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OZET

TEZIN BASLIGI: EKZOPOLIFOSFATAZ (ppx) VE POLIFOSFATKINAZ
(ppk) GENLERINDEN YOKSUN BACILLUS THURINGIENSIS SUBSP.
ISRAELENSIS SUSUNDA ENDOTOKSIN BiYOSENTEZI.

YAZAR ADI: AYBIKE YEDEKCI

Biitiin canlilarda bulunan Polifosfat (poliP), yiizlerce fosfat molekiiliiniin
yiiksek enerjili anhidrid baglariyla birlesmesinden meydana gelen bir polimerdir.
“PoliP kinaz” enzimi (PPK) tarafindan sentezlenen ve ‘“‘ekzopolifosfataz” enzimi
(PPX) tarafindan yikilan PoliP, 6nemli bir enerji deposu olup bazi kinazlar
tarafindan ATP yerine kullanilabilmekte ve adenilat kinazlar yardimiyla da
NTP’lerin yapiminda kullanilmaktadir. Ayni zamanda bu polimer, hiicrelerin

fiziksel ve kimyasal streslere kars1 direng gostermesinde de rol oynamaktadir.

Endiistriyel 6neme sahip 6nemli bir biyolojik bocek kontrol ajani olan B.
thuringiensis, tarimda, ormancilikta ve sivrisinek kontroliinde sentetik kimyasal
pestisidlere alternatif olarak kullanilan biyolojik pestisittir. B. thuringiensis’in
toksin protein iretiminde, c¢evresel faktorlerin kritik rol oynadigi bilinmektedir.
Bazi mineral elementlerin 6zellikle inorganik fosfatin B. thuringiensis toksin
biyosentezinde ¢ok Onemli bir etkiye sahip oldugu daha Onceki ¢aligmalarla
gosterilmistir (Banerjee-Bhatnagar, 1999; Ozkan et al., 2003; Kurt ve ark., 2005).
Bu caligmalarin hepsinde, inorganik fosfat, besiyeri ortamina degisik
konsantrasyonlarda eklenmis ve fosfatin endotoksin {iiretimi iizerindeki tetikleyici

etkisi gozlenmistir.

Calisilan mikroorganizmalarda ¢ok 6nemli fonksiyonlar1 olmasina ragmen,
literatiirde polifosfat polimerinin Bacillus’daki roliiyle ilgili mevcut bilgimize gore
tek bir calisma bulunmaktadir. 2004 yilinda yayimlanan bu ¢alismada Shi ve ark.,
poliP’nin, B. cereus’un hareketliligi, biyofilm olusturmasi ve sporulasyonu i¢in
vazgecilmez  oldugunu  gostermislerdir.  Laboratuvarimizda  yiiriittiigiimiiz
arastirmalar, poliP metabolizmasinda olusan herhangi bir degisikligin biyoinsektisit

biyosentezini etkiledigini gdstermistir. Ancak Poli P’nin endotoksin iiretimine
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etkisini netlestirmek, Poli P iiretemeyen kalici mutant suslarin olusturularak
karakterize edilmesiyle miimkiindiir. PoliP metabolizmas1 ve biyoinsektisit iiretimi
arasindaki iliskiyi aydinlatmak amaciyla, bu calismada, Bacillus thuringiensis
subsp. israelensis ppk ve ppx genlerinin biiyiik bir boliimii klasik kaset mutasyonu
yontemiyle kromozomdan silinmis ve bu mutasyonun iiretici susta endotoksin

iiretimini arttirdigl gézlenmistir.
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SUMMARY

THESIS TITLE: ENDOTOXIN BIOSYNTHESIS IN BACILLUS
THURINGIENSIS SUBSP. ISRAELENSIS STRAIN DEFICIENT IN
EXOPOLYPHOSPHATASE (ppx) AND POLYPHOSPHATE KINASE (ppk)
GENES .

AUTHOR: AYBIKE YEDEKCIi

Polyphosphate (polyP), which is found in every living cell, is a linear
polymer consisting of tens to hundreds of phosphate molecules joined together by
high-energy anhydride bonds. Polyphosphate, which is synthesized by the enzyme
“polyP kinase” and degraded by the enzyme “exopolyphosphatase”, is not only an
important energy store but also used as ATP substitutes and it serves as phosphate
donor to regenerate NTP in association with the adenylate kinases. Moreover, this
polymer has been shown to have a crucial role in the regulation of adaptive

responses of cells to physical and chemical stresses.

Bacillus thuringiensis, which is an important industrial agent used for
biological control of insects, is a useful biological pesticide alternative to synthetic
chemical pesticide in commercial agriculture, forest management and mosquito
control. Environmental factors play a critical role in toxin protein synthesis by B.
thuringiensis. Some mineral elements especially phosphate has been shown to play
very important role in toxin production by B. thuringiensis (Banerjee-Bhatnagar,
1999; Ozkan et al., 2003; Kurt et.al., 2005). In all of these studies inorganic
phosphate has been added into the culture media in different concentrations and the

stimulatory effect of phosphate on endotoksin production has been evaluated.

Although polyphosphate polymer has very important functions in the
microorganisms studied, to our knowledge there is only one study about the role of
this polymer in Bacillus. In 2004 Shi et.al. deleted the genes (ppk; polyphosphate

kinase, ppx; exopolyphosphatase, pap; phosphotransferase) responsible for the
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polyP metabolism and show that polyP is necessary for the motility, biofilm

formation and sporulation in Bacillus cereus.

The research ongoing in our laboratory showed that any change in PolyP
metabolism affect bioinsecticide biosynthesis in the producer strain. But the effect
of PolyP on endotoxin production can be clarified by obtaining and characterizing
mutant strains which can not produce PolyP. In order to find the relation between
PolyP metabolism and bioinsecticide production, classic cassette mutagenesis
method was used to delete nearly entire ppk and ppx gene of Bacillus thuringiensis
subsp. israelensis and it was shown that this mutation caused an increase in

endotoxin biosynthesis by the producer strain.
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1.GIRIS
1.1. Polifosfat

Inorganik polifosfat (poliP), yiizlerce P; rezidiisiiniin yiiksek enerjili
fosfoanhidrit baglariyla birlesmesinden olusan diiz yapili bir polimerdir (Sekil 1.1).
Bu polimer, tiim bakteri, mantar, bitki ve hayvan hiicrelerinde bulunur (Shi ve ark.,

2004).

Sekil 1.1. inorganik polifosfat (Kornberg ve ark.,1999).

PoliP,  bakteriyel  hiicrelerin  sitoplazmasinda, hiicre yiizeyinde,
periplazmasinda ve plazma membraninda bulunmaktadir. Bir ¢ok bakteride
polifosfatlar graniiller halinde sitoplazmada yer almaktadirlar. Bu polimer, enerji ve
fosfat kaynagi olmasmin yaninda biyofilm olusumu, hareketlilik, bakterilerin ve
kiiflerin gelisimsel siireglerinin desteklenmesi, viriilans olusumu ve farkli stres
kosullarinda yasamin devamliligimi saglamak gibi 6nemli fizyolojik roller de

tistlenir (Kornberg ve ark., 1999).

Polifosfat metabolizmasinda goérevli dort temel enzim bulunmaktadir:
Ekzopolifosfataz (PPX), polifosfat kinaz 1 (PPK1), endopolifosfataz (PPN) ve
polifosfat: AMP fosfotransferaz (PAP). Bunlarin yaninda PPK1 homologu olan
polifosfat kinaz 2 (PPK2) (Brown ve Kornberg, 2008) ve polifosfat kinaz 3 (PPK3)

de bu metabolizmada gérev yapan enzimlerdendir (Nahalka ve Patoprsty, 2009).



1.1.1. Polifosfat Kinaz (PPK1; EC 2.7.4.1)

Polifosfat kinaz enzimi (PPK1) geri doniisiimlii bicimde ATP’nin terminal
fosfatin1 polifosfat yapisina aktarmaktadir (Sekil 1.2). Kornberg ve arkadaslari
tarafindan 1956 yilinda ilk kez E. coli’de bulunan bu enzim, homotetramer yapida
bir protein olup hiicre zarina baglidir (Kornberg ve ark., 1956; Kornberg, 1957;
Ahn ve Kornberg, 1990; Akiyama ve ark, 1992). Propionibacterium shermanii’den
kismen saflagtirllmis olan polifosfat kinazin 83 kDa molekiiler agirliginda
monomerik bir enzim oldugu bulunmustur (Robinson ve ark, 1987). PPK1’in
kristal yapist Sekil 1.3’de goriilmektedir (Zhu ve ark., 2005). Cok fonksiyonlu bir
enzim olan PPK, kofaktdr olarak Mg** a ihtiyag duymaktadir (Ahn ve Kornberg,
1990).

PPK
—"

nATP - poblyPn + nADP

Sekil 1.2. Polifosfatkinaz tarafindan katalizlenen kimyasal reaksiyon (Zhu ve ark.,

2005).

Sekil 1.3. E. coli polifosfat kinaz enziminin kristal yapisi (Zhu ve ark., 2005).



Bu enzim, geri doniisiimlii olarak poliP’dan ATP sentez reaksiyonunu
katalizledigi gibi (Ahn ve Kornberg, 1990; Kuroda ve Kornberg, 1997) poliP’1
fosfat donérii olarak kullanarak GDP ve diger niikleotid difosfatlarin niikleotid
trifosfatlara doniistiiriilmesinde de gorev alir (Kuroda ve Kornberg, 1997).

Polifosfat kinaz’in substrat 6zgtilliigii, ADP » GDP > UDP, CDP seklindedir.

Polifosfat metabolizmasinda gorev yapan bir diger enzim de “Polifosfat kinaz
2” (PPK2)’dir. PPK1 homologu olan bu enzim, ATP bagimh polifosfat sentezleme
reaksiyonuna ek olarak polifosfat ilizerinden GDP’nin GTP’ye doniistimiini
katalizlemektedir (Brown ve Kornberg, 2008). ppk2, 40.8 kDa molekiiler
agirliginda 357 amino asitten olusan bir protein kodlamaktadir. PPK2, GTP ve
ATP’yi poliP sentezinde esit olarak kullanirken, PPK1 poliP sentezinde ATP’yi
tercih etmektedir. Polifosfat kinazlarin her ikisi de duragan fazda yasamsal 6neme
sahip olup hiicre biiylimesini diizenleyen deoksiriboniikleozit trifosfatlar ile
riboniikleozid trifosfatlarin hiicre i¢i seviyesini diizenlemektedir (Ishige ve ark.,
2002). PPK3 enzimi ise inorganik polifosfati kullanarak CDP’nin CTP’ye
doniigiimiinii  katalizlemektedir. Polifosfat kinaz 3’iin substrat ozgiilliigi,

CDP>UDP>GDP>ADP seklindedir (Nahalka ve Patoprsty, 2009).

1.1.2. Ekzopolifosfataz (PPX; EC 3.6.1.11)

Polifosfat yitkiminda gorev alan enzimlerden biri olan ekzopolifosfataz (PPX)
uzun polifosfat zincirinin u¢ kismindan P; koparmaktadir (Sekil 1.4). E. coli’de,
mayalarda, silingerlerde ve memelilerde PPX‘in karakteristik 0Ozellikleri

arastirilmistir (Rangarajan ve ark., 2006).

PoliPh —— PoliPn-1+Pi —— nP1

Sekil 1.4. Ekzopolifosfataz tarafindan katalizlenen reaksiyon (Brown ve Kornberg,
2008)



Ekzopolifosfataz enzimi, asetat ve karbonhidrat kinaz/Hsp70/aktin ailesinin
bir iiyesidir. E. coli PPX enzimi 513 aminoasit rezidiisiinden meydana gelmektedir.
58 kDa biiyiikliigiindeki bu enzim, her biri i¢ domainden meydana gelmis iki alt
birimden olusmustur (Sekil 1.5). ilk iki domain hidrolizden sorumlu iken {igiincii
domain polifosfata baglanma bolgesidir. Bu enzim yiiksek molekiil agirlikli
polifosfata daha fazla ilgi gosterir ve aktivitesi i¢in katyonlara ihtiya¢ duymaktadir

(Rangarajan ve ark., 2006).

Sekil 1.5. Ekzopolifosfataz enziminin kristal yapis1 (Rangarajan ve ark., 2006)

1.1.3. Endopolifosfataz (PPN; EC 3.6.1.10)

Endopolifosfataz, uzun zincirli polifosfat molekiillerini i¢ kisimlarindan
keserek daha kisa zincirli polifosfat molekiillerinin olusumunu katalizler (Sekil
1.6).

PoliPn —» PoliPx + PoliPy
(x+y=n)

Sekil 1.6. Endopolifosfataz enziminin katalizledigi reaksiyon (Brown ve Kornberg,
2008).



PPN1 memeli hiicrelerinde tanimlanmis ve ilk kez Saccharomyces
cerevisae’dan saflastirilmistir (Sethuraman ve ark., 2001). Mayadan saflastirilan
PPNI1, vakuolar orijinli 35 kDa molekiiler agirliginda bir homotetramerdir ve
PHM5 geni tarafindan kodlanmaktadir. Yapilan ¢alismalar, enzimin, 78 kDa
molekiiler agirliginda bir 6ncii polipeptid (prePpnl) halinde sentezlendigini ve daha
sonra bir proteaz ile kesilerek 35 kDa molekiiler agirhginda aktif bir proteine
doniistirildigini gostermistir (Shi ve Kornberg 2005). Endopolifosfataz aktivitesi

yalnizca okaryotik hiicrelerde gézlenmistir (Sethuraman ve ark., 2001).

1.1.4. PoliP: AMP fosfotransferaz (PAP; EC. 2.7.4.3)

Molekiiler agirligt 55 kDa olan bu enzim, polifosfattan aldigi fosfati
AMP’ye aktararak ADP olusumunu katalizlemektedir (Sekil 1.7). ilk kez kismi
olarak Acinetobacter johnsoii 210A susundan saflastirilmistir (Kulaev ve ark.,
2004).

PoliPn + AMP <«—» PoliPn-1 + ADP

Sekil 1.7. PoliP:AMP fosfotransferazin katalizledigi reaksiyon (Brown ve
Kornberg, 2008).

1.2. Polifosfat Polimerinin Islevi

Hiicresel polifosfatin bir¢ok biyolojik fonksiyonu oldugu bilinmektedir.
Polifosfat dncelikle hiicre icerisinde fosfat deposu ve enerji kaynagi olarak gorev
yapar. Ozellikle fosfat kitlig1 durumlarinda poliP vazgegilmez tek fosfat kaynagini
olusturmaktadir. Bu polimer bazi protein kinazlarin da fosfat kaynagi olup
enzimlerin fosforilasyonunda kullanilmaktadir. Polimerik fosfat molekiiliiniin hiicre
icinde birikmesinin hiicre i¢i ozmotik basinca etkisinin ¢ok az olmasindan ve
hiicrenin biyolojik islevleri icin gerekli olan ATP ve serbest Pi’in hiicre ici
seviyesinin sabit kalmasina verdigi katkidan dolayi, polifosfat, hiicre iginde

biriktirilebilecek uygun polimerlerden biridir (Kornberg, 1995).



Bu polimerin yapisinda bulunan fosfoanhidrid baglar1 yiliksek enerjiye
sahiptir ve pH 5’te bir anhidrid baginin hidrolizi ile aciga ¢ikan serbest enerji
miktarinin 38 kJ oldugu bilinmektedir (Kortstee ve ark., 2000). Bu polimerden
koparilan Pi’larin ATP iiretiminde kullanilmasi, ekzopolifosfataz, endopolifosfataz,
AMP fosfotransferaz hidrolitik enzimleri ve polifosfat kinazin geri reaksiyon

aktivitesi ile miimkiindiir (Kuroda ve Kornberg, 1997).

Bu polimer ayn1 zamanda divalent katyonlar1 selatlayabilen, transkripsiyonu
diizenlenleyen ve DNA’nin hiicreye girisini saglayan énemli bir yapidir (Crooke ve
ark., 1993). PoliP’in bir ok prokaryotta degisik katyonlarla (Mg®" Ca”" ve K)
kompleks halinde bulundugu gosterilmistir. Bu polimerin agir metallerin
depolanmasinda ve metallere olan direngliligin artmasinda da ¢ok Gnemli roller
oynadigi  bilinmektedir (Keasling ve ark.,, 1998). Agr metallerin
detoksifikasyonunda, poliP agir metallere baglanarak bunlari hiicre ig¢inde biriktirir,
daha sonra ekzopolifosfataz enzimi devreye girerek agir metallerin metal-fosfat
kompleksleri halinde hiicre disina tasinmasinda gorev alir (Keasling, 1997;

Keasling ve ark., 1996).

PoliP, mikroorganizmanin, ¢evresel sartlarda (besin miktar1, pH, sicaklik vb.)
meydana gelen degisikliklere karsi hiicrenin adaptasyonunda gorev almaktadir.
Stres altinda olan mikroorganizmalar hiicre i¢inde c¢ok miktarda poliP
biriktirmektedirler. Ornegin, E. coli’de, besin kisithilig: (diisiik fosfat ya da amino
asit seviyesi) durumunda relA geni tarafindan kodlanan (p)ppGpp sentetaz I (PSI)
enzimi araciligiyla sentezlenen alarmonlar [guanozin penta fosfat (pppGpp) ve
guanozin tetra fosfat (ppGpp)] poliP’nin ekzopolifosfataz ile hidrolizini inhibe
ederek poliP birikimini saglamaktadir. Biriken bu polifosfatlar, Lon proteaz ile
kompleks olustururarak, serbest halde bulunan ribozomal alt iinitelerin
par¢alanmasina yol agar ve olusan amino asitler kitlik durumunda gerekli olan yeni
proteinlerin sentezinde kullanilirlar (Kuroda ve ark., 1999, Kuroda ve ark., 2001,
Kuroda, 2006).

Polifosfattan yoksun Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Shigella
spp., Salmonella spp., Vibrio cholerae ve Helicobacter pylori mutantlarinin

viriilanslarinda ve gevresel streslere cevap olusturmalarinda kusurlarin olustugu



farkli c¢alismalarla gosterilmistir (Lindner ve ark., 2009). PoliP, hiicre zari,
bakteriyel virlilans, yiizeye tutunma ve biyofilm olusumu i¢in 6nemli bir role

sahiptir (Kornberg ve ark., 1999).

Neisseria ile yapilmis bir ¢aligmada polifosfat kinaz enzimi olmayan
mutantlarin  patojenitelerinin normal hiicrelerden olduk¢a diisiik oldugu
gbzlenmistir. Bu calismada, ppk geninden yoksun mutantlarda hiicre zarinin
yapisina katilan poliP sentezlenmediginden bakterinin konak canlinin savunma

sistemine olan direncinin azaldigi ileri siiriilmiistiir (Tinsley ve ark., 1993).

Bagka bir ¢alismada, P. aeruginosa’nin ppkl geni silinmis ve olusturulan
mutantlarin hareketlilik, korum sensing (quorum sensing), biyofilm olusturma ve
virulans Ozelliklerinde hasarlar meydana geldigi tespit edilmistir. Ayn1 zamanda
bakterinin ekzopolimer olusturma, [-laktam antibiyotiklerine karsi direng ve

kurumaya kars1 dayaniklilik 6zelliklerini de yitirdigi gézlenmistir (Harunur ve ark.,

2000).

Yapilan bircok calismada, polifosfatin, enzim aktivitelerini diizenleyerek ve
cok sayida geni kontrol ederek bakterilerin aktif biliylime fazindan duragan faza
gecisinde oldugu kadar duragan fazda ve stres kosullarinda yasamlarini devam
ettirebilmeleri acgisindan 6nemli bir role sahip oldugu gosterilmistir (Kornberg ve
ark., 1999). Ornegin, polifosfat’m, E. coli hiicrelerinde RNA polimeraz ile
etkilesime girdigi bildirilen bir ¢alismada, poliP’1n, transkripsiyon iizerindeki etkisi,
logaritmik biiyiime evresi (070) ve duragan evre (038) sigma faktorlerinin
baglanabildigi iki RNA polimeraz formunu ayr1 ayri bulunduran iki farkli susta
incelenmistir. Diisiik tuz konsantrasyonunda, polifosfat, her iki enzimi de
engelleyerek transkripsiyonu durdurmustur. Yiiksek tuz konsantrasyonunda ise
polifosfat varliginda 6>2in baglanabildigi RNA polimeraz aktif iken 6'%in
baglanabildigi RNA polimeraz aktivite gostermemistir. Bu sonuca gore, duragan
fazda ve yliksek ozmotik basing altinda polifosfatin, promotor se¢imine katkida

bulundugu anlasilmistir (Kulaev ve Kulakovskaya, 2000).

E. coli ile yapilan baska bir ¢alismada, polifosfatin, RNA polimerazin

duragan faza spesifik sigma faktoriinii (¢°) kodlayan rpoS’nin ekspresyonunu



indiikledigi gosterilmistir (Miyake ve ark., 1999). Tsutsumi ve arkadaslari1 (2000),
ekzopolifosfatazin yiiksek miktarda fretildigi suslarda polifosfat seviyesindeki
azalmanin, rpoS geninin diisiik miktarda ifade edilmesine sebep oldugunu
gostermislerdir. RpoS sigma faktdriiniin (6°) mikroorganizmanin stres kosullarina
adaptasyonu ve duragan fazda canliliginit devam ettirebilmesinden sorumlu yaklasik
50 genin ifade edilmesinden sorumlu oldugu bilinmektedir. Hiicre i¢i polifosfat
konsantrasyonu diisiikk olan ppk mutant suslarinin stres kosullarina hassas oldugu ve
bu hassasiyetin, bakterilerin ppk wveya rpoS genleri ile komplementasyonu
sayesinde giderildigi goriilmiistiir. Ay sekilde yiiksek seviyede maya
ekzopolifosfataz enzimi (scPPX1) iireten E. coli susunda H,0;’e karsi hassasiyet
gOzlenmistir. Ekstra rpoS geni aktarilan mutant susun H,O, hassasiyeti ortadan
kalkmustir (Shiba ve ark., 1999).

Polifosfatin, mikroorganizmalarin sporlanmalar1 iizerine etkisini inceleyen
¢ok az ¢alisma bulunmaktadir. Bunlardan bir tanesinde, Bacillus cereus’un ppkl ve
ppx genleri delesyona ugratilmis ve elde edilen mutantlarin hareketlilik, biyofilm
olusturma ve sporulasyon etkinlikleri incelenmistir. Mutantlarin hepsinde
hareketlilik ve biyofilm olusturabilme kapasitelerinde diisiis gbzlenmis, sadece ppx
mutantlarinda sporulasyon etkinliginin azaldigi bulunmustur (Shi ve ark., 2004).
Myxococcus xanthus’la yapilan baska bir ¢alismada da ppkl mutant suslarin
sporulasyonunda azalma ve sporlarin germinasyonunda gecikme gozlenmistir

(Zhang ve ark., 2005).

1.3. Bacillus

Bacillus, 1835 yilinda Christian Gottfried Ehrenberg tarafindan bulunmus,
toprakta saprofit olarak yasayan, aerob ya da fakiiltatif anaerob gram pozitif
bakterilerdir. Genellikle hareketlidirler ve hiicre i¢inde kolayca goriilebilen
endosporlar olustururlar. Sporlarin kuru agirliginin %15°1 kalsiyum dipikolinattir.
Yiiksek hiicre yogunlugu ya da besin eksikligi sporlanmay1 tetikler. Bacillus
tirlerinin  6nemli bir kismi endistriyel enzimlerin, biyokimyasallarin,

antibiyotiklerin ve insektisitlerin kaynagi olarak kullanilirlar.



B. subtilis, bir model organizma olup molekiiler ve hiicre biyolojisi en iyi
anlasilmis prokaryotlardan bir tanesidir. B. thuringiensis ise onemli bir bocek
patojeni olup biyolojik pestisit olarak kullanilmaktadir (Madigan ve Martinko,
2005).

1.3.1. Bacillus thuringiensis

B. thuringiensis (Bt) aerobik, hareketli, gubuk seklinde, gram ve katalaz
pozitif, endospor olusturan, fermentatif, mikroaerofilik ve anaerobik kosullarda
iireme yetenegine sahip bir mikroorganizmadir. Hiicreler 1um genisliginde Spm
boyundadir. Taksonomik olarak Bacillus cereus ile yakindan ilgilidir. Ancak B.
thuringiensis serotipleri Bacillus cereus’tan farkli olarak spor olusum asamasinda
hiicre icinde delta toksin veya parasporal kristalin varligi ile karakterize
edilmektedir (Schnepf ve ark., 1998). Ilk olarak 1901 yilinda Japonya’da ipek
boceklerinden izole edilmis olan Bt’nin iirettigi delta endotoksinler hiicre i¢inde

kristaller seklinde birikir (Sekil 1.8).

1989 yilinda Hofte ve Whiteley delta endotoksinleri 4 biiyiik sinifa (Cry I,
Cry II, Cry I1II, Cry IV ) ayirmislardir. Daha sonra, endotoksinlerin ait oldugu her
bir grup, kodlandiklar1 genlerin DNA sekanslaria gore alt siniflara (A, B, C, .... ve

a, b, c...) ayrilmislardir. Delta endotoksinler “cry” genleri tarafindan kodlanirlar.

Genel olarak, bu proteinler, lepidoptera (Cry 1), hem lepidoptera hem
diptera (Cry II), coleoptera (Cry III) ve diptera (Cry IV) gruplar iizerinde etkilidir.
Bakterinin sporulasyonuyla beraber pro-toksin olarak sentezlenen kristal proteinler,
bocek larvalariin sindirim sisteminde aktif toksine doniistiiriilerek mide ¢eperini

olusturan hiicreleri tahrip eder (Agaisse ve Lereclus, 1995).

o

S
Ny &‘3 A

A

Sekil 1.8. B. thuringiensis endosporu (mavi ok ile gosterilmistir) ve insektisidal

kristal proteinleri (kirmiz1 ok ile gdsterilmistir).
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1.5. Bti’lda Cry Protein Uretimi ve Polifosfat
Metabolizmas1 Arasindaki fliski

Insektisidal proteinler duragan faz boyunca sentezlenirler ve sporlanmis hiicre
kuru agirhigmin % 25’ini olustururlar. Fizyolojik degisimlere bagli olarak

sporulasyon ve endotoksin tiretimi paraleldir (Agaisse ve Lereclus , 1995).

cry genleri ¢cogunlukla plazmidler iizerinde bulunurken bazilar1 kromozomal
DNA iizerinde yer almaktadir. Bu genlerin ifadesi sporulasyonun 2. evresinde RNA
pol-c© ile baslamakta ve ardindan sporulasyonun ge¢ evrelerinde RNA pol-c* ile
devam ettirilmektedir (Aronson, 2002). Bu ikili sigma kontrol sistemi, hiicre iginde
protoksin ~ miktarinin  artmasina  sebep  olmaktadir. Bunlarin  yaninda
transkripsiyonlari, ge¢ vejetatif fazda RNA pol-o'™ tarafindan baslatilan en az iki

cry geni de bilinmektedir.

Cry proteinlerinin biyosentezi lizerinde cesitli metallerin ve minerallerin
etkileri oldugu bilinmektedir (Aronson, 2002). Bt ile yapilan bir ¢calismada (I¢gen
ve ark., 2003), besiyeri igerigine eklenen cesitli konsantrasyonlardaki mineral
elementlerin ve farkli baslangi¢ pH’larinin kristal protein iiretimi ve sporulasyon
etkinligi iizerine etkisi incelenmistir. Caligma sonucunda Mg+2 ve Cu*®m toksin
dretimini tetikledigi, Zn*? ve Ca™un toksin iiretimine herhangi bir etkisinin
olmadig1 gosterilmistir. Genellikle sekonder metabolit liretiminin inorganik fosfat
konsantrasyonunun 10 mM ve iizeri degerlerde inhibe oldugu bilinse de s6z konusu
caligmada inorganik fosfat konsantrasyonunun ancak 150 mM ve iizeri degerleri

toksin proteinlerinin iiretimini azaltmistir (Icgen ve ark., 2003).

Inorganik fosfatin Bti’in (B. thuringiensis subsp. israelensis) Cry4a proteini
iretimi lizerine etkisinin incelendigi bir ¢aligmada, 10 mM, 50 mM ve 100 mM
inorganik fosfat iceren besiyerlerinde biiyiitiilen bakterilerin Cry proteini liretimleri
kontrol grubu (inorganik fosfat icermeyen besiyerinde iiretilen bakteri)
bakterininkiyle karsilastirildiginda, en fazla toksin tiretiminin 100 mM inorganik

fosfat varliginda gergeklestigi bulunmustur (Banerjee-Bhatnagar, 1999).
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Kristal protein liretiminde inorganik fosfatin dnemini vurgulayan baska bir
calismada, Bt izolatinin Cry3Aa iiretimi, besiyerine 5-200 mmol.I* araliginda
inorganik fosfat eklenerek arastirillmistir (Kurt ve ark., 2003). Besiyerinde 200
mmol.I* inorganik fosfatin bulunmasi biiyiime ve spor olusumunda herhangi bir

farkliliga sebep olmazken, Cry3Aa liretimini 5 kata kadar arttirmistir.

Bilindigi gibi poliP, hiicre i¢cinde en oOnemli fosfat rezervuarlarindan bir
tanesidir. Literatiirde, bilgimiz dahilinde B. cereus disinda diger Bacillus tiirlerinin
polifosfat mekanizmasiyla ilgili herhangi bir calisma bulunmamaktadir. 2004
yilinda Shi ve arkadaslari tarafindan yayinlanmis ¢alismada, B. cereus 'un polifosfat
metabolizmasinda gorevli olan ppk, ppx ve pap genlerinden yoksun mutant suslar
olusturulmus ve polifosfatin bu bakterinin hareketliligi, biyofilm olusturmasi ve
sporulasyonu igin vazgegilmez oldugu gosterilmistir. Bilgimiz dahilinde,
laboratuvarimizda yiiriittiiglimiiz arastirmalar disinda bugiine kadar polifosfat ile
endotoksin  liretimi  arasindaki 1iligkiyi gOsteren herhangi bir calisma

bulunmamaktadir.

1.6. TEZ CALISMASININ AMACI

Bacillus thuringiensis subsp. israelensis (Bti) 6nemli bir kristal protein
(endotoksin) Ttreticisidir. Bugiine kadar yapilan c¢alismalarda, toksin iiretiminde
inorganik fosfatin onemli bir rolii oldugu gosterilmistir. Bu caligmada, Bti’in
polifosfat metabolizmasinda gérevli ppx ve ppk genlerinin kromozomdan silinmesi
ve elde edilecek olan mutant susta endotoksin {iretiminin 6l¢iilmesi amaglanmuistir.
Bu ¢alisma sonucunda polifosfat metabolizmasinin kilit enzimlerini kodlayan bu

genlerin endotoksin iiretimine etkisi belirlenecektir.
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2. GEREC VE YONTEMLER

2.1. Gerecler

2.1.1. Kullanilan Kimyasallar

NaHCO;3; (Merck), CaCl, (Merck), K;HPO,4 (Merck), K,SO4(Merck), Tris
(Merck), Dodesilstilfat (Merck), Triton X-100 (Sigma Aldrich), L-arabinoz (Merck),
EDTA (Merck), Maleik asit (Merck), Pepton (Merck), MgCl,6H,O (Merck),
Agaroz (Sigma Aldrich), Etidyum bromid (Sigma Aldrich), L-prolin (Applichem),
Agar (Merck), Brain Heart Infusion Broth (Merck), NaOH (Merck), Siikroz
(Merck), KOH (Merck), %87 Gliserol (Riedel de Haen), D (+) Glukoz (Merck),
KH,PO4(Merck), KCI (Riedel de Haen), PIPES (Fluka), NaCl (Sigma-Aldrich),
PEG6000 (Applichem), Magnezyum siilfat heptahidrat (Fluka), Fenol (Riedel de
Haen), Kloroform (Riedel de Haen), izoamil alkol (Merck), 2-propanol (Merck),
Asetik asit (Riedel de Haen), % 99.5 Etanol (Riedel de Haen), Hidroklorik
asit(Riedel de Haen), Metanol (Riedel de Haen), CTAB (Merck).

2.1.2. Kullanilan Enzimler

Phusion DNA Polimeraz (Fynnzymes), Tag DNA polimeraz (Fermantas),
Pfx® Platinium DNA Polimeraz (Invitrogen), ECORV Restriksiyon Endoniikleaz
(Fermantas), EcoRI Restriksiyon Endoniikleaz (Fermantas), Xhol Restriksiyon
Endontikleaz (Fermantas), Notl Restriksiyon Endoniikleaz (Fermantas), Spel
Restriksiyon Endoniikleaz (Fermantas), Pstl Restriksiyon Endoniikleaz (Fermantas),
Mfel Restriksiyon Endoniikleaz (Biolabs), Xbal Restriksiyon Endoniikleaz
(Fermantas), Hindlll Restriksiyon Endoniikleaz (Fermantas), BamHI Restriksiyon
Endoniikleaz (Fermantas), DNA ligaz (Jena Bioscience), Klenow Fragment

(Calbiochem), Riboniikleaz A (Fermantas), Lizozim (Sigma).

Enzim  reaksiyonlar1  {iretici  firmalarin  Onerdigi  tamponlarda

gerceklestirilmistir.



13

2.1.3. Kullanilan Kitler ve DNA Molekiiler Belirtecleri

Hem kimyasal yontemle izole edilen plazmitlerin temizlenmesinde hem de
DNA’nin jelden saflagtirilmasi islemlerinde Jel Bant Piirifikasyon Kiti (GE
Healthcare) kullanilmistir. Ayrica SDS-PAGE yonteminde kullanilan markor Sekil
2.1.C’de gosterilmistir.

Bu ¢alismada Sekil 2.1°de gosterilen molekiiler belirtegler kullanilmistir.

kb ™ g i
Yoo 45 |GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder | Pagehuer” Prstaned
— = ::'g ;z 0’GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, || Protein Ladder
oo -s50 42 |ready-to-use s
s bpng/0Sg %
‘"170‘
S— R 10000 300 60 /-
a0 G0 60 -y
—A 1 8 B
Rl —2 R
1—s i B 8
g ' 3 ;2: -, 50 50 0.
% Eod — 1000 600 120 .
sE- 0 250 0 ®. B
~10 42 |3 500 250 50
= —250 260 50 . 5
5
5 0
2 - %
—05 42 |7 g 3
0.5 pa/ane, 8 cm length gel, A M
S i D Lk 1XTAE, 7 Viem, 45 min 4-20% Tri-glyoine SDS-PAGE
A. B. C.

Sekil 2.1. Calismada kullanilan belirtegler. A. 1kb DNA belirteci (Biolabs) B. 1 kb
DNA belirteci (Fermentas, SM1334) C. Protein belirteci (Fermentas)




2.1.5. Kullanilan Bakteri Soylar:1 ve Plazmitler
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Kullanilan bakteri soylar1 ve plazmitler sirasiyla Tablo 2.1 ve Tablo 2.2°de

gosterilmistir.

Tablo 2.1. Calismada kullanilan bakteri soylari

Bakteri tiirleri Genotip Kaynaklar
E. coli BW25113 Ki2 derivative: AaraBAD, | Datsenko ve Wanner, 2000
ArhaBAD

E. coli ET12567

dam, dem, hsdS, cat, tet

MacNeil ve ark., 1992

B. thuringiensis var. israelensis

Yaban tip

ATCC

E. coli DH5a

FrecAl, endAl, gyrA96, thi-1,
hsdR17 (rx”, mk"), sup4d4relAl,
(c80dLacZAM15), D(laczZYA-
argF)U169

Hanahan, 1983

E. coli ET12567/pUZ8002

dam, dcm, hsdS, cat, tet/ tra, neo,
RP4

Gust ve ark., 2002

B. thuringiensis var. isralensis | ppk ppx geninden yoksun sus Bu calisma
AppkAppx (BtiAppx-ppk)
Tablo 2.2. Calismada kullanilan plazmidler
Plazmidler | Direnclilik | Direnclilik oriT Biiyiikliik Kaynaklar
geni
plJ773 aac(3)Iv Apramisin + 1382 be Gust ve ark.,
2002
plJ790 cat, bla Kloramfenikol, - 6084 bg Gust ve ark.,
Ampisilin 2002
puz8002 tra, neo, RP4 Kanamisin + 70 bg Wang ve ark.,
2001
pBluescript 1l | amp Ampisilin - 3000 bg Stratagene
SK (-)
pHT315 erm Eritromisin - 6500 bg Arantes ve
Lereclus., 1991
pSK6500 amp, ppx, ppk Ampisilin - 9525 bg Doruk, 2012
ApSK6500 amp, aac(3)IV | Ampisilin,Apramisin - 8845 bg Bu calisma
ApSK6500Ert amp, aac(3)IV, | Ampisilin,Apramisin, - 10043 bg Bu calisma
erm Eritromisin
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plJ773 plazmiti (Sekil 2.2) iizerinde, iki FLP rekombinaz hedef bolgesinin
(FRT) arasinda yer alan apramisin direng geni (aac(3)IV) ve RP4 plazmidinin oriT

bolgesi bulunmaktadir.

EcoRlI

Sstl*
q

Xhol*
!

FRT
iming site
prrmicg aac(IV

_.Sstl*

plJ773
4334 bps oriT
FRT

priming site ..t.r—f.l'n dlil

Sekil 2.2. plJ773 plazmiti

Lambda RED (gam, bet, exo) rekombinasyon plazmiti olan pIJ790 (Sekil 2.3),
baska plazmit varliginda hiicre i¢inde varligini koruyabilmektedir. Lamda RED,
hiicre igine gonderilen dogrusal DNA’nin homolog bdlgelerle rekombinasyonunda
gorev alir. plJ790 {izerinde bulunan genler ve gorevleri asagida listelenmistir:

araC: arabinoz aktivatoriinii kodlar.

bet: tek zincirli DNA’ya baglanan proteini kodlar.

cat: kloramfenikol direng geni.

exo: bet geni ile birlikte rekombinasyonu baglatan ekzoniikleaz geni.

gam: konake1 ekzoniikleaz V’1 inhibe eden iiriinii kodlar.



P araBAD: L-arabinoz ile indiiklenebilen promotor.
OriR 101.: replikasyon orijini

repA 101ts: sicaklik duyarl replikasyon
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Bu ¢alismada kullanilan diger 6nemli plazmitler ise bir E. coli/Bacillus mekik

vektorii olan pHT315 (Sekli 2.4) ve genel klonlama vektorii olarak kullanilan

pBluescript SK (Sekil 2.5) plazmitleridir.

P araBAD

l'. l'. oriR101 I%L%ZEIPS

repAl0its \/

Sekil 2.3. A Red rekombinasyon plazmidi plJ790.

e,
- I b
EZsz3EEEsS
§33328453534
[Ssp/Bal) [Hpal Barri1) [Korl/Sspi] -~ —
Acct Scal | Scal L
laczpo —»
| | - ‘
- > >
ori 1030 E ApH orf Ec
(2:6 kb) (1.2 kb) (pUC19 :2.7 kb)

Sekil 2.4. pHT315 plazmidi
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Nael (135)

Seal (2527,
APr

" Clal (685)

pBluescript SK minus

E % Hindlll (690}
2958 bp

¥ Ecorv (698)
ASpEI (2047) Bl Ecori (702)
f Pst | (712)

i \Smal (716)

i SK (100.0%

pUC ori Spel (726)

acll (751)
acl (760)
T3 promotor (94.1%)

M13r (100.0%)

Sekil 2.5. pBluescript SK (-) plazmidi

2.1.7. Kullanilan cozeltiler

Tiim sterilizasyon islemleri yiiksek basing altinda 121 °C’ta 20 dakika siireyle
gergeklestirilmistir.

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

e 242 g Tris Baz
e 57.1 ml Glasiyal asetik asit

e 100 ml 0.5 M EDTA (pH 8)

Tris-EDTA (TE) Tamponu

e 10 mM Tris-HCI (pH 8)

e 1mM EDTA (pH 8)



Soliisyon I

e 25mM Tris (pH 8)
e 10mM EDTA (pH 8)

e 50 mM Glukoz

Soliisyon 1T

e 0.2 N NaOH

e %1SDS

Soliisyon I1I

¢ % 60 5M Potasyum asetat

e % 11.5 Glasiyal asetik asit

CaCl, Soliisyonu

e 60 mM CaCl,
e 9 15 Gliserol

e 10 mM PIPES

CTAB/NaCl Soliisyonu

e %10CTAB

e 0.7 M NaCl



Tfbl
e 30 mM KOACc
e 50 mM MnCl,
e 100 mM KCI
e 10 mM CacCl,

e 15% (w\v) gliserol

Tfb 11

e 10 mM Na-MOPS, pH 7.0
e 75 mM CacCl,
e 10mM KCI

e 15% gliserol

EB

e (.65 M siikroz

e 1 mM MgCl,

20x SSC (pH 7)

e 3 M NaCl

e 0.3 M Sodyum sitrat

Maleik Asit Tamponu (pH 7.5)

e 0.1M Maleik asit,

e 5 M NaCl
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Depiirinizasyon Soliisyonu

e 0.25MHCI

Denotralizasyon Soliisyonu

e 15M NaCl

e 0.5M NaOH

Notralizasyon Soliisyonu

e 1.5M NaCl
e 0.05M Tris-HCI pH 7.2

e 1mMEDTA

Pre-Hibridizasyon Soliisyonu

e 5XSSC
e 9% 1 Bloklama soliisyonu
e % 0.1 Sarkosil

e %0.02 SDS

Hibridizasyon Soliisyonu

e Prehibridizasyon soliisyonu + prop
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Yikama Tamponu I

e 2XSSC

e %0.1SDS

Yikama Tamponu 11

e 9%0.1SSC

e %0.1SDS

Belirleme (detection) Tamponu (pH 9.5)

e 0.1 M Tris-HCI

e 0.1 M NaCl

Yikama Tamponu

e 30 ml Maleik asit Tampon

e 90 ul Tween 20

Bloklama Soliisyonu

e (.5 g bloklama soliisyonu/ 50 ml maleik asit tamponu

Antikor Soliisyonu
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e Bloklama soliisyonu kullanilarak 5000 defa seyreltilen Anti-Digoksigenin-

AP



Renk Olusturan Substrat

Deteksiyon tamponu iginde seyreltilen NBT/BCIP soliisyonu

Commasie Blue

% 50 Metanol

% 0.05 Commasie

% 10 Asetik asit

% 40 distile su

Destaining Soliisyonu

% 50 Metanol

% 10 Asetik asit

% 40 distile su

Reagent A

1gr BCA

2 gr Sodyum karbonat
0.16 gr Sodyum tartarat
0.95 gr Sodyum bikarbonat

0.4 gr Sodyum hidroksit

pH 11.25, 100 ml’e dH,0 ile tamamlanir.
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Reagent B

0.4 gr CuS0,4.5H,0

10 ml dH,0 ile tamamlanir.

(% 12) SDS jel yapimu;

1-

Yiikleme jeli (4 ml) igin

1.28 ml distile su

1.6 ml %30 Akrilamid

1.04 ml 1.5 M Tris

40 pl %10 SDS

40 pl %10 Amonyum per siilfat

5 ul TEMED

Ayirma jeli (1.5 ml) igin

1.28 ml distile su

1.6 ml %30 Akrilamid

1.04 ml 1.5 M Tris

40 pul %10 SDS

40 pl %10 Amonyum per siilfat

5 ul TEMED
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1X Running Buffer
e 28.8grGlisin
e 6.04grTris

e 29rSDS

e 18LdHO

4XSDS Yiikleme Tamponu

Iml 0.5 M Tris.HCI, pH6.8

4ml distile su

1.6 ml %10 SDS

0.8 ml Gliserol

0.4 ml BME

0.2 ml BFB

2.1.8. Kullanilan Besiyerleri

Luria Bertani Besiyeri (LB)

e 109 NaCl
e 10 g Tripton
e 5 g Maya oziiti
dH,0 ile 1 1t’ye tamamlanir ve 121 °C’ta 20 dakika steril edilir (Gust ve ark.,

2002).
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SOB Besiyeri

e 20 g Pepton
e 5 g Maya oziiti
e 0.5gNaCl
e 10 ml 250mM KClI
dH,O ile 1 It’ye tamamlanir. 5N NaOH ile pH 7.0’¢ ayarlanir.
Otoklavlandiktan sonra 2M MgCl,’den 5 ml eklenir (Sambrook ve ark., 1989).

BHI ( Brain Heart Infusion ) Besiyeri ( Macaluso ve Mettus, 1991).

e 379gBHI
dH,0 ile 1 It’e tamamlanir ve 121 °C’de 20 dakika steril edilir.

BHIG Besiyeri

e Brain Heart Infusion besiyeri hazirlanir, iizerine % 0.5 Gliserol eklenir.

DSM Besiyeri

e 10 ml %50 glukoz
e 1 mlCaNO3.4H,0
e 1mlMgSO,.7H,0
e 1mlFeSO,.7H,0

e 1 ml MnCl,.2H,0

e 4 gr Nutrient broth
e 4.35gr K,HPO,

o 3.40 gr KH,PO4

dH20 ile 1 1t’e tamamlanir ve 121°C’de 20 dakika steril edilir.
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2.1.9. Kullanilan Antibiyotikler

Calismada kullanilan antibiyotikler ve konsantrasyonlari Tablo 2.3’de

gosterilmistir.

Tablo 2.3. Calismada kullanilan antibiyotikler

Antibiyotik Stok E. coli’de Bacillus’ta kullamlan
konsantrasyon | kullamilan konsantrasyonu
(mg/ml) konsantrasyonu | (ug/ml)

(ng/ml)

Apramisin (Apr) | 50 50 50

Ampisilin (Amp) | 100 100 -

Kloramfenikol' | 50 50 -

(Chl)

Kanamisin (Kn) | 50 25 -

Eritromisin’ 25 300 25

(Ert)

1Coziicii: %100 Etanol

2.1.10. Kullanilan Cihazlar

4°C Buzdolab1 (Ariston), -20°C derin dondurucu (Ariston), -80 °C derin
dondurucu (Thermo, Forma -86 °C ULT Freezer), Buz Makinesi (BAR-LINE
BF85), Yatay Elektroforez Sistemi (BIO-RAD, Mini-Sab Cell CT), Gii¢ kaynagi
(BIO-RAD, PowerPac Basic), Masa Ustii Santrifiij (Heraeus, Labofuge 400R),
Masa Ustii Santrifiij (Beckman Coulter, Microfuge 22R), Otoklav (Hirayama,
Hiclave HVE-50), pH Metre (Hana Instruments, pH 211 Microprocessor pH
Meter), Steril Kabin (Heraeus, HP48), Etiiv (Binder, 9010-0078), Inkiibator
(Heraeus, D-63450 Herau), Calkalamali Inkiibator (Edmund Biihler, KS-15), Su
Banyosu (TECHNE, TE-10A Tempette), UV Goriintileme Cihazi (Vilmer
Lourmart), Mikrodalga Firin (Kumtel), Spektrofotometre (BIO-RAD), PCR
(Applied Biosystems), Blotlama sistemi (Amersham), Hibridizasyon firini
(Amersham).
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2.2. YONTEMLER

2.2.1. E. coli’den Plazmit izolasyonu

E. coli’den plazmit izolasyonu Sambrook ve arkadaglarinin (1989) yontemi
ile yapilmistir. Uygun antibiyotik iceren 100 ml LB’de 37 °C’ta 12-16 saat
iretilmis kiiltiir, oda sicakliginda 4500 rpm’de santrifiij edildikten sonra pelet
iizerine 200 pl soliisyon I (TEG) eklenmis, vortekslenmis ve ependorf tiipiine
alinmistir. 5 dk sonunda iizerine 400 pl Soliisyon II eklenerek karistirilmis ve her 2
dk’da bir karigtirilarak 5 dk boyunca buzda bekletilmistir. 5 dk buzda bekletildikten
sonra 300 pl Soliisyon III eklenip, her 2 dk’da bir karistirilarak 10 dk boyunca
buzda inkiibe edilmistir. Daha sonra 14.000 rpm’de, 4 °C’ta 20 dk santrifiij
edilmistir. Siipernatant baska bir tiipe alinarak, tlizerine 0.6 hacim izopropanol
eklenip, karigtirilmigtir. En az 15 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra, 11.000
rpm’de 30 dk oda sicakliginda santrifiijlenmistir. Santrifiij sonrasi siipernatant
atilip, pelet dH,O’da ¢ozilmiistiir. Soliisyon tizerine 7-10 ul RNaz (10 mg/ml)
eklendikten sonra 1 saat 37 °C’ta inkiibe edilmistir. Bu sekilde izole edilen plazmit,

Jel Bant Piirifikasyon Kitinden (GE healthcare) gecirilerek saflastirilmistir.

2.2.2. B. thuringiensis subsp. israelensis’den Kromozomal DNA

Izolasyonu

Bti genomik DNA’s1 Ausubel ve arkadaslari’nin (2003) yontemine goére izole
edilmigtir. 100 ml LB’ye ekilen hiicreler 1 gece boyunca iiretilmis, ertesi giin 50
ml’lik santrifiij tiiptinde +4 °C’ta 4500 rpm’de 10 dk santrifiijlenmis ve pelet 1.7 ml
lizozim (2 mg/ml) iceren TE tamponunda ¢oziilmiistiir. 1.7 ml karisimin {izerine 50
ul %20 SDS ve 50 pl (10 mg/ml) RNaz eklendikten sonra, 37 °C’ta 2 saat inkiibe
edilmigstir. Daha sonra 6rnek tizerine 300 ul 5 M NaCl ve 240 ul CTAB/NaCl
soliisyonu eklenerek 65 °C’ta 10 dk inkiibe edilmistir. Oda sicakligina sogutulan
ornek iizerine esit hacimde kloroform:izoamilalkol (CIA, 23:1) soliisyonu
eklendikten sonra oda sicakliginda 11.000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Ust faz
fenol:CIA (24:23:1) soliisyonu ile muamele edilmis ve santrifiijlenmistir. Bu islem

iki kez tekrarlandiktan sonra ayrilan st faz tizerine 0.6 hacim izoproponal
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eklenerek 14.000 rpm’de 30 dk santrifiijlenmistir. Pelet %70 etanol ile yikandiktan

sonra kurutulmus ve H,O’da ¢ozlilmiistiir.
2.2.3. Restriksiyon Endoniikleaz Kesimleri

Izole edilen plazmit ve kromozomal DNA’larinin restriksiyon endoniikleaz
kesim reaksiyonlari, dretici firmalarinin Onerdigi tamponlar Kkullanilarak
gerceklestirilmigtir. Plazmit kesimleri yaklagik 2-5 saat siire ile Kesilirken,

kromozomal DNA’larin kesimleri gece boyunca devam etmistir.
2.2.4. Agaroz Jel Elektroforezi

Niikleik asitlerin, elektroforez yontemi ile agaroz jelde biiyiikliiklerine bagh
olarak ayrilmalar1 saglanmistir. %0.8 veya %1’lik agaroz jeli, 1IXTAE tamponu
kullanilarak hazirlanmis ve son konsantrasyonu 0.5 pg/ml olacak sekilde EtBr ilave
edilmistir. DNA yiikleme boyasi ilave edilen ornekler, agaroz jele yiiklenerek,
icinde yiiriitme tamponu olarak 1XxTAE bulunan elektroforez tankinda 80-120
Volt’ta yiiriitiilmuslerdir.

2.2.5. izole Edilen DNA’nin Agaroz Jelden Geri Kazanilmasi

DNA fragmentlerinin agaroz jelden geri elde edilmesi, Jel Bant
Piirifikasyon Kiti (GE Healthcare) kullanilarak, iiretici firmanmn verdigi kullanma

talimatina uygun bir sekilde yapilmistir.
2.2.6. Mutasyon Kasetinin PCR ile Hazirlanmasi

ppx geninin blokasyonu i¢in PCR temelli bir yontem kullanilmistir (Gust ve
ark., 2003). Bu yontemde, segilen bir antibiyotik direng geni Bti ppx geninin yerini
almaktadir. Bu c¢aligmada, apramisin diren¢ geni belirtec (marker) olarak
kullanilmigtir. PCR reaksiyonlarinda kalip olarak kullanilmak {izere, apramisin
diren¢ geni (aac(3)IV) ve konjugasyon sirasinda plazmitin mobilizasyonunu

saglayan oriT bolgesinin bulundugu kaset, plJ773 plazmidinin EcoRI ve HindllI
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restriksiyon endoniikleazlar ile kesilmesiyle elde edilmistir. 1382 bg¢ uzunlugundaki

bu kaset jelden izole edilerek PCR reaksiyonlarinda kalip olarak kullanilmistir.

Ekzopolifosfataz enzimini kodlayan ppx geninin delesyonu i¢in HPLC ile
saflagtirtlmis uzun (59 ve 58 bp) primerler (Tablo 2.4) kullanilmistir. Primerlerin 39
niikleotidlik kismi1, Bti genom dizisine birebir uygun olacak sekilde tasarlanmistir.
fleri primerin (forward) 39 bazlik kism1 ppx geninin 6n kismindaki blgeye uyumlu
olup ATG baslangi¢ kodonuyla bitirilmis 3’ kismi (20 bg’lik) ise apramisin genini
tasiyan kasetin 5° ucuyla uyumlu olacak sekilde diizenlenmistir. Yine ayni sekilde
geri primerin (reverse) 39 bazlik 5° kismi ppxX geninin alt kismindaki bolgeyle
uyumlu olacak sekilde ve CTA bitis kodonuyla bitirilmistir. ileri primerin 3° kismu

(19 be’lik) ise mutasyon kasetinin 3” ucuna uyumlu olacak sekilde diizenlenmistir.

Tablo 2.4. Mutasyon kasetinin hazirlanmasinda kullanilan primerler. Apramisin
kasetiyle uyumlu diziler kalin harflerle, ppx geninin baslangi¢c kodonunun éniindeki

ve bitis kodonunun arkasindaki diziler ise ince harflerle gosterilmistir.

Ileri primer 5> ACA AAA AAC AAC TAT TTT GTA
TAA TAG TAA TAG AAT ATG ATT CCG
GGG ATC CGT CGA CC3’

Geri primer 5 CAA AGT GTA AAT TTT TCG AGA
CAT CCG TAC GAC CTA TGT AGG CTG

GAG CTG CTT C3’

Kalip olarak plJ773’ten elde edilen iginde apramisin direng geni bulunan
kaset ve uzun primerler kullanilarak Pfx DNA polimeraz enzimi ile polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) gerceklestirilmistir. 100 pl’lik PCR reaksiyonu, 1 X Pfx
Amplifikasyon tamponunda, 1 mM MgSO,, 10 mM dNTP karigim, ileri ve geri
primerlerin her birinden 50 pmol, 80 ng kalip DNA ve 2.5 U Pfx DNA polimeraz
ile gergeklestirilmistir. Toplam 35 déngiiden olusan polimeraz zincir reaksiyonunun

bir dongiisii,
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e denatiirasyon 94 °C’ta 2 dk,
e primer baglanmasi 54 °C’ta 45 sn ve

e polimerizasyon 68 °C’ta 90 sn olacak sekilde kurulmustur.

Reaksiyon, 94 °C’ta 2 dakikalik bir denatiirasyon iglemi ile baglamis ve 68

°C’ta 5 dk’lik ek bir polimerizasyon agamasi ile tamamlanmuistir.

2.2.7. E. coli kompetan hiicrelerinin hazirlanmasi ve

transformasyonu

E. coli BW25113/plJ790 [p1J790 plazmiti kloramfenikol direnglilik geni (cat)
tasimaktadir] kompetan hiicreleri CaCl, yontemiyle hazirlanmistir (Sambrook ve
ark., 1989). Hiicreler, kloramfenikol iceren 10 ml LB besiyerine ekilerek 30 °C’ta
gece boyunca iretilmistir. Kloramfenikol igeren 100 ml LB besiyerine bu 6n
kiiltirden 1/100 oraninda ekim yapilmistir. Hiicreler, 600 nm dalga boyunda
absorbans degeri 0.4-0.6’ya ulasana kadar 30 °C’ta 200 rpm’de inkiibe edilmistir. 2
santriflyj tlipline esit bir sekilde boliinen kiiltiir, 5 dk buzda bekletildikten sonra
4 °C’ta 3000 rpm’de 7 dk santrifiij edilmistir. Peletler 10’ar ml soguk 60 mM CacCl,
soliisyonunda ¢oziilmiis ve ardindan 4 °C’ta 2500 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir.
Bu basamak 2 defa tekrar edilmistir. Son santrifiij isleminden sonra peletler 1 ml
soguk 60 mM CaCl, soliisyonunda ¢oziilmiis ve soguk ependorf tiiplere
dagitilmistir. Hiicreler, sivi azot iginde hizli bir sekilde dondurularak -80 °C’ye
kaldirilmislardir.

Yapilan denemelerde iistte anlatilan yontemin verimliligi diisiik bulunmus bu
yiizden, E. coli DHS5a, E. coli ET12567 ve E. coli ET12567/pUZ8002
hiicrelerinden farkli bir yontemle (Sanders Lab Protocols, 2011) kompetan hiicre
hazirlanmistir: Hiicreler gece boyunca kati besiyerinde iiretilmislerdir. E. coli
DH5a antibiyotiksiz LB’de iiretilirken, E. coli ET12567 hiicreleri Chl (25 ug/ml)
iceren LB besiyerinde, E. coli ET12567/pUZ8002 hiicreleri ise Kn (50 pg/ml) ve
Chl (25 pg/ml) iceren LB kati besiyerinde iretilmislerdir. Ertesi giin, iireyen
hiicrelerden bir koloni secilip 5 ml antibiyotiksiz/antibiyotikli LB besiyerine ekim

yapilmustir. Hiicreler, 300 rpm’de 37 °C’de 2 saat inkiibe edilmislerdir. 2 saat
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sonrasinda hiicreler 100 ml antibiyotiksiz/antibiyotikli LB besiyerine aktarilmis,
200 rpm’de 37 °C’de 0.Dss 0.4 olana kadar calkalayicida inkiibasyona
birakilmislardir. Ureyen hiicreler 50 ml’lik falkona aktarilip 3000 rpm’de 10 dk
santrifiij edilmistir. Ust faz atilarak hiicre peleti 40 ml soguk Tfbl soliisyonunda
¢Oziilmiis ve 10 dk buzda bekletilmistir. Karistm 3000 rpm’de 8 dk 4 °C’de
santrifij edilmistir. Stvi kisim atilip hiicre peleti soguk TfbIl soliisyonunda
coziilerek soguk ependorf tiiplerine 100 pl olacak sekilde dagitilmistir. Hiicreler,
stv1 azot i¢inde hizli bir sekilde dondurularak -80 °C’ye kaldirilmiglardir.

Plazmitler kompetan hiicrelere rutin kimyasal transformasyon yontemi ile
aktarilmistir (Sambrook ve ark., 1989). DNA’lar 50-80 ng arasinda olacak sekilde
kompetan hiicrelerle birlestirilerek, karistm 30 dk buzda bekletilmistir. Karisim, 42
°C’ta 45 sn 1s1 sokuna maruz birakilmis ve ardindan 2 dk buzda bekletilmistir.
Steril kosullarda tizerine 800 ul LB eklenen hiicreler, 30-37 °C’ta 1 saat inkiibe
edilmistir. Sonrasinda hiicreler, segici LB kati besiyerlerine ekilerek 30/37 °C’ta

gecelik inkiibasyona birakilmustir.

2.2.8. Ligasyon

Ligasyon reaksiyonlarinda bulunmasi gereken vektor ve insért DNA

konsantrasyonlar1 agagidaki formiile gore hesaplanmistir:

ng (insort) = (ng (vektor) x insort bg) / (vektor bg)

Genel olarak reaksiyonlarda vektor:insort orani, 1:3, 1:5, 1:10 olacak sekilde

ayarlanmistir. Ligasyon i¢in hazirlanan karigim, 16 °C’de 1 gece boyunca inkiibe

edilmistir.
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2.2.9. Klasik Kaset Mutasyonu

E. coli BW25113/plJ790 hiicreleri igerisinde, PCR ile hazirlanan mutasyon
kaseti ile pSK6500 plazmidi (hem ppx hem de ppk genlerini bulunduran plazmit)
arasinda gergeklesmesi gereken rekombinasyon isleminin bir ¢ok farkli denemeden
sonra basarili sonu¢ vermemesi sebebiyle ppx geni icermeyen mutant plazmit elde
edilememistir. Bunun iizerine mutant plazmidin klasik kaset mutasyonu yontemiyle

hazirlanmas1 amaglanmustir.

Restriksiyon enzim kesim haritast incelenen pSK6500 plazmidinde sadece
ppx genini c¢ikarmaya yonelik uygun enzimler bulunamamistir. Bu yiizden
pSK6500 plazmidi iizerinde bulunan ppk (2118 bg) ve ppx (1575 bg) genlerinin
biiyiik bir boliimiini ¢ikarabilen Mfel restriksiyon enzimi kullanilmistir. ppk ve ppx
genlerinin bir boliimiiniin ¢ikarildigi plazmit jelden saflagtirilmis ve her iki ucta
bulunan Mfel kesim bdlgeleri Klenow enzimiyle doldurulmustur. pSK6500
plazmidinden ¢ikarilan ppk (1156 bg) ve ppx (917 bg) genlerinin bir bdliimiine ait
DNA fragmani Yyerine, plJ773 plazmidinden EcoRI ve Hindlll enzimleriyle
cikarilip yapigkan ucglar1 Klenow enzimiyle doldurulan Apramisin direng geni
klonlanmistir. Bu ¢alismada olusturulan yeni plazmide ApSK6500 adi verilmistir
(Sekil 2.6.A).

Mutant plazmit (ApSK6500) ile Bti kromozomu arasinda gergeklesecek olan
¢ift rekombinasyon olayr sonucu olusan mutant hiicreleri, tek rekombinasyon
olaymin gerceklestigi mutantlardan ayirdetmek amaciyla ApSK6500’iin Notl-Spel

kesim bolgelerine eritromisin direng geni klonlanmustir (Sekil 2.6.B).

Eritromisin direng geni, Notl kesim bolgesi yerlestirilen ileri primer ve Spel
kesim bolgesi yerlestirilen geri primer kullanilarak PCR ile ¢ogaltilmistir. PCR ile
elde edilen DNA fragmani Notl-Spel enzimleri ile kesilerek ayni enzimlerle
kesilmis ApSK6500’¢ klonlanmistir. Bu ¢alismada eritromisin direng geni
klonlanmig ApSK6500 plazmidine ApSK6500Ert adi verilmistir.
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eritromisin

Apsk6500
8845 bp

Apsk6500ert
10043 pp

ppx

apramisin

A. B.
Sekil 2.6. (A). ApSK6500 plazmiti ; (B). ApSK6500Ert plazmiti

Enzim kesimlerinden sonra gerektiginde yapiskan ucglar Klenow enzimiyle
doldurulmustur. DNA’nin yapiskan ucunun 5’ ¢ikintisint dNTP’ler ile dolduran
Klenow enzimi ile gergeklestirilen reaksiyon, son hacim 15 pl olacak sekilde, 1.5 pl
ligasyon tamponu, 0.5 ul Klenow enzimi, 2.25 ul 2 mM dNTP ve 10.75 ul DNA ile
gerceklestirilmigtir. Karisim, 37 °C’de 20 dk bekletilmis ve ardindan enzim 10 dk
75 °C’de inaktive edilmistir.

2.2.10. Plazmidlerin Bti’a Konjugasyon ile aktarilmasi

ppx ve ppk genlerinin bir bolimiiniin yerine apramisin direng geninin
klonlandig1 mutant plazmit, ApSK6500Ert, E. coli ET12567/pUZ8002 hiicrelerine
transformasyon le aktarilmistir. E. coli hiicreleri, Ert (300 pg/ml) Kn (50 pg/ml),
Chl (25 pg/ml), Apr (50 pg/ml) ve Amp (100 pg/ml) igeren 10 ml LB besiyerinde,
Bti hiicreleri ise 10 ml LB besiyerinde 30°C’de 200 rpm’de gece boyunca
inkiibasyona birakilmiglardir. E. coli ve Bacillus gecelik kiiltiirleri 1/10 oraninda
olacak sekilde 100 ml LB’ye (gerekli antibiyotikler ayni oranda eklenerek) ekilerek
30 °C’de 2 saat galkalayicida inkiibe edilmistir. ODgg = 0.4 oldugu zaman hiicreler
50 ml’lik falkonlara alinarak 4500 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir. E. coli
ET12567/pUZ8002 hiicreleri antibiyotiksiz LB’de yikanarak tekrar 4500 rpm’de 10
dk santrifiij edilmistir. E. coli ET12567/pUZ8002 ve Bti hiicreleri LB’de ¢oziilerek,
farkli oranlarda karistirtlip LB agara ekilmislerdir. 72. saatte peletlerden hiicreler
kazinarak 1 ml LB’de ¢6ziilmiis ve 80 °C’de 15 dk bekletilmistir. Karisim Apr (25
pug/ml) ve Ert (5 pg/ml) igeren iki ayr1 besiyerine ekilerek 30 °C’de inkiibe
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edilmistir. Uygulanan sicaklik igslemi sonucunda E. coli hiicrelerinin ¢ogunlugu
O0lmiis ve sporlanmig olan Bti hiicreleri arasindan mutant hiicreler taranmistir.
Tekrarlanan bir cok konjugasyon islemi sonucunda ne ¢ift rekombinasyon isleminin
ger¢eklesmis oldugu hiicreler (apramisine direngli, eritromisine hassas) ne de tek
rekombinasyon olaymnin gerceklestigi hiicreler (hem apramisine hem de

eritromisine direngli) elde edilememistir.

Biitiin denemelere ragmen tstteki yontem ile bir sonug alinamayinca ikinci
bir konjugasyon yontemi kullanmilmistir (Janes ve ark., 2006). E. coli
ET12567/pUZ8002 hiicreleri, Ert (300 pg/ml) Kn (50 pg/ml), Chl (25 pg/ml), Apr
(50 pg/ml) ve Amp (100 pg/ml) igeren 50 ml LB besiyerinde, Bti hiicreleri ise 50
ml LB besiyerinde 30 °C’de 200 rpm’de gece boyunca inkiibe edilmistir. E. coli
ET12567/pUZ8002 ApSKG6500Ert plazmit iceren hiicrelerden 300-700 pl arasinda
ependorflara alinarak 14.000 rpm’de 3 dk santrifiij edilmis ve peletler antibiyotiksiz
LB ile yikanmigtir. Her bir ependorfa son hacim 1000 ul olacak sekilde Bti
hiicreleri eklenmistir. Karigim, 14.000 rpm’de 3 dk santrifiij edilmistir. Hiicre
peletleri 200 pl LB igerisinde ¢oziilerek BHI agara ekilmis 24 saat boyunca oda
sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin petrilerden bakteriler kazinarak
300 pl LB’de ¢oziilmiig, 150 pl’si Ert (25 pg/ml) ve polymyxin B (500 pg/ml) BHI
agara, 150 pl’si ise Apr (25 pg/ml) ve polymyxin B (500 pg/ml) BHI agara
yayilmistir. Bakteriler 48 saat oda sicakliginda inkiibe edilmis ve ¢ift ya da tek

rekombinasyon olaymin gerceklestigi hiicreler taranmustir.

2.2.11. ApSKG6500Ert Plazmidinin Bti’a Elektroporasyonla

Aktarilmasi

ApSK6500Ert plazmitinin  Bti  hiicelerine aktarilmasi konjugasyonla
gerceklesemeyince elektroporasyon yontemi kullanilmistir.  Elektrokompetan
hiicreler Macalusa ve Mettus (1991)’un yontemine gore hazirlanmistir: 10 ml BHIG
besiyerine ekilen Bti hiicreleri 30 °C’de 200 rpm’de gece boyunca iiretilmistir.
Ertesi giin 95 ml BHIG besiyerine, 5 ml gece boyunca iiretilen kiiltiirden ekim
yapilarak 30 °C’de 1 saat g¢alkalayicida inkiibe edilmistir. Hiicreler 50 ml’lik
falkona alinarak 4000 rpm’de 15 dk santrifiij edilmistir. Hiicre peleti 20 ml soguk
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EB’de ¢6ziilmiis ve 4000 rpm’de 15 dk santrifiij edilmistir. Pelet 2 ml soguk EB
icinde coziilerek, her bir ependorf tiipiine 300’er pul olacak sekilde dagitilmis ve -80
°C’de saklanmistir. 300 pl hiicreyle 1 pg ApSK6500Ert karistirilarak 0.2 cm’lik
elektroporasyon kiivetine konulmustur. Elektroporatér 2.5 kV, 200 Q, 25 pF
seklinde ayarlanmigtir. Kiivet giivenli hazneye yerlestirilerek bir kez akim
uygulanmistir. Elektroporasyon sonrasinda hiicrelere 600 ul BHI besiyeri eklenmis
ve 37 °C’de 1 saat calkalayicida inkiibasyona birakilmistir. Bu periyod sonrasinda
hiicreler Ert (25 pg/ml) igeren LB agar ve Apr (25 pg/ml) iceren LB agara yayilarak

cift ya da tek rekombinasyon olayimnin gergeklestigi hiicreler taranmustir.

2.2.12. Southern Blot

Southern blot yontemi Sambrook ve arkadaglari’na (1989) gore yapilmistir.
Oncelikle kromozomal DNA &6rnekleri ECORV restriksiyon endoniikleaz ile gece
boyunca kesilerek, %1°lik agaroz jelde yiirtitiilmiistiir. DNA fragmanlarinin jelden
membrana aktarimi blotlama sistemi (Amersham) ile saglanmistir. 2xSSC
solisyonu ile yikanan membranin {izerinde bulunan agaroz jelden DNA’larin
aktarimi 40-50 mbar ile vakum altinda gerceklesmistir. Agaroz jelin yiizeyi, sirasi
ile 30’ar dk siireyle depiirinizasyon sollisyonu, dendtralizasyon soliisyonu,
notralizasyon sollisyonu ile kaplanmis ve son olarak 90 dk siireyle 20xSSC
soliisyonu ile kaplanmistir. Membrana transfer edilmis DNA fragmanlar1 UV 15181
ile (4 dk) membrana sabitlenmislerdir. Membran 2xSSC ile yikanarak adi filtre

kagid1 arasinda 4°C’ta saklanmugtir.

2.2.12.1. Prehibridizasyon ve Hibridizasyon

EcoRV ile kesilmis kromozomal DNA orneklerini tagiyan membranlar
prehibridizasyon soliisyonu i¢inde hibridizasyon firininda 42 °C’ta 5 saat inkiibe
edilmistir. Kromozomal DNA 0&rneklerini tagiyan membranlardan biri ppx-ppk
probu ile digeri ise apramisin probu ile gece boyunca 42 °C’ta hibridizasyon
firminda inkiibe edilmistir. Icinde prop bulunan hibridizasyon soliisyonlar1 daha
sonraki kullanima kadar -20 °C’ta saklanmiglardir. Hibridizasyondan sonra
membran, yikama tamponu I ile oda sicakliginda 2 defa 15’er dk calkalanarak ve

yikama tamponu II ile 42 °C’ta 2 defa 25’er dk calkalanarak yikanmistir.
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Yikamalardan sonra membran, maleik asit yikama tamponunda 5 dk durulanip,
100 ml bloklama soliisyonunda 30 dk inkiibe edilmistir. 30 dk blotlama soliisyonuyla
inkiibasyonun ardindan, en az 2 saat siireyle 20 ml antikor soliisyonunda inkiibe
edilmistir. Daha sonra 100 ml maleik asit yitkama tamponunda 2 defa 15°er dk
yikanan membran, 20 ml tespit tamponunda 5 dk inkiibe edilmistir. Membran, taze
hazirlanmis 10 ml renk veren soliisyonla (NBT/BCIP) kaplanarak karanlikta

bekletilmistir. Renk reaksiyonu membranin dH,O ile yikanmasiyla durdurulmustur.

2.2.12.2. Prop DNA’larinin Hazirlanmasi

Prop olarak kullanilacak olan ppx-ppk geni, pSK6500 plazmidinin Mfel
endoniikleaz enzim kesimi ile elde edilmistir. ppx-ppk genlerinin biiyiik bir kismini
iceren 1500 b¢’lik DNA pargasit agaroz jelden Jel Bant purifikasyon Kiti (GE
Healhtcare) kullanilarak elde edilmistir (Sekil 2.7).

M 1

1500 be’lik ppx-ppk genlerini
iceren Mfel fragmenti
1000 bg ————>

Sekil 2.7. Agaroz jelden saflastirilan 1500 bg’lik ppx-ppk genini iceren Mfel DNA
fragmenti. M: 1 kb’lik molekiiler DNA belirteci (Fermentas); Kuyu 1: 1500 bg¢’lik
ppx-ppk genlerini igeren Mfel DNA fragmenti.
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Digoksigenin (Roche) ile iireticilerin 6nerdigi sekilde isaretlenen ppx-ppk
probunun seri diliisyonlar1 hazirlanarak (1 ng, 100 pg, 10 pg, 1 pg ve 0.1 pg) 1’er
ul’si pozitif yiiklii naylon membrana sirastyla emdirilmis ve UV 15181 altinda
membrana sabitlenmistir. Membran, oncelikle 20 ml maleik asit tamponunda
15-25 °C’ta ¢alkalanarak 2 dk inkiibe edilmistir. Daha sonra membran, sirasi ile 10
ml bloklama soliisyonunda ve 10 ml antikor soliisyonunda 30’ar dk bekletilmistir.
Membran, 10 ml yikama tamponunda 2 kez 15’er dk yikandiktan sonra, 10 ml
tespit tamponunda 5 dk inkiibe edilmistir. Biitiin inkiibasyonlar diisiik rpm’de

gerceklestirilmistir.

5 dk inkiibasyondan sonra membran, taze hazirlanmis 2 ml renk veren
solisyonla (NBT/BCIP) kaplanarak karanlikta inkiibe edilmistir. Reaksiyonu

durdurmak i¢in membran 1 dk steril dH2O ile yikanmustir.

Sekil 2.8’de goriildiigii gibi, kontrol DNA’st ile karsilastirildiginda, prop
olarak kullanilacak olan ppx-ppk genleri digoksijenin ile basarili bir sekilde

isaretlenmisgtir.
Py e © ppx-ppk
probu
1 ng 100 pg 10 pg Ipg 0.1pg
® ® %) (&) Standart

Sekil 2.8. ppx-ppk probunun kontrol DNA’s1 (standart) ile karsilagtiriimasi.

2.2.13. Bti’dan Protein Izolasyonu ve SDS-PAGE

Bti’dan protein izolasyonu Donovan’in (1988) yontemine gore yapilmustir.

Hiicreler bir giin dnceden LB’ye ekilip gece boyunca tiremeye birakilmistir. Ertesi
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giin hiicrelerin 600 nm’de optikal yogunluklari dlgiilerek 100 ml DSM besiyerine
esit hiicre olacak sekilde ekim yapilmigtir. 72 saat boyunca 30 °C’de 250 rpm’de
tiretilen hiicreler ¢oktiiriiliip, pelet 500 ul 1 M NaCl ile bir kez , 500 ul deiyonize su

ile iki kez yikanmustir.

Pelet agirligr tartilip 100 mg/ml 1slak agirlik olacak sekilde sulandirilmistir.
Bu karigimin 50 pl’si 50 pl lizozim igeren TE tamponuyla (100mM Tris, 20 mM
EDTA, 10 mg/ml lizozim pH 7.4) karistirilmis ve 37 °C’ta 30 dk bekletilmistir.
Uzerine % 2 SDS’den 10 pl eklenip 30 sn vorteks yapildiktan sonra 5 dk santrifiij
edilmistir. Pelet 50 pl % 0.2 SDS’te ¢6ziilmistiir.

Bu 6rnegin 4 ul’si (400 pg 1slak hiicre agirligina denk gelen miktar) 36 pl jel
yiikkleme tamponu (0.13 M Tris pH 6.8, % 2 SDS, % 5 p-merkaptoetanol, % 0.05
bromofenol mavisi, % 10 gliserol) ile karistirilmis ve 90 °C’ta 7 dk bekletilmistir.
Orneklerden 10’ar pul (100 pg 1slak hiicre agirligina denk gelen miktar) almip jele
yiiklenmistir.

Protein izolasyonundan sonra BCA yontemiyle (Smith ve ark.,1985) protein
miktarina  bakilmistir. Kontrol olarak BSA kullamilmis ve mikroplaka
kuyucuklarma 1, 2, 4, 8, 12, 16, 20, 24 ug koyularak standart egri olusturulmustur
(Sekil 2.9). Izole edilen proteinlerden mikroplaka kuyucuklarina 1°er ul koyularak

Olciimler gergeklestirilmistir.

Protein orneklerinin tizerlerine 5 ml soliisyon A ve 100 pl soliisyon B’den
olusan karisimdan 200 pl eklenerek 37 °C’ta 45 dk bekletilmistir. Daha sonra
ornekler 560 nm‘de 6l¢iilmistir. Her bir 6rnekten 50 pg protein olacak sekilde
SDS jellerine yiikleme yapilmistir. Yiikleme yapilmadan 6nce 4XSDS yiikleme
boyasi ve protein drnegi karisimi 5 dk 90 °C’ta bekletilmistir. Ornekler 80 Volt’ta

yiiriitme tamponu i¢inde yiirttiilmiislerdir.
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y=0.0719x +0.2876
R?=0.9969
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Sekil 2.9. BSA ile olusturulan standart egri grafigi.

3. BULGULAR

3.1. Mutasyon Kasetinin PCR ile Hazirlanmasi

ppx geninin delesyonu i¢in son yillarda Streptomyces’de basariyla uygulanan
PCR temelli bir yontem kullanilmistir (Gust ve ark., 2003). Bu yontemde, segilen
bir antibiyotik direng geni Bti ppX geninin yerini almaktadir. Bu ¢alismada,
apramisin direng geni belirte¢ (marker) olarak kullanilmistir. Apramisin direng geni
tastyan plJ773 plazmidi EcoRI ve Hindlll enzimleriyle kesilerek 2952 bg ve 1382
b¢’lik DNA fragmanlar: elde edilmistir (Sekil 3.1). Kesim sonrasinda apramisin

direng genini bulunduran 1382 bg’lik DNA fragmani jelden saflastirilmistir.

Apramisin diren¢ geninin kalip olarak kullanildigt PCR reaksiyonu
sonucunda 1460 bg’lik mutasyon kaseti elde edilmistir (Sekil 3.2). Mutasyon
kasetini PCR ile ¢ogaltmak i¢in boliim 2.2.6’da anlatildigi gibi hazirlanan uzun

primerler kullanilmistir. Mutasyon kasetinde, apramisin geninin saginda ve solunda
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sirastyla, ppx geninin baslangi¢c kodonunun iist bolgesiyle ve ppx geninin sonlanma

kodonunun alt bolgesiyle uyumlu diziler bulunmaktadir.

6000 bg ——
3000 bg ——
1500 bg — 1382 b.g:"lik.
apramisin direng
geni

Sekil 3.1. 1382 b¢’lik apramisin direng geninin elde edilmesi. M: DNA belirteci;
Kuyul: plJ773 plazmidinin EcoRI ve Hindlll enzimleriyle kesim sonucu.

10000 bg
6000 be
3000 bg
1500 bg
1460 be’lik
apramisin mutasyon
kaseti

Sekil 3.2. PCR ile elde edilen mutasyon kaseti M: DNA belirteci; Kuyul-5: 1460

be¢’lik mutasyon kaseti
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Mutasyon kaseti, pSK6500 plazmidinin de (ppk ve ppx genlerinin
bulundugu plazmid) i¢inde bulundugu E. coli BW25113/plJ790 hiicrelerine

transformasyonla aktarilmistir. plJ790 plazmidi sayesinde, pSK6500 {izerindeki ppx

ile apramisin mutasyon kaseti arasinda beklenen ¢ift rekombinasyon olayinin

gerceklestigi transformanlar taranmastir.

Apramisin igceren LB agar iizerinde iireyen hiicrelerden olast mutant

plazmitler izole edilmis ve dogrulamak igin farkli enzimlerle kesilmistir (Sekil 3.3).

Olas1 mutant plazmidin ApSK6500 Xbal enzim kesiminden sonra beklenen DNA

fragmanlar1 Tablo 3.1°de verilmistir. Biitiin denemelere ragmen (verilerin hepsi

gosterilmemistir) mutant plazmit elde edilememistir (Sekil 3.3).

Tablo 3.1. pSK6500 ve pSK6500Appx plazmidlerinin Xbal kesimi sonucunda

beklenen DNA fragmanlari

pSK6500’iin Xbal kesimi

pSK6500Appx’in Xbal kesimi

5328 bg 4197 b
4197 b 3456 be
1288 bg
384 bg
10000 bg
. il
3000 bg >

Sekil 3.3. Transformanlar arasindan dogru mutant plazmidi ApSK6500 tasiyan

klonlarin taranmasi. M: DNA belirteci; Kuyu 1-4: Olas1 mutant plazmidlerin Xba |

kesim sonucu.
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Bti ppk geninin delesyonu igin laboratuvarimizda basariyla uyguladigimiz
PCR bazli bu yontem (Gust ve ark., 2003), ppx geninin delesyonu i¢in basarili
sonu¢ vermemistir. Calismanin sonraki asamasinda, PCR bazli yontem yerine,
klasik kaset mutasyonu yontemi kullanilmistir. Asagida detayl bir sekilde anlatilan
bu yontemde pSK6500 plazmidinde bulunan ppx ve ppk genlerinin bir kismi enzim

kesimi ile cikartilip yerine apramisin direng geni klonlanmuistir.

3.2. Klasik Kaset Mutasyonu

PCR bazli yontem ile bir ¢cok farkli denemeden sonra ppx geninin yerine
apramisin diren¢ geninin bulundugu mutant plazmit elde edilememistir. Bunun
iizerine mutant plazmidin klasik kaset mutasyonu yontemiyle hazirlanmasi

amaglanmstir.

Restriksiyon enzim kesim haritasi incelenen pSK6500 plazmidinde sadece
ppx genini ¢ikarmaya yonelik uygun enzimler bulunamadigindan ppk ve ppx
genlerinin bir bolimiinii ¢ikarabilen Mfel restriksiyon enzimi se¢ilmistir. pSK6500
plazmidinin Mfel restriksiyon enzimiyle kesildikten sonra beklenen DNA
fragmanlarimin biiyiikliikkleri Tablo 3.2°de verilmistir. Sekil 3.4’de gorildigi gibi

Mfel enzim kesimi sonucunda beklenen DNA fragmanlari elde edilmistir.

Tablo 3.2. Mfel enzim kesimi sonucunda beklenen DNA fragmanlarimin

bilyiikliikleri

pSK6500’iin Mfel kesim sonucu
7452 b
1509 be
564 be
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10000 bg 7452 be
6000 bg —
3000 bg ——>
1509 bg
1000 bg
564 be

Sekil 3.4. pSK6500 plazmidinin Mfel kesim sonucu

Plazmidin ppx ve ppk genlerinin biiyiik bir boliimiinii icermeyen 7452 bg’lik
fragman1 jelden Kkesilip izole edilmis ve yapiskan uglar Klenow enzimiyle
doldurulmustur (Sekil 3.5). plJ773 plazmidinden EcoRI ve Hindlll enzimleriyle
kesilerek (Sekil 3.1) jelden izole edilen apramisin direng geninin yapiskan uglari

Klenow enzimiyle kiit u¢ haline ¢evrilmistir (Sekil 3.5).

ppx ve ppk genlerinin bir boliimiinii igermeyen plazmit (pSK6500’{in 7452
b¢’lik Mfel fragmani) ile apramisin direng geni ligasyon ile birlestirilmis ve yeni
plazmide bu c¢alismada ApSK6500 adi verilmistir. ApSK6500 plazmidinin
dogrulugu Pstl enzim kesimiyle gosterilmistir (Tablo 3.3; Sekil 3.6). Sekil 3.6’da 2-
4-5. kuyularda ApSK6500 plazmidine ait bantlarin varligi goriilmektedir.
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10000 bg
6000 bg - de 7452 b¢’lik
Mfel fragmani
3000 bg
1382 1500 bg
be’lik 1000 bg
apramisin

geni

Sekil 3.5. ApSK6500 plazmidini olusturacak DNA fragmanlart M: DNA belirteci;
Kuyu 1: 1382 b¢’lik klenow ile muamele edilmis apramisin direng geni; Kuyu
2:pSK6500°’tin 7452 bg’lik klenow ile muamele edilmis Mfel fragman.

Tablo 3.3. pSK6500 ve ApSK6500 plazmidlerinin Pstl kesimi sonucunda beklenen

DNA fragmanlart.
pSK6500%iin Pstl kesimi ApSK6500 Pstl kesimi
9525 be 6579 be
2266 bg
M 1 2 3 4 5 6
10000 bg ——
6000 bg ———
3000 bg

2000 bg ——|

1000 bg——>

Sekil 3.6. Farkli transformanlardan elde edilen olast ApSK6500 plazmitlerinin Pstl

enzim kesim sonucu.
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M: DNA belirteci; Kuyu 1: pSK6500’#in Pstl kesimi (Kontrol) 9525 bg; Kuyu 2-
6: Olas1 pSK6500Appx plazmitlerinin Pstl kesim sonucu

ppx ve ppk genlerinin biiyiikk bir bolimii yerine apramisin geni klonlanmig
olan ApSK6500 plazmidi ile Bti kromozomal DNA’s1 arasinda ¢ift rekombinasyon
(double cross over) olaymin gergeklestigi hiicreleri tarayabilmek amaciyla
ApSK6500 plazmidine ikinci bir antibiyotik direng geni olarak eritromisin direng
geni (ert) klonlanmistir. Eritromisin diren¢ geni (ert), pHT315’in kalip olarak
kullanildig1 ve sirasiyla Notl ve Spel enzim kesim bolgelerine sahip ileri ve geri

primerler ile PCR reaksiyonuyla ¢ogaltilmistir (Sekil 3.7).

10000 b5

6000 bg ——>

L L I 1100 b’lik
eritromisin geni

Sekil 3.7. Eritromisin genini ¢ogaltmak i¢in yapilan PCR sonucu M: DNA
belirteci; Kuyu 1-5: 1100 bg’lik eritromisin direng geni

Notl ve Spel enzimleriyle kesilip jelden saflagtirilan 1100 bg’lik
eritromisin PCR fragmani (Sekil 3.8) ve yine aymi enzimlerle kesilip jelden
saflagtirllan 8830 bg¢’lik ApSK6500 plazmidine (Sekil 3.8) klonlanmistir. Bu
caligmada eritromisin geni klonlanmig ApSK6500 plazmidine ApSK6500Ert adi
verilmistir. ApSK6500Ert plazmidinin dogrulanmasi i¢in eritromisin ve apramisin

primerleri kullanilarak PCR yapilmistir (Sekil 3.9).
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- apramisin geni
6000 bg—— igeren mutant
plazmid
1000 bg 1100 bg’lik

eritromisin geni

Sekil 3.8. Eritromisin diren¢ geninin ApSK6500 plazmidinin Notl-Spel enzim
kesim bolgesine klonlanmasi igin kullanilan DNA fragmanlari. M: DNA belirteci;
Kuyu 1: ApSK6500 plazmidinin Notl-Spel kesimi; Kuyu 2: Eritromisin direng

geni

10000 bg
6000 bg
3000 b
1500 bg
1382 be’lik apramisin geni
1000 b 1100 bg’lik eritromisin

geni

Sekil 3.9. Olas1 ApSK6500Ert plazmidinin PCR ile dogrulanmasi M: DNA
belirteci; Kuyu 1, 3: 1382 b¢’lik apramisin genine 6zgii primerlerin kullanildigi
PCR sonucu; Kuyu 2, 4: 1100 bg’lik eritromisin genine 06zgli primerlerin
kullanildig1 PCR sonucu.
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3.3. ppx ve ppk genlerinden yoksun Bti mutant susun elde
edilmesi ve mutasyonun hem PCR ile hem de Southern ile

ispatlanmasi

Konjugasyon deneylerinde kullanilmak iizere, mutasyona sebep olacak
ApSK6500Ert plazmidi, metilasyon yoksunu E. coli ET12567/pUZ8002 susuna
aktarilmistir. Farkli protokollerin kullanildig1 biitiin denemelere ragmen E. coli ile
Bti arasinda ger¢eklesmesi beklenen konjugasyon islemi sonucunda tek ya da gift

rekombinasyonun gerceklestigi mutant suslar elde edilememistir.

Konjugasyon sonucunda basarili bir sonug¢ elde edilemeyince, mutasyona
sebep olacak ApSK6500Ert plazmidi, metilasyon yoksunu E. coli ET12567
susundan izole edilerek Bti’a elektroporasyon ile aktarilmistir. Elektroporasyon
sonrasinda hiicreler Ert (25 pg/ml) iceren LB agar ve Apr (25 pg/ml) iceren LB
agara yayilarak cift ya da tek rekombinasyon olaymnin gerceklestigi hiicreler

taranmigtir.

Taramalarda, apramisine  direngli  eritromisine  hassas  ¢ift
rekombinasyonun gergeklestigi hiicreler elde edilemediginden, eritromisinli
besiyerinde iireyen tek rekombinasyon olayinin gerceklestigi tek bir hiicre secilerek
cift rekombinasyonun gergeklesmesi i¢in zorlanmistir. Bu amagcla eritromisine
direngli bu tek hiicre, se¢ici olmayan hem kat1 hem siv1 besiyerinde en az 2 hafta

stireyle giinliik kiiltiirlenmistir.

Daha sonra hiicreler tek koloni diisecek sekilde segici olmayan kati
besiyerine ekilerek, iireyen her hiicre eritromisin hassasiyeti i¢in taranmustir.
Antibiyotiksiz LB agarda iireyip eritromisin igeren LB agarda iiremeyen hiicreler
arasindan bir tanesi secilerek genomik DNA’st izole edilmistir. ppx ve ppk
primerleri kullanilarak yapilan PCR sonucunda yaban susta hem ppx hem de ppk
genlerinin varhigi gozlenirken, olast mutant susta bu genlere ait bantlar

gbzlenmemistir (Sekil 3.10).
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= 10000 bg

= 6000 bg
2500 bg ppk geni v 3000 bg
1575 bg ppx geni -

- 1500 bg

Sekil 3.10. Mutasyonun PCR ile dogrulanmasi. M: DNA belirteci; Kuyu 1: 2500
b¢’lik ppk genine Ozgii primerler ile mutant susun DNA’simin kalip olarak
kullanildigi PCR sonucu; Kuyu 2: 1575 bg¢’lik ppx genine 6zgli primerler ile
mutant susun DNA’smin kalip olarak kullanildigt PCR sonucu; Kuyu 3: 2500
be¢’lik ppk genine 6zgii primerler ile yaban sus DNA’siin kalip olarak kullanildig
PCR sonucu; Kuyu 4: 1575 bg’lik ppx genine 0zgii primerler ile mutant susun
DNA’sinin kalip olarak kullanildigi PCR sonucu.

Yaban sus ve mutant susun kromozamal DNA’larinin izolasyonu yapilarak,
DNA’lar gece boyunca ECORYV restriksiyon enzimi ile kesilmistir. DNA’lar % 1°lik
agaroz jelde yiiritiilmisler (Sekil 3.11) ve membrana Southern blot yontemiyle
aktarilmiglardir. ppx-ppk probunun kullanildigi hibridizasyon sonucunda yaban
susta bu genlere 6zgii 6100 bg’lik bant goriiliirken, mutant susta aynt DNA band1
gbzlenmemistir (Sekil 3.12.A).

Apramisin probunun kullanildig1 hibridizasyon sonucunda ise mutant susta
5500 bg’lik apramisin geninin iginde bulundugu fragmana spesifik DNA bandi
gozlenirken yaban sus DNA’sinda apramisin genine 6zgli bir bant goriilmemistir
(Sekil 3.12.B). ppk ve ppx genlerinden yoksun mutant susa bu ¢alismada BtiAppx-
ppk ad1 verilmistir.
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M1 2 M3 4

10000 b
6000 bg

3000 bg

1000 be

Sekil 3.11. Southern blot deneyi i¢in mutant ve yaban sus DNA’larinin ECORV
kesim sonuglari. M: DNA belirteci; Kuyu 1, 3: Yaban sus kromozomal DNA’sinin
EcoRV kesimi; Kuyu 2, 4: Mutant sus kromozomal DNA’sinin ECORV kesimi.

M 1 2 M 1 2
6100 be’lik ppx ppk genlerini
iceren DNA parcasi 5500 b¢’lik apramisin
direnc geni iceren
DNA parcas1
A. B.

Sekil 3.12. ppx-ppk (A) ve apramisin (B) proplariyla elde edilen hibridizasyon
sonucu. M: DNA belirteci; Kuyu 1: EcoRV ile kesilmis yaban sus DNA’sinin
hibridizasyon sonucu; Kuyu 2: ECORV ile kesilmis mutant sus DNA’sinin
hibridizasyon sonucu.
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3.4. Protein Izolasyonu ve SDS-PAGE

Protein izolasyonundan oOnce Bti ve BtiAppx-ppk suslarinin LB sivi
besiyerinde 30 °C’de iiremeleri karsilastirilmistir (Sekil 3.13). Spektrofotometrik
olgimle 600 nm’de 12 saatlik bir fermentasyon boyunca bakterilerin hiicre
yogunluklart karsilastirildiginda Bti ve BtiAppx-ppk suslarinin LB besiyerinde

iiremelerinde onemli bir farklilik olmadig1 gézlenmistir (Sekil 3.13).

Fermentasyonun 12., 24. ve 36. saatlerinde alinan Orneklerle yapilan canli
hiicre sayim1 sonuglarina bakildiginda ise bakterilerin tiremelerinde ¢ok biiyiik bir
fark olmadigi, ancak BtiAppx-ppk susunun hiicre sayisinin Bti’a gore biraz daha az

oldugu gozlenmistir (Sekil 3.14).
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Sekil 3.13. Bti ve BtiAppx-ppk suslarinin LB s1v1 besiyerinde olusturulan biiylime
egrileri. Yesil grafik: Bti; Mor grafik: BtiAppx-ppk.



o1

3 T /l

&

Koloni Olusturma Unitesi (ml)

12 36

24
Zaman (saat)

Sekil 3.14. Bti ve BtiAppx-ppk suslarinin LB sivi besiyerinde olusturulan canli
hiicre sayis1 grafikleri. Yesil grafik: Bti; Mor grafik: BtiAppx-ppk.

Uremelerinde hemen hemen fark olmayan Bti ve BtiAppx-ppk suslarindan
proteinler izole edilmis ve SDS-PAGE goriintiilerine gére mutant susun yaban susa

gore daha fazla o endotoksin iirettigi gortilmiistiir (Sekil 3.15).
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A. B.
Sekil 3.15. Bti ve BtiAppx-ppk suslarmin 6 endotoksin iiretimlerinin
karsilastirtlmasi. (A) Her bir kuyuya esit 1slak hiicre agirhigindan izole edilen
proteinlerin esit hacimde yiiklendigi 6rnekler. M: Protein belirteci; Kuyu 1: Yaban
sus; Kuyu 2: Yaban sus; Kuyu 3: Mutant sus; Kuyu 4: Mutant sus; (B) Her bir
kuyuya esit protein (50ug) yiiklenmis ornekler; M: Protein belirteci; Kuyu 1:
Yaban sus; Kuyu 2: Yaban sus; Kuyu 3: Mutant sus; Kuyu 4: Mutant sus.

Proteinler ikili setler halinde iiretilen suslardan izole edilmistir.



52

4. TARTISMA VE SONUC

Yiizlerce P; rezidiisliniin yiiksek enerjili fosfoanhidrit baglariyla
birlesmesinden olusan poliP, tim bakteri, mantar, bitki ve hayvan hiicrelerinde
bulunur. PoliP, enerji ve fosfat kaynagi olmasinin yaninda, biyofilm olusumu,
hareketlilik, bakterilerin ve kiiflerin gelisimsel siireclerinin desteklenmesi, viriilans
olusumu ve farkli stres kosullarinda yasamin devamliligini saglamak gibi énemli

fizyolojik roller de tistlenir (Shi ve ark., 2004).

Bacillus  tiirlerinin ~ 6nemli  bir kismi  endiistriyel  enzimlerin,
biyokimyasallarin, antibiyotiklerin ve insektisitlerin kaynagi olarak kullanilirlar.
Bunlarm iginde, B. thuringiensis subsp. israelensis (Bti) énemli bir bocek patojeni

olup biyolojik pestisit olarak kullanilmaktadir (Madigan ve Martinko, 2005).

Bilgimiz dahilinde, Bacillus cereus disinda diger Bacillus tiirlerinin
polifosfat mekanizmasiyla ilgili literatiirde herhangi bir ¢caligma bulunmamaktadir.
S6z konusu c¢aligmada, B. cereus’un poliP metabolizmasindan sorumlu genleri
(ppk; polifosfat kinaz, ppx; ekzopolifosfataz, pap; fosfotransferaz) silinmis ve
poliP’nin bu bakterinin hareketliligi, biyofilm olusturmasi ve sporulasyonu igin

vazgecilmez oldugu gosterilmistir.

Bu tez calismasinda, B. thuringiensis subsp. israelensis‘te (Bti) poliP
metabolizmas1 ile biyoinsektisid biyosentezi arasindaki iligkiyi aydinlatmak
amaciyla, polifosfat metabolizmasinda gorevli kilit enzimlerden olan polifosfat
kinaz (PPK) ve ekzopolifosfataz (PPX) enzimlerini {iretemeyen mutant bir sus

olusturulmus ve bu mutasyonun endotoksin iiretimine etkisi gosterilmistir.

Calisma oOncelikle ppx geninin delesyonu {izerine yapilandirilmig, ancak
kullanilan PCR bazli yontem ile basarili sonug elde edilemeyince, ppk ve ppx
genlerinin biiylik bir boliimi klasik kaset mutasyonu yontemiyle Bti genomundan

cikarilmistir.
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ppx geninin delesyonu i¢in denenen ve laboratuvarimizda basariyla
uygulanan PCR temelli yontemde (Gust ve ark., 2003) segilen bir antibiyotik direng
geni Bti ppx geninin yerini almaktadir. Bu ¢alismada, apramisin direng geni belirteg
(marker) olarak kullanilmistir. ppX geninin iizerinde bulundugu pSK6500 plazmidi
ile ppx geninin st ve alt bolgeleriyle uyumlu diziler igeren apramisin mutasyon
kaseti arasinda E. coli BW25113/plJ790 hiicrelerinde ger¢eklesmesi gereken cift

rekombinasyon olay1 biitiin denemelere ragmen basarili sonu¢ vermemistir.

Cift rekombinasyonun gerceklesmesini saglayacak olan plJ790 plazmidi
tizerindeki red genlerinin uyarimindan sorumlu olan L-arabinoz’da sorun oldugu
diistiniilerek stok soliisyon tekrar tekrar hazirlanmis ancak yine ¢ift
rekombinasyonun gerceklestigi mutant plasmid elde edilememistir. Kompetan
hiicreler farkli yontemlerle hazirlandigi ve kullanilan antibiyotik soliisyonlar
yenilendigi halde yapilan her tekrar negatif sonu¢ vermistir. Bu negatif sonucun en
onemli nedeninin pIJ790 tizerinde bulunan ve rekombinasyondan sorumlu olan red

genlerinin uyariimamasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir.

Bir ¢ok farkli denemeden sonra pSK6500 plazmidinde bulunan ppx geni ile
apramisin mutasyon kaseti arasinda ¢ift rekombinasyon olay1 gerceklesmeyince
mutant plazmidin klasik kaset mutasyonu yontemiyle hazirlanmasi amaclanmigtir.
Restriksiyon enzim kesim haritas1 incelenen pSK6500 plazmidinde sadece ppx
genini ¢ikarmaya yonelik uygun enzimler bulunamadigindan ppk ve ppx genlerinin
biiyiikk bir boliimiinii ¢ikarabilen Mfel restriksiyon enzimi se¢ilmistir. pSK6500
plazmidinde ppx ve ppk genlerinin biiyiikk bir bolimiinii bulunduran Mfel DNA
fragmani yerine apramisin direng geni yerlestirilerek mutant ApSK6500 plazmidi

olusturulmustur.

Mutant plazmidin dogrulugu farkli endoniikleazlar ile kesilerek gosterilmistir.
ApSK6500 plazmidi ile Bti kromozomal DNA’s1 arasinda ¢ift rekombinasyon
(double cross over) olaymin gerceklestigi hiicreleri tarayabilmek amaciyla
ApSK6500 plazmidine ikinci bir antibiyotik diren¢ geni olarak eritromisin direng
geni (ert) klonlanmigtir. Bu c¢alismada eritromisin geni klonlanmig ApSK6500
plazmidine ApSK6500Ert ad1 verilmistir. Elde edilen bu yeni plazmidin dogrulugu
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eritromisin  ve apramisin primerlerinin kullanildigt PCR reaksiyonlar1 ile

gosterilmistir.

Mutasyona sebep olacak ApSK6500Ert plazmidinin Bti hiicrelerine
konjugasyon ile aktarilmasi amaciyla plazmid DNA metilasyon sisteminden yoksun
E. coli ET12567/pUZ8002 susuna aktarilmistir. Konjugasyon deneyleri sonucunda
biitiin denemelere ragmen tek ya da ¢ift rekombinasyonun gergeklestigi mutant Bti
suslar1 elde edilememistir. E. coli’den Bacillus’a plasmid DNA’y1 transfer edecek
olan pUZ8002 plazmidinin E. coli hiicrelerinde bulunup bulunmadigimni gostermek
icin s6z konusu plazmid izole edilmis ve konjugasyonda yasanan sorunun pUZ8002
yoklugundan kaynaklanmadigi gosterilmistir. E. coli’den Bacillus’a konjugasyon
ile aktarilmak istenilen plazmidin oldukga biiyiik olmasinin (10043 bg), plazmidin

tamaminin transferinin gergeklesmesini engelledigi diisiiniilmektedir.

Konjugasyon sonucunda basarili bir sonu¢ elde edilemeyince, mutasyona
sebep olacak ApSK6500Ert plazmidi Bti’a elektroporasyon ile aktarilmistir.
Elektroporasyonda kullanilan ApSK6500Ert plazmidi metilasyon yoksunu E. coli
ET 12567 susundan izole edilmistir.

Elektroporasyon sonrasinda apramisine direngli eritromisine hassas ¢ift
rekombinasyonun gerceklestigi hiicreler elde edilemediginden, eritromisinli
besiyerinde iireyen tek rekombinasyon olayinin gerceklestigi hiicrelerden bir tanesi
segilerek hem kat1 hem de sivi besiyerinde ayri ayr1 en az 2 hafta siireyle giinliik
kiiltiirlenerek ¢ift rekombinasyona zorlanmistir. Antibiyotiksiz LB agarda iireyip
eritromisin igeren LB agarda iliremeyen olas1 ¢ift rekombinasyon olaymnin
gerceklestigi mutant hiicreler arasindan bir tanesi secilerek genomik DNA’s1 izole
edilmistir. ppx ve ppk primerlerinin kullanildigi PCR reaksiyonlarinda olasi mutant

susta bu genlere ait DNA bantlarinin olmadig1 gézlenmistir.

Yapilan southern blot deneyinin sonuglari da mutant susta ppk ve ppx
genlerine ait DNA fragmanlarinin bulunmadigint ve bu genlerin yerinde apramisin

diren¢ geninin bulundugunu gostermistir.
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Polifosfat metabolizmasimnin iki kilit enzimini kodlayan ppk ve ppx
genlerinden yoksun mutant susun hem PCR hem de southern blot ile
ispatlanmasinin ardindan, ilk olarak yaban sus ve mutant susun LB besiyerinde
optik yogunluklarina gore iireme egrileri olusturulmus ve her iki susun bu
besiyerinde benzer sekilde iiredikleri goriilmistiir. Fermentasyonun 12., 24. ve 36.
saatlerinde alinan 6rneklerle yapilan canli hiicre sayimi sonuglarina bakildiginda ise
bakterilerin liremelerinde ¢ok biiylik bir fark olmadigi, ancak mutant susun hiicre
sayisinin yaban susa gore ¢ok az diisiik oldugu goriilmiistiir. Uremelerinde belirgin
bir fark olmayan yaban ve mutant susun oJ-endotoksin protein iretimleri
karsilastirildiginda ise iremenin 72. saatinde DSM besiyerinde mutant susun yaban
susa gore daha fazla &-endotoksin iiretmis oldugu SDS-PAGE jellerinde

gozlenmistir.

Cevresel faktorlerin, B. thuringiensis’in toksin protein tiretiminde kritik rol
oynadigi bilinmektedir. Baz1 mineral elementlerin 6zellikle inorganik fosfatin B.
thuringiensis toksin biyosentezinde 6nemli bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir
(Banerjee-Bhatnagar, 1999; Kurt ve ark., 2005). Bu calismalarin hepsinde
inorganik fosfat, besiyeri ortamina degisik konsantrasyonlarda eklenmis ve fosfatin

endotoksin iiretimi ilizerindeki tetikleyici etkisi gozlenmistir.

Bu galigmada B. thuringiensis subsp. israelensis’in fosfat metabolizmasi
degistirilmis ve hiicre igerisinde poliP’1 dolayisiyla serbest fosfat1 daha az miktarda

iireten bir sistem olusturulmustur.

Hipotezimiz, elde edilen mutant susda endotoksin {iretiminin yaban susa
kiyasla daha az olacagi yoniinde olmasina ragmen, bu ¢aligmanin sonuglar1 bu
beklentinin tam tersi yoniindedir. Ancak mutant susun karakterizasyonu heniiz
yapilmadigindan, DSM besiyerinde yaban susa gore daha fazla endotoksin {irettigi
gbzlenen mutant susun farkli besiyerlerinde nasil davranacagi merak konusudur.
Mutant susun farkli besiyerlerinde ve farkli c¢evresel kosullarda (sicaklik, pH,
asidite vb.) o-endotoksin protein iretimindeki degisiklik farkli bir g¢alismayla
aydinlatilmay1 beklemektedir.
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B. subtilis’in genel stress diizenleyici genleri yaklasik 200 tane olup bu
genler alternatif sigma faktorii B’nin (6®) kontrolii altindadr. Enerji acliginin
yanisira ¢oklu fiziksel stress uyarilarina cevapta 6° nin aktivasyonu gerceklesir
(Reder ve ark., 2012). Bizim ¢alismamizda, hiicre igerisinde ¢cok dnemli fizyolojik
roller iistlenen poliP’nin kilit enzimlerinin (PPK ve PPX) olmayis1 hiicrenin strese
girmis olabilecegi ihtimalini dogurmaktadir. Her ne kadar RT-PCR ya da gPCR ile
ispatlanmas1 gerekse de mutant susta, genel strese cevaben uyarilan sigma B’yi
kodlayan genin (sigB) asir1 derecede ifade edildigi ve bunun sonucunda endotoksin

iiretiminde artis oldugu varsayilabilir.

relA geni tarafindan kodlanan (p)ppGpp sentetaz I enzimi araciligiyla
genel stress kosullarinda sentezlenen alarmonlarin [guanozin penta fosfat
(pppGpp) ve guanozin tetra fosfat (ppGpp)] ikincil metabolizmayr uyardigi
bilinmektedir. PoliP iiretemeyen susun strese girdigi diistiniildiigiinde, bu mutant
susta relA geninin ifadesinde de bir artis olmasi1 beklenti dahilindedir. Ancak bu
hipotezin de dogrulanmasi i¢in RT-PCR ya da qPCR sonuglarina ihtiyag
duyulmaktadir.

Bu c¢alisma dahilinde, her ne kadar mutant susun sporlanma &zelligine
bakilmadiysa da sporlanma ve endotoksin iiretimi arasinda direk bir baglanti
olmadigi daha onceki ¢aligmalarla gosterilmistir (Pramatha, 2000). Pramatha’nin
(2000) yaptigi ¢alismada, asir1 & endotoksin {iretimi yapan Bti susunda
sporulasyona spesifik biyokimyasal fonksiyonlar arastirilmis ve yiiksek seviyede 6
endotoksin tiireten susun sporulasyona spesifik biyokimyasal belirteglerinde

herhangi bir artis goriillmemistir.

Yine ayni ¢alismada, yiiksek seviyede 6 endotoksin lireten mutant sustan,
farkli sporulasyon evrelerinde kristal proteinler izole edilerek biyoaktiviteleri
incelenmistir. Sporulasyonu tamamlayamayan hiicrelerden izole edilen &
endotoksinlerin larvalar iizerindeki etkilerinde hig¢ bir fark gériillmemistir. Ayrica,
B. subtilis ve B. cereus’un sporlanamayan mutant suslarinda & endotoksin protein
genlerinin ifadelerinin aynen yaban sustaki gibi oldugu da iki farkli ¢aligmayla
gosterilmistir (Bhattacharya, 1994; Ward ve ark., 1986).
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Bu ¢aligma sonucunda elde edilen mutant susun yaban susa gore neden daha
fazla endotoksin iirettiginin belirlenmesi i¢in farkli ¢alismalara ihtiya¢ oldugu ¢ok
aciktir. Ancak PPK ve PPX enzimlerinden yoksun olan bu susun endiistriyel olarak

onemli bir potansiyel oldugu da asikardir.

Bilindigi gibi Bacillus thuringiensis kullanilmakta olan biyoinsektisitlerin en
taninan1 ve en oOnemlisidir. Bu bakterinin irettigi toksin proteinleri sadece
hedeflenen organizmaya spesifik olup diger canlilara, 6zellikle insana, toksik etki
gostermemektedir. Diinyada pek ¢ok arastirma merkezi Bacillus thuringiensis’den
elde edilen endotoksin miktarini arttirmak ya da toksisitesini ylikseltmek i¢in bir
cok calisma yiirlitmektedir. Her ne kadar bu tez caligmasinda, mutant susun
toksisitesinin yaban susa gore daha fazla oldugu larvalar iizerinde test edilmediyse
de, SDS-PAGE jellerinde mutant susun daha fazla endotoksin iirettigi gézlenmistir.
Bu sonug, elde edilen mutant susun ticari a¢idan Onemli olabilecegini

diistindiirmektedir.

Ozet olarak, bu tez calismasinda, polifosfat metabolizmasmin iki kilit
enzimini kodlayan ppx ve ppk genlerinden yoksun BtiAppx-ppk mutant susu
olugturulmus ve mutant susun yaban susa gore zengin besiyerinde daha fazla
endotoksin iirettigi gozlenmistir. Mutant susun, farkli bir caligmayla ayrintili olarak

karakterizasyonunun yapilmasi 6ncelikli konular arasindadir.
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