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OZET

TEZIN BASLIGI: POLIiFOSFAT KINAZ (PPK) YOKSUNLUGUNUN
STREPTOMYCES COELICOLOR’DA ANTIBiYOTIK BiYOSENTEZINE
ETKISI.

YAZAR ADI: Irem YALIM

Biitiin canlilarda bulunan Polifosfat (poliP), ylizlerce fosfat molekiiliiniin
yiikksek enerjili anhidrid baglariyla birlesmesinden meydana gelen bir polimerdir.
“PoliP kinaz” enzimi (PPK) tarafindan sentezlenen 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 karsi direng gostermesinde de rol oynar.

Streptomycete’ler, ¢ok sayida biyoaktif metabolit sentezleme kapasitesine sahip
biyoteknolojik acidan Onemli mikroorganizmalardir. Streptomyces’lerin  poliP
metabolizmasi ve bu polimerin antibiyotik iiretimiyle baglantis1 konusunda ilk ¢alisma
2002’de Chouayekh ve Virolle tarafindan yapilmis ve Streptomyces lividans ppk
geninin antibiyotik biyosentezini negatif yonde etkiledigi gosterilmistir. Bu negatif
etkinin biitiin Streptomyces tiirleri i¢in gegerli olup olmadigi bilinmemektedir. Bu
konuya agiklik getirilmesi amaciyla, bu ¢aligmada, Streptomyces coelicolor’in ppk
geni bloke edilerek bu mutasyonun antibiyotik iiretimine etkisi incelenmistir. Bu
caligmanin sonuglarina gore, S. lividans’da antibiyotik biyosentezine negatif etkisi
bulunan ppk geninin, S. coelicolor tiirii icin de ayn1 baskilayici etkiyi gosterdigi

bulunmustur.

S. coelicolor Appk susta undesilprodigiosin iiretimi yaban sus ile ayniyken
aktinorhodin iiretimi yaban susa gore 120. saatte yaklasik 5 kat artmistir. Mutant susun,
yalnizca antibiyotik iceren zengin besiyerinde iireyebildigi ve etkin spor
olusturamadigi goriilmiistiir. Yaban ve Appk suslarinin, oksidatif strese hassasiyetleri
karsilastirildiginda, sadece mutant susun H,O;’ye hassasiyet gosterdigi bulunmustur.
Appk sustaki mutasyonun komplementasyonu pHZ1351+ppk plazmidi ile
gerceklestirilmistir.



SUMMARY

TITLE OF THESIS: THE EFFECT OF POLYPHOSPHATE KINASE
DEFICIENCY ON ANTIBIOTIC PRODUCTION IN STREPTOMYCES
COELICOLOR.

AUTHOR: irem YALIM

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, 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.

Streptomycetes are biotechnologically important bacteria and they are well
known for their ability to produce a wide variety of bioactive compounds. The
relationship between polyP metabolism and antibiotic biosynthesis in Streptomycetes
has been shown by Chouayekh and Virolle (2002). They have reported that ppk gene
has a negative effect on antibiotic biosynthesis in Streptomyces lividans. It is not
known whether this negative effect is also valid for other Streptomyces. In order to
clarify this point, ppk gene of Streptomyces coelicolor has been disrupted and the
effect of this mutation on antibiotic biosynthesis was investigated. According to the
results of this work, ppk gene, which has a negative effect on antibiotic biosynthesis in
S. lividans, has the same repressing effect in S. coelicolor.

Although undecylprodigiosin production by S. coelicolor Appk strain is same,
actinorhodin production increased about 5 times at 120. hour compared to wild type.
Mutant strain grow only on antibiotic containing rich medium and not sporulate
effectively. When oxidative stress sensitivity of wild type and Appk strains were
compared, it was found that only mutant strain was sensitive to H;O,. The
complementation of mutation in Appk strain has been done by pHZ1351+ppk plasmid.
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1. GIRIS
1.1. Polifosfat

Organizmalarin enerji gereksinimleri i¢in en oncelikli kaynak, yiiksek enerjili
fosfoanhidrid baglaridir (Sekil 1.1). Bakterilerden yiliksek Okaryotlara kadar bir ¢cok
canli, enerjiyi ve fosfati, fosfat polimerleri halinde depo ederler. Polifosfat (poliP)
yiizlerce fosfat molekiiliiniin yiliksek enerjili anhidrid baglar ile birlesmesinden
meydana gelen diiz yapili bir polimerdir (Wood ve Clark, 1988; Keasling ve ark.,
2000).
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Sekil 1.1. Lineer polifosfatin yapis1 (M: H* veya monovolent metal katyon) (Wazer
ve ark., 1955; Thilo ve ark., 1957).

Polifosfat, bakteriyel hiicrelerin  sitoplazmasinda, hiicre yiizeyinde,
periplazmasinda ve plazma membraninda bulunmaktadir. Bir ¢ok bakteride
polifosfatlar graniiller halinde sitoplazmada yer almaktadirlar (Kulaev, 1979; Kulaev
ve Vagabov, 1983). E. coli’nin sitoplazmasinda, polifosfat, RNA sentezinde gorevli
olan RNA polimeraz (Kusano, Ishihama, 1997) ve RNA yikiminda goérevli olan

degradozomlarla birlikte bulunur (Blum ve ark.,1997).

Normal biiyiime kosullarinda Escherichia coli hiicreleri diisiik seviyede
polifosfat igermektedir (Nesmeyanova ve ark., 1974). Ortofosfatin tasginmasi ve
polifosfat metabolizmasiyla ilgili genler degistirilerek E. coli’nin polifosfati hiicre
iginde depolama 6zelligini arttirmak miimkiindiir (Hardoyo, Yamada ve ark. 1994;
Kato, Yamada ve ark., 1993).



PoliP’nin organizmalarin birgok bdlgesinde bulunmasi hatta bazi canlilarda
(Saccharomyces cerevisiae) hiicre kuru agirhgmin %?20’sini teskil etmesi, bu
polimerin enerji ve fosfat kaynagi olmasinin yaninda bagka fizyolojik rollerinin de

oldugunu isaret eder.

Farkli stres kosullarinda yasamin devamliligini saglamak, biyofilm olusumu,
hareketlilik, bakterilerin ve kiiflerin gelisimsel siireclerinin desteklenmesi ve viriilans

olusumu bu fizyolojik rollerden sadece bazilaridir.

Bakterilerde polifosfat metabolizmas1 ile iligkili dort temel enzim
bulunmaktadir: Polifosfat kinaz 1 (PPK1), ekzopolifosfataz (PPX), endopolifosfataz
(PPN) ve polifosfat: AMP fosfotransferaz (PAP). Bunlarin yaninda PPK1 homologu
olan polifosfat kinaz 2 (PPK2) enzimi de bu metabolizmada gorev Yyapan

enzimlerdendir (Brown ve Kornberg, 2008).

1.1.1. Polifosfat Kinaz (Polifosfat:ADP Fosfotransferaz [(PPK), EC
2.7.4.1]

Polifosfat kinaz 1 (PPKI1), ATP molekiiliinden terminal fosfat rezidiisiinii
koparip polifosfat molekiiliine aktaran reaksiyonu doniisiimlii katalizler. ATP’nin
enerjice zengin fosfat rezidiilerinin poliP’ye ve bu rezidiilerin poliP’den ADP’ye geri
transfer reaksiyonlar1 (Sekil 1.2) Kornberg ve arkadaslari tarafindan 1956 yilinda
kesfedilmistir (Kornberg ve ark., 1956; Kornberg, 1957).

PoliP, + ATP C————"—=  PoliPn +1 + ADP

< —

Sekil 1.2. Polifosfat kinazin katalizledigi reaksiyonlar (Kornberg ve ark., 1956 ).

PoliP’den GDP’ye P transferiyle GTP iiretimini saglayan polifosfat kinaz ayni
zamanda pirofosfat gruplarini GDP’ye transfer ederek lineer guanozin tetrafosfat
olusumunu saglamaktadir (Kim ve ark., 1998). Ayrica, polifosfat kinaz’in, N-asetil

laktozamin sentezinde UDP yapimini katalizledigi goriilmiistiir.



Polifosfat kinaz’in bu aktivitesi oligosakkaritlerin sentezini miimkiin

kilmaktadir (Sekil 1.3) (Noguchi ve Shiba, 1998).

PP; Glucose 1-P
UDP-Gle
oyrophosphorylasse
UDP-Glc uTpP poly(P)n1
UDP-Glc
4-gpimerase Palyphosphate kinase
UDP-Gal /U’DP poly(P)n
» N-Acetyllactosamine
GlchAc Galactosyltransferase {Gal(g1—4)GIcNAC)

Sekil 1.3. Oligosakkaritlerin sentezinde polifosfat kinazin rolii (Noguchi ve Shiba,
1998).

Bakterilerde polifosfat kinaz farkli multienzim komplekslerinin bir bilesenidir
ve bu enzimlerin aktivitelerinin diizenlenmesine katilir. Ornegin, RNA islenmesi ve
degredasyonundan sorumlu olan E. coli degradozomunun polifosfat kinaza sahip
oldugu gorilmistiir (Blum ve ark., 1997). E. coli’den saflastirilan polifosfat kinaz’in
in vitro’da RNA ile baglandigi ve ATP varliginda bu baglanmanin engellendigi
gozlenmistir (Blum ve ark., 1997).

Polifosfat kinaz, Propionibacterium shermanii’den kismen saflagtirilmis
(Robinson ve ark, 1987) ve 83 kDa molekiiler agirliginda monomerik bir enzim
oldugu bulunmustur. PoliP zincirlerinin sentezi, 6-80 rezidiiden meydana gelen kisa
poliP zincirinin primer olarak kullanilmasiyla baglar ve ATP’nin substrat olarak
kullanilmasiyla zincir uzamaya devam eder. /n vivo’da sentezlenen en uzun poliP

750 rezidiiden meydana gelmistir.

E. coli’den izole edilen polifosfat kinaz (ppk1) 80 kDa molekiiler agirliginda,
membrana bagli homotetramer yapida bir protein olup (Ahn ve Kornberg, 1990;
Akiyama ve ark, 1992) kristal yapisi belirlenmistir (Sekil 1.4) (Zhu ve ark., 2005).
Cok fonksiyonlu bir enzim olan PPK, aktivitesi i¢in Mg+2’a ihtiya¢ duymaktadir
(Ahn ve Kornberg, 1990).



Bu enzim doniisiimlii olarak PoliP’den ATP sentez reaksiyonunu katalizledigi
gibi (Kornberg, 1957; Murata ve ark., 1988; Ahn ve Kornberg, 1990; Kuroda ve
Kornberg, 1997) poliP’1 fosfat dondrii olarak kullanarak GDP ve diger niikleotid
difosfatlarin niikleotid trifosfatlara doniistiirilmesinde de gorev alir (Kuroda ve

Kornberg, 1997).

Sekil 1.4. E.coli polifosfat kinaz enziminin kristal yapisi (Zhu ve ark., 2005).

Polifosfat kinaz’in substrat 6zgiilliigii, ADP » GDP » UDP, CDP seklindedir.
GDP yerine ADP substrat olarak kullanildiginda, enzimin aktivitesinin iki kat arttig
gozlenmistir (Noguchi ve Shiba, 1998).

E. coli (Akiyama ve ark., 1992), Klebsiella aerogenes (Kato ve ark., 1993),
Neisseria meningitidis (Tinsley ve Gotschlich, 1995), Pseudomonas aeruginosa
(Ishige ve ark., 1998), Acinetobacter sp. (Geissdorfer ve ark., 1998), Vibrio. cholerae
(Ogawa ve ark., 2000b), Rhodocyclus tenuis (McMahon ve ark., 2002) ve birgok
bakteriden ppkl geni klonlanmis, dizilenmis ve enzimler nitelendirilmistir. Bu
enzimin aminoasit dizisi farkli bakteri tiirlerinde karsilastirildiginda yiiksek homoloji

gozlenmistir (Sekil 1.5) (Tzeng ve Kornberg, 1998).
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Sekil 1.5. E. coli PPK1 enzimiyle (687 amino asit) 12 farkli bakterinin polifosfat
kinaz genlerinin karsilastirildigi homoloji ¢alismasi. Siyah bolgeler tiim bakterilerde
%100 homoloji gosteren bolgeleri, gri bolgeler ise %60’1n iizerinde homoloji
gosteren bolgeleri temsil etmektedir (Tzeng ve ark., 1998; Kornberg, 1999).

Polifosfat metabolizmasinda gérev yapan bir diger enzim de “Polifosfat kinaz
2” (PPK2)’dir. PPK1 homologu olan bu enzim, ATP bagiml polifosfat sentezleme
reaksiyonuna ek olarak polifosfat iizerinden GDP’nin GTP’ye doniisiimiini
katalizlemektedir (Brown ve Kornberg, 2008). ppk2, 40.8 kDa molekiiler agirhiginda
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 oneme sahip olup hiicre
bliyiimesini ~ diizenleyen deoksiriboniikleozit trifosfatlar ile riboniikleozid

trifosfatlarin hiicre i¢i seviyesini diizenlemektedir (Ishige ve ark., 2002).

1.1.2. Ekzopolifosfataz (Polifosfat Fosfohidrolaz [(PPX), EC 3.6.1.11]

Polifosfat yikiminda gorev alan enzimlerden biri olan ekzopolifosfataz, uzun

poliP zincirinin u¢ kismindan Pi koparmaktadir (Sekil 1.6).

PoliPh —— PoliPn-1+Pi —— nP1

Sekil 1.6. PoliP’1n ekzopolifosfataz ile hidrolizi (Brown ve Kornberg, 2008)



PPX, fosfotransferazlarin ASKHA (Asetat ve karbonhidrat kinazlar, Hsp70,
Aktin) ailesinin bir {yesidir. 58 kDa biiyiikliiglindeki bu enzim, her biri Ti¢
domainden meydana gelmis iki alt birimden olusmustur (Sekil 1.7). ilk iki domain
hidrolizden sorumlu iken ti¢lincii domain poli P’ye baglanma bolgesidir (Johnjeff,
2003). Bu enzim yiiksek molekiiler agirlikli poliP’ye daha fazla ilgi gosterir ve
aktivitesi i¢in katyonlara (K*, Mg*?) ihtiya¢ duymaktadir (Akiyama ve ark., 1993).

Sekil 1.7. Ekzopolifosfataz enziminin yapisi (Rangarajan ve ark., 2006).

1.1.3. Endopolifosfataz (Polifosfat Depolimeraz [(PPN), EC 3.6.1.10]

Polifosfat yikiminda gérev alan enzimlerden bir digeri de endopolifosfatazdir.
Endopolifosfataz, poliP zincirinin i¢ kisminda bulunan fosfoanhidrit baglarinin

hidrolizini katalizlemektedir (Sekil 1.8) (Kowalczyk ve ark., 1993).

PoliPn —» PoliPx + PoliPy

(x+y=n)

Sekil 1.8. PoliP’1n endopolifosfataz ile hidrolizi (Brown ve Kornberg, 2008).

PPN1 memeli hiicrelerinde tanimlanmig ve ilk kez Saccharomyces
cerevisae’dan saflagtirilmistir. Mayadan saflastirilan PPN1, vakuolar orijinli 35 kDa
molekiiler agirliginda bir homotetramerdir ve PHMS5 geni tarafindan kodlanmaktadir.
Yapilan ¢aligmalar, enzimin, 78 kDa molekiiler agirhiginda bir oncli polipeptid
(prePpnl) halinde sentezlendigini ve daha sonra bir proteaz ile kesilerek 35 kDa

molekiiler agirliginda aktif bir protein olusturuldugunu gostermistir (Shi ve Kornberg



2005). Endopolifosfataz aktivitesi prokaryotlarda gozlenmemistir (Kumble ve
Kornberg ,1996).

1.1.4. PoliP: AMP Fosfotransferaz [(PAP) EC. 2.7.4.3.]

PAP, poliP varliginda, polifosfattan kopardigi Pi’1 adenozin monofosfat
(AMP)’a aktararak adenozin difosfat (ADP) olusumunu katalizleyen bir enzimdir
(Cornelus ve ark., 1991). ilk kez kismi olarak Acinetobacter johnsoii 210A susundan
saflastirilan AMP fosfotransferaz 55 kDa molekiiler agirligindadir (Sekil 1.9)
(Kulaev ve ark., 2004).

PoliPn + AMP <«—» PoliPn-1 + ADP

Sekil 1.9. PoliP:AMP Fosfotransferazin ADP sentezini katalizleme reaksiyonu (Brown
ve Kornberg, 2008).

1.2. Polifosfat Polimerinin islevleri

Bakterilerin, ¢cevresel kosullardaki degisimi algilayabilme ve bu kosullara hizla
uyum saglama, yiizeye tutunma, biyofilm olusturma ve fiziksel-kimyasal-biyolojik
(av-avcer iliskisi) stres kosullarina uyum saglama gibi hayatta kalmalar1 i¢in ¢ok
onemli islevleri yerine getirmek {izere temel metabolizmanin dengesinin
korunmasina ihtiyaglar1 vardir. Polifosfat metabolizmas1 da hiicre homeostazisinin

korunmasinda ¢ok 6nemli rollere sahiptir (Brown ve Kornberg, 1998).

Cogu bilim adam1 polifosfatin oncelikle bir fosfat kaynag: oldugu goriistinde
birlesmektedir. Canli hiicreler bu kaynagi ¢esitli asamalarda kullanmakla beraber
ozellikle fosfat kitligi durumlarinda poliP vazgecilmez tek fosfat kaynagini
olusturmaktadir. Bu polimer bazi protein kinazlarin da fosfat kaynagi olup
enzimlerin fosforilasyonunda kullanilmaktadir. Polimerik fosfat molekiiliiniin hiicre
iginde birikmesinin hiicre i¢i ozmotik basinca etkisinin ¢ok az olmasi (Kornberg,

1995) ve hiicrenin diger biyolojik islevleri i¢in gerekli olan ATP ve serbest Pi’in



hiicre i¢i seviyesinin sabit kalmasina verdigi katkidan dolay1, polifosfat, hiicre icinde

biriktirilebilecek uygun polimerlerden biridir.

Bakterilerde, PoliP, enerji mekanizmasi ile iliskilendirilmektedir. PoliP’in
evrimsel siirecte enerji kaynagi olarak kullanildig bildirilmistir (Belozersky, 1958).
Yukarida da bahsedildigi gibi bir ¢ok prokaryotta poliP, biyokimyasal reaksiyonlar
icin fosfat vericisi olarak gorev yapmaktadir. Ayrica bu polimerin yapisinda bulunan
fosfoanhidrid baglar1 yiiksek enerjiye sahip oldugu ve pH 5°te bir anhidrid baginin
hidrolizi ile aciga c¢ikan serbest enerji miktarinin 38 kJ oldugu bilinmektedir
(Kortstee ve ark., 2000). Bu polimerden koparilan Pi’larin ATP {iretiminde
kullanilmasi, ekzopolifosfataz, endopolifosfataz, AMP fosfotransferaz hidrolitik

enzimleri ve polifosfat kinazin geri reaksiyon aktivitesi ile miimkiindiir (Kuroda ve

Kornberg, 1997; Murata ve ark., 1988; Kumble ve Kornberg, 1996).

Polifosfatin, diger oOnemli bir islevi de agr metal katyonlarmin
detoksifikasyonudur. Bu polimerin bir ¢ok prokaryotta degisik katyonlarla (Mg*"
Ca?* ve K" kompleks halinde bulundugu gosterilmistir. PoliP’nin agir metallerin
depolanmasinda ve metallere olan direngliligin artmasinda ¢ok Onemli roller
oynadig1 son yillarda yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (Keasling ve ark., 1998).
Ornegin, Staphylococcus aureus’da Poli P’in nikel topladigi (Gonzalez ve ark.,
1998), hiicre i¢i poli P seviyesinin artmasi ile Anacystis nidulans’in (Keyhani ve
ark., 1996) ve E. coli’nin (Keasling ve ark., 1996) kadmiyuma daha toleransli oldugu
bilinmektedir. Agir metallerin detoksifikasyonunda poliP’nin rolii su sekilde
Ozetlenebilir: PoliP agir metallere baglanarak bunlari hiicre i¢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 miktari, pH, sicaklik vb.)
meydana gelen degisikliklere karsi hiicrenin bu sartlara adaptasyonunda gorev
almaktadir. Stres altinda olan mikroorganizmalar hiicre i¢inde ¢ok miktarda poliP
biriktirmektedirler. Ornegin, E. coli’de, besin kisithiligi durumunda cevap olusturan
sistem, diisiik fosfat ya da amino asit seviyesi tarafindan baslatilmakta ve relA
tarafindan kodlanan (p)ppGpp sentetaz | (PSI) enzimi araciligiyla guanozin penta

(pppGpp) ve tetraniikleotidlerin  (ppGpp) sentezine neden olmaktadir. Bu



niikleotidler, poliP’nin ekzopolifosfataz ile hidrolizini inhibe ederek poliP birikimini
saglamaktadir (Sekil 1.10) (Cashel ve ark., 1996; Kuroda ve ark., 1997). Biriken bu
polifosfatlar, Lon proteaz ile kompleks olustururarak, serbest halde bulunan
ribozomal alt iinitelerin parcalanmasina yol agar ve bu sekilde olusan amino asitler
kitlik durumunda gerekli olan yeni proteinlerin sentezinde kullanilirlar (Kuroda ve
ark., 1999, Kuroda ve ark., 2001, Kuroda, 2006).

Amino asit kithg
Ribozom (
Amino asitler \
Ly
Ribozomal proteinler Zorlu
Degredasyon l Yamt
P, 0 LO“ pppGpp
l J_ InhlblS\ on

ppg ATP
PolyP

PoliP -Lon komplek5|

Sekil 1.10. Protein degredasyonunda poliP’nin goérev aldigi zorlu yanit sistemi
(Kuroda, 2006).

PoliP, hiicre zar1, bakteriyel viriilans, ylizeye tutunma ve biyofilm olusumu i¢in
onemli bir role sahiptir (Kornberg ve ark.,1999). Neisseria ile yapilmis bir ¢alismada
polifosfat kinaz mutantlarinin patojenitelerinin normal hiicrelerden oldukga diisiik
oldugu gozlenmistir. ppk geninden yoksun mutantlarda hiicre zarinin yapisina katilan
poliP sentezlenmediginden bakterinin konak canlinin savunma sistemine olan direnci
azalmistir (Tinsley ve ark., 1993). Baska bir ¢alismada, P. aeruginosa’nin ppkl geni
delesyona ugratilmis ve olusturulan mutantlarin hareketlilik, korum sensing (quorum
sensing), biyofilm olusturma ve virulans Ozelliklerinde hasarlar meydana geldigi

tespit edilmistir. Ayn1 zamanda bakterinin ekzopolimer olusturma, [-laktam
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antibiyotiklerine kars1 diren¢ ve kurumaya kars1 dayaniklilik 6zelliklerini de yitirdigi

gbzlenmistir (Harunur ve ark., 2000).

Polifosfat, bir poli-anyon oldugu i¢in birgok protein ve enzim ile (6zellikle
katyonik aminoasit yan zincirlerine sahip olanlarla) etkilesim halindedir. Ornegin;
poliP, sitokrom C’ye 13., 86. ve 87. lizin aminoasitlerinden baglanarak proteini daha
kararli bir hale getirmektedir (Concar ve ark., 1991). PoliP, bazi enzimlerin
substratlariyla aktif bolgeye baglanmak icin yarismak ya da enzimlerin

kofaktorleriyle etkilesmek suretiyle enzim aktivitelerini etkiler.

Yapilan bir¢ok calismada, polifosfatin, enzim aktivitelerini diizenleyerek ve
cok sayida geni kontrol ederek bakterilerin aktif biiylime fazindan duragan faza
gecisinde oldugu kadar duragan fazda ve stres kosullarinda yasamlarini devam
ettirebilmeleri acisindan 6nemli bir role sahip oldugu gosterilmistir (Kornberg ve
ark., 1999). Ornegin, polifosfat’in, E. coli hiicrelerinden izole edilen RNA polimeraz
ile etkilesime girdigi bildirilmistir (Kulaev ve Kulakovskaya, 2000). Bu ¢alismada,
polifosfatin, transkripsiyon {iizerine etkisi, logaritmik biiyliime evresi (c70) ve
duragan evre (c38) sigma faktorlerinin baglanabildigi iki RNA polimeraz formunu
ayrt ayr1 bulunduran iki ayr1 susta incelenmistir. Diisiik tuz konsantrasyonunda
polifosfat, her iki enzimi de engelleyerek transkripsiyonu durdurmustur. Yiiksek tuz
konsantrasyonunda ise polifosfat varliginda 638 iceren RNA polimeraz aktif iken
670 iceren RNA polimeraz aktivite gostermemistir. Bu sonuca gore, duragan fazda
ve yliksek ozmotik basing altinda polifosfatin, bakterinin promotor seciminde gérev

yaptig1 anlagilmistir (Kulaev ve Kulakovskaya, 2000).

Polifosfatin, ribozomlarla da etkilesim halinde oldugu ve bu etkilesimin
ribozomal proteinlere baglanarak gergeklestigi ve translasyonel etkinligi etkiledigi in

vitro ve in vivo deneylerle gosterilmistir (McInerney ve ark., 2006).

Tsutsumi ve arkadaslar1 (2000), ekzopolifosfatazin yiiksek miktarda tiretildigi
suslarda polifosfat seviyesindeki azalmanin, RNA polimeraz sigma faktoriinii
kodlayan rpoS geninin disiik miktarda ifade edilmesine sebep oldugunu
gostermislerdir. RpoS sigma faktoriiniin (os) mikroorganizmanin stres kosullarina
adaptasyonu ve duragan fazda canliligini devam ettirebilmesinden sorumlu yaklasik

50 genin ifade edilmesinden sorumlu oldugu bilinmektedir. Hiicre i¢i polifosfat
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konsantrasyonu diisiikk olan ppk mutant suglarinin stres kosullarina hassas oldugu ve
bu hassasiyetin, bakterilerin ppk veya rpoS genleri ile komplementasyonu sayesinde
giderildigi goriilmiistiir. Ayn1 sekilde yiiksek seviyede maya ekzopolifosfataz enzimi
(scPPX1) tireten E. coli susunda H,O,’e kars1 hassasiyet gozlenmistir. Ekstra rpoS

geni aktarilan mutant susun H,O, hassasiyeti ortadan kalkmistir (Shiba ve ark.,1999).

Duragan faz ve stres sartlar1 altinda yasamlarini siirdiirebilmeleri i¢in farkli
bakteriler poliP toplanmasi ile ilgili farkli mekanizmalara sahip olabilir veya heniiz
calistimamis farkli mekanizmalar da bulunabilir. Ornegin, H. pylori’ de amino asit

kitlig1 durumunda pppGpp seviyesi yiikkselmemektedir (Scoarughi ve ark., 1999).

Polifosfat, DNA yapisinda meydana gelebilecek bir hasarda devreye giren SOS
sistemi i¢in gerekli olan genlerin ekspresyonlarinin diizenlenmesinde de gorev
almaktadir. Polifosfatin, DNA hasar1 onariminda gorev alan recA’nin ifadesi icin
gerekli oldugu, hiicrelerin mitomisin C veya UV’ye hassasiyetlerinin dl¢iildiigii bir
calismayla gosterilmistir. Bu calismada, diisilk polifosfat seviyelerinde, hiicrenin
SOS genlerinin indiiksiyonunda azalma meydana gelmis ve hiicrelerin mitomisin C

ve UV’ye hassasiyetlerinin arttig1 gézlenmistir (Kaori ve ark., 2000).

Bazi mikroorganizmalar, c¢evresel streslere dayanabilmek i¢in spor
olusturmaktadir. Polifosfatin, sporlanma tizerine etkisini inceleyen ¢ok az c¢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 diisis gozlenmis, 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).

E. coli’de farkli stres kosullarinda ve besin azligi durumunda polifosfatin
rolii, ppk geninden yoksun mutantlarla ¢alisilarak aydmlatilmistir (Crooke ve ark.,
1994). Mutant hiicreler biiyimenin gelisim safhasinda fenotipik bir farklilik
gostermemiglerdir (Crooke ve ark., 1994). Duragan fazda ise, hiicrelerin osmotik
degisimlere, oksidanlara ve sicakliga daha az direng gosterdigi bulunmustur (Crooke

ve ark., 1994; Rao ve ark., 1996). Benzer sonuglar farkli mikroorganizmalarla
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yapilan calismalarla da elde edilmistir. Ornegin, Neisseria gonorrhoeae ve N.
meningitidis'In ppk mutantlart yaban tip hiicrelerden daha az gelismis ve insan

serumuna artan bir hassasiyet gostermislerdir (Tinsley ve ark., 1995).

1.3. Actinomyces’ler

Aktinomyces terimi, bu organizmalarin morfolojileri dikkate alinarak, aktis
(1sin demeti) ve mykes (mantar) kelimelerinin birlesmesiyle olusmustur. Gram pozitif
pokaryotlar olan Aktinomiset’ler, seliilaz, kitinaz ve lignin peroksidaz gibi
ekstraseliller enzimlere sahip olduklarindan topraktaki dekompozisyon ve
mineralizasyon dongiilerinde 6nemli rol oynarlar. Guanin+Sitozin (G+C) orani
oldukca yiiksek (<%55) olan Actinomyces’ler, 16S rRNA’lar1 dikkate alinarak 10 alt
takima ayrilmiglardir.  Aktinomisetlerin  bazi  lyeleri insan  patojenidir
(Mycobacterium  tuberculosis, Mycobacterium leprae ve Corynebacterium
diphtherae vb.) (Embley ve Stackebrandt, 1994).

1.4. Streptomyces’ler

Streptomyces’ler, actinomycetales ordosuna ait, toprakta yasayan Gram pozitif
filamentli bakterilerdir (Garrity, 2002). Morfolojik degisim gosteren kompleks bir
yasam dongiisiine sahip olan bu grup bakteriler G+C orami yiiksek (%70-74) uzun
lineer bir kromozoma (<8 Mb) sahiptir.

Streptomyces’ler, sahip olduklar1 farkli metabolik islevler sayesinde olii bitki,
hayvan ve mantar atiklarini bilesenlerine ayirarak toprak biyodegragasyonunda

onemli rol oynarlar (McCarthy ve Williams 1992; Wang ve ark., 1989).

Streptomyces’ler ¢ok genis biyoaktivite araligina sahip c¢esitli sekonder
metabolitleri yiiksek oranda iiretmektedirler. Bunlardan bazilari, antibiyotikler,
immiin sistemi baskilayan ajanlar, anti-kanser ajanlaridir. Streptomyces tiirleri

bilinen antibiyotiklerin yaklasik % 75’ini iretmektedirler (Kieser ve ark, 2000).

Streptomyces’ler hiicre farklilagmasi, sekonder metabolit olusumu, sporulasyon
ve programlanmis hiicre 6liim mekanizmasii igeren belirli bir hayat dongiisiine
(Sekil 1.10) sahiptirler. Sicaklik, pH, COz2, O2 ve nem gibi diger gevresel faktorler
topraktaki Streptomyces’lerin hayat dongiisiinii etkiler (Vionis ve ark., 1998). Hayat

dongiisii, sporlarin ¢imlenme tiipiinii olusturmasiyla baglar ve daha sonra bu tiipten
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substrat misel olarak da adlandirilan vejetatif misellerin yayilmasi gerceklesir.
Birgok bakteri tlirlinden farkli olarak dallanarak biiyiiyen vejetatif misellere
sahiptirler. Besin miktarinin azalmasi ve diger fizyolojik stresler vejetatif misellerin
morfolojik olarak degismesine yol agar ve havaya dogru uzanan bulanik ve beyaz
renkli hiflere doniisiirler. Bu degisimle beraber sekonder metabolizma aktif hale
gelir. Hifler subtsrat icerisinde genisleyerek yogun miseller olustururlar. Daha sonra

bu hifler gri renkli sporlar1 olustururlar (Sekil 1.11) (Chater 2001).
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Sekil 1.12. Streptomyces coelicolor‘in elektron mikroskop goriintiisii.
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Streptomyces’lerin kromozomlari diger bakterilerden farkli olarak dogrusaldir
(Sekil 1.12). Streptomyces kromozomlar1 hakkindaki bilgilerin ¢ogu S. coelicolor
A3 (2) (Bentley ve ark., 2002) ve S. avermitilis’in (Ikeda ve ark., 2003) genom
dizilerinin belirlenmesiyle elde edilmistir. S. coelicolor A3 (2) kromozomunun
biyiikliigii 8.667.507 bp’dir (Sekil 1.10). G+C igerigi oldukga yiiksektir (%72.12) ve
kodlandig1 tahmin edilen 7.825 geni vardir. Kromozomun 5’ uglarinda proteinlerin
kovalent olarak baglandig1 birbirini ters yonde tekrar eden diziler (inverted repeats)
bulunmaktadir. Replikasyon orijini (0riC) ise kromozomun ortasinda bulunmaktadir.
Kromozomun merkez bolgesi, bakterinin yasamasi i¢in gerekli olan temel genleri
(hiicre boliinmesi, DNA replikasyonu, transkripsiyon, translasyon gibi) kapsarken
kromozumun geri kalaninda ise sekonder metabolizmayla ilgili genler, hidrolitik
ekzoenzimleri ve gaz vezikiil proteinlerini kodlayan genler vb. bulunmaktadir

(Bentley ve ark. 2002).

Kromozom {izerinde, 965 gen, diizenleyici fonksiyona sahip proteinlerin
(sigma faktorleri, iki-bilesenli diizenleyici sistemleri, DNA’ya bagli oldugu
diistiniilen proteinler ve birgok serin/threonin protein kinaz), 614 gen protein
transport sisteminde gorevli olan proteinlerin (ABC transport, ABC permeaz, ATP
bagli proteinler ve akint1 protenleri) ve 819 gen protein salgi mekanizmasinda gorevli
proteinlerin (proteaz/peptidaz, kitinaz/kitizonazaz, seliillaz/endoglukanasaz, amilaz ve

pektat lizas) sentezinden sorumludur.

Ayrica kromozom iizerinde sekonder metabolit (antibiyotik, siderofor, lipit ve
diger molekiiller) iiretimi ile ilgili 22 gen bolgesi bulunmaktadir (Bentley ve ark.

2002).
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Sekil 1.13. S. coelicolor A3 (2) kromozomunun dairesel gosterimi (Bentley ve ark. 2002).

Streptomyces genetik caligmalar1 1954 yilinda David Hopwood tarafindan
baglatilmigtir. Streptomyces genetik ¢aligmalarinda, S. coelicolor A3(2) model
organizma olarak giinimiize kadar gelmistir. 1980 yilina kadar yapilan in vivo
caligmalarda antibiyotik biyosentezinde gorevli 100’den fazla gen belirlenmis ve bu
cinse ait plazmit ve bakteriyofajlarin izolasyonlar1 gergeklestirilmistir. 1990 yilina
kadar olan in vitro caligmalarda ise ilk gen klonlanmasi, promotor dizilerinin
izolasyonu, antibiyotik sentez yollarinin arastirilmasi ve ilk transpozonun kesfi
yapilmistir. 1990 yilindan giiniimiize kadar yapilan ¢alismalarda ise S. coelicolor A3

(2) ve S. avermitilis’in genom dizileri ¢ikartilmistir (Hopwood, 1999).

1.5. Streptomyces coelicolor

Streptomyces coelicolor A3(2) tiirii, ilk defa Hopwood (1999) tarafindan mavi

pigmentli ve agari eriten tiir olarak tanimlanmistir. S. coelicolor, kimyasal yonden
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farklilik gdsteren dort gesit antibiyotik iiretir (Sekil 1.13). Mavi aktinorhodin (Act)
(Malpartida ve Hopwood, 1986), kirmizi undesilprodigiyosin (Red) (Feitelson ve
ark., 1985; Malpartida ve ark., 1990) ve kalsiyuma bagl antibiyotik (CDA) (Chong
ve ark.,1998) biyosentetik genleri kromozomda bulunurken, metilenomisin

biyosentetik genleri (Mmy) SCP1 plazmidi lizerinde yer alir (Chater ve ark., 1985).

Aktinorhodin ilk defa Brockman ve Hieronimus (1955) tarafindan S.
coelicolor’dan izole edilmis ve biyosentetik genleri tizerine ilk ¢aligmalar Wright ve
Hopwood (1976) tarafindan yapilmistir. Bu bilesik, pH 8.5’in altindaki asidik
ortamda kirmizi renkli iken pH 8.5’in iizerindeki bazik ortamda mavi renklidir.
Kirmizi renkli bir antibiyotik olan undesilprodigiosin S. coelicolor’da ilk defa Rudd
ve Hopwood (1980) tarafindan tanimlanmistir. Kalsiyum bagli antibiyotik (CDA) S.
coelicolor A3(2)’de Lakey ve ark. (1983) tarafindan tanimlanmis ve 1997 yilinda da
kimyasal olarak karakterize edilmistir (Kempter ve ark. 1997). Metilenomisin ilk
olarak S. violaceoruber’de Haneishi ve arkadaslari (1974) tarafindan tanimlanmis ve
bu antibiyotigin varligit SCP1 plazmidini tagiyan S. coelicolor A3(2) suslarinda
Wright ve Hopwood (1976) tarafindan gosterilmistir.
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Sekil 1.14. Streptomyces coelicolor A3 (2) tarafindan iiretilen antibiyotikler (Kieser ve ark.
2000) A) Aktinorhodin; B) Metilenomisin; C) Undesilprodigiosin; D) CDA.
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1.6 Streptomyces’lerde Antibiyotik Uretiminin
Diizenlenmesi

Bir antibiyotigin biyosentezinden sorumlu olan genler ¢ogunlukla kromozom
tizerinde toplu halde bulunmaktadirlar. Antibiyotik genlerinin biiyiime fazina baglh
koordine edilen ifadeleri, pleiotropik regiilatorlerin (A faktorii vb.) yani sira bir veya
birka¢ tane yolaga 6zgiil regiilatoriin kontrolii altindadir (Hopwood ve ark.,1995;
Bibb, 1996). Ornegin, S. coelicolor’da, act (aktinorhodin) ve red
(undesilprodigiosin) genlerinin ifadesi sirasiyla SARP grubuna ait olan ActII-ORF4
ve RedD spesifik transkripsiyonel aktivatorlerle diizenlenir (Martinez-Hackert ve
Stock, 1997; Mizuno ve Tanaka, 1997; Santamarta ve ark., 2002). Yine bu
organizmada, KbpA-AfsK-AfsR-AfsS sistemi de antibiyotik iiretiminin
diizenlenmesinde gorev almaktadir. Membranin i¢ kisminda yer alan AfsK,
otofosforlanarak aktive olur ve AfsR’in ser (serin) ve thr (treonin) rezidiilerine fosfat
aktarir. Aktif AfSR, AfsS’i stimiile eder. AfsS ise actll-ORF4 ve redD
transkripsiyonunu indiikleyerek undesilprodigiosin ve aktinorhodin {iretimi baslar

(Umeyama ve ark., 2002).

S. coelicolor A3(2)’de aktinorhodin (Act) ve undesilprodigiosin (Red) iiretimi
ppGpp ile de diizenlenmektedir. (Strauch ve ark.,1991; Takano ve Bibb, 1994;
Takano ve ark., 1992). ppGpp, her iki antibiyotigin yolak-spesifik aktivatorleri olan
redD ve actll-ORF4’ii kodlayan genlerin transkripsiyonunu tetikler. E. coli’de,
(p)ppGpp, ribozomlara yiiksiiz tRNA baglandiginda aktive olan Rel A proteini
tarafindan GTP ve ATP’nin substrat olarak kullanilmasiyla sentezlenir (Cashel ve
ark., 1996). S. coelicolor’da, relA genini asir1 ifade eden mutant susta antibiyotik
tiretiminde degisiklik olmazken, relA geninden yoksun mutantta antibiyotik

tiretiminde besiyerine bagli olarak diisiis gorilmistiir (Chakraburtty ve ark., 1996).

Streptomyces’lerde, antibiyotik iiretiminin nitrojen, fosfor ve karbon

kaynaklarindaki azalmayla da tetiklendigi bilinmektedir (Martin ve Demain, 1980).

Fermentasyon besiyerinin optimizasyonunu konu alan ¢alismalarda, antibiyotik
tiretimi i¢in polisakkaridlerin veya oligosakkaridlerin glukozdan ¢ok daha iyi bir
karbon kaynagi oldugu hatta glukozun antibiyotik {iretimini engelledigi bulunmustur

(Soltero, ve Johnson, 1953).
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Bir besiyerinde glukoz ve daha yavas metabolize edilen bagka bir karbon
kaynag1 var ise hiicreler oncelikle glukozu kullanirlar. Bu asamada antibiyotik
iiretilmez, besiyerinde glukoz bitip diger karbon kaynagi kullanilmaya baslandiginda
antibiyotik iretimi baslar (Galo ve Katz, 1972; Demain, 1963). Glukozun,
antibiyotik biyosentez yolagindaki enzimleri represe ederek antibiyotik tiretimini
engelledigi gosterilmistir (Martin ve Demain, 1980). Ornegin, aktinomisin {ireticisi
Streptomyces antibioticus’da bu antibiyotigin biyosentezinde gorevli fenoksazinon
sentaz enzimi glukoz tarafindan transkripsiyonel seviyede baskilanmaktadir

(Lorenzetti ve Lancini, 1993)

Fermentasyon besiyerinde kolay metabolize olan yliksek miktardaki amonyum
iyonlarinin da antibiyotik iiretimini azalttig1 bilinmektedir (Lancini ve Lorenzetti,
1993). Bazi1 antibiyotik fermentasyonlarinda yavas metabolize olan amonyum
kaynaklarinin kullanilmasi ile {iriin artis1 gdzlenmistir. Ornegin, Streptomyces
griseus streptomisin tretimi, ortamda tek azot kaynagi olarak yavas metabolize
edilen prolin bulundugunda ii¢ kat artmistir (Lancini ve Lorenzetti, 1993) Yine ayni1
calismada, besiyerine amonyum baglayict magnezyum fosfat ilavesinin antibiyotik

tretimini arttirdig1 gosterilmistir.

Kiltiir ortamindaki fosfat konsantrasyonu, makrolid, tetrasiklin, antrasiklin,
polieter bilesikler, aminoglikozidler, aminoasitlerden tiireyen metabolitler
(klavulanik asit) gibi farkli biyosentetik yolaklara ait olan sekonder metabolitlerin
sentezini kontrol eder (Dekeva ve ark., 1985). Sekonder metabolitlerin biyosentezi
icin gerekli enzimleri kodlayan genlerin ifadesi fosfat tarafindan negatif bir sekilde

diizenlenmektedir (Asturias ve Liras, 1990).

Streptomyces’lere ait bazi antibiyotiklerin diisiik fosfat konsantrasyonu altinda
tiretildigi ya da iiretimlerinin arttig1 bilinmektedir (Hobbs ve ark., 1992). Besiyerine
eklenen ekzojen inorganik fosfat ile antibiyotik iiretiminin baskilandigini gosteren bir
¢ok calisma bulunmaktadir (Liras ve ark., 1990; Lounes ve ark., 1996; Kang ve ark.,
1998; McDowall ve ark., 1999). Streptomyces’lerde bu diizenlemenin molekiiler
temelleri ¢cok az bilinmektedir. Hiicre i¢inde bulunan fosfatin konsantrasyonu, hem
bliylime ortaminda bulunan fosfatin hiicre igine tasinmasi ile hem de hiicrede
bulunan fosfat polimerleri (poli P)’nin hidrolizi ile diizenlenmektedir (Kornberg ve
ark., 1999).
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Streptomyces’lerde fosfat kitligt durumunda bakterinin stres sartlarina
adaptasyonu ile ilgili genlerin ekspresyonu PhoR/PhoP sistemi tarafindan kontrol
edilir (Sekil 1.14). Pho diizenleme genlerinin fonksiyonu, sinirli fosfat sartlarinda,
hiicresel metabolizmanin normal islevi i¢in gerekli serbest fosfati saglamaktir.
(Makino ve ark., 1989) Besiyerindeki fosfat konsantrasyonu azaldiginda, sensor
kinaz PhoP kendi kendine fosfatlanarak aktif hale geger ve fosfat grubunu PhoR’e
transfer eder. PhoR de fosfat diizenleyici genlerin 6niinde bulunan PHO kutularia

baglanarak yaklasik 30 farkli genin ekspresyonunu aktive eder (Torriani-Gorini,
1994).

S.  coelicolor’da aktinorhodin ve undesilprodigiosin antibiyotiklerinin
sentezlenmesinden sorumlu olan genlerin ifadeleri de fosfat ile kontrol edilir
(Martinez-Hackert ve Stock, 1997; Mizuno ve Tanaka, 1997; Santamarta ve ark.,
2002). Fosfat ile kontrol edilen genlerin operator bolgelerinde genellikle PHO
kutular1 bulunmasmna ragmen, act ve red genlerinin Oniinde bu kutular

bulunmamaktadir (Martin, 2004).
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Sekil 1.15. PhoR-PhoP iki bilesenli sistem (Lodish ve ark., 2003).
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phoP/phoR genlerinden yoksun mutantlarla yapilan ¢alismalarda, hiicre igi
fosfat konsantrasyonunun diistiigli ve buna bagli olarak antibiyotik iiretiminin
tetiklendigi belirtilmistir (Landa ve ark., 2002). Bu ¢alismada, S. lividans’in AphoP
ve AphoRP suslarinin normal susla karsilastirildiginda aktinorhodini ¢ok daha fazla
tirettikleri ve antibiyotik iiretimindeki bu artigin, mutantlarin phoP ve phoRP genleri
ile komplementasyonuyla normal seviyeye diistiigli gosterilmistir. Ayrica, bliylime
ortamina eklenen fazla miktardaki fosfatin AphoP ve AphoRP mutantlardaki
aktinorhodin iiretimindeki artis1 engelledigi de ortaya ¢ikarilmistir (Landa ve ark.,

2002).

Chouayekh ve Virolle (2002) S. lividans TK24’iin ppk genini klonlamis ve bu
genin bloke edilmesiyle bir mutant elde etmislerdir. ppk geninin bloke edilmesi S.
lividans’da antibiyotik biyosentezinde ¢ok Onemli bir artisa sebep olmus, boylece
ppk geni tarafindan kodlanan polifosfat kinazin S. lividans’ta antibiyotik iiretiminde

negatif bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir.

Cok yakin zamanda Ghorbel ve arkadaslar1 (2006) Streptomyces tiirlerinde
antibiyotik biyosentezinin hiicrenin enerji dengesine gore tetiklendigini 6ne siiren bir
hipotez gelistirmislerdir. Inorganik fosfat (Pi) yoklugunda, hiicre igerisindeki
ATP/ADP oranmnin azaldigi (Martin ve ark., 1978; Lounes ve ark., 1996) ve bu
durumda PPK’nin ADP ve polifosfatlardan in vitro kosullarda ATP olusumunu
katalizleyen bir niikleozid difosfat kinaz goérevi yaptig1 bilinmektedir (Chouayekh ve
Virolle, 2002). Ghorbel ve arkadaslari (2006), ortamda inorganik fosfat
kalmadiginda, hiicrenin polifosfat rezervlerinin PPK bagimli olarak ATP sentezinde
kullanildiklarini gostermislerdir. ppk mutantinda ATP olusturan bu 6nemli enzim
olmadigindan polifosfatlar ATP yapiminda kullanilamamakta ve bu durum mutant
susta Onemli oranda bir enerji eksikligi olusturmaktadir. Inorganik fosfat
yoklugunda, ppk mutantinin bu enerji a¢igin1 kapatmak i¢in ATP yapiminda 6nemli
olan biitiin merkezi metabolik yollar1 giiclii bir sekilde aktive ettigi ileri siiriilmistiir.
Bunun sonucunda hiicrede yiliksek diizeyde karbon iskeletleri, indirgenmis
kofaktorler (NADH ve NADPH) ve ATP sentezlendigini ve duragan fazda
anabolizma i¢in kullanilamayan bu anahtar bilesiklerin antibiyotik biyosentezinde

kullanildigin1 tahmin etmislerdir.
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Inorganik fosfat yoklugunda biitiin bu adaptif siireglerin dogal susta da
gerceklestigi ancak ppk mutant susta bunlarin oldukga yiiksek seviyede oldugu
distintilmektedir (Ghorbel ve ark., 2006).

Ghorbel ve arkadaslar1 (2006) ayni ¢alismada, ppk geninin, inorganik fosfat
konsantrasyonunun fazla oldugu durumlara gore, inorganik fosfat seviyesinin diigiik
oldugu durumlarda ¢ok daha fazla ifade edildigini ve bu genin ifadesinin PhoR/PhoP
ikili sisteminin pozitif kontroliinde oldugunu gostermislerdir. Ayni ¢alismada ppk
gen ifadesinin ATP’yi korepresor olarak kullanan bir represor tarafindan kontrol

edildigi olasilig1 one siiriilmiistiir.

Ghorbel ve arkadaglarinin (2006) ortaya attiklari, hiicredeki enerji eksikliginin
antibiyotik biyosentezini tetikleyen bir faktor olabilecegi daha 6nceki ¢aligmalarla da

gosterilmistir (Martin ve ark., 1978; Lounes ve ark., 1996).
1.7 Tez Calismasinin Amaci

2002’de Chouayekh ve Virolle, S. lividans TK24’iin ppk genini klonlamislar ve
bu genin bloke edilmesinin antibiyotik biyosentezinde Onemli bir artisa sebep
oldugunu gostermislerdir. ppk geni iriiniiniin S. lividans’da antibiyotik biyosentezi
tizerindeki negatif etkisinin biitiin Streptomyces tiirleri i¢in gecerli olup olmadigi
bilinmemektedir. Bu ¢aligmada, genetik olarak en iyi ¢alisilmis ve genom dizisi ¢ok
yakin zamanda tamamlanmis olan S. coelicolor’in ppk geninin, ‘PCR temelli’ bir
metod kullanilarak bloke edilmesi ve olusan mutasyonun antibiyotik {retimine
etkisinin incelenmesi ve mutasyonun orjinal gen ile komplementasyonu

amaclanmustir.
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2. GEREC VE YONTEMLER

2.1. Gerecler

2.1.1. Kullamilan Kimyasallar

NaHCO;3; (sodyum bikarbonat), KoHPO,4, K;SO,4, Tris, Maleik asit, Pepton,
MgCI,6H,0, Titriplex III, Dodesilsiilfat (Merck), TES, L-prolin (Applichem), Agar,
Maya oziitii (Alfa Aeaer), Bacto kasamino asit (BD), Siikroz, D-mannitol, NaOH,
KOH, %87 Gliserol, D (+) Glukoz, KH,PO,4, KCI (Riedel-de Haen), NaCl (Sigma-
Aldrich), Triptik soya besiyeri, Magnezyum siilfat heptahidrat (Fluka), Fenol,
Kloroform, izoamil alkol, 2-propanol, Asetik asit, % 99,5 Etanol, Hidroklorik asit,
Metanol (Riedel de Haen), Dimetil siilfoksit, CTAB (Merck).

2.1.2. Kullanilan Enzimler

Phusion DNA Polimeraz (Fynnzymes), Top-Tag DNA polimeraz (Hangzhou
Bioer Technology), P/® Platinium DNA Polimeraz (Invitrogen), EcoRI
Restriksiyon Endoniikleaz, Xhol Restriksiyon Endoniikleaz, Xbal Restriksiyon
Endoniikleaz, Sphl Restriksiyon Endoniikleaz, HindIIl Restriksiyon Endoniikleaz
(Promega), BglIl Restriksiyon Endoniikleaz, BamHI Restriksiyon Endoniikleaz,
EcoRV Restriksiyon Endoniikleaz (Fermentas ), DNA ligaz (Jena Bioscience),

Riboniikleaz A, Lizozim (Sigma).

Enzim reaksiyonlari tiretici firmalarin onerdigi tamponlarda

gerceklestirilmistir.

2.1.3. Kullanilan Kitler

DNA saflastirma kiti (GE Healthcare), DNA isaretleme kiti (Roche).



2.1.4. Kullanilan DNA Molekiiler Belirtecleri

Bu calismada

kullanilmistir.

Sekil 2.1.°de gosterilen molekiiler
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DNA belirtecgleri

bp ng/0.5pg %

ng/10pl

I 3¢
i

14
6 38
6 13
6
g 14
2 2
P 9 4
(== ']
S
12
9
5 41
5 4
0.5p0/ane, Bem length gel,
IXTAE, 7V/cm, 45mn

Sekil 2.1. Molekiiler DNA belirtegleri. A. Lambda DNA/Pstl belirteci (Fermentas,
SMO0361). B. 1 kb Molekiiler DNA belirteci (Fermentas, SM1334) C. 1 kb mavi
DNA belirteci (Bioron)

1.5.Kullanilan Bakteri Soylari

Kullanilan bakteri soylar1 Tablo 2.1°de gdsterilmistir.

Tablo 2.1. Calismalarda kullanilan bakteri soylar1

Bakteri tiirleri

Genotip

Kaynaklar

E. coli BW25113

K12 derivative: AaraBAD, ArhaBAD

Wanner,2000

Datsenko ve

E. coli ET12567

dam, dcm, hsdS, cat, tet

MacNeil ve ark.,1992

S. coelicolor A3(2)

Prototrofik yaban tip

Hopwood ve ark., 1999

S. coelicolor Appk

ppk geninden yoksun sus

Bu ¢aligma

S. coelicolor Appk+
pHZ1351-ppk

ppk geni ile komplemente edilmis Appk

Bu ¢alisma
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2.1.6.Kullamilan kozmit ve plazmidler
Bu caligmada kullanilan kozmit ve plazmidler Tablo 2.2°de listelenmistir.

Tablo 2.2. Deneylerde kullanilan kozmit ve plazmidler

Kozmit ve Direnglilik )
. L Direngclilik oriT Biiyiikliik Kaynaklar
Plazmidler belirteci
Std84 kn Kanamisin - 38491 bg Sanger enstitiisii
) . Kieser ve ark.,
pHZ1351 tsr Ltz— sti+ Tiyostrepton - 8300 bg
2000
pHZ1351-ppk tsr Ltz sti+ Tiyostrepton - 11190 be Savas, 2010
pl773 aac(3)IvV Apramisin + 1382 bg Gust ve ark.,
2002
Kloramfenikol,
plJ790 cat, bla Ampisil - 6084 bg Gust ve ark.
mpisilin '
2002
pUZ8002 tra, neo, RP4 Kanamisin + 70 kb Wang ve ark.,
2001
pBluescript 11 -
amp Ampisilin - 3000 bg Stratagene
SK (-)
pBluescript 11 o
Bla, ppk Ampisilin - 5890 bg Savas, 2010
SK (-)-ppk

plJ773 plazmidi (Sekil 2.2) iizerinde, iki FLP rekombinaz hedef bolgesinin

bulunmaktadir.

(FRT) i¢inde yer alan aac(3)IV apr direng geni ve RP4 plazmidinin oriT bolgesi




Kalip Plazmidi

EcoRlI

Sstl*
i

Xhol*
£

FRT
iming site
prg aac{3)IV

_.Sstl*

plJ773
4334 bps

onT
FRT

priming site .'hHa'nd I

Sekil 2.2. plJ773 plazmidi.
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Lambda RED rekombinasyon plazmidi olan plJ790 (Sekil 2.3), pKD20

plazmidindeki amp diren¢ geninin (bla) yerine chl direng geninin (cat)

klonlanmasiyla elde edilmistir. pKD20’nin aksine plJ790, Supercosl (kozmit)

varliginda hiicre i¢inde varligini koruyabilmektedir. pIJ790 {izerinde bulunan genler

ve gorevleri asagida listelenmistir:

araC: arabinoz aktivatoriini kodlar.
bet: tek zincirli DNA’ya baglanan proteini kodlar.

cat: kloramfenikol direng geni.

exo: bet geni ile birlikte rekombinasyonu baslatan ekzoniikleaz geni.

gam: konake1 ekzoniikleaz V’1 inhibe eden {iriinii kodlar.
P araBAD: L-arabinoz ile indiiklenebilen promotor.

repA 101ts: sicaklik duyarli replikasyon



=
.“}// cat
.‘"‘r /
| | o101

\ \

Rhal e

bet /)
repA101ts /

A Red Rekombinasyon plazmidi pIJ790

F araBAD

Sekil 2.3. A Red rekombinasyon plazmidi plJ790.
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Streptomyces sp. FR-005 susunun kromozomal DNA’sindan ¢ok kopyali bir

Streptomyces replikonu (4 kbg) izole edilerek bu replikonu igeren pZH1351 (8,3

kbg) bifonksiyonel (mekik) vektor sistemi olusturulmustur (Sekil 2.4). Bu plazmit,

birgok Streptomyces susuna yiiksek transformasyon etkinligi ile aktarilabilmekte,

ampisilin direglilik geni sayesinde E.coli’de, tiyostrepton direnglilik geni sayesinde

de Streptomyces’te segilebilmektedir.

(Belny

g5
S&

Bglll

Pstl OO0
HindIII O
Xbal O

BamHI O
Kpnl O
Sacl O
EcoRI
Bglll

OO

Sekil 2.4. pHZ1351 mekik vektorii.
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2.1.7.Kullanilan ¢ozeltiler
Tiim sterilizasyon islemleri yiiksek basing altinda 121 °C’ta 20 dakika

siireyle gerceklestirilmistir.

Tris-Asetat-EDTA (TAE) (50X)
o 242 g Tris Baz
o 57.1 ml Glasiyal asetik asit

. 100 ml 0.5 M EDTA (pH 8)
Tris-EDTA (TE) Tamponu

o 10 mM Tris-HCI (pH 8)

. 1mM EDTA (pH 8)

20x SSC (pH:7)
o 3 M NaCl

o 0.3 M Sodyum sitrat
Soliisyon I

o 25mM Tris (pH 8)
. 10 mM EDTA (pH 8)

° 50 mM Glukoz
Soliisyon 11

o 0.2 N NaOH

o % 1 SDS
Soliisyon I1I
. % 60 5M Potasyum asetat

o % 11.5 Glasiyal asetik asit



STE+ Lizozim

% 10.3 siikroz

25 mM Tris-HCI (pH 8)
25 mM EDTA (pH 8)

2 mg/ml Lizozim

Lizis Soliisyonu
0.3 N NaOH

%2 SDS
CacCl; Soliisyonu

60 mM CaCl,
% 15 Gliserol

10 mM PIPES
CTAB/NaCl Soliisyonu

% 10 CTAB

0.7 M NacCl
STE Tamponu

% 10,3 Stkroz
25 mM Tris-HCI pH 8
25 mM EDTA

Maleik Asit Tamponu (pH 7.5)

0.1 M maleik asit,

5 M NacCl
Depiirinizasyon Soliisyonu

0.25 M HCI
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Denotralizasyon Soliisyonu
1.5 M NaCl
0.5 M NaOH
Notralizasyon Soliisyonu
1.5 M NaCl
0.05 M Tris-HCI pH 7.2
1 mM EDTA
Pre-Hibridizasyon Soliisyonu
5X SSC
% 1 Bloklama soliisyonu
% 0.1 Sarkosil
% 0.02 SDS
Hibridizasyon Soliisyonu
Prehibridizasyon soliisyonu+ prob
Yikama Tamponu I
2XSSC
% 0.1 SDS
Yikama Tamponu II
% 0.1 SSC

% 0.1 SDS

29
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Deteksiyon Tamponu (pH 9.5)

. 0.1 M Tris-HCI

o 0.1 M NaCl
Yikama Tamponu

o 30 ml Maleik asit Tampon

. 90 ul Tween 20
Bloklama soliisyonu
o 0.5 g bloklama soliisyonu/ 50 ml maleik asit tamponu
Antikor soliisyonu
o Bloklama soliisyonu kullanilarak 5000 defa seyreltilen Anti-Digoksigenin-AP

Renk olusturan substrat

Deteksiyon tamponu iginde seyreltilen NBT/BCIP soliisyonu

2.1.8.Kullanilan Besiyerleri

Luria Bertani Besiyeri

o 10 g NaCl
o 10 g Tripton
. 5 g Maya ozutu

dH,0 ile 1 It’ye tamamlanir ve 121 °C’ta 20 dakika steril edilir (Gust ve ark., 2002).
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2xYT Broth

o 16 g Difco Bacto tripton
o 10 g Difco Bacto maya 6ziitii

o 5 g NaCl

dH,0 ile 1 1t’ye tamamlanir ve 121 °C’ta 20 dakika otoklavlanir (Gust ve ark.,
2002).

Maya oziitii-Malt oziitii Besiyeri (YEME)

. 3 g Difco maya oziitii
o 59 Difco Bacto-pepton
o 3 g Oxoid malt 6ziitii

o 10g Glukoz

. 340 g Siikroz

dH,0 ile 1 It’ye tamamlanir ve 121 °C’ta 20 dakika otoklavlanir (Gust ve ark.,
2002).

Otoklavlandiktan sonra;

o 5mM MgCl,.6H,0

o % 0.5 Glisin ilave edilir.
Tripton soya besiyeri (TSB)

o % 3 Oxoid Tripton Soya besiyeri

dH,0 ile 1 It’ye tamamlanir ve 121 °C’ta 20 dakika steril edilir (Gust ve ark., 2002).
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Mannitol Soya Unu Besiyeri (MS)

o 20 g Mannitol
o 20 g Agar
o 20 g Soya unu

Cesme suyu ile 1 It’ye tamamlanur.

Mannitol ¢esme suyunda ¢oziiliir ve 2 g agar, 2 g soya unu iceren 250 ml’lik
erlenlere 100’er ml olacak sekilde boliiniir. ki defa iist iiste 115 °C’ta 15 dk
otoklavlanir (Gust ve ark., 2002).

SOB Besiyeri

20 g Pepton

5 g Maya oziiti

0.5 g NaCl
o 10 ml 250mM KCI

ddH20 ile 1 1t’ye tamamlanir. SN NaOH ile pH:7.0’e ayarlanir. Otoklavlandiktan
sonra 2M MgCl;’den 5 ml eklenir (Sambrook ve ark., 1989).

R2YE Besiyeri

. 103 g Siikroz

. 0259 K;SO4

° 10.12 g MgCl,.6H,0
o 10g  Glukoz

o 0.1g Kazamino asit
o 229 Agar (% 2.2)

dH,0 ile 800 ml’ye tamamlanir ve 121 °C’ta 20 dakika otoklavlandiktan sonra her

160 ml besiyeri i¢ine asagidaki steril kimyasallar ilave edilir (Thompson ve ark.,

1980):
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. 2 ml KH2PO4 (% 0.5)

. 16 ml CaCl2.2H20 (% 3.68)

o 3 ml L-prolin (% 20)

o 20 ml TES Tampon (% 5.73, pH 7.2)

. 0.4 ml iz element soliisyonu*

1 ml NaOH (1N)

*iz Element Soliisyonu

40 mg ZnCl,

o 200 mg FeCl3.6H,0
o 10 mg CuCl,.2H,0
o 10 mg MnCl,.4H,0

o 10 mg Na,B407.10H,0

10 mg (N H4)6M07024.4H20
TBO Besiyeri ( pH: 6.5)
. 20 g Salga

o 20 g Yulaf

. 259 Agar

dH,0 ile 1 It’ye tamamlanir ve 121 °C’ta 20 dakika otoklavlanir (Aparicio ve ark.,
1999).

Protoplast P (-) Soliisyonu

o 103 g Siikroz
° 24 g K>SO,
o 2.02 g MgCl,.6H,0

. 2 ml Iz element soliisyonu



34

dH,0 ile 800 ml’ye tamamlanir ve 121 °C’ta 20 dakika otoklavlanir (Gust ve ark.,
2002).

Protoplast P (+) Soliisyonu

Her 80 ml P(-) soliisyonu igine asagidaki steril kimyasallar ilave edilir:
o 1 ml KH;PO4 (% 0.5)
(] 10 ml CaCI2.2H20

o 10 ml TES buffer (% 5.73, pH 7.2)

2.1.9.Kullanilan Antibiyotikler

Calismada kullanilan antibiyotikler ve konsantrasyonlari tablo 2.3.’de

gosterilmistir.

Tablo 2.3.Kullanilan antibiyotikler

Antibiyotik Stok konsantrasyon Eﬁg:]i;gz tl;:ll;u;;l;n Striptomyces’de
ullanilan
(mg/ml) (ng/ml) konsantrasyonu(pg/ml)

Apramisin (Apr) 50 50 50
Ampisilin (Amp) 100 100

Kanamisin (Kn) 50 50 50
Kloramfenikol* (Chl) 50 25

Nalidiksik asit? (NA) 25 25
Tiyostrepton ~ (Tsr) 50 50

! Coziicii: %100 Etanol, 2 Coziicii: 0.15 M NaOH
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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, Mmi-Sab Cell CT), Gii¢ kaynag1 (BIO-
RAD, PowerPac Basic), Masa Ustii Santrifiij (Heraeus, Labofuge 400R), Masa Ustii
Santrifij (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 Cihaz1 (Vilmer
Lourmart), Mikrodalga Firin (Kumtel), Spektrofotometre (BIO-RAD, Smartspec
3000), Econo Gradient Pompa (BIO-RAD), Econo UV Monitér (BIO-RAD),
Blotlama sistemi (Amersham), Hibridizasyon firin1 (Amersham)

2.2.YONTEMLER

2.2.1. E. coli’den plazmit izolasyonu

E. coli’den plazmit izolasyonu Sambrook ve arkadaslarinin (1989) yontemi ile
yapilmustir. Uygun antibiyotik iceren 5 ml LB’de 37 °C’ta 12-16 saat bilyiitiilmiis
kiiltiir, oda sicakliginda 4500 rpm’de santrifiij edildikten sonra pelet lizerine 200 pl
soliisyon I (TEG) eklenmis, vortekslenmis ve ependorf tiipine alinmistir. 5 dk oda
sicakliginda bekletildikten sonra iizerine 400 pul Soliisyon II eklenerek karistirilmis
ve her 2 dk’da bir karistirilarak 5 dk boyunca buzda bekletilmistir. Daha sonra 300 pl
Soliisyon III eklenip, her 2 dk’da bir karigtirilarak 10 dk boyunca buzda inkiibe
edilmistir. 14.000 rpm’de, 4 °C’ta 20 dk santrifiij edilmistir. Siipernatant baska bir
tiipe alinarak, 0.6 hacim izopropanol eklenip, karistirllmistir. Yaklasik 5 dk kadar
oda sicakliginda bekletildikten sonra, 11.000 rpm’de 30 dk oda sicakliginda
santrifiijlenmistir. Santrifiijden sonra siipernatant atilip, pelet H,O’da ¢oziilmiistiir.
Soliisyon {iizerine RNaz (10mg/ml) eklendikten sonra 30 dk 37 °C’ta inkiibe
edilmistir. Bu sekilde izole edilen plazmit, Jel Bant Piirifikasyon Kitinden (GE

healthcare) gecirilerek saflastirilmigtir.
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2.2.2. E. coli’den kozmit izolasyonu

E. coli hiicrelerinden Std84 kozmidinin izolasyonu i¢in, plazmit izolasyonunda
uygulanan protokol kullanilmig, ancak kozmit, pirifikasyon kolonundan
gecemeyecek biiyiikliikte oldugundan (yaklasik 39.000 bp) RNaz asamasindan sonra
fenol-kloroform:izoamilalkol (24:23:1) ekstraksiyonu yapilarak saflastirtlmistir. 1:1
oraninda eklenen fenol-kloroform ile karistirilan soliisyon, oda sicakliginda 11.000
rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Ust faz yeni bir ependorfa almarak bu islem en az 3
kez tekrarlanmistir. Ust faz alinarak iizerine esit hacimde kloroform:izoamilalkol
(23:1) karisimi eklenip karistirildiktan sonra 11.000 rpm’de oda sicaklhiginda 5 dk
santrifiij edilerek fenoliin iyice uzaklastirilmasi saglanmistir. Su fazindaki DNA, 3
hacim etanol ile -20 °C’ta 2 saat ya da -80 °C’ta yarim saat bekletilerek
coktiriilmistiir. 4 °C’ta 14000 rpm’de 30 dk santrifiij edildikten sonra pelet
kurutulup dH,O’da ¢6ziilmiistiir.

2.2.3. Elektroporasyon Yontemi

Elektrokompetan hiicreler Gust ve arkadaslari’na (2003) gore hazirlanmistir.
LB besiyerinde bir gece boyunca iireyen E. coli hiicrelerinden, 20 mM MgSOy igeren
SOB besiyerine 1/10 oraninda ekim yapilmistir. Hiicreler, 600 nm’de abzorbans
0.4’e ulasincaya kadar 30 °C’ta diretilmis ve 4 °C’ta 4000 rpm’de 5 dk
santrifiijlenmistir. Pelet 10 ml %10’luk soguk gliserolde ¢oziildiikten sonra ayni
islem iki kez tekrarlanmistir. Ardindan, pelet, 5 ml %10’luk soguk gliserolde ¢oziiliip
santrifiijlendikten sonra son olarak 100ul %10’luk gliserolde ¢oziilmiis ve -80 °C’ta

saklanmustir.

50 pl elektrokompetan hiicre yaklasik 100 ng DNA ile karistirilarak 200 Q,
25 uF ve 2,5 kV degerlerinde elektrik akimina maruz birakilmis ve akim sonunda
‘time constant’ degerinin 4.5-4.9 arasinda ¢ikmasina 6zen gosterilmistir. Daha sonra
hiicreler, antibiyotik icermeyen 1 ml soguk LB ig¢ine alinip 30 °C’ta 1 saat inkiibe
edilmis ve ardindan secgici besiyerlerine yayilarak 30 °C’ta gece boyunca inkiibe

edilmislerdir.
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2.2.4. Streptomyces coelicolor’dan Kromozomal DNA izolasyonu

S. coelicolor genomik DNA’s1 Hopwood ve arkadaslari’na (1985) gore izole
edilmistir. 20 ml TSB besiyerine stok spor soliisyonundan 50 pl inokiile edilerek, 4
giin boyunca 30 °C’ta 220 rpm’de bliyiitilmiistir.

50 ml besiyerine bu 6n kiiltiirden 1/10 oraninda ekim yapilarak hiicreler 2 giin daha
30 °C’ta inkiibe edilmistir. Hiicreler oda sicakliginda 4500 rpm’de 15 dk
santrifiijlenmis ve 10 ml TE tamponunda ¢6ziilen peletin iizerine lizozim (2 mg/ml)
eklenmistir. Karisimim 1.7 ml’si steril bir tiipe ayrildiktan sonra geri kalan1 -20 °C’ta
saklanmigtir. 1.7 ml karisimin iizerine 50 pl %20 SDS ve 50 pl (10mg/ml) RNaz
eklendikten sonra, 37 °C’ta 15 dk inkiibe edilmistir. Daha sonra 6rnek tizerine 300 pl
5 M NaCl ve 249 ul CTAB/NaCl soliisyonu eklenerek 65 °C’ta 10 dk inkiibe
edilmistir.  Oda  sicakliina  sogutulan  Ornek  lizerine esit  hacimde
kloroform:izoamilalkol (CIA, 23:1) soliisyonu eklendikten sonra oda sicakliginda
11.000 rpm’de 5 dk santrifiijlenmistir. Ust faz fenol:CIA (24:23:1) soliisyonu ile
muamele edilmis ve santrifiijlenmistir. Bu islem iki kez tekrarlandiktan sonra ayrilan
ist faz tizerine 0,6 hacim izoproponal eklenerek 14.000 rpm’de 30 dk
santrifiijlenmistir. Pelet %70 etanol ile yikandiktan sonra kurutulmus ve H,O’da

¢Ozilmiistiir.

2.2.5. 8. coelicolor’ dan plazmit izolasyonu

S. coelicolor plazmit DNA’s1 Hopwood ve arkadaslari’na (1985) gore izole
edilmistir. Onceki boliimde anlatildig1 gibi hazirlanan 50 mlI’lik S. coelicolor kiiltiirii
4000 rpm’de 20 dk santrifiij edilmis ve pelet, 5 ml 2 mg/ml lizozim igeren STE
soliisyonunda ¢oziilerek 37 °C’de her 3-4 dk’da bir karistirilarak toplam 30 dk
inkiibe edilmistir. inkiibasyondan sonra 3/5 oraninda lizis soliisyonu eklenerek, 20 sn
vortekslenmis, ardindan 10 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Daha sonra 70
°C’de 10 dk inkiibe edildikten sonra oda sicaklifina inmesi icin beklenmistir. 3 defa
tekrarlanan fenol-kloroform ekstraksiyonundan sonra ayrilan iist fazin {izerine esit
hacimde izoproponal ve hacmin 1/10’i kadar 3M sodyum asetat (pH: 4,8) eklenmis
ve karistirildiktan sonra -20 °C’ta 30 dk inkiibe edilmistir. Soliisyon, 4 °C’ta 10.000
rpm’de 30 dk santrifiijlendikten sonra pelet kurutulup dH,O’da ¢6ziilmiistiir.
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2.2.6. Restriksiyon endoniikleaz kesimleri

Izole edilen plazmit, kozmit ve kromozomal DNA’larmnin restriksiyon
endoniikleaz kesim reaksiyonlari, enzimlerin {retici firmalarinin belirttigi
konsantrasyonlar ve kosullarda onerilen tamponlar kullanilarak gergeklestirilmistir.
Kozmit ve plazmit kesimleri yaklasik 2-5 saat siire ile kesilirken, kromozomal

DNA’larin kesimleri gece boyunca devam etmistir.

2.2.7. Agaroz jel elektroforezi

Niikleik asitlerin, elektroforez yontemi ile agaroz jelde biiyiikliiklerine bagl
olarak ayrilmalar1 saglanmistir. %0.8-1’lik agaroz jeli, IXTAE tamponu kullanilarak
hazirlanmis ve son konsantrasyonu 0.5 pg/ml olacak sekilde EtBr ilave edilmistir.
DNA yiikleme tamponu ilave edilen ornekler, agaroz jele yiiklenerek, iginde
yiirlitme tamponu olarak 1xTAE bulunan elektroforez tankinda 85-120 Volt’ta

yiiriitiilmuslerdir.

2.2.8. Izole edilen DNA’nin jelden geri kazamilmasi

DNA fragmentlerinin agaroz jelden geri elde edilmesi protokolii, Jel Bant
Piirifikasyon Kiti (GE Healthcare) kullanilarak, tiretici firmanin verdigi kullanma

talimatina uygun bir sekilde yapilmstir.

2.2.9. Mutasyon kasetinin hazirlanmasi

ppk geninin blokasyonu i¢in son yillarda Streptomyces’de basariyla uygulanan
PCR temelli yontem kullanilmistir (Gust ve ark., 2003). Bu yontemde, segilen bir
antibiyotik diren¢ geni S. coelicolor ppk geninin yerini almaktadir. Bu ¢alismada,
apramisin diren¢ geni belirte¢ (marker) olarak kullanilmistir. PCR reaksiyonlarinda
apramisin diren¢ genini (aac(3)IV) ve oriT (konjugasyon sirasinda plazmidin
mobilizasyonunu saglar) bolgesinin bulundugu mutasyon kasetini tasiyan plJ773

plazmidi kalip (template) olarak kullanilmistir.

plJ773 plazmidi, EcoRI ve HindIII restriksiyon endoniikleazlar ile kesilmis ve
mutasyon kasetinin hazirlanmasi i¢in yapilacak PCR reaksiyonlarinda kalip olarak
kullanilacak olan segici apramisin kaseti elde edilmistir. 1398 bg¢ uzunlugundaki bu

kaset jelden izole edilerek PCR reaksiyonlarinda kalip olarak kullanilmistir.
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Polifosfat kinaz (ppk) geninin delesyonu i¢in HPLC ile saflastirilmis uzun (59
ve 58 bp) primerler (Tablo 2.4) kullanilmistir. Primerlerin 39 niikleotidlik kismi, S.
coelicolor genom dizisine (http:// strepdb.streptomyces.org.uk) birebir uygun olacak
sekilde tasarlanmisdir. ileri primerin (forward) 39 bazhik kismi ppk geninin 6n

kismindaki bolgeye uyumlu olup ATG baslangi¢ kodonuyla bitirilmistir.

fleri primerin 3> kism1 (20 bp’lik) ise mutasyon kasetinin én kismina uyumlu
olacak sekilde diizenlenmistir. Yine ayni sekilde ters primerin (reverse) 39 bazlik 5°
kismi ppk geninin alt kismindaki bolgeyle uyumlu olacak sekilde ve TGA bitis
kodonuyla bitirilmistir. Ters primerin 3 kismi (19 bp’lik) ise mutasyon kasetinin
arka kismma uyumlu olacak sekilde diizenlenmistir. Bu iki primer, ppk geninde,
sadece ATG ve TGA kodonlar1 kalacak sekilde bir delesyona sebep olacaktir (Sekil
2.5).

Tablo 2.4. Mutasyon kasetinin hazirlanmasinda kullanilan primerler

Tleri 5’aaccatcgattcagccagcecttgegaggctcaccgaatgATTCCGGGGATC
Primer CGTCGACC3’

Geri 5’gtttecggtggaaagteegtecggaatgteegtcgggtcal GTAGGCTGGAG
Primer CTGCTTC3

ATGveya GTGhaslangic kodonuile Durkodonuile
sonlanananlamh zincirden 39 nt sonlanananlamsiz zincirden 39 nt
L> R ATG
_ Gene to be deleted o L_I

* 20 and 19 nt sequences are identical in all cassettes
59 nt upstream primer . | +200t 5 ATT CCG GGG ATC CGTCGACC S
R BT é/ +19nt 8 TGTAGG CTGGAGCTGCTTC
A | 20"

INNKH

Nl

58 nt downstream primer

Sekil 2.5. Primerlerin dizayni
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Kalip olarak plJ773’den elde edilen apramisin diren¢ geni ve uzun primerler
kullanilarak Tag DNA polimeraz enzimi ile polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

gergeklestirilmistir.

50 ul’lik PCR reaksiyonu, 1XTaq polimeraz tamponunda, 1.5 mM MgCl,, 50
uM dNTP (her biri igin), ileri ve geri primerlerin her birinden 50 pmol, 80 ng kalip
DNA ve 2.5 U Taq DNA polimeraz ile gergeklestirilmistir.

Toplam 25 dongliden olusan polimeraz zincir reaksiyonunun bir dongiisii,
denatiirasyon 94 °C’ta 2 dakika, primer baglanmasi 50 °C’ta 45 saniye ve
polimerizasyon 72 °C’ta 90 saniye olacak sekilde diizenlenmistir. Reaksiyon, 94
°C‘ta 2 dakikalik bir denatiirasyon islemi ile baslamis ve 72 °C’ta 5 dakikalik ek bir

polimerizasyon agamasi ile tamamlanmaistir.

2.2.10. S. coelicolor Std84 kozmidinin E. coli BW25113/pl1J790
hiicrelerine aktarilmasi
E. coli BW25113 iginde yer alan, plJ790 plazmidi, kloramfenikol direnglilik

geni (cat) ve sicakliga duyarl replikasyon orijini icermektedir.

E. coli BW25113 kompetan hiicreleri CaCl, yontemiyle hazirlanmistir
(Sambrook ve ark., 1989). Hiicreler, kloramfenikol igeren 10 ml LB besiyerine
ekilerek 30 °C’ta gece boyunca iiretilmistir. Kloramfenikol ve MgSQO, igeren 50 ml
SOB besiyerine bu 6n kiiltiirden 1/100 oraninda ekim yapilmistir. Hiicreler, 600 nm
dalga boyunda abzorbans degeri 0.4-0.6’ya ulasana kadar 30 °C’ta 200 rpm’de
inkiibe edilmistir. 2 santrifiij 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 CaCl, soliisyonunda ¢dziilmiis ve ardindan 4 °C’ta 2500 rpm’de 5 dk santrifiij
edilmistir. Bu basamak 2 defa tekrar edilmistir. Son santrifiij isleminden sonra
peletler toplam 200 pl -500 pl soguk CaCl, soliisyonunda ¢oziilmiis ve soguk
ependorf  tiiplere dagitilmistir. Hicreler, sivi azot iginde hizli bir sekilde

dondurularak — 80 °C’ye kaldirilmislardur.

Uzerinde ppk geni bulunan Std84 kozmidi, E.coli BW25113/ plJ790
hiicrelerine transformasyon yontemi ile aktarilmigtir (Sambrook ve ark., 1989). 50-80
ng arasinda farkli konsantrasyonlarda Std84 kozmidi, kompetan hiicrelerle

birlestirilerek bu karisim buzda 30 dk bekletilmistir. Hiicrelere, 42 °C’ta 45 sn 1s1
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soku uygulanmis ve ardindan buzda 2 dk bekletilmistir. Steril kosullarda {izerine 500
ul LB eklenen hiicreler, 30 °C’ta 1 saat inkiibe edilmistir. Sonrasinda hiicreler, Amp
(100 pg/ml) + Kn (50 pg/ml) + Chl (25 pg/ml) igeren LB kat1 besiyerlerine ekilerek
30 °C’ta bir gece inkiibe edilmistir.

2.2.11. Mutasyon kasetinin Std84 kozmidini iceren E. coli
BW25113/p1J790 hiicrelerine aktarilmasi

Std84 kozmidini iceren E. coli BW25113/plJ790 kompetan hiicreleri
Sambrook ve arkadaglari’na (1989) gore yukarida 2.2.9. boliimde anlatildigi gibi
hazirlanmistir. Hiicreler, Amp (100 ug/ml), Kn (50 pg/ml), Chl (25 pug/ml) ve 10
MM L-arabinoz igeren 100 ml SOB-MgSO, besiyerinde liretilmistir.

Mutasyon kaseti Std84 kozmidi igeren E. coli BW25113/plJ790 hiicrelerine,
yine 2.2.9. boliimde anlatilan yontemle aktarilmis ve transformanlar Apr (50 pg/ml)

+ Kn (50 pg/ml) + Amp (100 pg/ml) iceren LB agarda se¢ilmiglerdir.

2.2.12. Mutant kozmidin metilasyon sistemi olmayan E. coli
ET12567/pUZ8002 hiicrelerine aktarilmasi

CaCl, metodu (Sambrook ve ark., 1989) ile hazirlanan kompetan E. coli
ET12567/pUZ8002 hiicreler, mutant kozmit (Std84 Appk) ile transform edilmistir.
Transformanlar, Apr (50 pug/ml) ve Amp (100 pg/ml)’i birlikte igeren ve sadece Apr
(50 png/ml) iceren LB kat1 besiyerlerinde taranmistir. Her iki besiyerinde de liremesi
gereken transformanlar sadece apramisin igeren besiyerinde iremistir. Bu
transformanlar daha sonra normal sartlarda iiremeleri gereken Apr (50 pg/ml) + Kn
(50 pg/ml) + Chl ( 25pg/ml) antibiyotiklerini igeren besiyerine aktarilmistir.
Tekrarlanan deneylerde transformasyondan olumlu sonug¢ alinamamistir. Bu 6zel E.
coli hiicrelerinde kozmit iizerindeki antibiyotik direnclilik genlerinin ifadelerinin
normalden daha zayif oldugu tespit edilmis ve her seferinde tek cesit antibiyotik

yarim dozda uygulanmigtir.

2.2.13. Mutant kozmidin dogrulugunun PCR ile ispatlanmasi

Std84 Appk ve yaban Std84 kozmidlerinin kalip olarak kullanildigi PCR

reaksiyonunda ppk genine uygun primerler ve Pfx DNA polimeraz enzimi
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kullanilmistir. 25 pl’lik PCR reaksiyonu, 1X Pfx Amplikasyon tamponunda, 0.5
mM  MgSOs, 0,15 mM dNTP (her biri i¢in), ileri ve geri primerlerin herbirinden
0.15 uM, 50 ng kalip kozmit DNA ve 0.5 U Pfx DNA polimeraz ile
gergeklestirilmistir.

Toplam 30 dongiiden olusan polimeraz zincir reaksiyonunun bir dongiisi,
denatiirasyon 94 °C’ta 30 sn, primer baglanmas 65 °C’ta 30 sn ve polimerizasyon 68
°C’ta 3 dk olacak sekilde diizenlenmistir. Reaksiyon, 94 °C‘ta 3 dakikalik bir
denatiirasyon islemi ile baslamis ve 68 °C’ta 10 dakikalik ek bir polimerizasyon

asamasi ile tamamlanmistir.

2.2.14. Mutant kozmidin Streptomyces coelicolor’a transferi
2.2.14.1. Konjugasyon

Std84 Appk kozmidini tasiyan E. coli ET12567+ pUZ8002 6n kiiltiiriinden,
Apr (50 pg/ml) + Kn (50 pg/ml) + Chl (25 pg/ml) iceren 10 ml LB besiyerine, 1/10
oraninda ekim yapilmistir. Hiicreler, 600 nm dalga boyunda abzorbans degeri 0.4’e
ulasana kadar 37 °C’ta 200 rpm’de inkiibe edilmistir. Daha sonra hiicreler iki kez
antibiyotik icermeyen LB ile yikanarak, 1 ml LB’de ¢6ziilmiistiir. Bu sirada, her bir
konjugasyon denemesi i¢in 500ul 2xYT besiyerine 10% sayida S. coelicolor sporu
ilave edilerek 50 °C’ta 10 dk sicaklik soku uygulanmustir. 0.5 ml E. coli
ET12567/pUZ8002 hiicreleri ile 0.5 ml S. coelicolor sporlar1 karistirilarak, kisaca
(yaklasik 1 dk) santrifiij edilmis ve sivinin biiyiik bir kismi1 dokiilerek, hiicreler kalan
50 pl sivida ¢oziilmiistiir. Hiicreler, 107-10* arahginda seyreltilerek antibiyotik
icermeyen MS + 10mM MgCl, agar besiyerlerine 100’er ul ekilmistir. 30 °C’ta 16-
20 saat inkiibasyona birakilan hiicrelerin tlizerleri, besiyerindeki son konsantrasyon
25 pg/ml NA ve 50 ug/ml apramisin olacak sekilde antibiyotik igeren 1 ml dH20 ile
kaplanarak inkiibasyona devam edilmistir. Tekrarlanan deneylerde hicbir konjugan
elde edilememistir. Konjugan kolonilerin elde edilmesi durumunda, ayni tek
koloniler, hem NA (25 pg/ml) + Apr (50 pg/ml) iceren MS besiyerine hem de NA
(25 pg/ml) + Apr (50 pg/ml) + Kn (50 pg/ml) iceren MS besiyerine ekilir ve

apramisine direncli kanamisine hassas olan olasi mutant suslar taranir.



43

2.2.14.2. Protoplast transformasyonu

S. coelicolor protoplastlar1 Hopwood ve arkadaslari’na (1985) gore
hazirlanmistir. S. coelicolor 6n kiiltiirtinden, 100 ul 2.5 M MgCl,.6H,0 ve 1.25 ml
%20 glisin eklenen 50 ml YEME besiyerine 1/10 oraninda ekim yapilmigtir. 20 saat
30 °C’ta 250 rpm’de {iretilen hiicreler daha sonra oda sicakliginda 4500 rpm’de 20
dk santrifiij edilmis ve %10.3 siikroz ile iki kez yikanmistir. Pelet, 20 ml 2 mg/ml
lizozim igeren P(+) soliisyonunda ¢6ziilmistiir. Hiicreler 30 °C’ta, her 5 dakikada
bir dikkatlice karistirilarak 30 dk inkiibe edilmistir. Ik 15 dk ve 30 dk sonunda
mikroskop altinda protoplast olusumu kontrol edilmistir. Daha sonra protoplastlar, i¢i
pamuk ile gevsek¢e doldurulmus 5 ml’lik pipet ucu yardimiyla filtre edilmistir. Bu
sekilde misellerden arindirilan protoplastlar, 3300 rpm’de 4 °C’ta 7 dk santrifiij
edilmis ve P(+) soliisyonu ile 2 kez yikanmustir. Pelet 300 ul P(+) buffer’da
coziilerek, ependorf tiiplere 50’ser ul olacak sekilde boliinerek buz iginde -80 °C’a
kaldirilmastir.

Her bir transformasyon igin, -80 °C’tan alman 50 pl protoplast, cesme suyuna
tutularak hizlica ¢oziilmiistiir. Protoplastlarin tizerine hizli bir sekilde, 5 pl DNA (E.
coli ET12567’den izole edilen mutant kozmit) ve 200 ul PEG + P(+) igeren
karisimdan ilave edilerek pipet yardimiyla 2-3 kez karistirtlmistir. Protoplastlar iki
R2YE besiyerine esit bir sekilde yayilarak ekilmis ve 30 °C’ta 20 saat inkiibe
edilmistir. 20 saat inkiibasyon sonunda petriler, besiyerindeki son konsantrasyon 50

ng/ml olacak sekilde apramisin i¢ceren 1 ml dH;0 ile kaplanmuistir.

Protoplast tranformasyonu sonucunda apramisin igeren R2YE besiyerinde
{ireyen hiicreler arasindan ¢ift rekombinasyon olayinin meydana geldigi susa (Apr®,
Kn" ) rastlanmadigindan tek rekombinasyon (single cross over) olaymin meydana
geldigi herhangi bir apr® koloni, antibiyotik igermeyen R2YE besiyerlerinde ard arda
pasajlanarak c¢ift rekambinasyona zorlanmisdir. Her bir pasaj sonrasinda, aym
hiicreler tek koloni halinde hem NA (25 pg/ml) + Apr (50 ng/ml) igeren hem de NA
(25 pg/ml) + Apr (50 pg/ml) + Kn (50 pg/ml) igeren besiyerlerine ekilerek
taranmistir. NA+Apr besiyerinde {ireyip de NA+Apr+Kn besiyerinde liremeyen S.

coelicolor kolonileri dogru mutantlardir
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2.2.15. Southern Blot

Southern blot Sambrook ve arkadaslari’na (1989) gére yapilmistir. Oncelikle
kromozomal DNA’lar Xhol restriksiyon endoniikleaz ile kesilerek agaroz jelde
yiritilmistir. DNA fragmanlarinin jelden membrana aktarimi blotlama sistemi
(Amersham) ile saglanmistir. 2xSSC soliisyonu ile yikanan membranin iizerinde
bulunan agaroz jelin ylizeyi, sirast ile 30 dk siireyle depiirinizasyon soliisyonu, 30 dk
stireyle dendtralizasyon soliisyonu, 30 dk siireyle noétralizasyon sollisyonu ve son
olarak 90 dk siireyle 20xSSC soliisyonu ile kaplanmistir. Bu siirede sistem vakuma
bagli oldugundan DNA fragmanlari membrana transfer edilmistir. En son, UV 15181
ile DNA’lar membrana sabitlenmistir. Membran 2xSSC ile yikanarak adi filtre kagidi

arasinda 4 °C’ta saklanmustir.

2.2.15.1. Apramisin prop DNA’sinin hazirlanmasi

Apramisin direng geni, plJ773 plazmidinin EcoRI ve HindIll restriksiyon
endoniikleazlar ile kesilip, 1398 b¢ uzunlugundaki apr diren¢ genini bulunduran
bolge agaroz jelden, Jel Bant Piirifiikkasyon Kiti (GE Healthcare) kullanilarak elde
edilmistir (Sekil2.6)

2000 b¢ —»

1500 b¢ — > 1398 be

1000 b¢ —» apramisin
kaseti

Sekil 2.6. Agaroz jelden saflastirilan 1398 bg’lik apr kaseti. M:1 kb’lik molekiiler DNA
belirteci (Fermentas); 1: 1398 bp’lik apramisin kaseti.
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2.2.15.2. ppk prop DNA’sinin hazirlanmasi

ppk geni, laboratuvarimizda siirdiiriilen paralel bir ¢alismayla pBluescript
plazmidine klonlanmistir (Ummiihan Savas’in yiiksek lisans tez ¢alismasi). Soz
konusu pSK-ppk plazmidi, Xhol restriksiyon endoniikleaz ile kesilmis ve ppk genini
bulunduran 1815 bg¢ uzunlugundaki DNA fragmani agaroz jelden saflastirilmistir.
ppk genine 6zgiil 1815 bg’lik DNA fragmani % 0,8’lik agaroz jelde yiiriitiilerek
goriintiilenmistir (Sekil 2.7).

<+— 1815 bg
Ppk
geninin
Xhol
bandi

1700 be

Sekil 2.7. Agaroz jelden saflastirilan 1815 bg¢’lik ppk fragmani. M: Lambda DNA/Pstl
belirteg (fermentas); 1: 1 ul 1815 bp’lik ppk Xhol band:

2.2.15.3. Sinyal Olusumu ve Tespit Edilmesi

Digoksigenin ile treticilerin onerdigi sekilde isaretlenen apramisin ve ppk
problarinin seri dillisyonlart hazirlanarak pozitif yiiklii naylon membrana sirasiyla
emdirilmigtir. Pozitif kontrol olarak BamHI ile kesilmis pBR328 plazmidi
kullanilmistir. 1 ng, 100pg, 10 pg, 1 pg ve 0,1 pg konsantrasyonlarinda hazirlanan

kontrol DNA’s1 ve isaretlenmis problarin 1’er pl’si naylon membrana UV 15181
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altinda sabitlenmistir. Membran, dncelikle 20 ml maleik asit tamponunda 15-25 °C’ta
calkalanarak 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 (detection)

tamponunda 2-5 dk inkiibe edilmistir.

Son olarak membran, taze hazirlanmis 2 ml renk veren soliisyonla (NBT/BCIP)
kaplanarak karanlikta inkiibe edilmistir. Reaksiyonu durdurmak i¢in membran 1 dk

steril dH,0 ile yikanmustir.

Sekil 2.8’de goriildiigii gibi, kontrol DNA’s1 ile karsilastirildiginda, apr probu,
digoksijenin ile basarili bir sekilde isaretlenmemis, buna karsilik ppk probunun

etkinligi hemen hemen kontrol DNA’s1 kadardir.

Ing 100pg 10pg Ipg 0.1pg

Sekil 2.8. DNA Isaretleme metodu ile apr ve ppk problarmin kontrol DNA’s1 ile
karsilagtiriimasi.

2.2.15.4. Prehibridizasyon ve Hibridizasyon

Membran, 55 °C’ta 2-4 saatlik bir prehibridizasyon basamaginin ardindan, ppk
probunun i¢inde oldugu hibridizasyon soliisyonu igerisinde gece boyunca 55 °C’ta
hibridizasyon firininda inkiibe edilmistir. Hibridizasyon soliisyonu daha sonraki
kullanima kadar -20 °C’ta saklanmistir. Hibridizasyondan sonra membran, yikama
tamponu I ile oda sicakliginda 2 defa 15’er dk calkalanarak ve yikama tamponu II ile
55 °C’ta 2 defa 25’er dk calkalanarak yikanmistir. Yikamalardan sonra membran,

maleik asit yikama tamponunda 1-5 dk durulanarak, sirasiyla 100 ml bloklama
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soliisyonunda ve 20 ml antikor soliisyonunda 30’ar dk inkiibe edilmistir. Daha sonra
100 ml maleik asit yikama tamponunda 2 defa 15’er dk yikanan membran, 20 ml
tespit (detection) tamponunda 2-5 dk inkiibe edilmistir. Membran, taze hazirlanmis
10 ml renk veren soliisyonla (NBT/BCIP) kaplanarak karanlikta bekletilmistir. Renk

reaksiyonu membranin dH,O ile yikanmasiyla durdurulmustur.

2.2.16. Mutant susun komplementasyonu

ppk geninden yoksun S. coelicolor’in mutasyonu, yaban tip ppk’nin iizerinde
bulundugu pHZ1351-ppk (Ummiihan Savas’in tez calismasindan) plazmidi ile
gergeklestirilmistir. pHZ1351-ppk ve kontrol olarak kullanilan pHZ1351 plazmidleri
Appk susuna protoplast transformasyonuyla aktarilmis ve transformanlar tiyostrepton
(25 pg/ml) igeren R2YE besiyerinde se¢ilmistir. Transformanlardan izole edilen
plazmidler, Hindlll ve Xbal restriksiyon endoniikleazlar ile kesilerek
dogrulanmislardir. Kesim reaksiyonlari, 10 pl hacimde, 2xTango tamponu

kullanilarak gergeklestirilmistir.

Transformanlardan izole edilen pHZ1351-ppk ve pHZ1351 plazmitleri ile Pfx
DNA polimeraz kullanilarak PCR da yapilmistir. 50 pl’lik PCR reaksiyonu, 1x
amplikasyon tamponunda, 200 uM (her biri) ANTP, 1 mM MgSO4, 0.3 uM ppk ileri
primer, 0.3 uM ppk geri primer, 500ng kalip DNA, enhancer, 3U Pfx DNA

polimeraz ile gerceklestirilmistir.

Toplam 25 dongiiden olusan polimeraz zincir reaksiyonunun bir dongiisi,
denatiirasyon 94 °C’ta 30 sn, primer baglanmasi 65 °C’ta 30 sn ve polimerizasyon 68
°C’ta 3 dk olacak sekilde diizenlenmistir. Reaksiyon, 94 °C’ta 3 dakikalik bir
denatiirasyon islemi ile baslamis ve 68 °C’ta 10 dakikalik ek bir polimerizasyon

asamasi ile tamamlanmustir.

2.2.17. Antibiyotik Ol¢iimleri

Appk oldugu southern blot yontemi ile ispatlanan sus ve yaban sus ile 168
saatlik bir fermentasyon yapilmistir. Mutant sus, 0.185 mM KH,PO4 ve 50 pg/ml
apramisin igeren besiyerinde, yaban sus ise antibiyotik eklenmemis ayni besiyerinde

tiretilmistir. Fermantasyon boyunca, 24., 48., 72., 96., 120., 144. ve 168. saatlerde 4
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ml 6rnek alinmis, bunun 1 ml’si antibiyotik 6l¢iimii i¢in -20 °C’a 3 ml’si kuru agirlik

Ol¢timii i¢in 2 kez dH,0 ile yikandiktan sonra -80 °C’a kaldirilmistir.

Undesilprodigiosin ve aktinorhodin antibiyotiklerinin iiretimi Kieser ve

arkadaslarinin (2000) spektrofotometrik yontemi ile 6l¢iilmiistiir.

-20 °C’tan alman 1 ml’lik &rnekler eritilerek, herbirine 250 ul 5M KOH ilave
edilip kangtirildiktan sonra gece boyunca 4 °C’ta inkiibe edilmistir. Daha sonra
ornekler 14.000 rpm’de 20 dk santrifiijlenerek, pelet ve siipernatant birbirinden

ayrilmistir. Aktinorhodin, siipernatantta 640 nm dalga boyunda Sl¢iilmiistiir.

Pelet 0,5 M HCl ile 2 kez yikanmis ve 1 ml 0,5 M metanol-HCI karisiminda 2
saat bekletilmistir. 11.000 rpm’de 15 dk santrifiijlendikten sonra siipernatantta
undesilprodigiosin, 530 nm dalga boyunda dl¢iilmiistiir.

Antibiyotik aktiviteleri, spektrofotometrede Olgiilen degerlerin, aktinorhodin
icin € = 25.23 ile, undesilprodigiosin i¢in ise € =100.5 sabit degerleri ile garpilarak
hesaplanmustir.

Kuru agirlik 6lgiimii icin -80 °C’a kaldirilan peletler eritilerek kurutma
kaplarma alimmis ve 4 giin boyunca 80 °C’ta kurutulduktan sonra agirliklari
Ol¢iilmiistiir. Antibiyotik aktiviteleri kuru agirliga boliinerek spesifik aktiviteleri elde

edilmistir.

2.2.18. S. coelicolor Appk Sus ve Yaban Tip Suslarin R2YE
Besiyerinde H,O, Hassasiyetlerinin Karsilastirilmasi

H.0, hassasiyetlerini karsilastirmak igin, S. coelicolor ve S. coelicolor Appk
suslarinin sporlari, 0.37 mM, 1 mM, 1.85 mM ve 3.7 mM KH,PO, iceren R2YE kati
besiyerlerine esit sayida ekilmistir. Daha sonra her bir petrinin ortasina, 100 mM
H,O, solisyonundan 20 pl emdirilmis diskler (whatman membranindan
hazirlanmistir) yerlestirilmistir. Hiicreler, 30 °C’ta 3 giin inkiibe edilmis ve disk

etrafinda olusan halkasal bolgenin ¢ap1 6l¢iilmiistiir.
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3. BULGULAR

3.1. Mutasyon Kasetinin Hazirlanmasi

ppk geninin blokasyonu i¢in PCR temelli bir yontem (Gust ve ark., 2003) ile

apramisin direng geninin S. coelicolor ppk geninin yerini almasi saglanmuistir.

Mutasyon Kkasetinin hazirlanmasi ig¢in, PCR reaksiyonunda kalip olarak
kullanilacak olan 1398 bp’lik apramisin kaseti, plJ773 plazmidinden EcoRI ve
HindIII enzimleri ile kesilerek (Sekil 3.1.A) jelden izole edilmistir (Sekil 3.1.B).

plJ773
plasmidi
<+—1398 be
apramisin
kaseti
2000 b¢—>
1500 b¢c—»

1000 be—»

1398 be
<—apramisin
kaseti

Srm—
———
—
- -
- -
e
- —a
- .
L

A

Sekil 3.1. 1398 bp’lik apramisin kasetinin hazirlanmasi. A. M: 1 kb’lik molekiiler DNA
belirteci (Bioron); 1: EcoRI-HindIII endoniikleazlar ile kesilen plJ773 plazmidinin agaroz jel
gortintiisii. B. M:1 kb’lik molekiiler DNA belirteci (Fermentas); 1: 1398 bp’lik apramisin

kaseti.

Apramisin kasetinin kalip olarak kullanildigi PCR reaksiyonu sonucunda 1476

b¢’lik mutasyon kaseti elde edilmistir (Sekil 3.2).
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1476 b¢—> B <+— 1700 be
mutasyon T <+— 1115 be
kaseti

Sekil 3.2. M: Lambda DNA/Pstl belirteci (Fermentas); 1: 1476 bg’lik mutasyon kaseti.

3.2. E. coli BW25113/ plJ790°’nin Std84 Kozmidi ile
Transformasyonu

Uzerinde ppk geni bulunan Std84 kozmidi, E. coli BW25113/ plJ790
hiicrelerine transformasyon yontemi ile aktarilmistir (Sambrook ve ark., 1989).
Ampisilin ve kanamisine direngli transformanlardan herhangi bir tanesi segilerek

kozmit izole edilmistir (Sekil 3.3).



o1

i
“ <+— Std84

10000 b —» kozmidi

LA L LAl

Sekil 3.3. E. coli BW25113 hiicrelerinden izole edilen Std84 kozmidi. M: 1 kb’lik DNA
belirteci (Bioron), 1: Std84 kosmidi.

3.3. Mutasyon Kasetinin Std84 Kozmidini Tasiyan E. coli
BW25113/p1J790  Hiicrelerine  Aktarilarak  mutant

kozmidin olusturulmasi

Std84 kozmidini tagiyan E. coli BW25113 kompetan hiicrelerine ppk geninin
alt ve iist bolgeleriyle uyumlu 1476 bg’lik mutasyon kaseti transformasyon yontemi
ile aktarilmistir. plJ790 plazmidi, E. coli BW25113 icerisinde mutasyon kaseti ile
plazmid arasinda ¢ift rekombinasyon (double cross-over) olaymin gergeklesmesini
saglayarak antibiyotik diren¢ geni S. coelicolor ppk geninin yerini almistir. Bu
sekilde olas1 ppk geninden yoksun Std84 kosmidler (Appk) elde edilmistir.
Transforman hiicrelerden Std84 Appk kozmidi izole edilmis (Sekil 3.4.A) ve mutant
kozmidlerin  varligt ppk probunun kullanildigi hibridizasyon deneyi ile
dogrulanmistir (Sekil 3.4.B). Izole edilen olas1 Std84 Appk kozmit DNA’lari
arasindan ppk probu ile eslesmeyen 1 numarali kozmit sonraki deneylerde

kullanilmak tizere secilmistir.
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10000 b¢—> Piitatif
Std84
Appk
kosmidler
A.
1 2 3 4 5 6
-
e a =3
B.

Sekil 3.4. Std84 mutant kozmidin olusturulmast A. M: Lambda DNA/Pstl belirteci
(Fermentas); Pitatif Std84 Appk kozmidleri. B. Std84 Appk kozmidinin ppk probu ile
hibridizasyonu sonucunda tespit edilmesi. 1: (-) Kontrol olarak kullanilan pBlueskript
plazmidi; 2: (+) Kontrol olarak kullanilan Std84 kozmidi; 3: Pitatif kozmit 1; 4: Piitatif
kozmit 2; 5: Piitatif kozmit 3; 6: Piitatif kozmit 4.
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ppk geninden yoksun kozmidin dogrulugu, ppk genine 0zgiil primerler
kullanilarak yapilan PCR ile de gosterilmistir. Pozitif kontrol olarak ppk geninin
klonlandig1 pBluescript plazmidi (pSK+ppK) ile orjinal Std84 kozmidinin kullanildig:
PCR reaksiyonlar1 sonucunda, sadece mutant kozmidde, ppk genine 6zgiil 2890

b¢’lik DNA fragmani gézlenmemistir (Sekil 3.5).

et

N

[U—" "

=1 ] «— 2890 be

et ppk
band1

Sekil 3.5. Std84 Appk kozmidinin dogrulugunun PCR ile ispatlanmasi. M: 1 kb DNA
belirteci (Fermentas); 1: Std84 kozmidinin kalip olarak kullanildigi reaksiyon sonucu; 2:
Std84 Appk kozmidinin kalip olarak kullanildig1 reaksiyon sonucu; 3: pSK+ppk plazmidinin
kullanildig: reaksiyon sonucu.

3.4. Mutant kozmidin metilasyon sistemi olmayan E. coli
12567/pUZ8002 hiicrelerine aktarilmasi

S. coelicolor’'in ¢ok giiglii bir metil spesifik restriksiyon sistemi
bulundugundan, olusturulan mutant kozmidin S. coelicolor’a aktarilmasi ancak
metilasyon sistemi olmayan E.coli ET12567/pUZ8002 hiicrelerinin kullanilmasiyla

miumkindiir.
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Mutant kozmidin E.coli ET12567/pUZ8002’¢ aktarilmasi asamasinda sorunlar
yasanmistir. Transformasyon deneylerinde standart kimyasal yontemlerden
(Sambrook ve ark., 1989) bir sonug elde edilemeyince, elektroporasyon yontemi
(Gust ve ark., 2003) denenmis ancak tekrarlanan deneylerde olumlu sonug
alinamamustir. Bu 6zel E. coli hiicrelerinde kozmit iizerindeki antibiyotik direnglilik
genlerinin ifadelerinin normalden daha zayif oldugu tespit edilmis ve her seferinde
tek gesit antibiyotik yarim dozda uygulanarak mutant kozmidi tasiyan olasi E. coli
ET12567/pUZ8002 hiicreleri elde edilmistir. Transformanlardan bir tanesi secilerek

metillenmemis mutant kozmit izole edilmistir (Sekil 3.6).

Sekil 3.6. E. coli ET12567/pUZ8002 (dam™ dcm’) hiicrelerinden izole edilen Std84 Appk
kozmidi. M: Lambda DNA/Pstl belirteci (Fermentas); 1: Std84 Appk kozmit.

3.5. Mutant Kozmidin Streptomyces coelicolor’a Transferi
ve ppk mutantlarimin taranmasi

Mutant kozmidi tasiyan E. coli ET12567/pUZ8002 ile S. coelicolor’in
konjugasyonu gerceklestirilmistir (Kieser ve ark.,, 2000). Degisik kosullarin
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denendigi farkli konjugasyon deneylerinde, segici besiyerinde {iireyen hi¢ bir

konjugan elde edilememistir.

Konjugasyon denemelerinden sonu¢ alimamayinca Std84Appk kozmidi S.
coelicolor‘a protoplast transformasyonu yontemiyle aktarilmistir (Hopwood ve ark.,
1984). Kozmit, S. coelicolor iginde replike olmadigindan kromozoma uygun
bolgeden tek yonlii rekombinasyonla (single cross over) integre olmasi
beklenmektedir. Bu sekilde olusan apramisine direngli transformanlar elde edilmistir.
Transformanlarin arasindan bir tanesi segilerek antibiyotiksiz R2YE besiyerinde ard
arda pasajlanarak ¢ift yonli rekombinasyona (double cross over) zorlanmstir.
Apramisine dayanikli kanamisine hassas piitatif S. coelicolor ppk mutant suslari

taranmistir. Olas1 5 transforman segilmistir (Sekil 3.7).

Sekil 3.7. Piitatif S. coelicolor Appk suslarmin taranmasi. A: Nalidiksik asit ve apramisin
iceren R2YE besiyeri lizerindeki hiicreler; B: Ayni hiicrelerin nalidiksik asit, apramisin ve
kanamisin igeren R2YE besiyeri {izerindeki tireme durumlari.

3.6. Mutasyonun Southern Blot ile Ispatlanmasi

Yaban tip S. coelicolor ve olasi S. coelicolor Appk suslarindan kromozomal
DNA izolasyonu yapilarak, DNA’lar ppk geni iginde kesim bolgesi bulunan Xhol
restriksiyon endoniikleaz ile kesilmistir (Sekil 3.8.A; Sekil 3.8.B).
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Kromozomal DNA’lar naylon membrana southern blot yoOntemiyle

aktarilmigtir. ppk probu ile gerceklestirilen hibridizasyonun sonucunda, yaban susta

1815 bp’lik DNA band1 goriiliirken, ppk mutantinda ayni1 bant gozlenmemistir (Sekil
3.8.C).

Anin I
746 aa L
1 Lot buatnbintitiodistued oo bbbt vt et wtilist bbbt doti bt b o b i bl 2320
[ I I O I [ FIE L |
#Eagl #A1wl Earl #MzpAll IFil
Tepdal Bst¥l %Fzpl Earl HpyCHAITI
*PaeR7I Bizalll Bzalll HpyCHATTI
ihol, ¥Eag] Bstil *M1ul
#TLiI #3F11 #Alwl MzpAll
*Fapl Btz Tapdal FMlul
T=pRI TapRI *PaeR7I
Btsl *¥T1iL
*xhal
—

Xhol ba

1815 bei=

Sekil 3.8. Mutasyonun southern blot ile ispatlanmasi.A. ppk geni igindeki Xhol enzim kesim
bolgeleri. B. Xhol ile kesilmis kromozomal DNA’larin agaroz jel goriintiisii. C. Southern
blot sonucu. M: 1 kb DNA belirteci (Bioron); 1: Xhol ile kesilmis yaban tip kromozomal
DNA’s1; 2,3,4: Xhol ile kesilmis S. coelicolor Appk kromozomal DNA’lari (farkli

konsantrasyonlarda); 5: 1 kb DNA belirteci (Bioron)
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3.7. S. coelicolor ve Mutant Susta Aktinorhodin ve
Undesilprodigiosin Uretimlerinin Karsilastirilmasi

S. coelicolor ve mutant susglarin, aktinorhodin ve undesilprodigiosin iiretimleri sivi
R2YE besiyerinde ol¢iilmiistiir. Gergeklestirilen 168 saatlik fermentasyon sirasinda
Appk susunun bu besiyerindeki liremesinin yaban tip ile hemen hemen ayni oldugu
gozlenmistir (Sekil 3.9). Aktinorhodin tiretimi her iki susta da hiicrelerin 48. saatten
sonra duragan faza girmesi ile baslamistir. Yaban susun aktinorhodin iiretimi 72.
saatte en yliksek degere ulagsmis ve bu saatten sonra biraz azalarak fermentasyonun
sonuna kadar hemen hemen ayni seviyede kalmistir. Mutant susun aktinorhodin
tiretimi ise 72. saatten sonra artarak devam etmis ve 120. saatte en yliksek degere
¢ikmistir. Mutant susun aktinorhodin {iretiminin 120. saatte yaban susa gore 5 kat
daha fazla oldugu gozlenmistir (Sekil 3.10). Yaban ve mutant suslarin aktinorhodin
iretim degerleri her saat icin “t testi” ile degerlendirilmistir. Sig. P’nin <0.05 olmasi,
karsilastirilan iki grup arasinda fark oldugunu goéstermektedir. Buna gore, yaban ve mutant
suslarin aktinorhodin iiretimleri arasinda, 24. ve 48.saatlerde herhangi bir fark bulunmadig,
72.,96., 120., 144., 168. saatlerde ise aktinorhodin iiretim degerleri arasinda fark bulundugu

istatistiki verilerle gosterilmistir (“t testi” sonuglari EK-1"de verilmistir).

Undesilprodigiosin iiretimine bakildiginda ise yaban sus ve mutant sus hemen
hemen ayn1 seviyede antibiyotik iiretmislerdir (Sekil 3.11). Tekrarlanan deneylerde
ayni sonuglar elde edilmistir. Yaban ve mutant suslarin aktinorhodin iiretim degerleri her
saat icin “t testi” ile degerlendirilmistir. Bu teste gore, yaban ve mutant suslarin
undesilprodigiosin tiretimleri arasinda, 24., 96., 120., 144., 168. saatlerde herhangi bir fark
bulunmadigi, 48. ve 72. saatlerde ise antibiyotik tiretim degerleri arasinda fark bulundugu

istatistiki verilerle gosterilmistir (“t testi” sonuglari EK-1’de verilmistir).
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Ureme Egrisi

3,5
3 ——YT

—=— Appk
2,5
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0 24 48 72 96 120 144 168

zaman (saat)

Sekil 3.9. S. coelicolor ve S. coelicolor Appk suslarinin tireme egrisi

Aktinorhodin

Speslflk Aktlvite nM/mg

0 24 48 72 96 120 144 168
zaman (saat)

Sekil 3.10. Aktinorhodin spesifik aktivitesi.Yaban ve mutant suslarin aktinorhodin {iretim

degerleri her saat i¢in “t testi” ile degerlendirilmistir (“t testi” sonuglar1 EK-1’de verilmistir).
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Undesilprodigiosin YT
100- " Appk

90+

Spesifik Aktivite nM/mg

0 24 48 72 96 120 144 168

zaman(saat)

Sekil 3.11. Undesilprodigiosin  spesifik aktivitesi. Yaban ve mutant suslarin
undesilprodigiosin iiretim degerleri her saat i¢in “t testi” ile degerlendirilmistir (“t testi”

sonuglart EK-1’de verilmistir).

S. coelicolor ve mutant suslarin antibiyotik dretimleri, farkli fosfat
konsantrasyonlari igeren katt R2YE besiyerinde de karsilagtirilmistir. Appk ve yaban
tip suslar besiyerine esit miktarda ekilmistir. Sekil 3.12°de de gorildigi gibi
denenen farkli fosfat konsantrasyonlarinin hepsinde Appk sus yaban susa gore daha

fazla antibiyotik tiretmistir.
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(-) KH2PO, 0.37 MM KH,PO, 1.48 mM KH,PO,
Appk yaban tip Appk yaban tip Appk

Sekil 3.12. Appk sus ve yaban tipin farkli fosfat konsantrasyonlarinda antibiyotik
iiretimlerinin karsilagtirilmasi.

3.8. Mutant susun farkl besiyerlerinde iiremesi

R2YE zengin besiyerinde iireyebilen S. coelicolor Appk susunun diger
besiyerlerinde lireyebilme yetenegine bakilmistir. Apramisin igeren TSA, TBO ve
MS besiyerlerinde Appk susunun iireyemedigi goriilmiistiir (Sekil 3.13; Sekil 3.14).
Ayni1 besiyerleri antibiyotiksiz kullanildiginda yaban tip normal iireme gosterirken,
mutant susun liremesinde gecikme gozlenmis ve yaban susla karsilastirildiginda etkin
spor olusturamamstir. Ornek olarak yaban tip ve mutant susun MS besiyerindeki
tiremesi  gosterilmistir (Sekil 3.14). Mutant susun sporlarinin germinasyonunda

herhangi bir sorun goériilmemistir.

TBO Besiyeri TSA Besiveri

Sekil 3.13. Appk susunun apramisin igeren TBO (A) ve TSA (B) besiyerlerinde iireme
durumu.
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Yaban sus Appk sus AppkK sus

A. B.

Sekil 3.14. A. Yaban ve mutant suslarin MS besiyerindeki ireme durumlari. B. Appk
susunun apramisin igeren MS besiyerlerinde tireme durumu.

3.9. Mutant Susun ppk Geni ile Komplementasyonu

Mutant susta, aktinorhodin iiretiminde goriilen bu artisin, mutasyonun yarattigi
polar etkiden degil de ppk geninin delesyonundan kaynaklandigini gostermek
amactyla, yaban ppk geni pHZ1351 iizerinde S. coelicolor Appk susuna aktarilmistir.
Negatif kontrol olarak pHZ1351 plazmidi de mutant susa aktarilmistir. Tiyostreptona
direncli transformanlar arasindan iki tanesinden plazmit izolasyonu yapilmistir (Sekil
3.15). Plazmidlerin dogrulugu restriksiyon endoniikleaz kesimleri ile gosterilmistir
(Sekil 3.16). pHZ1351 ve pHZ1351+ppk plazmidleri, Hindlll ve Xbal restriksiyon
endoniikleazlar ile kesildiginde ppk genine denk gelen 2890 bg¢’lik fragman sadece
pHZ1351+ppk plazmidinde gorilmistiir .
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11190 be
8300 be

Sekil 3.15. Mutant sustan izole edilen pHZ1351+ppk ve pHZ1351 plazmidleri. M: 1 kb
DNA belirteci (Bioron); 1: pHZ1351 plazmidi, 2: pHZ1351+ppk plazmidi.

S «— 8300 be

8000 be —> = pHZ1351

3000 be —> 2980 be
— ppk geni
()

B

Sekil 3.16. Mutant sustan izole edilen pHZ1351+ppk ve pHZ1351 plazmidlerinin
dogrulanmasi. M: 1 kb DNA belirteci (Bioron); 1: pHZ1351+ppk plazmidinin Xbal-HindlII
kesimi, 2: pHZ1351 plazmidinin Xbal-Hindlll kesimi.
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S. coelicolor Appk’'dan izole edilen pHZ1351+ppk plazmidinin dogrulugu ppk
genine uyumlu primerlerin kullanildigt PCR ile de gosterilmistir (Sekil 3.17).
pHZ1351+ppk plazmidinin kalip olarak kullanildigi reaksiyon sonucunda ppk
genine denk gelen 2890 b¢’lik DNA fragmani elde edilmistir. Reaksiyonda pozitif
kontrol olarak pSK+ppk plazmidi, negatif kontrol olarak da pHZ1351 kullanilmustir.

<+——2890 b¢

ppk
bandi

3000 bg—»

Sekil 3.17. Mutant sustan izole edilen pHZ1351+ppk plazmidinin dogrulugunun PCR ile
gosterilmesi. M: 1 kb DNA belirteci (Bioron); 1: pSK+ppk plazmidinin kalip olarak
kullanildigit PCR sonucu; 2: pHZ1351+ppk plazmidinin kalip olarak kullanildigt PCR
sonucu; 3: pHZ1351 plazmidinin kalip olarak kullanildigi PCR sonucu.

S. coelicolor Appk ve pHZ1351+ppk plazmidini tasiyan mutant suslarinin TSA
ve TBO kat1 besiyerlerinde lireme durumlar1 karsilastirilmistir. Suslar, besiyerlerine
10° spor olacak sekilde ekilmislerdir. S. coelicolor Appk susu apramisin varliginda
her iki besiyerinde de lireyememistir (Sekil 3.18.A). Buna karsilik, pHZ1351+ppk
plazmidini tagiyan AppK sus, apramisin i¢ceren TSA ve TBO besiyerlerinde iiremistir

(Sekil 3.18.B).
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TBO Besiyeri TSA Besivyeri

TBO Besiyeri TSA Besiyeri

Sekil 3.18. A. Appk susun TBO ve TSA kat1 besiyerlerinde tireme durumu. B. pHZ1351-ppk
plazmidini tagryan Appk susun TBO ve TSA kat1 besiyerlerinde tireme durumu.

S. coelicolor, S. coelicolor Appk ve pHZ1351+ppk plazmidini tasiyan Appk
suslarinin antibiyotik tiretimleri R2YE besiyerinde karsilastirilmistir. Sekil 3.19°da
gorildigi gibi, S. coelicolor Appk susunun antibiyotik tiretimi yaban susa ve
pHZ1351+ppk plazmidini tasiyan Appk susuna gore oldukga fazladir. ppk geni ile
mutasyonu tamamlanan AppK susun antibiyotik {iretimi gerileyerek yaban susla

hemen hemen ayni1 seviyeye inmistir.
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Yaban Komplementer

Sekil 3.19. S. coelicolor, pHZ1351+ppk plazmidini tasiyan Appk susu (Komplementer) ve S.
coelicolor Appk susunun antibiyotik tiretimlerinin R2YE besiyerinde karsilastirilmast.

3.10. Appk Sus ve Yaban Suslarin H,O, Hassasiyetlerinin
Karsilastirilmasi

Yaban ve Appk suslarinin, oksidatif strese dayanikliliklari, farkli fosfat
konsantrasyonunda hazirlanmis R2YE kat1 besiyerlerinde karsilagtirilmigtir. Her bir
sustan besiyerlerine esit sayida spor ekilmistir. S. coelicolor susu biitiin
besiyerlerinde H,0, varliginda etkin bir sekilde iirerken, Appk susu ayni kosullarda
H,O2’ye hassasiyet gostermistir (Sekil 3.20). Farkli fosfat konsantrasyonlari

sonuglar1 etkilememistir.
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0,37 mM KH,PO, 1 mM KH,PO, 1,85 mM KH,PO, 3,7 mM KH,PO,
Yaban Tip Yaban Tip Yaban Tip Yaban Tip

\

0,37 mM KH,PO, 1 mM KH,PO, 1,85 mM KH,PO, 3,7 MM KH,PO,
Appk sus Appk sus Appk sus Appk sus

L

Sekil 3.20 Appk sus ve yaban suslarin R2YE besiyerinde H,0, hassasiyetlerinin
kargilastiriimasi.
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4. TARTISMA VE SONUC

Bakterilerden yiiksek okaryotlara kadar bir ¢ok canli, enerjiyi ve fosfati, fosfat
polimerleri halinde depo ederler. Polifosfat (PoliP) olarak adlandirilan ve uzunluklari
750 rezidiiye kadar ulasabilen bu polimerler, ppk geninin kodladig: polifosfat kinaz
tarafindan, ATP’nin kullanilmas1 ile geri doniisiimlii olarak sentezlenmektedir
(Akiyama ve ark., 1992). Hiicre i¢cinde inorganik fosfat’a (Pi) ihtiya¢ oldugunda bu
polimerler fosfat kaynagi olarak kullanilirlar (Van Dien ve Keasling, 1999).

PoliP polimerinin, degisik organizmalarda fazla miktarda ve farkh
lokasyonlarda bulunmasi, bu molekiiliin fosfat kaynagi olmasi disinda baska bir ¢ok
gorevi oldugunu diisiindiirmektedir. Birgok calismada, polifosfat kinazin ve bu enzim
tarafindan sentezlenen polifosfatlarin, enzim aktivitelerini diizenleme ve ¢ok sayida
genin kontroliinde gorev alma gibi 6nemli fonksiyonlar1 yerine getirerek, bakterilerin
aktif bliyime fazindan duragan faza gecisinde, ayrica duragan fazda ve stres
kosullarinda yasamlarini devam ettirebilmelerinde Onemli role sahip olduklar
gosterilmistir  (Kornberg ve ark., 1999). PoliP’ler aym1 zamanda,
mikroorganizmalarda, biyofilm olusumu, hareketlilik, agir metal detoksifikasyonu,
fosfat biyoremediasyonu ve patojen bakterilerin viriilans 6zelliklerinin korunmasi

icin de ¢ok onemlidir.

Streptomycete’ler, ticari antibiyotiklerin % 75’1 de dahil olmak {izere ¢ok
sayida biyoaktif metabolit sentezleme kapasitesine sahip olmalar1 dolayisiyla
biyoteknolojik agidan ¢ok dnemli olmalarina ragmen, literatiirde, Streptomyces’lerin
poliP metabolizmas1 ve bu polimerin antibiyotik iiretimiyle nasil bir baglantisi
oldugu konularinda bilgimiz dahilinde sadece 2 yayin bulunmaktadir. S. lividans ile
ayni grup tarafindan yapilmis bu caligmalarda, polifosfat kinaz’i kodlayan ppk
geninin bloke edilmesi, antibiyotik biyosentezinde artisa sebep olmustur (Chouayekh
ve Virolle, 2002; Ghorbel ve ark., 2006). ppk geninin S. lividans’ta antibiyotik
biyosentezine negatif etkisinin biitiin Streptomyces tiirleri i¢in genel bir etki olup
olmadig1 bilinmemektedir. PoliP polimerinin 6nemi son yillarda ortaya ¢ikmaya

basladigindan literatiirde bu polimer ile ilgili bilimsel bosluk vardir.

Bu ¢alisma, ppk geninin iriiniiniin S. lividans’da antibiyotik biyosentezine
negatif etkisinin Streptomyces coelicolor tiirii i¢in de gegerli oldugunu gdsteren

bulgular igermektedir. S. coelicolorm ppk geni, Std84 kozmidi kullanilarak PCR
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temelli bir yontem ile bloke edilmis ve polar etki yaratmayacak olan bu mutasyonun
PCR ve ‘Southern hibridizasyon yontemi’ ile dogrulanmasinin ardindan antibiyotik
iiretimine etkisi incelenmistir. Bu ¢alismada kullanilan PCR bazli yontem daha 6nce
de bir¢ok ¢alismada basarili bir sekilde kullanilmistir (Tunca ve ark., 2007; Mendes
ve ark., 2007; Lu ve ark., 2007)

Mutasyonun olusturulmasi i¢in Oncelikle, kozmit iizerinde bulunan S.
coelicolor ppk geninin, baslangi¢ ve bitis bolgesinde bulunan niikleotidler ile
homoloji gosteren primerler kullanilarak PCR ile elde edilen secici kaset (apramisin
kaseti) ile yer degistirmesi saglanmistir. Rekombinasyon olayi, A RED (gam, bet, ex)
rekombinasyon plazmidi plJ790’nin (Datsenko ve Wanner 2000) kullanilmastyla
gergeklestirilmistir. Bu calismada segici kaset olarak, plJ773 plazmidinde bulunan

apramisin kaseti kullanilarak ppk geninden yoksun Std84 kozmidi elde edilmistir.

S. coelicolor’in giiglii bir metil-spesifik restriksiyon sistemi bulunmaktadir.
Elde edilen mutant kozmidin S. coelicolor’a transferi ancak DNA metilasyon
sisteminden yoksun bir ara konak¢i (E. coli ET12567) sayesinde miimkiin
olacagindan, bu asamada pUZ8002 plazmidini tagiyan E. coli ET12567 hiicreleri
kullanilmigtir. pUZ8002 plazmidi, E. coli hiicreleriyle Streptomyces hiicreleri
arasinda konjugasyon olayini miimkiin kilmaktadir. Bu asamada, kozmit {izerindeki
antibiyotik direnglilik genlerinin bu 6zel E. coli hiicrelerinde normalden daha zayif
ifade edilmesi iist iiste alinan negatif sonuglara sebep olmus ve bu problem, her

seferinde tek ¢esit antibiyotigin yarim dozda kullanilmastyla ¢oziilmiistiir.

Actinomycete’lerde konjugasyon ile gen aktarimi oldukg¢a pratik, az zaman
alan, ve en Onemlisi glivenilir bir yontemdir. Ancak tez calismasi sirasinda farkl
kosullar denendigi halde yontem g¢alismadigindan, mutant kozmit S. coelicolor’a

protoplast transformasyonuyla aktarilmis ve mutant sus Appk elde edilmistir.

ppk geninin blokasyonu ile elde edilen S. coelicolor ppk mutant (Appk) susta
aktinorhodin tiretiminde, 120. saatte yaban susa gore yaklasik 5 kat artis oldugu
goriilmiistiir. Undesilprodigiosin tretimleri karsilastirildiginda ise yaban sus ve
mutant sus hemen hemen ayni seviyede antibiyotik iiretmislerdir. Antibiyotik
Olctimlerinin yapildig1 fermentasyonda yaban tip ve mutant susun Uremelerinin

benzer oldugu gozlenmistir.
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Chouayekh ve Virolle de 2002 yilinda yaptiklar ¢aligmada, ppk genini bloke
ederek, kati besiyerinde S. lividans TK24’de aktinorhodin biyosentezinde artis
gormiislerdir. Bu ¢alismada, ppk geninin {riiniiniin antibiyotik tretimi tizerindeki
negatif etkisinin, poliP hidroliziyle olusan hiicre i¢i fosfatin dogrudan yada dolayl
olarak antibiyotik biyosentez yolaklarinda gorevli spesifik aktivatorleri kodlayan

genlerin represyonuyla gerceklestigi 6ne stiriilmiistiir.

2006 yilinda yine ayni grup (Ghorbel ve ark., 2006), Streptomyces tiirlerinde
antibiyotik biyosentezinin hiicrenin enerji dengesine gore tetiklendigini 6ne siiren bir
hipotez gelistirmislerdir. Pi kitligi durumunda, ppk mutant hiicrelerde PoliP
rezervlerinin ATP sentezi i¢in kullanilamamasi nedeni ile 6nemli oranda bir enerji
eksikligi olustugu ve bu enerji agigim1 kapatmak i¢in hiicrelerin ATP yapiminda
gorevli olan diger biitiin merkezi metabolik yollar giiclii bir sekilde aktive ettigi ileri
striilmiistir. Bu yollarin kullanilmas1 hiicrede yiiksek diizeyde karbon iskeletleri,
indirgenmis kofaktorler (NADH ve NADPH) ve ATP birikimine neden olacagindan,
hiicrenin duragan faza girmesini takiben, anabolizma i¢in kullanilamayan bu anahtar
bilesiklerin antibiyotik biyosentezinde kullanildig1 diislintilmektedir. Pi yoklugunda
tim bu adaptif siireglerin dogal susta da gergeklestigi ancak ppk mutant susta bu

sireclerin oldukga yiiksek seviyede oldugu 6ne siiriilmiistiir.

Bu ¢alismada, ppk mutant susta undesilprodigiosin iiretiminde yaban susa gore
artis goriilmemesi yine Chouayekh ve Virolle’iin (2002) sonuglariyla ortiismektedir.
act (aktinorhodin) ve red (undesilprodigiosin) genlerinin ifadesi sirasiyla SARP
grubuna ait olan Actll-ORF4 ve RedD spesifik transkripsiyonel aktivatorlerle
diizenlenir (Martinez-Hackert ve Stock, 1997; Mizuno ve Tanaka, 1997; Santamarta
ve ark., 2002). Chouayekh ve Virolle (2002) ¢alismalarinda fosfat kitligi durumunda
actll-ORF4 geninin ifadesinin arttigini, redD geninin ifadesinde ise herhangi bir
degisiklik olmadigin1 gostermislerdir. Act biyosentezinin aksine Red biyosentezi
fosfat ile diizenlenmemektedir. Act ve Red biyosentezlerinin farkli besin kaynaklar
ile farkli sekilde diizenlendigi daha Onceki calismalarla da gdsterilmistir (Kang ve

ark., 1998).

Yaban ve mutant sugslarin tiremeleri farkli besiyerlerinde karsilastirildiginda,
mutant susun, yaban susa gore iiremesinde gecikme gozlenmis ve etkin spor
olusturamadig1 goriilmiistiir. Antibiyotikli zengin besiyerinde iireyebilen mutant sus

antibiyotik igeren TBO, TSA ve MS besiyerlerinde iireyememis, ayn1 besiyerleri
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antibiyotiksiz hazilandiginda ise zayif bir iireme gozlenmistir. Bu sonuglar,
konjugasyon deneyinin neden basarili olmadigini agiklamaktadir. Ciinkii deney
sonrasinda, hiicreler segici MS Dbesiyerine ekilerek konjuganlarin {iremesi
beklenmistir. Pi1  kithig1 yiiziinden PoliP rezervlerinin ATP sentezi igin
kullanilamamasi nedeni ile mutant susun Onemli oranda enerji eksikligi ¢ekerek

sadece zengin besiyerinde iireyebildigi diisiiniilmektedir.

Yaban ve mutant suslarin antibiyotik iiretimleri zengin kati1 besiyerinde de
karsilastirilmis ve test edilen farkli fosfat konsantrasyonlarinin hepsinde mutant

susun yabana gore daha fazla antibiyotik iirettigi gézlenmistir.

Mutant susun bu karakteristik 6zelliklerinin, mutasyonun yarattig1 polar bir
etkiden degil de ppk geninin delesyonundan kaynaklandigini géstermek amaciyla S.
coelicolor Appk  susunda  mutasyonun komplementasyonu  yapilmistir.
Komplementasyon, pHZ1351+ppk plazmidinin mutant susa aktarilmasiyla
gerceklestirilmis ve bu yeni susta antibiyotik iiretiminin yaban sustaki normal

seviyeye indigi gosterilmistir.

Bu calismada, yaban ve Appk suslarinin oksidatif strese karsi hassasiyetleri
karsilastirilmis ve sadece Appk susunun H,0,’ye hassasiyet gosterdigi bulunmustur.
Bu sonug, Ghorbel ve arkadaglarinin (2006), S. lividans ppk mutantinin yaban susa
gore HyO;’ye karst hassasiyet gosterdigini belirten calismalar1 ile paralellik
gostermektedir. Calismalarinda, Ghorbel ve arkadaslar1 (2006) mutant suslarda
oksidatif strese kars1t meydana gelen bu hassasiyeti su sekilde agiklamiglardir; ppk
mutant susda, phoR ve phoP genlerinin dolayisiyla pho regiilonunda bulunan
genlerin ifadeleri giiclii bir sekilde uyarilarak aktif metabolizma i¢in gerekli olan Pi
alim1 artmaktadir. Merkezi metabolik yollarin uyarilmasi sonucunda da indirgenmis
kofaktorlerin iiretimi artmaktadir. Bu indirgenmis kofaktorlerin iiretimi, solunum
zincirinin oksidatif kapasitesini astiginda, reaktif oksijen tiirleri (H20,, O,” ve OH")
hiicre i¢inde birikerek oksidatif stres olusturmaktadir. ppk mutant susda, bu reaktif
serbest radikallerin hiicre icinde birikmesi oksidatif strese karst hassasiyeti

aciklamaktadir.

Kisaca, bu tez ¢alismasinda, ppk geninden yoksun S. coelicolor mutant susu
(Appk) olusturulmus ve bu susun antibiyotik (aktinorhodin ve undesilprodigiosin)

tiretimi yaban sus ile karsilastirilmistir. Yaban ve mutant susun undesilprodigiosin
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tiretimlerinde bir fark goriilmezken, mutant susun aktinorhodin iiretiminin, 120.
saatte yaban susa gore yaklasik 5 kat daha fazla oldugu gézlenmistir. Ayrica bu
calismada, mutasyonun komplementasyonu, ¢ok kopyali bir mekik vektorii olan

pHZ1351 tizerine klonlanmis yaban ppk geni ile gergeklestirilmistir.
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EK-1

AKTINORHODIN OLCUMLERI iSTATISTIiK ANALIZLERI

48. saat T testi sonuclari:
Grup Istatistikleri

N
(Ornek
1. Degigsken Sayist) Ort. Std. Sapma Std. Hata
‘ 1,00 3 ,1883 ,24991 ,14429
2. Degisken
2,00 3 ,0170 ,00964 ,00557
Bagimsiz Ornekler Icin t Testi
Levene Testi t-testi
df
Sig. (serbestlik
F (Farklilik) t derecesi) | Sig. (P degeri)
Degisken 2 11,823 ,026 1,187 4 ,301
1,187 2,006 ,357

Sig. P’nin <0.05 olmasi, karsilagtirilan iki grup arasinda fark oldugunu
gostermektedir. 48. saat antibiyotik Ol¢limlerinde, Sig.P degeri 0.05’ten biiyiik
oldugundan, yaban sus ve mutant sus aktinorhodin liretimleri arasinda fark yoktur.

72.saat T testi sonuglar::

Grup Istatistikleri

N
1.Degisken | (Ornek Sayisi) Ort. Std. Sapma | Std. Hata
2. Degisken | 1,00 3| ,4060 ,16672 ,09626
2,00 3| 9| 14208 | 08202
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Bagimsiz Ornekler i¢in t Testi

Levene Testi t-testi
df
Sig. (serbestlik
F (Farklilik) t derecesi) | Sig. (P degeri)
,168 ,703 -6,128 4 ,004
2. Degisken
-6,128 3,902 ,004

Sig. P’nin <0.05 olmasi, karsilastirilan iki grup arasinda fark oldugunu
gostermektedir. 72. saat antibiyotik Ol¢iimlerinde, Sig.P degeri 0.05’ten kiigiik
oldugundan, yaban sus ve mutant sus aktinorhodin iiretimleri arasinda fark vardir.

96. saat T testi sonuclar:

Grup Istatistikleri

1. Degisken N Ort. Std. Sapma Std. Hata
1,00 ,0987 ,02948 ,01702
2. Degisken
2,00 1,2920 ,14031 ,08101
Bagimsiz Ornekler icin t Testi
Levene Testi t-testi
df
Sig. (serbestlik
F (Farklilik) t derecesi) Sig. (P degeri)
9,516 ,037 -14,416 4 ,000
2. Degisken
-14,416 2,176 ,003

Sig. P’nin <0.05 olmasi, karsilastirilan iki grup arasinda fark oldugunu
gostermektedir. 96. saat antibiyotik Ol¢iimlerinde, Sig.P degeri 0.05’ten kiigiik
oldugundan, yaban sus ve mutant sus aktinorhodin iiretimleri arasinda fark vardir.



120. saat T testi sonuclari:

Grup Istatistikleri

1. Degisken N Ort. Std. Sapma Std. Hata
2. Degisken | 1,00 3 ,1193 ,02610 ,01507
2,00 3 1,4407 ,15010 ,08666
Bagimsiz Ornekler Icin t Testi
Levene Testi t-testi
df

Sig. (serbestlik

F (Farklilik) t derecesi) | Sig. (P degeri)
2. Degisken

9,928 ,034| -15,022 4 ,000
-15,022 2,121 ,003

Sig. P’nin <0.05 olmasi, karsilastirilan iki grup arasinda fark oldugunu
gostermektedir. 120. saat antibiyotik Ol¢iimlerinde, Sig.P degeri 0.05’ten kiigiik

oldugundan, yaban sus ve mutant sus aktinorhodin iiretimleri arasinda fark vardir.

144, saat T testi sonuglar::
Grup Istatistikleri
1. Degisken N Ort. Std. Sapma Std. Hata
2, 1,00 2833 ,09667 | ,05581
Degisken | 2,00 1,2707 24484 14136
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Bagimsiz Ornekler I¢in t testi

Levene Testi t-testi
df
Sig. (serbestlik
F (Farklilik) t derecesi) | Sig. (P degeri)
2.Degisken | 3300|  143| -6497 4 003
-6,497 2,609 ,011

Sig. P’nin <0.05 olmasi, karsilastirilan iki grup arasinda fark oldugunu
gostermektedir. 144. saat antibiyotik Ol¢iimlerinde, Sig.P degeri 0.05’ten kiigiik
oldugundan, yaban sus ve mutant sus aktinorhodin tiretimleri arasinda fark vardir.

168. saat T testi sonuclar:

Grup Istatistikleri

1. Degisken N Ort. Std. Sapma Std. Hata
2 1,00 3 2303 .07600| ,04388
Degisken | 2,00 3| 1,3510 18334 ,10585

Bagimsiz Ornekler Icin t Testi

Levene Testi t-testi

Sig. df(serbestli
F (Farklilik) t k derecesi) Sig. (P degeri)
2. Degisken 2,765 172 -9,780 4 ,001
-9,780 2,668 ,004

Sig. P’nin <0.05 olmasi, karsilastirilan iki grup arasinda fark oldugunu
gostermektedir. 168. saat antibiyotik Olgiimlerinde, Sig.P degeri 0.05’ten kiigiik
oldugundan, yaban sus ve mutant sus aktinorhodin iiretimleri arasinda fark vardir.
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UNDESILPRODIGIOSIN OLCUMLERI ISTATISTIK ANALIZLERI

24. saat T testi sonuclari:

Grup Istatistikleri

1. Degisken N Ort. Std. Sapma Std. Hata
2 1,00 3 0587 07135 04119
Degisken | 2,00

3 ,0487 ,00115 ,00067

Bagimsiz Ornekler Icin t Testi

Levene Testi t-testi
df
Sig. (serbestlik
F (Farklilik) t derecesi) | Sig. (P degeri)
2. Degisken 15,313 ,017 ,243 4 ,820
,243 2,001 ,831

Sig. P’nin <0.05 olmasi, karsilastirilan iki grup arasinda fark oldugunu
gostermektedir. 24. saat antibiyotik Ol¢limlerinde, Sig.P degeri 0.05’ten biiyiik
oldugundan, yaban sus ve mutant sus aktinorhodin iiretimleri arasinda fark yoktur.

48. saat T testi sonuclari:

Grup Istatistikleri
1. Degisken N Ort. Std. Sapma Std. Hata
2 1,00 3| 9393 30561 17645
Degisken | 2,00 3 2737 ,06264 ,03617
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Bagimsiz Ornekler Icin t Testi

Levene Testi t-testi
df
Sig. (serbestlik
F (Farklilik) t derecesi) | Sig. (P degeri)
2. Degisken 2,558 ,185 3,696 4 ,021
3,696 2,168 ,058

Sig. P’nin <0.05 olmasi, karsilastirilan iki grup arasinda fark oldugunu
gostermektedir. 48. saat antibiyotik Ol¢limlerinde, Sig.P degeri 0.05’ten kiigiik
oldugundan, yaban sus ve mutant sus aktinorhodin iiretimleri arasinda fark vardir.

72. saat T testi sonuclar:

Grup Istatistikleri
1. Degisken N Ort. Std. Sapma Std. Hata
2 1,00 3| 11410 14245| 08225
Degisken | 2,00 3 ,71170 ,01997 ,01153

Bagimsiz Ornekler Icin t Testi

Levene Testi t-testi

Sig. df(serbestli
F (Farklilik) t k derecesi) | Sig. (P degeri)
2. Degisken 7,119 ,056 5,105 4 ,007
5,105 2,079 ,033

Sig. P’nin <0.05 olmasi, karsilastirilan iki grup arasinda fark oldugunu
gostermektedir. 72. saat antibiyotik oOlgiimlerinde, Sig.P degeri 0.05’ten kiiciik
oldugundan, yaban sus ve mutant sus aktinorhodin {iretimleri arasinda fark vardir.
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96. saat T testi sonuclari:

Grup Istatistikleri

1. Degisken N Ort. Std. Sapma Std. Hata
2. 1,00
.. 3 1,0613 ,30691 ,17719
Degisken
2,00 3 , 1343 ,02994 ,01729
Bagimsiz Ornekler Icin t Testi
Levene Testi t-testi
Sig. df(serbestli
F (Farklilik) t k derecesi) | Sig. (P degeri)
2. Degisken 5,137 ,086 1,837 4 ,140
1,837 2,038 ,205

Sig. P’nin <0.05 olmasi, karsilastirilan iki grup arasinda fark oldugunu
gostermektedir. 96. saat antibiyotik Ol¢limlerinde, Sig.P degeri 0.05’ten biiyiik
oldugundan, yaban sus ve mutant sus aktinorhodin liretimleri arasinda fark yoktur.

120. saat T testi sonuclari:
Grup Istatistikleri

1. Degisken N Ort. Std. Sapma Std. Hata
) 1,00 3| 10513 32185 18582

Degisken | 2,00 3 717 ,04727 ,02729
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Bagimsiz Ornekler Icin t Testi

Levene Testi t-testi
Sig. df(serbestlik
F (Farklilik) t derecesi) Sig. (P degeri)
4,444 ,103 1,489 4 ,
2. Degisken 211
1,489 2,086 270

Sig. P’nin <0.05 olmasi, karsilastirilan iki grup arasinda fark oldugunu
gostermektedir. 120. saat antibiyotik Ol¢timlerinde, Sig.P degeri 0.05’ten biiyiik
oldugundan, yaban sus ve mutant sus aktinorhodin tiretimleri arasinda fark yoktur.

144. saat T testi sonuclari:

Grup Istatistikleri

1. Degisken N Ort. Std. Sapma Std. Hata
2. 1,00 3 8937 37056 | ,21394
Degisken
2,00 3 7307 04329 ,02500
Bagimsiz Ornekler i¢in t Testi
Levene Testi t-testi
df
Sig. (serbestlik
F (Farklilik) t derecesi) | Sig. (P degeri)
2. Degisken 11,562 ,027 757 4 491
757 2,055 526

Sig. P’nin <0.05 olmasi, karsilastirilan iki grup arasinda fark oldugunu
gostermektedir. 144. saat antibiyotik Olctimlerinde, Sig.P degeri 0.05’ten biiyiik
oldugundan, yaban sus ve mutant sus aktinorhodin liretimleri arasinda fark yoktur.
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168. saat T testi sonuclari:

Grup Istatistikleri

1. Degisken N Ort. Std. Sapma Std.Hata
2. 1,00 3 1,0010 ,33421 ,19295
Degisken | 2,00 3 ,6873 ,09080 ,05242

Bagimsiz Ornekler Icin t Testi

Levene Testi t-testi
Sig. df(serbestli
F (Farklilik) t k derecesi) | Sig. (P degeri)
2 1 1 4
2. Degisken 3,05 ,156 ,569 ,192
1,569 2,294 ,241

Sig. P’nin <0.05 olmasi, karsilastirilan iki grup arasinda fark oldugunu
gostermektedir. 168. saat antibiyotik Olclimlerinde, Sig.P degeri 0.05’ten biiyiik
oldugundan, yaban sus ve mutant sus aktinorhodin liretimleri arasinda fark yoktur.
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