
kiltiirler hemen inkubatorden alinir, falkon tiiplere aktarilir ve 20 dakika buza gomiiliir.
Daha sonra, sogutmali santrifiijjde 4000 rpm’de, 10 dk boyunca hiicreler santrifiijlenir.
Stipernatant atilir ve pelet 40 ml steril ve soguk dH,O’da ¢oziiliir.

Tekrardan 4000 rpm’de 10 dk boyunca santrifiijlenir. Slipernatant atilir ve pelet 10 ml
steril %10 gliserol soliisyonunda ¢oziiliir.

Coziildiikten sonra, 4000 rpm’de 10 dk boyunca satrifiijlenir. Siipernatant atilir ve
kalan pelet, 300 ul %10 gliserol soliisyonunda ¢oziiliir. Kompetent hiicreleri hazirlama

siirecinde, biitliin malzemeler buzda goémiilii olmalidir. Hazir olan elektrokompetent
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hiicreleri, her Eppendorf tiipiinde 100 pl olacak seklinde ayarlanmaktadir. Kompetent
hiicreler, -80 °C dolabinda saklanmalidir [116].

Elektroporasyon

Transformasyon asamasindan dnce, Gibson iirlinlimiiz veya elimizde hazir plazmid
DNA’s1, 100 pl kompetent hiicre ve elektroporator kiiveti buzda gémiilii olmalidir. SOC
recovery besiyeri ve steril kiiltiir tiipti 37 °C derecede olmalidir.

Gibson {iriinii veya plazmid DNA’sin1 100 pl kompetent hiicrelere eklenmektedir.
Pipetajla hafif karistirilmaktadir ve elektroporator kiivetine eklenmektedir. Kiivet,
elektoporator cihazina yerlestirilir ve hiicrelere ¢ok kisa bir sok uygulanir. Cihaz sinyali
verdikten sonra kiivet hemen ¢ikarilir ve 900 pl SOC besi yeri eklenir. Kiivet, ters diiz
cevirerek, SOC besiyerin ve hiicrelerin karigsmasimi saglanmaktadir. Karigim hemen
kiiltiir tiiptine eklenmektedir ve 45 dk-1 saat kadar 37 °C derecesinde inkiibasyona
birakilmaktadir.

Inkiibasyon bittikten sonra, daha &nce hazirlanan iki tane LB agar + uygun
antibiyotik igeren petri kutusu ¢ikarilir. Bir tane petri kutusuna 100 pl kiiltiir ortasina
ekilir ve Drigalski spatiilii yardimi ile yayilir. Kiiltiirlin geri kalanini ise, bir eppendorf
tiiptine eklenir ve 5000 rpm’de 3 dk boyunca santrifiijlenir. Siipernatant, peletin iistiinde
100-200 pl aras1 kalacak seklinde atilmaktadir. Pelet ise kalan yaklasgitk 100 pl
siipernatanta ¢oziilmektedir. Boylece hiicrelerin konsantrasyonu yiiksek olan bir karigim
elde etmekteyiz. Diger petri kutusuna geri kalan bu karigimi ortasina ekilir ve Drigalski
spatiilii ile yayilir.

Petri kutular1, 37 °C derecesinde ayarlanmis etiivde bir geceligine birakilmaktadir.

3.2.6. Gonderici Hiicrenin Tasarimi

Gonderici hiicrenin tasarim 6zellikleri, AHL sinyalini iiretmesini saglayan luxI geni
icermesi ve bu genin konstitiitif bir promotorun (Pyens) kontrolii altinda olmasidir.
Gonderici hiicrede, vio operon ve luxR geni bulunmayacaktir. Alict hiicre ile birlikte
ayni antibiyotige kars1 direng saglamasi gerekmektedir.

Yukaridaki sartlar1 tamamlayan Firat Universitesi Biyomiihendislik bdliimiin
plazmid kiitiiphanesinde bulunan pCC-Ptrc-RBS3-rnpT1 plazmiddir.

Oncellikle, bu plazmid DNA’si QIAPrep Spin Mini Prep kiti kullanarak izole edildi
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ve tek kopya oldugu icin relatif diisik konsantrasyonlu bir DNA {iriinii elde
edilmektedir (15.23 ng/pl). izole edildikten sonra, plazmidin hem NEB hem EPI300

kompetant E. coli suslarina transformasyonu yapildi.

3.2.7. Ko-kiiltiir Deneyleri

Damlatma Deneyi

Deneyin amaci, bir petride alic1 ve gonderici hiicre yan yana bulundurmaktir. Alict
ve gonderici kiiltiirler hazirlanir. Petrinin ortasina 1 pl alict bir gecelik kiltiiri
damlatilir, ve hemen yanina 1 pl gonderici bir gecelik kiiltiirii birakilir. Kontrol olarak
bir petriye tek alici hiicre damlatilir. Boyle hazirlanan petriler oynatmadan 37 °C
ayarlanmig etiive birakilmaktadir. Belirli zaman dilimlerinde biiylimeleri ve alici

hiicrenin renk degisimi takip edilmektedir.

Time-Course Deneyi

Time-Course deneyin amaci, farkli suslarda zamana bagli violasein iiretimini takip
edip karsgilagtirmaktir. Ayni deney, hem NEB hem de EPI300 E. coli susu i¢in yapildi.
Deneylerde numune olarak, herhangi plazmidi igermeyen E. coli konak susun orijinal
hali, C. violaceum ATCC 12472, pCC-Ptrc-RBS3-vioAE plazmidi igeren konak hiicre,
ve 1:20 oraninda karistirilan alic1 ve génderici ko-kiiltiirti kullanilmistir.

Rekombinant suslar1 elde edildikten sonra, biitiin kiiltiirler -80 °C dolabindan
stoktan alinarak, bir gece boyunca inkube edildi. 10 saat gectikten sonra, kiiltiirler
yikama asamalarindan gegirildi. Oncellikle, 10 saatlik kiiltiirler 4000 rpm’de 10 dk
boyunca santrifujlendi. Daha sonra, siipernatant1 dokiip uygun LB besiyeri eklendi ve
pelet pipetajla ¢oziildii. Hiicreler tekrardan 4000 rpm, 10 dk boyunca santrifiijlendi ve
yine siipernatant dokiiliip, lizerlerine uygun LB besiyeri eklendi. Son olarak, pelet
pipetajla ¢oziiliir. Hiicreleri yikama amaci, pigmenti (az miktarda iiretilmis olsa bile)
hiicrelerden uzaklastirmaktir.

Yikama asamalarindan sonra, hiicrelerin 600 nm’de optik yogunlugu (ODggo) degeri

oOl¢iiliir. Asagidaki formiile gore biitiin kiiltiirlerin ODggg degeri 0.01°e ¢ekilir.
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ODeggo degeri * X=0.1 *V

(X-alinacak kiiltiir hacmi, V- tamamlanacak olan son hacim, 6rnegin 10 ml.) [132].

Ko-kiiltiir durumunda, alict ve gonderici kiiltiirii ayr1 ayr1 olarak 0.01°e ¢ekilir ve

daha sonra istenen oranda karistirilir.

ODgoo degerleri eslestirdikten sonra, kiiltiirler erlende hafif karistirilir ve hemen
ardindan ODggo degerleri Ol¢iiliir ve pigment ekstraksiyonu yapilir. Ekstraksiyondan
sonra da pigmentin spektrofotometrik 6l¢iimii yapilmaktadir. Bu iki asamali deney
(kiiltiirlerin ODggg Olglimii, ardindan ekstraksiyon ve ekstrakte edilen pigmentin
spektrofotometrik Ol¢limii), inkiibasyonun 0, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 36, 48, 72 ve
96’inci saatlerinde yapilmaktadir.

Violasein ekstraksiyonu i¢in; 1 ml kiltiirler 13 000 rpm’de 10 dk boyunca
santrifiijjlenir. Siipernatant atilir ve pelet 1 ml DMSO i¢inde iyice pipetajla, daha sonra
da 30 sn vorteksle ¢oziiliir. Coziildiikten sonra tekrardan 13 000 rpm’de 10 dk boyunca
numuneler santrifiijlenir. ikinci santrifiijden sonra, pelete bulastirmadan siipernatant
dikkatlice pipetle alinir [133, 134]. Ekstrakte edilen violasein pigmenti, Nanodrop veya
spektrofotometrede 585 nm’de Olgiiliir [52, 134]. Kiiltiirlerin biiyiimelerine bagli
violasein tiiretimi {Unitesini olusturmak i¢in 585 nm’deki Olgiimleri, ODggp deger ile

bolinmektedir (585 nm/ODggo) [134].
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4. BULGULAR

Bu projede, metabolik miihendislik yaklagimiyla violasein pigmentinin tretilecegi
sentetik bir ekosistem olusturarak senkronize populasyon davraniginin bir heterolog
biyosentetik operonun pigment biyosentez verimi iizerine etkisinin aragtirilmasidir, bu
pigmentin dogal iireticiden (C. violaceum) daha yiiksek miktarda iiretilmesi ve dahasi,
farkli suslarda ve olusturulan ko-kiiltiir ekosisteminde pigmentin iiretmesinin analizi

amagclanmistir.

Bu tez ¢alismasinda, Quorum Sensing mekanizmasini igeren, violasein pigmentini
iiretecek sentetik bir ekosistem olusturmak adina, “gonderici” ve “alic1” hiicre olmak
tizere iki farkli hiicre ¢esidi olusturulmustu. Gerekli plazmidler tasarlanip insa edilerek

bu hiicreler basaril bir sekilde elde edilmistir ve ko-kiiltiir deneylerine baglanmistir.

4.1. pPCC1BAC-QS-vioAE Plazmid Insas:1 icin DNA Fragmentlerin Elde Edilmesi

“Alict” hiicreyi olusturmak, istenen genlerin dizilmesini (Quorum Sensing ve vio
operon) igeren yeni bir plazmid insa ederek sectigimiz konak hiicreye konularak
gerceklestirilmistir. Yeni plazmidin insasinda, kaynak DNA’lar olarak Firat Universitesi
Biyomiihendislik Boliimiin kiitiiphanesinde bulunan pCC1BAC-CcdB plazmid DNA’si
ve C. violaceum gDNA’si kullanilmistir. pCC1BAC-CcdB plazmidinde bulunan ccdB
geni, molekiiler biyoloji teknikleri ile c¢ikarilmistir ve onun yerine vio operon
konulmustur. Toplamda 4 fragment (2 backbone, 2 vio operon fragmenti) basarilt bir

sekilde elde edilmistir.

4.1.1. pCC1BAC-Ccdb Plazmitten Backbone Fragmentlerin Elde Edilmesi

Oncellikle, pCC1BAC-CcdB plazmidi kaynak olarak kullanarak 5014 bp
uzunlugunda olan fragment elde edildi (Sekil 4.1.). Bu elde edilen DNA fragmenti, Pjg
promotorun kontrolii altinda IuxR genini igermektedir. Ayrica, Py, promotoru da

igermektedir.



5000 bp

Sekil 4.1. pCC1BAC-CcdB Plazmitten Elde Edilen Backbone Fragment-1.

4000 bp

Sekil 4.2. pCC1BAC-CcdB Plazmitten Elde Edilen Backbone Fragment-2.
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Sonrasinda, Sekil 4.2.’de gosterilen 4435 bp uzunlugunda pCC1BAC-CcdB plazmidin
bir fragmenti daha basarili bir sekilde elde edildi. Bu DNA fragmentinde, selektif

marker CmR bulunmaktadir.

4.1.2. C. violaceum gDNA’sindan Vio Operonun Elde Edilmesi

M 1

4000 bp

Sekil 4.3. C. violaceum gDNA’sindan elde edilen Vio Operonun Fragmenti-1.

4371 bp uzunlukta olan fragment, vio operonun ilk kismindan olugmaktadir (Sekil
4.3). Bu fragment, operonun baslangi¢ genini ViOA ve ardindan gelen, operonun en uzun

genini (~3000 bp) vioB’yi igermektedir.

3032 bp uzunlukta olan fragment (Sekil 4.4.), vio operonun devamindan olugmaktadir.

VioC, vioD ve VioE genlerinden olugmaktadir.

Bu PCR’lar ile elde ettigimiz sonuglara gore, violacein pigment sentezinden
sorumlu olan, bes bitisik genden olusan vio operon, ~7361 bp uzunluktadir. Sekansi
uzun ve kompleks oldugundan dolayi, genelde ikiye boliintip PCR ile iki reaksiyonda

elde edilmektedir. Sonugclar, 6nceki ¢aligmalar ile uyumludur.
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3000 bp

Sekil 4.4. C. violaceum gDNA’sindan elde edilen Vio Operonun Fragmenti-2.

4.1.3. pCC1BAC-QS-VioAE Plazmidin E. coli EP1300 ve 10-beta NEB Suslarina
Aktarilmasi

Sekil 4.5. Transformasyon sonucu petri kutusunun goriintiisii.

pCC1BAC-QS-VIOAE plazmidi, E. coli EPI300 ve 10-beta NEB suslarina aktarildi.
Transformasyon yapilmis LB agar+ Cmgps Petri kutularinda birkag mor koloni

goziikkmektedir (Sekil 4.5). Mor pigmentin {iretilmesi, plazmidin konak hiicrenin igine
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girdiginin gostergesi olmaktadir.

4.1.4. Damlatma Deneyi ve QS Mekanizmasi

Metot kisminda detayli anlatilan bu deneyde, damlatma yapmadan 6nce, bir gecelik
olan kiiltiirlerin ODgoo degerleri eslestirildi. Deneyde, 0.1 ve 0.01 ODggo degerleri
baslangi¢ noktasi olarak kullanilmistir. Bir petri kutusuna sadece alic1 hiicre, diger petri
kutusuna ise birbirinden ¢ok uzak olmayacak seklinde gonderici ve alict hiicre birikildi.
Deneyin amaci, gonderici hiicre tarafindan ortama gonderilen AHL iletisim sinyallerin,

alic1 hiicrenin tizerindeki etkisini gérebilmektedir.

Onceki calismalara gore, Quorum Sensing mekanizmasinin kararli haline (steady-
state) ulasmasi i¢in ortalama olarak 30 saate ihtiyag duymaktadir [102]. Bizim
ekosistemimize bakilarak benzer bir sonu¢ ¢ikmaktadir. Hiicreler, 24 saat sonrasinda

hafif mor renk {iretilse de, 36 saat ve sonrasinda aralarinda net bir fark gériinmektedir.

Ekimden 36 Saat Sonrasi

36 saat sonrasinda, gonderici hiicrenin yakininda bulunan alict hiicrenin daha koyu

mor renkte oldugunu gorebilmekteyiz.

Sekil 4.6. Damlatma deneyi 36 saat sonrasi.

ODeo(): 0.1

ODeo(): 0.01

Ekimden 48 Saat Sonrasi

Ekimden 48 saat sonra, daha net bir fark meydana ¢ikmaktadir.

ODggo= 0.1 m . ¢ "
E—
OD600: 0'01 | :‘

Sekil 4.7. Damlatma deneyi 48 saat sonrasi.

49



4.1.5. Time-Course Deneyleri ve Bulgulari

Time-course deneyin amaci, gonderici ve alici hiicrelerinden olusturulan ko-
kiiltiir sisteminin violasein iiretimi lizerinde diger pigment iireten suslarla karsilastirma
yapmaktir. Deneylerde, gonderici ve alic1 hiicrelerin farkli oranlarda iceren ko-Kkiiltiirler,
pCC-Ptrc-RBS3-ViOAE —konstitiitif promotorun kontrolii altinda violasein {ireten
plazmidi igeren rekombinan E. coli suslari, dogal iiretici C. violaceum, ve negatif

kontrol olarak violasein iiretmeyen E. coli suslar1 kullanilmistir.

Bir Gecelik Kiiltiirler ile Baslatilan Deneyler

Deneyler, oncellikle bir gecelik kiiltiirleri kullanilarak yapilmistir. Deney sonuglari
Sekil 4.8’de gosterilmistir. Bir gecelik kiiltiirler 0.01 ODggo degerine g¢ekilmektedir.
Kiltlirler hafif karistirtlip, 0’inci1 saatteki Olgiim yapildi.  Ardindan pigment
ekstraksiyonu yapildi ve 585 nm’de pigmentin 6l¢iimii yapildi. Pigmentin 585 nm’de

Olctimleri, Sekil 4.9.’da gosterilmistir.

10-beta NEB Violasein Uretimi

1.5 1
— 10-beta NEE susu
— Konstitutif
1.0 - — 11
— 110
Cwiolaceum

0.5 1

0.0+~ T T 1
0 50 100 150

Zaman (Saat)

585nm/OD600 Violasein Unitesi

Sekil 4.8. 10-beta NEB susunda violasein iiretimi (585 nm/OD600)-1.
Ancak, bu sekilde violasein kiiltiirlerde en bastan mevcut olmaktadir ve baslangi¢

noktalart ¢ok yiiksek olmaktadir (Sekil 4.8). Bu sebepten dolayi, time-course deneyi

optimize etmeye karar verilmisti.
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10-beta NEB Violasein Uretimi (585 nm'de)

3-
E — 10-beta NEE susu
I — Konstitutif
o
E 24 — 11
:L:h .
S — 110
_% " C viclaceum
E
[
[Ty ]
[¥s ]
Ts]
0+ T

50 100 1&0
Zaman (Saat)

Sekil 4.9. 10-beta NEB susunda violasein tiretimi (585 nm)- 1.

Time-Course Deneyin Optimizasyonu

Hiicrelerden violasein pigmentini uzaklastirmak igin, kiiltiirlerin bir gecelik hali degil,

10 saatlik inkiibasyondan sonra alinmaktadir. Ayrica, hiicreleri yikama asamalar1 da
tanitilmaktadir. Boylece, baslangic degerleri daha diisiik (0’a yakin) olmaktadir. Bu
sekilde, violasein {iiretimini farkli suslarda ilk iiretim noktasindan baglayarak, daha
giivenilir bir sekilde takip edilebilmektedir (Sekil 4.10). Pigmentin 585 nm’de

Olctimlerin sonuglari, Sekil 4.11.’de gosterilmistir.

10-beta NEB Violasein Uretimi

(7
3 0.8+
g — 10-beta NEB susu
c 0.6 — C.violaceum
(O]
2 — Konstitutif
= 0.4
9 — 11
[~ :
g 0.2 —= 115
a 4 — 1:10
O 0.0 T | '
g 50 100 150 — 1:20
3 -0.2- Zaman (Saat) — 51
n
- 10:1

Sekil 4.10. 10-beta NEB susunda violasein iiretimi (585 nm/OD600)-2.
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10-beta NEB Violasein Uretimi (585 nm'de)

3-
— 10-beta NEB susu

— C.violaceum
— Konstitutif
—_ 1:1
1:5
— 1:10
— 1:20
— 51
— 101

“

585 nm olglim degeri
N

—
L

0 50 100 150
Zaman (Saat)

Sekil 4.11. 10-beta NEB susunda violasein {iretimi (585 nm)- 2.

Farkli Suslarin Violasein Uretimi Konusunda Karsiastirilmast

pCC-Ptrc-RBS3-vioAE plazmidi, violaseini en yiiksek miktarda iiretecek seklinde
tasarlanmistir. Grafiklerden, bu plazmidi tasiyan kiiltiiriin, violaseini bu pigmentin dogal
tiretici olan C. violaceum 'dan da daha yiiksek miktarda iretebildigini gorebilmekteyiz
(Sekil 4.10, Sekil 4.11). Ko- kiiltiir seklinde 1:20 oraninda karigtirilan alic1 ve gonderici
hiicreler, bu plazmidi iceren susuna violasein iiretim konusunda yakin degerlerde
bulunmaktadir. Hatta bazi1 saatlerde violasein iiretiminde daha basarili olmaktadir.
Bununla beraber, 1:5 ve 1:10 oraninda karistirilan génderici ve alict hiicre kiiltiirleri,

dogal tireticiden C. violaceum 'dan daha basarili sonuclar1 vermektedir.

E. coli EPI300 Susunda Violasein Uretimi

E. coli EPI300 susuna, pCC-Ptrc-RBS3-vioAE plazmid, gonderici ve alict hiicre
aktarildi. Gonderici ve alict hiicreleri, ko-kiiltiir halinde 1:20 oraninda karigtirilmistir.
EPI300 susun, arabinoz indiiklemesi yapilabilmektedir. Bu sebepten dolayi, kiiltiirlerin
yarisina besi yerlerine 1.33 mM L-arabinoz eklenmisti. Ancak, indiikleyici maddeler,
metabolit salgisim daha basarili bir sekilde getirebilmeleri ile beraber, hiicrelerin
bliylimelerini daha azalttirabilmektedir. Baz1 ko-kiiltiir deney ¢alismalarinda,

indiikleyici eklendigi zamanda ko-kiiltiir halinde olan hiicrelerin biiyiimelerinde keskin
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bir diisiis goriilmektedir.

Bu c¢alismada yapilan deneyde ise, EPI300 soyuna ait hiicrelerin hem indiiklenmis
hem de indiiklenmemis hali ile ¢alisilmistir. Indiiklenen ve indiiklenmeyen hiicre
kiltiirleri arasinda pek fark goriilmemistir ve EPI300 susundaki violasein iiretimi, 10-

beta NEB susuna gore daha diisiik olmaktadir (Sekil 4.12. ve Sekil 4.13).

EPI300'de Violasein Uretimi

B 0.6-

g — EPI300

[ o)

- 04 — C.violaceum
c 4

'g — N/I Konst

g 0.2 — | Konst

2 — N/I 1:20 ORANI
§ 0.0 : , — 11:20 ORANI
o) 50 100 150

. 0.2 Zaman (Saat)

0 Ve

Sekil 4.12. EPI300 susunda violasein {iretimi (585 nm/ODyg).

EPI1300'de Violasein Uretimi (585 nm'de)
1.5-

50 100 150
Zaman (Saat)

5 — EPI300 Susu
D — C.violaceum
< 1.0

g — Konstithtif (N/1)
%" 0.5- — Konstittif (1)
_g 1:20 (N/1)

E 00 — 1:20 ()

®

Ty}

o
(3}
1

Sekil 4.13. EPI1300 susunda violasein iiretimi (585 nm)-2.
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Violasein Pigmentin Ozelliklerinin Dogrulanmast

Violasein pigmenti DMSO’da ¢oziilebilmektedir ve onu kullanilarak ekstraksiyon
yapilabilmektedir. pH 7 degerinde stabil pigment iiretimi ger¢eklesmektedir. Yapilan
spektrofotometrik dlgiimlerde, ekstrakte edilen violasein Sekil 4.14.’de gosterildigi gibi
585 nm’de net bir pik gostermektedir. Bu bulgu, 6nceki calismalar ile uyumludur ve
dogrudan violaseinin kimyasal yapisinin hakkinda elde edilen bilgileri dogrulamaktadir.
Alken ve karbonil gibi kromofor gruplarin varligi, violaseinin 585.72 nm’de giicli

absorbsiyonu saglamaktadir.

Sekil 4.14. Violaseinin 585 nm’de spektrofotometrik 6l¢iimii.

Violasein pigmenti ilk ekstrakte edildigi anlarda mor renginde olmaktadir. Saatler
gecince, violasein pigmenti rengini kaybetmektedir ve yapisinda bozulma olmaktadir.
Giin 15181nda birakilan violasein pigmenti, 72 saat sonrasinda rengini kaybetmistir (Sekil

4.15),

Sekil 4.15. Farkli suslardan ekstrakte edilen violasein pigmenti. Asagi: 72 saat sonra giin 1518ina
maruz kaldiginda pigment rengini kaybetmektedir.
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5. TARTISMA

Bakteriler, gilinlik hayatimizda Onemli rol almaktadir ve bakteriler olmadan,
bildigimiz diinya olmazdi. Insanlara ciddi zarar verebilecek, patojen olarak
siiflandirilan bakteriler hemen hemen basinda biitiin sohreti alsalar da, yine de iyi ve
yararli  olarak  nitelendirdigimiz  bakterilerden de  bahsedilmelidir.  “Iyi”
mikroorganizmalar, insan sindiriminde, bagisiklik sisteminde, vitamin sentezinde vb.
onemli rol almaktadir ve onlarin varlig1 insanlar1 saglikli duruma getirmektedir. Giinliik
kullandigimiz birgok iiriinlerin {iretiminde kullanilmaktadir ( 6rn. yogurt, peynir, sirke
vd.) Bakterileri artik daha farkli yararli fonksiyonlarda da kullanabilmekteyiz, mesela
petrol sizintilar1 temizlemek igin.

Bu sebeplerden dolayi, mikroorganizmalara olan ilgi daha da artmaktadir ve
metabolik mihendisligi ile sentetik biyoloji gibi yeni ¢ikan disiplinler,
mikroorganizmalarin metabolizmalarini degistirmek, onlardan yeni pargalari- Sentetik
gen devrelerini olusturmak, bakterilerin 6nemini insanlik i¢in daha farkli bir seviyeye
getirmektedir. Sentetik biyoloji prensiplerine dayanan yeni arastirmalar, bakterileri
kullanarak ve modifiye ederek, sofistike genetik “cihazlar1” olusturabilmektedir. Bu
calisma da Tiirkiye’de daha yeni adi duyulan bu disiplinin bir pargasidir.

Deneysel calismay1 tasarlarken, birka¢ 6nemli husus gbéz Oniine konulmustur.
Oncellikle, rekombinan DNA’lari olusturmak bu projede ¢ok onemli bir nokta
olmaktadir. Birgok plazmid vektor, stabil bir sekilde 10 kb uzunlugunda ya da daha kisa
fragmentleri tagiyabilmektedir. Ancak, daha fazla uzunlukta olan klonlama vektorlerde,
bazi sorunlar ortada ¢ikmaktadir, 6rnegin hiicrelerin biiylimesi etkilenebilmektedir ve ya
plazmid Kklonun replikasyon esnasinda sikinti olabilmektedir. Bu sebeplerden otiirii,
BAC (bacterial artificial chromosome) vektor ¢esidi secilmistir. BAC plazmid vektorler,
E. coli’de uzun DNA pargalar1 (100-200 kb kadar) klonlamak ve stabil ekspresyonlart
saglamak icin tasarlanmistir. E. coli F plazmid’den tiirev olan BAC replikasyon sistemi,
klonlanan vektorlerin hiicredeki kopya numarasini kararl bir sekilde tek kopya olarak
tutmaktadir. Bazt DNA pargalari, yliksek kopya olan plazmidlerde stabil olmamaktadir
ve BAC plazmidlerde herhangi bir delesyon meydana gelmeden kararli bir sekilde
eksprese edilebilmektedir. BAC plazmitlerin temel ingas1 genelde, dkaryotik promotor

iceren genomik DNA pargasi, regiilator ogeler (6rn. lokus kontrol boélgesi), istenen



genlerin  kodlamasini saglayan bir ORF (open reading frame), ve Okaryotik
poliadenilasyon sinyalinden olugmaktadir. Ilgi alaninda olan genleri, genelde marker
genleri lacZ ve ya gfp gibi, bu ¢alismada ise mor violasein pigmentin tiretmesinden
sorumlu olan genler (vioA-E) olmaktadir. Bu tez ¢alismasinda ise, 16 kb uzunlugunda
olan bir BAC plazmidi insa edilip basarili bir sekilde konak hiicreye konulmustur.

Sistemi tasarlarken Onemli bir husus daha Quorum Sensing mekanizmasidir.

Quorum Sensing (¢ogunlugu algilama) kendinden ayarli (self-regulated) bir sistem
oldugundan herhangi bir indiikleyici madde gerektirmemektedir. Bu sekilde QS,
mekanizmasini kullanan hiicreleri kontrol altinda tutabilen, fazla masraf gerektirmeyen
bir yaklagimdir.
Quorum Sensing sistemin caligmasinin gilivenilirligi, daha Once yapilan benzer
calismalarinda (predator prey sistemi) ve ya daha yeni arastirmalarda (6rn. rekombinan
E. coli’de QS mekanizmasina dayanan bisabolen iiretimi) alinan basarili sonuglardan
kaynaklanmaktadir. Yapilan bu c¢aligmalarda, Quorum Sensing genleri ve promotorleri
kullanilarak sentetik gen devreleri olusturulmustur. Genel olarak P, promotorun
kontrolii altinda ilgi alanlardaki genler konulmustu. Bu tez calismasinda da vio operonu
Piuxi promotorun kontrolii altinda bulundurmay1 karar verilmistir.

Quorum Sensing mekanizmasi, yaptigimiz literatiir taramalarina gore genel
yaklasik 30 saatte steady-state haline ulagmaktadir. Bu durum, hiicre tiirlinden tiirline
degisebilse de, genel olarak 30 saat ve daha fazlasi olabilmektedir. Bu 6zelligi goz
oniine bulundurarak sistemi kurup geligsmesini takip etmek gerekmektedir.

Sentetik gen devrelerini kurmak ile beraber, hiicrelerin metabolik yiikiinii miimkiin
oldugu kadar hafifletmeye ¢alisilmalidir. Fazla metabolik yiikiinden dolayi, hiicrelerin
bliylime oranit ve biokiitle verimi azaltilabilmektedir. Metabolik miihendisligi ve
sentetik biyoloji disiplinleri sekonder metabolit liretmesini daha basarili hale getirilmesi
amaglanmakta oldugundan dolayi, metabolik yiik kesinlikle istenmeyen bir durum
olmaktadir ve onu hafifletmek igin bazi yontemlere dayanilmaktadir. Ornegin,
maksimum rekombinant gen ekspresyonu saglamak ic¢in ¢oklu kopya olan plazmidler
yaygin olarak kullanilmaktadir, ancak bu durumda fazla metabolik yiikiinden olusan
zararli yan etkiler, baz1 metabolik miihendisligi uygulamalarinda maksimum iiretimini
engellemektedir. Bu sebepten dolayi, birgok ¢aligmada diisiik veya tek kopya plazmidi
(BAC vektorii gibi) tercih edilmistir. Endiistri uygulamalarinda ise, suslari tasariminda

metabolik yiikii 6ngoriilebilecek olan genom 6l¢ekli modeller (genome-scale models-
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GSM), 13C metabolik fluks analizi ve makine-6grenme yaklagimi (machine-learning
approach) gibi yeni yontemler kullanilmaktadir.

Bu tez calismasinda, sentetik ekosistem dikkatlice tasarlanip kurulmustur. E.coli
bakterisinde heterolog pigment iiretimi basar1 ile gergeklesmistir. Sistem kurulma
asamasinda, violasein operonu ve iceren genler hakkinda yapilan onceki caligmalar
dogrulanmistir. Vio operonun sekansi, PCR c¢alismalar ile dogrulanmistir ve pigmentin
dogada iiretmesi, tamamen vio operonda olan bes bitisik gene bagli oldugunu
kanitlamaktadir. Vio operondaki gen siras1 (VioABCDE) seklinde olmasi dogrulanmustir.

Amaglarimizdan biri olarak bu degerli pigmenti dogal iireticiden bagimsiz bir
sekilde konak hiicrelerde liretmekti ve bu basari ile gerceklestirmistir. Violasein {ireten
rekombinant 10-beta NEB E. coli suslari, daha dogrusu ekosistem haline getirilen bu
suslarda, dogal iireticiden C. violaceum ATCC 12472 susundan daha yiiksek miktarda
ve daha az siire zarfinda violasein tiretimi gergeklesmistir.

Violasein ekstraksiyonu yapmakla beraber, bu yiiksek lisans ¢alismasi pigment
hakkinda once yapilan karakterizasyon c¢aligmalar ile uyumludur. Violasein
ekstraksiyon protokolii ve iiretim 6l¢iimii denenmistir ve optimize edilmistir. Pigmentin
spektrofotometrik olgtimleri, farkli dis etkenlere (1s1k, pH gibi) gosterdigi 6zellikleri ile
beraber, Onceki arastirma literatiirlere uyumlu olmaktadir. Biitiin violasein {iireten

suslardan ekstrakte edilen violasein, ayni 6zellikleri gostermistir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Yapilan bu yiiksek lisans c¢alismasinda, bulgular kisminda verilen sonuglara
ulasilmigtir. Violasein verimi iizerinde kurulan Quorum Sensing mekanizmasina bagl
olan ekosistem, yapis1 ve fonksiyonu ile sentetik biyoloji trendlerin de mevcut yapilan
benzer arastirmalara eklenmistir. Tiirkiye’de sentetik biyoloji alan1 ve sentetik gen
devrelerin tasarim konusunda ilk dncii ¢alismalardan biridir. Boyle ¢alismalar siiphesiz
hiicre-hiicre etkilesimlerini aydinlatmaktadir. Bununla beraber, bu ¢alisma degerli olan
bir sekonder metabolitin {iretimini daha basarili hale getirebilmektedir.

Mevcut calismaya ek olarak deginilebilecek birka¢ konu vardir. Gonderici ve alici
hiicrelerden olusturulan bu sentetik ekosistemin dinamigini daha da optimize edilebilir
ve aydinlatabilmektedir. Optimizasyon, farkli parcalari, 6rnegin farkli promotorleri
tanitarak sistemi  denenebilmektedir. Bu adimlarin ardindan, diger sentetik
caligmalarinda yapildig1 gibi ekosistemin ince ayarlanmasi (fine tuning) yapilabilir.
Transkripsiyon ve translasyon asamasinda g¢esitli metotlar ile gen regiilasyonu
saglayabilmektedir. AHL sinyallerin ortamdaki sayist1 ve Olgiimii daha detayli bir
sekilde ayarlanip, gonderici ve alici hiicrelerden olusan farkli desenler
tasarlanabilmektedir. Sistem, farkli konak hiicrelere de tasinabilir ve farkli vektor
cesitlerini kullanarak aktivitesi olgiilebilir.

Farkli endiistriyel alanlarda bu pigmentin ne kadar degerli oldugunu gbz oniinde
bulundursak (6zellikle tibbi uygulamalarinda), daha biiyiik ¢apli iiretimi i¢in ve endiistri
uygulamalarinda daha kolay ulasilabilir hale gelmesi i¢in ilerideki ¢alismalarda gerekli

adimlar atilabilir.
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