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OZET

TEZIN BASLIGI: COK KOPYALI POLIFOSFAT KiNAZ VE
EKZOPOLIFOSFATAZ GENLERININ POTANSIYEL EKSPRESYONUNUN
STREPTOMYCES COELICOLOR ‘IN AGIR METAL TOLERANSINA VE
FOSFAT DEPOLAMASINA ETKISI

YAZAR ADI: Ummehan SAVAS

Son yillarda, sanayi ve evsel atiklar nedeniyle ortaya ¢ikan fosfat ve agir metal
kirliliginin, biyoteknolojik yontemlerle biyoremediasyonu 6nem kazanmistir. Biitiin
canlilarda bulunan Onemli bir polimer olan polifosfatin ve polifosfat
metabolizmasinda gorevli enzimlerin, atik sulardaki fosfat ve agir metal kirliliginin

biyoremediasyonla giderilmesinde gorev alabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu calismada, S. coelicolor polifosfat metabolizmasinda gorev alan ppk
(polifosfat kinaz) ve ppx (ekzopolifosfataz) genlerinin biyoinformatik analizi sonucu,
ppk geni promotor bilesenleri igin belirlenen konsensus dizilerinin, S. lividans
konsensus dizileriyle ortiistiigii (Chouayekh ve Virolle, 2006) ve ppx genine ait
herhangi bir promotor bélgesi bulunmadigi goézlenmistir. Bunun ardindan, S.
coelicolor susuna ait ppk genini tasiyan pHZ1351-ppk ve hem ppk hem de ppx
genlerini tagityan pHZ1351-ppk-ppxp plazmitleri elde edilmis ve S. coelicolor’a
aktarilmistir. Bu genlerin yiiksek seviyede ifadesinin, hiicrelerin farkli stres
faktorlerine karsi direnci {izerine ve hiicrelerin ortamdan Pi’1 ve agir metalleri (Cd ve
Pb) uzaklastirabilme kapasitelerine etkisi incelenmistir. Yaban sus ile
karsilastirildiginda, rekombinant suslarin optimum degerlerden farkli olan pH ve
sicaklik degerlerine daha dayanikli olduklar1 goriilmiistiir. Ayrica, pHZ1351-ppk
plazmidini tasiyan rekombinant susun, farkli KH,PO,4 konsantrasyonlarinda, yaban ve
pHZ1351-ppk-ppxp plazmidini tasiyan suslara gére H,O,’e daha hassas oldugu ortaya
¢ikarilmistir. Daha sonra yaban sus ve rekombinant suslarin, ortamdan fosfat
uzaklastirma kapasiteleri 6l¢iilmiis ve yaban susun fosfat alimi oranimin rekombinant
suslardan daha ytiksek oldugu gozlenmistir. Ayrica, yaban sus ile karsilastirildiginda,
rekombinant suslarin, farkli KH,PO4 konsantrasyonlarinda kadmiyum ve kursun agir

metallerine direncliliklerinin daha az oldugu bulunmustur.

Anahtar Sozciikler: Polifosfat, Polifosfat Kinaz, Ekzopolifosfataz, Biyoremediasyon.



SUMMARY

TITLE OF THESIS: THE EFFECT OF POTENTIAL EXPRESSION OF
MULTIPLE COPIES OF POLYPHOSPHATE KINASE  AND
EXOPOLYPHOSPHATASE GENES ON STREPTOMYCES COELICOLOR’S
HEAVY METAL RESISTANCE AND PHOSPHATE STORAGE

AUTHOR: Ummehan SAVAS

In recent years, bioremediation of phosphate and heavy metal pollution by
biotechnological procedures has become an important issue because of sewage and
industrial wastes. Polyphosphate is a significant polymer found in all living species. It
is suggested that, polyphosphate and the enzymes of polyphosphate metabolism, may

be used in bioremediation of heavy metals and phosphorus in wastewaters.

In this study, bioinformatic analysis of S. coelicolor ppk (polyphosphate kinase)
and ppx (exopolyphosphatase) genes of polyphosphate metabolism showed that the
consensus sequences exist in the promoter region of ppk gene is similar to that of
S. lividans (Chouayekh and Virolle, 2002) and ppx gene has no promoter region in its
upstream. Then, pHZ1351-ppk plasmid carrying S. coelicolor ppk gene and
pHZ1351-ppkppxp plasmid carrying both ppk and ppx genes were constructed and
they were used to transform S. coelicolor. The effect of overexpression of these genes
on resistance of cells to different stress factors and on capacity of the cells to remove
Pi and heavy metals (Cd and Pb) from the environment, were tested. When compared
with the wild type, recombinant strains are more resistant to extreme pH and
temperature. It has shown that recombinant strain carrying pHZ1351-ppk plasmid is
more sensitive to H,O, than the wild type and the strain carrying pHZ1351-ppk-ppxp
plasmid. Phosphate uptake of wild type and recombinant strains is tested and it is
found that wild type strain has higher phosphate uptake capacity than recombinant
strains. In addition, when compared with wild type strain, in different KH,PO,
concentrations, recombinant strains were less resistant to lead and cadmium heavy

metals.

Keywords: Polyphosphate, =~ Polyphosphate  Kinase, = Exopolyphosphatase,

Bioremediation.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZINi

~ Yaklasik

AckA Asetat Kinaz

ADP Adenozin difosfat

ADK Adenilat Kinaz

AMP Adenozin monofosfat

APS Amonyum persiilfat

ATP Adenozin trifosfat

BaCl, Baryum Klortir

BamHI Bacillus amyloliquefaciens H endoniikleaz
B¢ Baz Cifti

Ca Kalsiyum

Cd Kadmiyum

CDP Sitidin difosfat

CTAB Setil trimetilamonyum bromid

EBPR Arttirilmis Biyolojik Fosfor Uzaklastirma
EcoRlI Escherichia coli endoniikleaz I

EcoRV Escherichia coli endoniikleaz V

EDTA N,N,N',N'-Tetrametiletilendiamin

EtBr Etidyum Bromid

DMSO Dimetilstilfoksit

Dral Deinococcus radiophilus endoniikleaz |
Fe Demir

GDP Guanozin difosfat

GTP Guanozin trifosfat

HCI Hidroklorik asit

Hg Civa

Hindll1 Haemophilus influenzae Rd endoniikleaz II1
H,0, Hidrojen peroksit

IPTG Izopropil-beta-D-tiyo galaktopiranozid

K Potasyum

kDA Kilodalton
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KOH
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MgCl,
MgSO,
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Inorganik polifosfatin kimyasal yapisi.
E.coli polifosfat kinazin (PPK) yapisi.

Se¢ilen 15 mikroorganizmada polifosfat kinaz (ppk) DNA dizilerinin
karsilastirilmast.
E.coli PPX dimer ve olasi aktif bolgenin yapisi.

Besin kitlig1 durumunda uyarilan Polifosfat kinaz bagimli protein
yikiminin sematik gosterimi
PoliP tarafindan gen ekspresyonu regiilasyonunun sematik modeli

MerB-ppk fiizyon plazmidi igeren immobilize E.coli hiicrelerinde
civanin uzaklastirilmasinin sematik modeli
Streptomyces coelicolor yasam dongiisii

Streptomyces kolonileri tarafindan iiretilen pigmentli ikincil
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1 Kb Molekiiler DNA Belirteci

pBluescript SK (+/-) fajmid vektor haritasi
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PCR iiriinlerinin agaroz jeldeki goriiniimleri

pSK-ppk plazmidinin restriksiyon endoniikleaz ile kesimi sonucu
olusan DNA fragmanlari
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suslarin biiylime oranlarinin karsilastirilmast
Farkli Cd ve KH,PO4 konsantrasyonlarinda yaban tip ve rekombinant
suslarin biiylime oranlarinin karsilastirilmasi
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1. GIRIS

Inorganik polifosfat (poli P) onlarca ya da yiizlerce ortofosfat (P) rezidiisiiniin
yiiksek enerjili fosfoanhidrid baglariyla bir araya gelerek olusturdugu lineer bir
polimerdir (Sekil 1.1) (Brown ve Kornberg, 2004). Polifosfat, inorganik fosfatin (P1)
yiiksek sicaklikta dehidrasyonu ile olusmustur ve prebiyotik evrimde bu ozelligi
sayesinde Onemli roller {iistlendigi disiiniilmektedir (Kornberg ve ark., 1999).
Dogadaki tiim bakteri, fungus, bitki ve hayvan hiicrelerinde korunmus olarak
varligimm siirdiirmektedir. (Brown ve Kornberg, 2004). Polifosfat ¢cok sayida farklh
biyokimyasal Ozelliklere sahip bir biyomolekiildiir. Hiicre icinde enerji ve fosfat
rezervuari olarak kullanilmasi, metalleri selatlayabilmesi, alkali ortamlarda tampon
gorevi gormesi, hiicreye DNA girisinde kanal gorevi yapmasi, mRNA stabilitesinde
gorev almasi, fosfat biyoremediasyonunda kullanilmasi, hiicrenin normal gelisimini
diizenlemesi, hiicrenin stres kosullariyla basa ¢ikmasi, bakteriyel hiicre kapsiillerinin
yapisinda bulunmasit bu o&zelliklerinden bazilaridir. PoliP’in kimyasal yapisinin
kazandirdig1 avantajlardan en 6nemlisi, iyonize olabilme 6zelligidir. Gortildigi gibi
PoliP, hiicre icinde esnek ve kararli yapisiyla bir¢ok metabolik ihtiyaca cevap

olusturan bir polianyondur (Brown ve Kornberg, 2004; Kornberg ve ark., 1999).

O O O
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Sekil 1.1. inorganik polifosfatin kimyasal yapisi.

Polifosfat ilk kez mayalardan izole edilmis ve hiicre kuru agirliginin %10-
%20’si kadarmi olusturdugu gozlenmistir ve sonrasinda metakromatik graniiller

olarak varliklar1 bakterilerde de tespit edilmistir.



Elektron mikroskobunun kesfiyle elektron sa¢ilimi altinda gdzlenen bu
partikiillerin 15181 kirabilen, goriintiiden kolayca kaybolan bir yapiya sahip oldugu
ortaya cikarilmistir. Diger bazi1 polianyonlar gibi polifosfat, toluidin mavisi gibi
bazik boyalara baglanarak, boyanin absorpsiyonunu daha kisa bir dalga boyuna

diisiirmektedir (630’dan 530 nm’ye) (Kornberg ve ark., 1999).

PoliP, Mg*?, Mn*, Ca' 2zn™ ve Fe™ gibi katyonlari selatlayabilme
Ozelligine sahip oldugundan bu iyonlarin biyolojik rollerini etkileyebilmektedir.
Ayrica bu polimer, Cd** ve Hg" gibi toksik metalleri ayirma ve uzaklastirma

kapasitesine de sahiptir. (Kornberg ve ark., 1999).

PoliP’nin prebiyotik diinyada her yerde ve cok miktarda bulunmasi, bu
polimerin, evrimsel siirecte dnemli rolleri oldugunu diisiindiirmektedir. Polianyonik
ve vyilksek enerjili bir molekiill olmast nedeniyle c¢esitli polimerlerin ve
makromolekiillerin bir araya gelmesini ve yonlenmesini saglamis olabilecegi ve bu
olusumda PoliP’nin {i¢iinciil yapidan yoksun olmasinin ve selatlama kapasitesinin
etkili oldugu onerilmektedir. Bir fosforilasyon ajani olarak polifosfatin, alkoller,
sekerler, niikleozitler ve proteinlere fosfat verdigi, yag asitleri ve polipeptidleri
olusturmak i¢in aktif alkil ve amino asitlerle iliski kurdugu diistiniilmektedir. Kisaca
PoliP’nin biyotik diinyanin ana polimerleri olan fosfolipidler, niikleik asitler ve
proteinlerin bir araya gelmelerini ve yoOnlenmelerini kolaylastirmis olabilecegi

onerilmektedir (Brown ve Kornberg, 2004).

1.1. Polifosfat Olusumunda ve Yikiminda Rol Alan

Enzimler

Polifosfat  polimerinin  fonksiyonlarmin  anlasilmast  i¢in,  PoliP
metabolizmasinda gorev alan enzimler tanimlanmis, saflagtirilmis ve bu enzimleri
kodlayan genler c¢ogaltilmistir. Bircok patojen bakteriyi de i¢ine alan
mikroorganizmalarda polifosfat metabolizmasinda gorev alan baslica enzimler,
polifosfat sentezinden sorumlu olan polifosfat kinaz (PPK 1) ve polifosfati substrat
olarak kullanan ve AMP’yi fosforile ederek ADP olusumunu katalizleyen PoliP-
AMP-fosfotransferazlardir (PAP). Diger hidrolitik enzimler ise ekzopolifosfatazlar
(PPX) ve endopolifosfatazlardir (PPN) (Tablo 1.1) (Brown ve Kornberg, 2004).



Tablo 1.1 Polifosfat metabolzmasinda gorev alan enzimler ve gerceklestirdikleri
reaksiyonlar.

Polifosfat sentezi Polifosfat Yikimi
Polifosfat kinazl (PPK1) Polifosfat kinaz2 (PPK2)
NATP« PolyP, + nADP PolyP, + GDP « PolyP,; + GTP

Polifosfat-AMP-fosfotransferaz (PAP)
PolyP, + AMP « PolyP,; + ADP

Ekzopolifosfataz (PPX)
PolyP, — PolyP,., + P;

Endopolifosfataz (PPN)
PolyP, — PolyP, + PolyP,
x+y =n (PPN zinciri rastgele keser)

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

Enerji bakimindan zengin fosfat rezidiilerini ATP’den PoliP’ye ve PoliP’den
ADP’ye dontisiimlii olarak aktaran polifosfat kinaz enzimi ilk kez Kornberg ve

calisma arkadaslar1 (1956, 1957) tarafindan kesfedilmistir.

Bu enzim ilk kez Propionibacterium shermanii ‘den kismen saflastirilmis ve
yaklasik 83 kDa molekiiler agirliinda monomerik bir enzim oldugu gosterilmistir
(Robinson ve ark., 1987). 6-80 rezidii uzunluktaki PoliP’nin primer gorevi gordiigii
reaksiyonda ATP kullanilarak uzun PoliP zincirlerinin sentezinin gerceklestirildigi
gosterilmigstir. Sentezlenen en uzun PoliP zinciri 750 rezidiiye ulasmaktadir
(Robinson ve ark., 1987). PPK hem gram-negatif hem de gram-pozitif bakteriler
arasinda olduk¢a korunmustur. Dictyostelium disinda Okaryotlarda PPK
bulunmamaktadir ve bu organizmaya ait PPK enzimi islevsel olarak bakteriyel
PPK’dan farklidir (Brown ve Kornberg, 2004).

Escherichia coli’ den izole edilen polifosfat kinazin (PPK1), membrana bagli,
80 kDa molekiiler agirliginda bir homotetramer yapida oldugu ve in vivo kosullarda
uzun polifosfat zincirinin (PoliP7sp) ilerleyen sentezinde gorev aldigi gosterilmistir
(Ahn ve Kornberg, 1990; Akiyama ve ark., 1992).



Mg*? iyonunu kofaktdr olarak kullanan enzimin (Ahn ve Kornberg, 1990)
polifosfatlardan ATP sentezini doniisiimlii olarak katalizleyebildigi ortaya
cikarilmistir (Kornberg, 1957; Murata ve ark., 1988; Ahn ve Kornberg, 1990; Kuroda
ve Kornberg, 1997). Aymi1 zamanda PPK polifosfattan bir pirofosforil grubunu
GDP’ye aktararak guanozin tetrafosfat olusumunu gerceklestirmektedir. (Gorbel ve
ark., 2006, Kato ve ark., 1993). Bu reaksiyon, E.coli’den elde edilen saflastirilmis
enzim preparatlarinda gergeklestigi gibi, E.coli ve Pseudomonas aeroginosa’nin
membran fraksiyonlarinda da gozlenmistir. ppkl geninden yoksun E.coli
mutantlarindan elde edilen membran fraksiyonlarinda bdyle bir aktiviteye
rastlanmamistir. Enzimin substrat 6zgilliigiinin ADP> GDP>UDP, CDP oldugu
gosterilmistir. Adenozin difosfat1 substrat olarak kullanan enzimin guanozin difosfat
ile oldugundan iki kat daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu bulunmustur (Noguchi ve
Shiba, 1998).

E. coli PPK enziminin Kristal yapisi tamamen karakterize edilmistir. Buna
gore, PPK’nin dimerizasyonunun PoliP (ileri reaksiyon) ve ATP (geri reaksiyon)
sentezi i¢in gerekli oldugu gosterilmistir. Her bir PPK monomeri dort yapisal domain
ile L-sekilli bir yapiya sahiptir ve bu domainler amino-terminal domaini (N domain),
‘head’ domaini (H domain) ve iki tane yakindan iliskili karboksi domainleridir (C1
ve C2 domainleri). H-domaini diger PPK monomerinin C1 domaini ile etkilesime
girerek dimer olusumunu saglar (Sekil 1.2). PoliP sentezi, PPK’nin otofosforilasyonu
ile baslar ve katalitik reaksiyonlar, korunmus bir yapisal tlinel i¢inde gerceklesir.
Ribozom ve RNA polimerazlarin gorev aldigr molekiiler reaksiyonlarin da tiinel
icinde gergeklesmesi, PPK’nin kalib1 olmayan bir polimeraz olarak tanimlanmasina
sebep olmustur. Enzimin bu 6zelligi sayesinde polimeraz evrimine 151k tutabilecegi

onerilmistir (Zhu ve ark., 2005).

E.coli ppkl geni basta olmak tizere (Akiyama ve ark., 1992), Klebsiella
aerogenes (Kato ve ark.,1993), Neisseria meningitidis (Tinsley ve Gotschlich, 1995),
P. aeruginosa (Ishige ve ark., 1998), Acinetobacter sp. (Geissdorfer ve ark., 1998),
V. cholerae (Ogawa ve ark., 2000), Rhodocyclus tenuis (McMahon ve ark., 2002) ve
diger birgok bakteriye ait ppk geni klonlanmis, dizilenmis ve karakterize edilmistir.
Elde edilen amino asit dizileri farkli bakteriyel tiirlerde genis bir homoloji

gostermektedir (Sekil 1.3) (Tzeng ve Kornberg, 1998),.



Sekil 1.2. E. coli polifosfat kinazin (PPK) yapisi. A. Asimetrik birimde PPK dimerinin
yapisi; bir PPK molekiiliiniin H-domaininin diger PPK molekiiliiniin C1 domaini ile
etkilesmesi.  Her iki alt initenin N-terminal domaini (2-106 rezidiileri) mavi ile
gosterilmistir, H-domaini (107-321) rezidiileri yesil, C-terminaldeki C1 domaini (322-502
rezidiileri) sari, C2 domaini ise (503-687 rezidiileri) kirmiz1 ile gosterilmistir. B. PPK
monomerinin (80 kDa, 687 aa) sol yandan goriiniisii ve 90%lik doniis ile sag yandan
gortinisti. Heliksler (h) ve iplikler (s) N ucundan C ucuna dogru isaretlenmistir. Tiim renkler
A sekli ile ayni diizende gosterilmistir (Zhu ve ark., 2005).

Sekil 1.3. Polifosfat kinaz (ppk) DNA dizilerinin 15 mikroorganizmada karsilastiriimasi.
(Siyah kutular, %100 benzerligi, gri kutular %60 benzerligi gostermektedir) (Kornberg ve
ark., 1999).



Zhang ve arkadaglariin 2002 yilinda yaptigi bir caligmada, P. aeruginosa’nin
PPK1’den yoksun mutantlarinda PPK aktivitesine rastlanmistir. Bu aktivitenin, GDP
ve diger niikleozid difosfatlar1 niikleozit trifosfata ¢evirmek i¢in ATP yerine PoliP’yi
inorganik fosfat kaynagi olarak kullanan bir enzime ait oldugu gosterilmistir ve bu
enzim PPK2 olarak adlandirilmistir. PPK2, Mn*? ya da Mg*®’u kofaktér olarak
kullanmakta ve geri reaksiyon olan GTP’den GDP sentezini ileri reaksiyondan 75 kat
daha fazla gergeklestirmektedir. Tablo 1.2°de PPK1 ve PPK2 enzimlerini ayr1 ayri
ya da birlikte barindiran ve barindirmayan mikroorganizmalar listelenmistir (Zhang

ve ark., 2002).

Tablo 1.2. PPK1 ve PPK 2 homologlarini igeren ve igermeyen mikroorganizmalar
(Zhang ve ark., 2002).

PPK2

Sadece PPK1

MNe PPE] ne de PPE2 igermeyenler

PPK2Z ve PPK1
Agrabacterium tumefaciens
Brucella melitensis
Burkholderia fungorum (2)7
Campylobacter jejuni
Caulobacter crescentus
Chlorcbium tepidum
Chioroflexus aurantiacus
Deinococcus radiodurans
Magnetospirillum magnetotacticum (2)
Mesorhizobium loti (2)
Methanosarcing acefivorans (2)*
Methanasarcing mazei (2)*
Mycobacterium tuberculosis
Myxacoceus xanthus
Nestos punctiferme (2)
Mostae sp, PCCT120 (2)
Prochlorococcus marinus
P. aeruginosa (3)
Pseudomonas fluorescens (2)
Ralstonia metallidurans (5)
Ralstanla solanacearum
Rhodabacter sphaeraldes (2)
Rhodapsesdomenas palustris
Rivodaspirilium rubrum
Sinarhizabivm melilot! {3}
Streptomyces coelicolor
Synechococcus sp. WH 8102
Synechocystis sp, PCCGE03
Thermosynechococcus elongatus
Vibrio cholerae
Xanthomonas axonopodis
Xanthomonas campestris

Sadece PPK2

Corynebacterium glutamicum (2}
Magnetococcus MC-1 (2)
Plectonema boryanum

Genomu tamamlanmas
Bacillus anthracis
Bacillus halodurans
Clostridium acetobutylicum
E. coli
Helicobacter pylori
Mycobacterium leprae
Neisseria meningitidis
Salmonella typhi
Salmonella typhimurium
Xylella fastidiosa
Yersinia pestis

Genomu tamamlanmanis
Acidithiobacillus ferrooxidans
Acinetobacter baumannii
Acinetobacter caleoacetions
Acinetobacter sp. ADP1
Aphanizomenon sp. TR183
Aphanizomenon baltice
Arthrobacter sp. KM
Bordetella pertussis
Burkholderia cepacia
Campylabacter coll
Cytaphaga hutchinsonil
Dictyostelium discoideum®
Geobacter sulfurredurans
Haloferax walcanii*
Klebsiella aerogenes
Leucanostoc mesenteraides
Micrebulbifer degradans
Mycobacterium marinum
Mycobacterium ulcerans
Neisseria gonorrhoea
Nitrosomanas europaea
Nedularia spumigena
Oenococous oemni
Porphyramonas gingivalis
Propionibacterium shermanii
Rhedocyius tenuis
Salmanella dublin
Serratia marcescens
Shigella flexneri
Streptomyces griseus
Streptomyces lividans
Thermabifida fusca

Aeropyrum pernix®
Aguifex aeolicus
Archaeoglobus fulgidus*
Bacillus subtilis
Barrelia burgdorferi
Buchnera aphidicola str. Sg
Buchnera sp. APS
Chlamydia muridarum
Chlamydia trachomatis
Chlamydophila pneurnoniae
Clostridium perfringens
Fusobacterium nucleaturn
Haemophilus influenzae Rd
Halobacterium sp. NRC-1*
Lactococcus lactis
Listeria innocua
Listeria monocyToganss
Methanacoccus fannaschi*
Methanapyrus kandieri*
Methanathermebacter
thermautotrophicus®
Mycoplasma genitalium
Mycoplasma pneumonlae
Mycoplasma pulmanfs
Pasteurella multockda
Pyobaculum aerophilunm®
Pyracoccus abyssi*
Pyrococous furfosus®
Pyrococous harikoshii*
Rickettsia conarii
Rickettsia prowazekii
Saccharomyces cerevisiae®
Schizosaccharomyces pombe®
Staphylococcus aureus
Streptococcus pneumoniae
Streptococcus pyogenes
Sulfelobus solfataricus*®
Sulfelobus tokodaii*
Thermoanaercbacter tengcongensis
Thermoplasma acidophifum™*
Thermoplasma velcanium®
Thermotoga maritima
Treponema pallidum
Ureaplasma urealyticum

*Arkea

1 Parantez icindeki rakamlar bu organirmada kactane FFE2 homologn oldufunu gistermeltedir

* Okarvot




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

Polifosfat metabolizmasinda gorev alan enzimlerin en Onemlilerinden biri

olan ekzopolifosfataz, polifosfat zincirinin ucundan Pi koparmaktadir.

E. coli PPX enzimi 58 kDa agirliginda homodimer yapida periferal bir
membran proteinidir. Oziitlerde dlgiilen PPX aktivitesi, PPK enzimininkine yakin
olup polifosfat seviyesindeki degisimler bu aktiviteyi ¢ok az etkilemektedir.
Polifosfat zincirinin u¢ kismindan gergeklestirilen hidroliz sadece tek bir inorganik
fosfat kalana kadar devam etmektedir. PPX enzimi, ppx geni tarafindan kodlanmakta
ve ppk geninden 7 baz ¢ift asagida ve ayni operon iginde bulunmaktadir (Kornberg
ve ark., 1999).

PPX aktivitesi, S. typhimurium, S. dublin, S. flexneri, K. aerogenes, H. pylori,
and P. aeruginosa 6ziitlerinde incelenmistir (Kornberg ve ark., 1999). P. aeruginosa
(Miyake ve ark., 1999) ve Vibrio cholerae (Ogawa ve ark., 2000) ppx genleri
klonlanmis ve dizilenmistir. E.coli ve V. cholerae da ppkl ve ppx genlerinin tek bir
operonda yer aldig1 ve transkripsiyon aktiviteleri arasinda bir es diizenleme oldugu
ortaya cikarilmistir. P. aeruginosa’da ppx ve ppk genleri birbirine ters yonde
bulunmakta ve ayni operonda yer almamaktadir (Miyake ve ark., 1999). Degisik
mikroorganizmalarda ppk-ppx operonundan yoksun mutantlar karakterize edilmistir
(Lickho ve ark., 2006; Lickho ve ark., 2008, Kornberg ve ark., 2004).

Rangarajan ve arkadaslar1 (2006) tarafindan yapilan bir ¢alismada E. coli
O157:H7 PPX enziminin kristal yapis1 incelenmis ve dort domainden olustugu ortaya
cikarilmistir. Birbirleriyle yapisal benzerlik gosteren Domain I ve II riboniikleaz-H
proteinine benzer bir katlanmaya sahiptir. Domain III, SpoT nin HD domaininin N-
terminali ile yapisal benzerlik gosterirken, en kii¢iik olan Domain IV soguk-sokla
aktive olan ve RNA’ya baglanan proteinler ile yapisal benzerlikler icermektedir.
Olas1 PPX aktif bolgesi Domain I ve Domain II’nin ortak yiizeyinde bulunmaktadir.
PPX’in kristal yapisinda bu iki domainin birbirine yakinlasarak ‘kapali” duruma
gectigi  gosterilmistir. PoliP’nin muhtemel baglanma bolgesinin bu dimer ara

yiiziinde bulundugu 6nerilmistir (Sekil 1.4).



B Domain|
Domainll
B Domain il
B Domain IV

Sekil 1.4. E. coli PPX dimeri ve enzimin olasi aktif bdlgesinin yapist. A. PPX dimerinin
kurdele modeli. B. PPX dimerinin ve olas1 aktif bolgenin molekiiler yilizey gosterimi
(Rangarajan ve ark., 2006).

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

Endopolifosfataz polifosfat zincirlerinden daha kisa zincirlerin olusumunu
katalizlemektedir. Enzim, memeli hiicrelerinde tanimlanmis ve ilk kez

Saccharomyces cerevisae’den saflagtirilmistir (Kulaev ve ark., 2004).

Mayadan saflastiritlan PPN1, koful orijinli 35 kDa molekiiler agirliginda bir
homotetramerdir ve PHM5 geni tarafindan kodlanmaktadir. Yapilan ¢alismalar
enzimin 78 kDa (674-aa) molekiiler agirliginda bir 6ncii polipeptid (prePpnl) halinde
sentezlendigini ve bir proteaz ile kesilerek 35 kDa molekiiler agirhiginda (352-aa)
aktif bir protein olustugunu géstermistir (Shi ve Kornberg 2005). S. cerevisiae’ da bu
enzimi kodlayan genden yoksun mutantlarda minimal besiyerinde sinirli biiylime ve
Olim goriilmistir (Sethuraman ve ark.,, 2001). Endopolifosfataz aktivitesi

prokaryotlarda gozlenmemistir (Kumble ve Kornberg, 1996).



1.1.4. PoliP:AMP Fosfotransferaz (PAP)

Ik kez kismi olarak Acinetobacter johnsoii 210A susundan saflastirilan 55
kDa molekiiler agirhigindaki poli-AMP fosfotransferaz, polifosfattan kopardigi
inorganik fosfati AMP’ye aktararak ADP olusumunu katalizlemektedir. Enzimin en
yiiksek aktivitesi 18—44 arasi rezidii iceren polifosfatlarda gozlenmistir. 3 veya 4

pirofosfat iceren polifosfatlarda enzim aktivitesi gézlenmemistir (Kulaev ve ark.,

2004).

PoliP:AMP fosfotransferaz enziminin hiicre igin 6nemi heniiz net bir sekilde
aydinlatilamamustir. E. coli’de polifosfat kinaz ve adenilat kinaz enzimlerinin birlikte
polifosfattan ADP olusturmasi, PAP enzimine benzer bir aktivite olarak

taninlanmistir (Ishige ve Noguchi, 2000).

P. aeruginosa ‘da da yiiksek miktarda gézlenen PAP aktivitesinin, ¢ogunlukla
Poli:ADP fosfotransferaz ve adenilat kinaz enzimlerinin birlikte hareket etmesiyle

gerceklestigi gosterilmistir (Kulaev ve ark., 2004).

1.2. Polifosfat ve Polifosfat Bagimhi Enzimlerin Islevleri

1.2.1. Fosfat Deposu Olarak Polifosfat

Metabolizma ve biliylime i¢in gerekli olan inorganik fosfat, kararli bir yapi
olan polifosfat seklinde depolanmakta ve ekzopolifosfatazlar ile kullanilabilir hale
getirilmektedir. Bu polimer, hiicre iginde yiiksek miktarda inorganik fosfat
depolamak i¢in oldukg¢a uygundur ve hiicre i¢inde ¢ok miktarda bulunmasi ozmotik
basinca ¢ok az etki etmektedir. Ayrica PoliP, serbest Pi ve ATP gibi 6nemli
metabolitlerin seviyesinin diizenlenmesinde Onemli bir goreve sahiptir. Tim
organizmalar i¢in fosfat elementinin yasamsal 6nemi olmasi, mikroorganizmalarin
evrim silirecinde bu elementi polifosfat formunda biriktirme 6zelligi gelistirmesini

saglamistir (Harold., 1966).
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Mikroorganizma hiicrelerindeki polifosfat miktar1 ortamdaki fosfat
konsantrasyonuna bagimlidir. Fosfat igerigi fazla olan atik sulardaki bakterilerin
karakteristik Ozelligi yliksek miktarda polifosfat biriktirme kapasiteleridir. Aktif
camurdan izole edilen A. johnsonii, Microlunatus phosphovorus ve Microthrix
parvicella bu tiir bakterilere 6rnektir (Kulaev ve Kulakovskaya, 2000). Son yillarda
atik sulardaki fosfatin biyoteknolojik olarak uzaklastirilmasi amaciyla yiiksek
miktarda fosfat biriktirebilen rekombinant mikroorganizmalar gelistirmek iizere
birgok calisma yapilmistir. E.coli (Kato ve ark.,1993; Keasling ve ark., 1997) ve
Klebsiella aerogenes’in (Imazu ve ark., 1998) fosfat metabolizmasinda yapilan
genetik degisiklikler sayesinde normalden 8-10 kat daha fazla Pi biriktirebildikleri

gosterilmistir.

1.2.2. Enerji Kaynag: Olarak Polifosfat

Polifosfatin yapisindaki fosfoanhidrid baglarinin hidroliziyle agiga ¢ikan
serbest enerji ATP’de oldugu gibi yiiksek miktardadir. Termodinamik olarak
anhidrid bagmm hidrolizi ile agiga cikan standart serbest enerji, her bir fosfat
molekdlii icin pH 5.0’ de yaklagik 38 kJ’diir (Kulaev ve ark., 2004).

PPK, AMP-fosfotransferaz ve adenilat kinazin yer aldigi mekanizma ile
polifosfat hiicre i¢inde bir fosfat kaynagi olarak gorev yapmaktadir (Kornberg ve
ark., 1999). Zorunlu aerob olan A. johnsoii ile yapilan bir ¢alismada, polifosfatin,
anaerobik kosullarda, bakterinin bir siire canli kalmasini sagladig1 gosterilmistir (van
Veen ark., 1994). Yiiksek konsantrasyonda fosfat igeren bir besiyerinde tiretilen bu
bakteri, anaerobik ortama alindiginda oksidatif fosforilasyonun zayifladigi ve
hiicrenin ihtiyaci olan enerjiyi polifosfat yikimindan elde ettigi gosterilmistir. PoliP
yikimi sonucunda olusan inorganik fosfatin hiicre disina salinimmin MeHPO,/ H”
simport sistemi yoluyla gerceklestigi bulunmustur. Hiicre disina salinan MeHPO4 ve
H" birlikte bir proton gradyan: olusturmaktadir. Proton hareketiyle olusan bu giiciin,
hiicre i¢ine L-prolin ve L-lizin gibi amino asitlerin alimin1 ve ATP sentezini

arttirdig1 bulunmustur (van Veen ark., 1994).
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1.2.4. Metal Selatorii Olarak Polifosfat

Bircok prokaryotta polifosfatin katyonlarla (Mg™, Ca™, K*) kompleks
olusturdugu gosterilmistir. Ornegin, Staphylococcus aureus’ta polifosfatin Ni*? iyonu
biriktirebildigi bilinmektedir (Gonzales ve Jensen, 1998). Bu o6zelligi sayesinde
PoliP’nin agir metal detoksifikasyonunda kullanilma potansiyeli bulunmaktadir.
Yiiksek miktarda hiicre i¢i polifosfat igeren Anacystis nidulans hiicrelerinin diisiik
polifosfat rezervi igerenlere gore Cd*?’ye daha yiiksek diren¢ gosterdigi gdzlenmistir
(Keyhani ve ark., 1996). E. coli’de de Cd"*'ye direncin polifosfat metabolizmasina

dayandig1 gosterilmistir (Keasling ve Hupf, 1996).

1.2.5. Polifosfatin Hiicre Zar1 Olusumu ve islevindeki Rolii

ppk geninin niikleotid dizisi ilk olarak E. coli‘de tanimlanmis ve daha sonra
100 bakteriyel genomda bulunmus olup, bunlardan 17 tanesi insanlarda birgok
hastaliga neden olan patojenlerdir. Bu organizmalarda, PoliP’nin roliinii
aciklayabilmek icin PoliP seviyesinin olduk¢a diisiik oldugu PPK1’den yoksun
mutantlardaki fenotipik degisimler gozlenmis ve bu suslarin biiyiime, hareket,
quorum sensing, biyofilm olusturma, virulans gibi 6zelliklerinde zayiflama oldugu

ortaya ¢ikarilmistir.

Polifosfat metabolizmasinin, mikroorganizmalarin duragan fazda olusan stres
kosullarinda hayatta kalmasini sagladigi bilinmektedir. Rashid ve arkadagslar1 (1999),
patojenlerde bazi virulans faktorlerinin de duragan fazda ifade edildigini géz ontinde
bulundurarak, P. aeruginosa, V. cholera, S. enterica, E. coli ve K. pneumoniae’da
ppk’dan yoksun mutantlar olusturmuslardir. Bu mutant hiicrelerde patojeniteye neden
olan kamg¢i1 hareketliliginin normal hiicreler ile karsilagtirilmasi sonucunda,
hareketlilikte %13 ila %79 oranlarinda azalma goriilmistiir. P. aeruginosa ve E.
coli’de, mutant suslarin, ppk genini i¢eren bir plazmit ile komplemantasyonu sonucu

hareketliligin geri kazanildig1 gosterilmistir (Rashid ve ark., 1999).
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P. aeruginosa ile yapilan baska bir c¢alismada ise, PPK1’den yoksun
mutantlarda hiicre zarfinda bozulma, planktonik hareketlilikte ve ekzopolimer
tiretiminde eksiklik, PB-laktam antibiyotigi karbenisiline ve kurumaya hassasiyet
ortaya c¢iktigr gosterilmistir (Fraley ve ark., 2006). Ayrica yine polifosfat kinaz
geninden yoksun mutantlarda quorum sensing ile kontrol edilen virulans faktorleri
olan elastaz ve ramnolipid iiretiminde azalmalar meydana geldigi ortaya ¢ikarilmistir
(Rashid ve ark., 2000). PPK’dan yoksun mutant Campylobacter jejuni’de ise bakteri

sayisina bagli olarak kolonizasyonda eksiklik goriilmiistiir (Candon ve ark., 2007).

1.2.6. Gen Ekspresyonunun Diizenlenmesi

Polifosfat ve polifosfat bagimli enzimler temel metabolizmada Onemli
gorevlere sahiptir ve yaklasik bes yliz reaksiyon igin genel ATP kaynagidir.
Polifosfat, DNA, RNA ve protein yapisini etkileyebilme 6zelligi sayesinde temel
metabolizmada yer almaktadir (Brown ve Kornberg, 2008). Kusano ve Ishihama
(1997), duragan fazdaki hiicrelerde RNA polimerazin asidik bilesikler ile kompleks
halinde oldugu bilgisinden yola ¢ikarak, polifosfatin, duragan fazdaki E. coli
hiicrelerine ait RNA polimeraz ile fiziksel ve islevsel olarak iliski kurdugunu
gostermiglerdir. RNA  polimeraz-polifosfat  komplekslerinin, transkripsiyon
tizerindeki inhibe edici etkisini incelemek i¢in sigma 70 (bliylime fazinda ifade
edilen genlerin transkripsiyonunda gérev alan baslica sigma faktorii) ve sigma 38
(duragan fazda ifade edilen genleri diizenleyen sigma faktorii) igeren holoenzim
komplekslerini kullanmiglardir. Diisiik tuz konsantrasyonunda, polifosfat, hem Ec'
hem de Ec™ holoenzimlerini inhibe etmistir. Yiiksek tuz konsantrasyonunda ise Ec™
islev géremezken Eo*® aktivite gostermistir. Bu sonuglara gore polifosfatin, yiiksek
ozmolorite kosullarinda ve duragan fazdaki E. coli hiicrelerinde, RNA polimerazin

promotor se¢imi kontroliinde gorev alabilecegi dnerilmistir.

Ishige ve Rao’nun in vitro kosullarda elde ettigi deneysel sonuglara gore
polifosfat, histon benzeri proteinler (HUs) ile baglanmaktadir. Benzer bir durum P.
aeruginosa ppkl mutantlarinda niikleoid kompaktlagsmasindaki eksiklik ile de
desteklenmistir. Bu da PoliP’nin, gen ifadesinin diizenlenmesinde daha Onemli

gorevleri oldugunu 6nermektedir. (Brown ve Kornberg, 2008).
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Transkripsiyon ve DNA yapisinin diizenlenmesindeki gorevlerinin yani sira
polifosfat, ribozomlar ile de etkilesime girmektedir. Bu etkilesimin birincil olarak
ribozomal proteinlerle oldugu ve bu durumun in vitro ve in vivo kosullarda
transkripsiyonun dogrulugunda etkili oldugu gosterilmistir (Mclnerney ve ark.,
2006).

Mikrobiyal hiicre dongiisiiniin duragan fazinda hiicreler, hayatta kalabilmek
icin birgok stres ve kisitlilik durumlartyla bas etmek durumundadirlar. Bu tehlikeler,
sicaklik, kuraklik, radyasyon, oksidanlar, aglik ve rekabettir. Bunlardan biri ya da
birkaciyla karsilasan hiicreler, erken gelisim safhalarinda olsalar da gerekli
mekanizmalar1 ¢alistirarak PoliP biriktirirler ve bdylece birgok sistemin aktive olma
stirecini baglatirlar (Kornberg ve ark., 2004). Besin azlig1 karsisinda uyarilan sistem,
diistik fosfat ya da amino asit seviyesi tarafindan baslatiimakta ve (p)ppGpp sentetaz
I’i (PSI) kodlayan relA geninin ifadesi ile guanozin penta (pppGpp) ve tetra-
niikleotidlerin (ppGpp) sentezine neden olmaktadir. Bu niikleotidler, PoliP’nin
ekzopolifosfataz ile hidrolizini inhibe ederek PoliP birikimini saglamaktadir (Cashel

ve ark., 1996; Kuroda ve ark., 1997).

Yapilan baska bir calismada, zengin besiyerinden minimal besiyerine
aktarilan E. coli hiicrelerinin amino asit ag¢ligi durumunda polifosfat biriktirdigi ve
PoliP’nin, Lon proteaz ile kompleks olusturdugu gozlenmistir. Bu kosullar altinda
ribozomlar islev gormediginden serbest halde bulunan ribozomal alt {initelerin yikimi
icin Lon’un proteaz aktivitesinin 20 kat arttig1 gosterilmistir. Bu proteolitik aktivite
ile olugan amino asitlerin minimal besiyerinde biiylimeyi saglamak i¢in gerekli olan
yeni proteinlerin sentezinde kullanildiklar1 énerilmistir (Sekil 1.5) (Kuroda ve ark.,

1999, Kuroda ve ark., 2001).
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Sekil 1.5. Besin kitligi durumunda uyarilan Polifosfat kinaz bagimli protein yikiminin
sematik gosterimi (Rao ve ark., 2009).

E. coli ppk mutantlarinin stres kosullarina karsi hassasiyetlerinin
belirlenmesini konu alan bir ¢alismada, PPK mutantlarinin bir oksidant olan
H,0;’ye, redoks dongiisii ajan1 olan menadiona, sicaklik ve osmotik degisikliklere
kars1 hassasiyet gosterdikleri goriilmiistiir. Bunun yani sira, maya ekzopolifosfatazini
(scPPX1) yiiksek seviyede ifade eden E. coli hiicrelerinin H,O, ve sicakliga ppk
mutantlariyla esit seviyede hassasiyet gosterdikleri goriilmiistiir (Shiba ve ark.,

1999).

rpoS geninin triinii olan o8 RNA polimerazin bir alt tinitesidir, yaklasik 50
genin duragan fazdaki besin yetersizligi, yiiksek ozmolorite ve H,O; gibi baz1 stres
olusturan kosullarda diizenlenmesinde gorev almaktadir. Hiicre i¢i polifosfat seviyesi
maya ekzopolifosfatazi ile diisiiriilen hiicrelerde H»O, hassasiyeti goriilmiistiir.
Ancak hiicreye ekstra rpoS geninin aktarilmasi ile bu hassasiyetin giderildigi
gosterilmistir. Bu sonuglara gore, PoliP, rpoS genini transkripsiyon ve translasyon
diizeyinde diizenlemekte ve/veya o°° proteinini post-translasyonel olarak stabilize
etmektedir (Shiba ve ark., 1999).
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PoliP’in rpoS ekspresyonu iizerindeki etkisinin kanitlanmasiyla, SOS
reglilonunun elementleri olan DNA-hasar1 uyarimli genlerin polifosfat bagimliligi da
analiz edilmistir. Maya ekzopolifosfatazinin asir iiretildigi hiicrelerde mitomisin C
ve UV hasarma direncin azaldig1 gosterilmistir. Normal biiylime kosullarinda SOS
genleri LexA represor proteininin negatif kontrolii altindadir. LexA proteini, SOS
genlerinin operator bolgesindeki 20 baz ¢iftlik bir konsensus diziye baglanmaktadir.
DNA hasarinin olugmasi durumunda RecA proteini tek iplikli DNA’ya baglanarak
aktif hale gelir ve LexA ile etkilesime girerek LexA’nin inaktivasyonuna neden olur.
LexA’nin ortadan kaldirilmasiyla, DNA hasarinin onarilmasinda gérevli umuDC
genlerinin ifadesi saglanmis olur. umuDC ifadesi, PPX1’in agir1 iretildigi ve
mitomisin C’ye maruz birakilan hiicrelerde oldukca azalmistir. Ayni kosullar altinda
RecA ekspresyonunun da azaldigi goriilmiistiir. Bu iki genin ifadesinin azalmasinin
recA’ nin diisiik seviyedeki uyarimina bagli olabilecegi Onerilmistir. Ayrica azalmig
recA ekspresyonu SOS regiilonundaki tiim genlerin yeterince uyarilmadigini isaret
etmektedir. Bu bulgular temel alinarak, recA ifadesinin uyarilmasinda polifosfatin
dogrudan gorev aldig1 ve yeni reCA mRNA’sinin sentezi i¢in PoliP’in gerekli oldugu
ortaya cikarilmistir. Bu durum 7rpoS’in PoliP bagimli olmasiyla tutarlilik
gostermektedir. PoliP, rpoS ve recA regiilasyonu iizerinden stres-uyarimli genlerin

tetiklenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir (Sekil 1.6) (Tsutsumi ve ark., 2000).

3 (P)PrGpp

303 GENLERI

‘ e 190 S BAGIMLI GENLER, s

recA 1 ‘ osmB 5
kat® 4]

wumulDC 2 « recA . - rpoS » otsBA 7

‘ ?

Diger Stres Uyaruml1 Genler

Sekil 1.6. Poli P tarafindan gen ekspresyonu regiilasyonunun sematik modeli. Noktal1 oklar
hipotetik baglantiyr gostermektedir. SOS genleri: 1) SOS genlerinin ekspresyonunun ve
rekombinasyonun aktivasyonu; 2) erorprone tamiri; 3) DNA hasari, 4) aglik. rpoS bagimli
genler: 5) ozmotik stres; 6) oksidatif stres; 7) termotolerans (Shiba ve ark., 1999).
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1.2.7. Sporulasyon

Sporlar c¢evresel stres kosullarmma karsi en dayanikli hiicre formlaridir.
Polifosfatin spor olusturan tiirlerdeki rolii iizerine olduk¢a az ¢alisma yapilmistir. Shi
ve arkadaglarimin (2004) yaptigi bir ¢alismada, Bacillus anthracis ve Bacillus
cereus’un PPK1, PPX ve PAP enzimlerini kodlayan genlerden yoksun mutantlarda,
hareketlilik ve biyofilm olusturmada eksiklik gozlenirken, sadece ppx geninden
yoksun mutantlarda sporulasyonda eksiklikler gézlenmistir. Basgka bir ¢alismada,
Myxococcus xanthus ppkl mutantlarinin ¢ok az sayida spor olusturduklari ve

germinasyonda gecikme gosterdikleri ortaya ¢ikarilmistir (Zhang ve ark., 2005).

1.3. Biyoremediasyon

Biyoremediasyon, kontamine olmus bir ortamin (toprak, sediment, hava, su)
tyilestirilmesi veya temizlenmesi amaciyla canli organizmalarin veya enzimlerinin,
s0z konusu ortama aktarilmas: ya da cevresel kosullarin ayarlanmasiyla endojen

faunanin yikim oraninin arttirilmasi gibi islemleri kapsayan bir yontemdir.

Hidrokarbonlar (6rn. petrol), poliklor bifeniller (PCBs), poliaromatik
hidrokarbonlar (PAHs), farmasotik maddeler, radyoaktif ¢ekirdekler ve metaller gibi
bir¢ok maddenin yikimi, doniisiimii ya da ortamdan uzaklastirilmas: dogada var olan
mikrobiyal katabolik ¢esitlilik yardimiyla biyoremediasyon ve biyodoniistiirme

metodlari ile saglanabilmektedir.

Son yillarda metodolojik alanlarda kaydedilen ilerleme ile biyoyikim
stirecinde gorev alan mikroorganizmalarin genomik, metagenomik, proteomik,
biyoinformatik ve diger ayrintili analizleri yapilarak, biyoyikim yolaklar1 ve
organizmalarin g¢evre kosullarini degistirebilme kapasiteleri daha iyi anlagilmaya
baglanmistir (Diaz, 2008).
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1.3.1. Polifosfatin ve Polifosfat Metabolizmasinda Gorevli

Enzimlerin Biyoremediasyonda Kullanilabilirligi

1.3.1.1. Atik Sulardan Fosfat Biyoremediasyonu

Suni giibreler, endiistriyel ve evsel atiklar nedeniyle atik sularda 6nemli
miktarda inorganik fosfat birikmektedir. Normal kosullar altinda inorganik fosfat, alg
geligimi i¢in sinirlayici bir faktdr oldugundan, dogal sularda bu fosfat birikimi diger
canlilarin yasam alanimi kisitlayan mavi alg gelisimine ve dolayisiyla 6trifikasyona

neden olmaktadir (Kulaev ve ark., 2004).

Glinlimiizde, inorganik fosfatin atik sulardan wuzaklastirilmasi, normal
bakteriyel biiyiimede gerekli olandan daha fazla fosfat depolayabilen bataklik
bakterilerinin polifosfat biriktirebilmeleri 6zelligine dayanmaktadir. Bu bakterilerde,
cevreden alinan fazla Pi, PoliP graniilleri halinde hiicre i¢inde depolanmaktadir.
‘Arttirilmis  Biyolojik Fosfor Uzaklastirma’ (Enhanced Biological Phosphorus
Removal, EBPR) olarak adlandirilan bu yontem diisikk maliyetli bir 6trifikasyon
kontrol mekanizmasi olmasi nedeniyle yaygin olarak kullanilmaktadir (Kulaev ve
ark., 2004).

Normal uygulama kosullarinda, aktif camur ile kentsel atik sulardaki Pi
konsantrasyonunun ortalama %20-40 kadar1 uzaklastirilabilmektedir. Aktif camurun
Pi uzaklastirma kapasitesi, kuru agirlik temel alindiginda %1-2 ile smurli olup
bakterilerin Pi biriktirme kapasitelerinin, cogunlukla genetik yontemler kullanilarak

arttirllabilecegi onerilmektedir (Kulaev ve ark., 2004).

Ohtake ve arkadaslar1 (1993), E. coli MV1184 susunun inorganik fosfat
biriktirme kapasitesini, Pi metabolizmasinda ve tasinmasinda gorev alan ppk, ackA
(asetat kinaz) ve fosfat uyarimli tasima sistemi (pstS, pstC, pstA, pstB) genlerinin
manipulasyonu ile arttirmaya ¢aligmiglardir. Dogal tipin fosfat icerigi % 1.8 iken
ppk ve ackA genlerinin ¢oklu kopyalarini igeren susun fosfat igerigi % 16’ya kadar

cikarilmistir.
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Keasling ve arkadaglarinin 1997 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada, E. coli ppk
geninin kendi dogal promotoru ve uyarilabilir promotorlar altinda asir1 ifadesi
sonucunda, hiicre i¢ine fosfat aliminin arttig1 ve hiicre i¢i polifosfatin oldukga yiiksek

bir seviyeye ulastig1 gozlenmistir.

E. coli’ de polifosfat metabolizmasini degistirmeyi amaglayan baska bir
calismada, polifosfat miktar1 yaklagik 2.0 pug/10™ hiicre iken, ppk-ppx operonundan
yoksun mutantta 0.16’ya kadar diismiistiir. ppk geninin ¢oklu kopyalarinin ifade
edildigi hiicrelerde ise polifosfat miktarinin normale gore 100 kat arttig
gozlenmistir. ppk-ppx mutantinin ppk genini iceren ¢ok kopyali bir plazmit ile
transformasyonu sonucunda olusan yeni susun ¢ok daha hizli fosfat uzaklastirabildigi
gozlenmistir. Ayn1 mutantin, ppk ve ppx genlerini birlikte igeren bir plazmit ile
transformasyonu sonucunda ise ppx’in yiiksek miktarda ifadesinin yalniz ppk geninin

asir1 ifadesi ile olusan etkiyi azalttig goriilmiistiir (Crooke ve ark., 1993).

1.3.1.2. Agir Metallerin Biyoremediasyonu

Mikroorganizmalar, agir metal direngliligi icin belli mekanizmalar
gelistirmislerdir. Bu mekanizmalar agir metal varliinda uyarilarak birincil olarak
aktif hale gelmektedir. Ayrica, agir metal varliginda uyarilmayan fakat metallere
hiicresel tolerans gostermeyi saglayan pasif tolerans mekanizmalar1 da mevcuttur.
Agir metallerin hiicre i¢i selasyonunda, uzun zincirli anyonik fosfat polimerleri olan
polifosfatlarin ¢ok ©Onemli fonksiyonlari vardir (Keasling ve Hupf, 1996). Bu
ozelligiyle PoliP’nin agir metal biyoremediasyonunda anahtar rol oynayabilecegi

distiniilmektedir (Kulaev ve ark., 2004).

Bazi bakterilerin, Saccharomyces cerevisiae‘'nin ve alglerin PoliP
graniillerinde Ca*? K* ve Mg+2 gibi katyonlarin yam sira, agir metallerin de
bulundugu gosterilmistir (Keasling ve Hupf, 1996). Ornegin, Anabaena cylindrica’da
aliminyum (Petterson ve ark., 1985), Anacystis nidulans’da titanyum (Crang ve
Jensen, 1975), Plectonema boryanum‘da kursun (Scott ve Palmer, 1990),
Arthrobacter, Pseudomonas ve Klebsiella’da kadmiyum (Scott ve Palmer, 1990)

bulunmaktadir.



19

Saccharomyces cerevisae’nin polifosfat igeren kofullarinda ise demir, kobalt,
kadmiyum ve ¢inko bulunabildigi goézlenmistir (Gadd, 1986, Klionsky ve ark., 1990;
Norris ve Kelly, 1977; Raguzzi ve ark., 1988). Ayrica, bir alg tiirii olan Chlorella
pyrenoides’in polifosfat graniillerinde lityum ve rubidyum biriktirebildigi
gosterilmistir (Peverly ve ark., 1978).

Rachlin  ve  arkadaslar1  (1981), polifosfatin, agir  metallerin
detoksifikasyonunda kullanilabilecegini 6nermislerdir. Bu hipotez K. aerogenes ve
A. johnsoii’de polifosfat-metal komplekslerinin hiicre disina tasimmasinin
detoksifikasyonda gorev aldiginin gosterilmesi ile desteklenmistir (Aiking ve ark.,
1984, Boswel ve ark., 1999). Ayrica, E. coli polifosfat metabolizmasinda gorev alan
ppk ve ppx’in asir1 ekspresyonu sonucu hiicre digina metal-fosfat komplekslerinin
salinmasinin artmasiyla agir metal toleransinda artis oldugu gosterilmistir (Keasling
ve ark., 1997). Baska bir ¢alismada, hem K. aerogenes ppk geninin hem de
Pseudomonas K-62 merT ve merP genlerinin (civa tasima sisteminde gorevli genler)
birlikte bulundugu plazmidi tasiyan E. coli hiicrelerinde, civa toksisitesinin,
polifosfat selasyonu sayesinde azaldig1 goriilmiistiir (Pan-Hou ve ark., 2001). Ayrica
bu rekombinant hiicrelerin alginat {izerine tutuklanarak civanin biyoremediasyonu

i¢in kullanilabilecegi gosterilmistir (Sekil 1.7) (Pan-Hou ve ark., 2003).
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Sekil 1.7. MerB-ppk fiizyon plazmidi igeren immobilize E.coli hiicrelerinde civanin
uzaklastirilmasinin sematik modeli (Pan Hou ve ark., 2003).
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Pan-Hou ve arkadaslarinin 2006 yilinda yaptig1 bir ¢alismada, bakteriyel ppk
genini tasiyan transgenik tiitiin bitkisinin, civanmn (Hg*?) fitoremediasyonunda
kullanilabilecegi goOsterilmistir. Yapraklarinda daha fazla polifosfat biriktiren bu
bitkinin, Hg*? iceren agar besiyerinden civay alarak daha az toksik olan Hg"*—poliP

kompleksi halinde dokularinda depolayabildigi belirlenmistir.

1.4. Streptomyces

Streptomycet’ler, Actinomycetes ordosuna dahil birgok tiiri ve varyetesi olan
Gram pozitif bakterilerdir (Brock ve Madigan, 1988). GC orami yiiksek (%60-70)
olan bu bakteriler, 6zellikle toprakta bulunan, filamentli, kompleks bir hayat
dongiistine sahip mikroorganizmlardir. Yasam dongiisii, sporlarin germinasyonuyla
baslar ve substratin dallara ayrilmasiyla olusan miselyum gelisimi biiylime fazinin
sonuna kadar devam eder. Hava misellerinin apikal biiylimesi durduktan sonra

misellerin ucundaki hiicreler sporlara farklilasirlar (Sekil 1.8) (Chouayekh ve Virolle,
2002).
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Sekil 1.8. Streptomyces coelicolor yasam dongiisti. (Www.openwetware.org)
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Cok sayida biyoaktif madde iireten Streptomiset’ler endiistriyel agidan
oldukca Onemli bakterilerdir. Bu maddeler arasinda, basta antibiyotikler
(Streptomisin,  Kloramfenikol,  Neomisin B, Kilortetrasiklin,  Neomisin,
Oksitetrasiklin, Nistatin, Eritromisin, Tetrasiklin, Novobiyosin, Sikloserin,
Vankomisin, Kanamisin, Paromomisin) olmak {izere anti-tirozinaz, antioksidanlar,
anti-timor ajanlari, enzim inhibitorleri, glukoz izomerazlar, transglutaminazlar gibi
endiistriyel agidan onemli enzimler ve hemolitik bilesikler sayilabilir (Sekil 1.9)

(Anzai ve ark., 2008, Whitehurst ve ark., 2009).

Streptomyces’de antibiyotik ve diger ikincil metabolitlerin {iretimi, kati
besiyerinde hava misellerinin gelisiminin son fazinda, sivi besiyerinde ise duragan

faza girmeden once baglar (Chouayekh ve Virolle, 2002).

Sekil 1.9. Streptomyces kolonileri tarafindan iiretilen pigmentli ikincil metabolitler.

A. Topraktan izole edilen tipik Streptomyces kolonilerinin morfolojileri ve iirettikleri
pigmentli biyoaktif maddeler. B. Streptomyces coelicolor koloni morfolojisinin panoramik
goriintiisii. Uretilen mavi renkli metabolit, antibiyotik aktinorhodin, koloninin hidrofobik
yiizeyinden damlaciklar halinde besi ortamina salinmaktadir (Thomson ve ark., 2002).
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1.4.1. Streptomyces Polifosfat Metabolizmasi

Chouayekh ve Virolle‘lin 2002 yilinda yaptig1 bir calismada, diger bakteriyel
polifosfat kinazlar ile yiiksek homoloji gosteren Streptomyces lividans polifosfat
kinaz geni, PCR ile ¢ogaltilmis, klonlanmig ve 774 amino asitten olusan 86.4 kDa
blyiikliiglinde bir proteini kodladig1 gosterilmistir. Saflastirilan PPK enziminin,
ATP’den polifosfat (ileri reaksiyon) ve polifosfattan ADP’ye Pi aktararak ATP
sentezleyen (geri reaksiyon) bir enzim oldugu, ayrica polifosfat sentezi sirasinda
ATP varliginda bir fosfoenzim ara formunda bulundugu ortaya ¢ikarilmistir. Bunun
yani sira ppk geninin, tek bir promotordan monosistronik bir mRNA’y1 ifade ettigi ve
genin transkripsiyonunun sivi minimal besiyeri ortaminda, biiylimenin geg

sathalarinda bagladig1 gosterilmistir.

Ghorbel ve arkadaslarinin (2006) Streptomyces lividans TK24 ile yaptig1 bir
caligmada ise fosfat seviyesinin, ppk gen ekspresyonunun diizenlenmesi ve ppk’dan
yoksun mutant sus tizerindeki etkisi arastirilmistir. Yeterli inorganik fosfat varliginda
ppk ekspresyonunun az, ancak belirlenebilir diizeyde oldugu ve ATP yi korepresor
olarak kullanan bir represor tarafindan kontrol edildigi gosterilmistir. Bu kosullar
altinda, yaban tipte, duragan faza geg¢isle birlikte polifosfat birikimi gergeklesmis
ancak ppk mutantinda boyle bir birikim gézlenmemistir. Sinirli Pi kosullarinda, ppk
ekspresyonu, yeterli Pi varlifinda oldugundan daha fazla gerceklesmistir. Bu kosullar
altinda yaban susun polifosfat igeriginin diisiik oldugu ancak ppk mutantlarinda
polifosfatlarin  yiiksek miktarda ve daha wuzun zincirler halinde bulundugu
gosterilmistir. Bu durum ppk enziminin bir niikleozit difosfatkinaz gorevi de

gorebildigini kanitlamistir.

Chouayekh ve Virolle (2002), PPK’nin, S. lividans TK24’te antibiyotik
biyosentezinin regiilasyonunda gorev aldigini ve ppk geninin antibiyotik {iretimini
negatif olarak etkiledigini 6nermislerdir. Biiyiime besiyerinde Pi seviyesi diisiik
oldugunda, PoliP rezervinin ve buna bagli olarak hiicrenin enerji seviyesinin de
diisiik oldugu gosterilmistir. Ayn1 kosullarda, ATP olusturan enzimden yoksun olan

ppk mutantlarinin enerji seviyesinin yabana gore ¢ok daha az oldugu bulunmustur.
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Bu yiizden, Pi kitliginda enerji seviyesindeki bu agig1 kapatmak igin, ppk
mutantlari, hiicre icinde ATP {iretimini saglayacak merkezi metabolik yolaklart giiclii
bir sekilde aktif hale getirmektedir. Bu aktivasyon, metabolizma yakit1 i¢in yiiksek
miktarda karbon ve fosfat alimini gerektirir. Ayni1 grubun baska bir ¢alismasinda, ppk
mutant susun Pho regiilonundaki (fosfat saglayici) genlerin (phoR/phoP) oldukga
uyarilmis oldugu ve buna bagli olarak glukoz aliminin arttig1 gdsterilmistir (Ghorbel
ve ark., 2006). Biitiin bu uyarimlarin sonucunda, hiicre i¢inde karbon iskeletleri,
indirgenmis kofaktorler (NADH ve NADPH) ve ATP {iretimi artmistir. Antibiyotik
tiretimi, biiylime yavasladigi veya durdugu zaman gergeklestiginden, ortamdaki Pi
miktarinin yeterli olmadigi ve bu anahtar bilesiklerin anabolizma i¢in kullanilmadigi
kosullarda bir sonraki asama olan antibiyotik biyosentezinde kullanilacag
Onerilmistir. Pi kithiginda, biitiin bu adaptif olaylarin yaban susta da goriildiigli ancak
ppk mutantlarinda oldukga yiiksek seviyede gerceklestigi onerilmistir (Ghorbel ve
ark., 2006).

1.5. Tez Calismasinin Amaci

Polifosfatin, fosfat ve agir metal bioremediasyonunda kullanilabilme
potansiyeli ¢cok yakin zamanda gosterilmis ve ¢ok az mikroorganizmada caligilmistir.
Literatiirde,  Streptomyces tiirleriyle  yapilmis  olan  ve  polifosfatin

bioremediasyondaki roliinii kapsayan herhangi bir ¢aligma mevcut degildir.

Bu ¢alismada fosfat birikiminin ve bunun agir metal toksisitesine direngteki
roliinii anlayabilmek igin S. coelicolor’in fosfat metabolizmasinin degistirilmesi
amaclanmistir. Elde edilen olan S. coelicolor rekombinant suslarin, fosfat ve agir
metal kirliliginde biyoremediyal arag olarak kullanilabilme potansiyelleri

arastirilmastir.
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2. GEREC VE YONTEMLER
2.1. Gerecler

2.1.1. Kullamilan Kimyasallar

2-propanol (Merck), Asetik asit (Riedel de Haen), % 99.5 Etanol (Riedel de
Haen), Fenol (Riedel de Haen), Kloroform (Riedel de Haen), izoamilalkol (Merck),
NaCl (Sigma Aldrich), NaOH (Merck), HCI (Riedel de Haen), Tris Baz (Merck),
Ampisilin (Sigma Aldrich), Kloramfenikol (Sigma Aldrich), Tiyostrepton (Sigma
Aldrich), Agaroz (Sigma Aldrich), EDTA (Merck), Etidyum Bromid (Sigma
Aldrich), Pepton (Merck), Glukoz (Merck), Siikroz (Merck), Maya oziiti (Alfa
Aeaser), Gliserol (Riedel de Haen), KH,PO, (Merck), K;HPO,4 (Merck), Potasyum
Asetat (Merck), CaCl, (Merck), PIPES (Fluka), Malt 6ziitii (Merck), MgCl,.6H,0
(Merck), Glisin (Applichem), K;SO4 (Merck), TES (Applichem), Kazaminoasit
(BD), L-prolin (Applichem), CTAB (Merck), PEG 1000 (Applichem), SDS (Merck),
Sodyum Asetat (Merck), Triptic Soy Broth (Fluka), Bacto Agar (BD), Pb(NO);
(Merck), CdCl, (Merck), DMSO (Riedel de Haen), IPTG (Sigma Aldrich), X-Gal
(Sigma Aldrich), Askorbik Asit (Sigma Aldrich), K(SbO)C4H4064H,0 (Merck),
(NH4)6M070,4.4H,0 (Merck), H,SO, (Merck), Metanol (Riedel de Haen), Triton X-
100 (Sigma Aldrich), Hidroksil amonyum-HCI (Merck), KOH (Merck), TCA (Sigma
Aldrich), FeCl; (Applichem), p-nitrofenil-fosfat (Applichem), Sodyum Tripolifosfat
(Sigma- Aldrich).

2.1.2.Kullanilan Enzimler

Lizozim, RNase A, (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), PA® Platinium DNA
Polimeraz (Invitrogen Corporation, U.S.) 10X Amplification Buffer, 10X Enhancer,
Phusion DNA Polimeraz, 10X GC Buffer, (Fynnzymes Oy. Finland) Pstl
Restriksiyon Endoniikleaz, ECORI Restriksiyon Endoniikleaz, ECORV Restriksiyon
Endoniikleaz, Xhol Restriksiyon Endoniikleaz, Xbal Restriksiyon Endoniikleaz,
(Jena Bioscience GmbH, Germany) BamHI Restriksiyon Endoniikleaz, (MBI,
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Fermentas AB, Vilniues, Lithuania) HindIIl Restriksiyon Endoniikleaz, (Promega
Corporation, Madison, USA) Sacl Restriksiyon Endoniikleaz, Dral Restriksiyon
Endoniikleaz, (New England Biolabs Inc. U.S). Enzim reaksiyonlar1 {iretici

firmalarin 6nerdigi tamponlarla gergeklestirilmistir.

2.1.3. Kullanilan Kitler

Jelden DNA saflastirma Kiti (GE Healthcare, UK).

2.1.4. Kullamlan DNA Molekiiler Belirtecleri

Molekiiler DNA belirtegleri (MBI Fermentas, O’GeneRuler 1 Kb DNA
Ladder, SM1163, MBI Fermentas, Lambda DNA/Pstl Molekiiler DNA Belirteci
SMO0361) (Sekil 2.1).

bp ng/05p9 %
11501 1186 237 bo_ng/0.5u9 %
5077 523 105
4749 490 98
4507 465 93 10 B
2838 293 59 06
p556* 263 b3 1
2150 253 51 N6
2413 255 5D 0 8
— 2140 22.1 4.4 N B
1986 20.5 41 _ 70 14
1700 175 3.5 5 % 5
= 25 =1
= % 5
1159 1.9 2.4 E
— 1003 113 23 g 60 12
— 805 8.3 17 2 oo
= 259 =
514 53 oy U
- 468 4.8 10 % 5
2 448 46 09§
g — 39 35 07 &
& 264 27 0.5 o
2 247 25 05 &
0.5ug/ane, 0.5p0/1ane, 8cm length pel,
8cm length gel, 1% TAE, Tjem, 45mn
X TAE, 7W/cm, 1hr
A B.

Sekil 2.1. Kullanilan Molekiiler DNA Belirtegleri. A) 1 kb Molekiiler DNA Belirteci
(Fermentas, SM1334); B) Lambda DNA/PstI Molekiiler DNA Belirteci (Fermentas,
SMO0361)
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2.1.5. Kullanilan Plazmit Vektorler

Tablo 2.1. Deneylerde kullanilan plazmidler

Plazmidler Direnclilik Direnclilik Biiyiikliik Kaynaklar
belirteci

pBluescript 11 SK (-) Bla Ampisilin 3000 bg Stratagene
pHZ1351 tsr Ltz sti+ Amp-Tsr 8300 bg Kieser ve ark., 2000

pBluescript 11 SK (-)-ppk Bla, ppk Ampisilin 5890 be Bu ¢alisma

pBluescript Il SK (-)-ppk-ppx Bla, ppk Ampisilin 7043 be Bu ¢alisma

pBluescript 11 SK (-)-ppk-ppxp Bla, ppk Ampisilin 7361 bg Bu ¢alisma

pHZ1351-ppk tsr Ltz— sti+ Tiyostrepton 11315 bg Bu calisma

pHZ1351-ppk-ppxp tsr Ltz— sti+ Tiyostrepton 12661 bg Bu ¢alisma

2.1.5.1. pBluescript 11 SK (-) Fajmid Vektor Sistemi

Bu tez ¢alismasinda pBluescript II SK (-) Fajmid Vektor Sistemi (Stratagene,
Lacolla, Canada), Streptomyces coelicolor’dan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
ile elde edilen ppk ve ppx genlerini ve ppk promotor bolgesini klonlamak igin
kullanilmistir (Sekil 2.2)

pBluescript II fajmidleri (faj orijini tasiyan plazmidler), ¢ogunlukla DNA
dizilemesi i¢in i¢ i¢e gecmis delesyonlarin olusturulmasi, in vitro RNA
transkriptlerinin olusturulmasi, gen haritalamasin1 igeren klonlama ve dizileme

stireglerinin kolaylastirilmasi i¢in kullanilan klonlama vektorleridir.
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pBluescript II fajmidleri, 21 adet restriksiyon enzim tanima boélgesini igeren
bir ¢oklu klonlama bdélgesi tasimaktadir. Coklu klonlama bolgesinin her iki tarafinda
bulunan T7 ve T3 RNA polimeraz promotorlar1 ile in vitro RNA sentezi
yapilabilmektedir. Transkripsiyonu baglatacak promotor sec¢imi transkripsiyonun,
coklu klonlama bdlgesine klonlanan genin hangi ipliginden yapilacagim
belirlemektedir. Cok kopyali pBluescript fajmidlerinde, ¢oklu klonlama bdlgesine
yerlestirilen PCR iriiniiniin, burada yer alan B-galaktozidaz enziminin a-peptidini
kodlayan genin inaktivasyonuna neden olmasi sonucunda, rekombinant klonlarin
secici besiyerinde mavi-beyaz koloni se¢imi iizerinden tayin edilmesine olanak

vermektedir.

pBluescript Il (+) ve (-), KS ve SK olarak adlandirilan iki farkli yonde ¢oklu
klonlama bolgesine sahip olacak sekilde diizenlenmistir. KS yoniinde Kpn |
restriksiyon kesim bolgesi lacZ promotoruna yakin ve Sac | restriksiyon tanima
bolgesi lacZ promotoruna uzak olarak yerlestirilmisken, SK yoniinde, Sac I bolgesi

lacZ promotoruna yakin ve Kpn | bolgesi ise uzak olacak sekilde yerlestirilmistir.

pBluescript 11 fajmidleri tek iplikli (ss) DNA olarak tekrar elde edilebilirler,
ciinkii 307 baz ¢ifti replikasyon orijini olan ve 454 baz ¢ifti biiytikligiindeki bir f1 faj
intergenik bolgesi igerirler. F1 intergenik bolgesinin (-) ve (+) seklinde yonlenmesi,
sirastyla anlamli ya da anlamsiz tek iplikli DNA’nin yardimci bir faj ile geri
kazanimini saglamaktadir. Bu tek iplikli DNA dideoksiniikleotid dizileme (Sanger

metodu) ya da bolgeye 6zgiil mutagenezde kullanilabilmektedir.
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pBluescript Il 5K (+/-) Phagemids
L oyt (-] e

f1 (+) orin, H?——\‘
e,
‘—'-_-‘ -

ampicilling /

o —Kpnl
| . MCS
o pBluescript Il SK (+/-) ' ol
——Sac
L 3.0kb
\
[ LP lac
— -
- - -
plC Dri]
pBluescript Il 3K (+/-) Multiple Cloning Site Region
(sequence shown 598-824) sal e 1
Ecal109 | Aol
EllssH [} | T7 Promoter > prn I [Ihu 1} 5?}':I I5|:|I
TTGTAAAACGACGGCCAGTGAGCGCECCETAATACGACTCACTATAGGGLGAATTGGETACCGEGCCCCOCCTCGAGGTCGAC. . .
#AT3 =20 primer binding site T7 primer binding site v K3 primer binding site..
Espl0& | Mot i
Clal Hind Ml EcoRY  Eco® Pot | Sma | BamH I  Sp= Xbo | Eog | ?m 1 I5|:|: I} Sac|

| | | | | | | | | | |
.« BETATCGATAAGCTTGATATCGAATTCCTGCAGCCCGGGGEATCCACTAGTTCTAGAGCGGCCGCCACCGCGRTGRAGETC. . .

+

...k primer binding site ZK primer binding site

- T3 Promoter ?::H I M
I
o CAGCTTTTGTTCCCTTTAGTGAGGETTAATTGCGCGCTTGECGTAATCATGGTCATAGCTGTTTLC
T3 prmer Binding site TMTE Reverss pamer binding e

Sekil 2.2. pBluescript SK (+/-) fajmid vektor haritast.

2.1.5.2. pHZ1351 E. coli-Streptomyces Mekik Vektorii

Streptomyces sp. FR-005 susunun kromozomal DNA’sindan ¢ok kopyali bir
Streptomyces replikonu (4 kb) izole edilerek bu replikonu igeren pZH1351 (8.3 kb)
bifonksiyonel (mekik) vektor sistemi olusturulmustur (Sekil 2.3). Bu plazmit, bircok
Streptomyces susuna yiiksek transformasyon etkinligi ile aktarilabilmekte, ampisilin
direnglilik geni sayesinde E. coli’de, tiyostrepton direnglilik geni sayesinde de

Streptomyces’te secilebilmektedir.

Bu c¢alismada, pHZ1351 mekik vektor sistemi, pSK II (-) plazmidine
klonlanan genlerin S. coelicolor’a aktarilmasi ve ifadesinin saglanmasi amaciyla

kullanilmustir.
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Sekil 2.3. pHZ1351 vektoriiniin ¢oklu klonlama bolgesi ve genel Ozelliklerini gésteren
haritasi.

2.1.6. S. coelicolor ppk ve ppx Genlerinin Restriksiyon Enzim
Haritalarimin Cikarilmasi

S. coelicolor genomundaki (NCBI Gene Databank, NC _003888.3), ppk
(GenelD: 1099585) ve ppx (GenelD: 1096180) gen bolgelerinin dizisi StrepDB-The

Streptomyces Annotation Server’dan elde edilmistir. Genlerin restriksiyon enzim
haritalart NEBCutter programu ile ¢ikarilmistir.

Gen dizilerindeki rekstriksiyon enzim kesim bdlgeleri belirlendikten sonra
uygun klonlama ve ekspresyon vektorleri se¢ilmis ve bu vektorlerin ¢coklu klonlama

bolgelerine gore her gen i¢in ileri ve geri primerler tasarlanmistir.
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71 aa
1 2320
I Y (. A N | N FEEPIEE
BstEll Fall #Par] atul Puull || “*NgoAYIII
Hapl FRFILLOR] Syl Hael gl | annl
Tstl PsplNII 10raR1 RFINT FhAguIy | “Baphl
$Bap2d] $BanBl Alel LAhdl £Paprl " Ockel
#lbaFL3] Hhai! fizl1 Barl Bstal BpCNI
Tzl $Ezadsl Bar] FHaelVy BpuEl Bize¥]
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|
#3exAl

Sekil 2.4. ppk geninin restriksiyon haritasi. Mor ile yazilanlar ticari olarak ulagilabilir
restriksiyon endoniikleazlari, sar1 ile yazilanlar ticari olarak ulagilamayan restriksiyon

endoniikleazlar1 ve “*’ ile isaretlenenler CpG metilasyonundan etkilenen restriksiyon

endoniikleazlar1 géstermektedir.

336 aa
N T I DU I T P D S PP PP SPIT FN P NI PRI PP PP PPN B I L K §
[ I I [ ] T I A A O I I |
BzeRI ALFI Bool Barl #ALWNI *¥RpaBal
*Tgsl ¥Fegpl| “#Copl Mzcl #PFIMI ¥Fzel
¥PFol FHrul B=t¥I BaphLI FEpu I
PFIFI BamHI *fpal Pasl
Tthilll Puull BanIl *BamAl
Mne T Ppunl *Bzal
Hlalll Ecol1091 #PaeR7I
CyviAIl KKFLI EBzoB I
Fatl BzsS1 *hval
Bstkl PspPRI Smll
RleAl Ecof7m] *TLil
¥Hae IV BpmI T=pOTI
*UhaPl *xhaol
#HpyCHATY %BtgZ]
Alel Haelll
#BapGlI Tzpdal
*MauBl
#PspOI

Sekil 2.5. ppx geninin restriksiyon haritasi. Mor ve mavi ile yazilanlar ticari olarak
ulagilabilir restriksiyon endoniikleazlari, sar1 ile yazilanlar ticari olarak ulasilamayan

restriksiyon endoniikleazlar1 ve ‘*’ ile isaretlenenler CpG metilasyonundan etkilenen

restriksiyon endoniikleazlar gostermektedir.
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2.1.7. Kullamlan Bakteri Soylar

Bu c¢alismada kullanilan bakteri soylarinin karakteristik ozellikleri ve
kaynaklar1 Tablo 2.1°de listelenmistir. S. coelicolor spor siispansiyonu Hopwood ve
arkadaslarinin (1985) ydntemine gére hazirlanmis ve %20 gliserol iginde -80 °C’ta
saklanmistir. E. coli DH5a susu LB agara ¢izgi ekim yontemiyle ekilerek 37 °C’ta
biiyiitiilmiis, 4 °C’ta muhafaza edilmis ve ayda bir alt kiiltiirlenmistir. E. coli
ET12567 susu, 50ug/ml kloramfenikol iceren LB agara ¢izgi ekim yontemiyle
ekilmis ve 37 °C’ta biiyiitiilerek, 4 °C’ta saklanmustir ve ayda bir alt kiiltiirlenmistir.
Bu iki E. coli susunun stoklar1 %50 gliserol igeren LB igerisinde hazirlanarak -80

°C’ta saklanmustir.

Tablo 2.2. Bu ¢aligmada kullanilan bakteri soylarinin karakteristik 6zellikleri.

Sus Adi Genotip/Fenotip Kaynak
Streptomyces coelicolor Hopwood ve ark.,
A3(2) Yaban tip (1985)

F’@dlacZA(lacZY A-argF),
U169, SUpE44A., thi-1, gyrA, Hanahan (1983)

E. coli DH5a recAl, relAl endAl, hsdR17

E. coli ET12567 McNeil ve ark.,
dam, dcm, hsdS, cat, tet
(1992)

2.1.8. Kullanilan Cozelti ve Besiyerleri

Tiim sterilizasyon islemleri otoklavda 121°C’ta 20 dakika siireyle

gergeklestirilmistir.



24:1 Kloroform/Isoamilalkol Karisim (1 L, v/v)
e 960 ml Kloroform,

e 40 ml Izoamilalkol

Cozelti |
e 25mM Tris pH 8.0
e 10mMEDTApH 8.0
e 50 mM Glukoz

dH,0 ile hazirlanir.

Cozelti |1
e 0,2N NaOH
e %1SDS
dH,0 ile hazirlanir.

Cozelti 111
e 5 M Potasyum Asetat
o 9%11.5 Glasiyel Asetik Asit
dH,O0 ile hazirlanir.

Tris—Asetat-EDTA (TAE) (50X)
e TrisBaz 242 gr
o Glasiyel Asetik Asit 57,1 ml
e EDTAO0.5MpH8.0 100 ml
dH,0 ile 1 L’ye tamamlanur.

Tris-EDTA (TE) Tamponu
e 1M Tris-HCI pH 8.0
e 05MEDTAPpPHS8.0

32
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CaCl;, Cozeltisi
e 60 mM CaCl,
e % 15 Gliserol
e 10 mM PIPES

dH,0 ile hazirlanir.

STET Tamponu ( 1L)
e Siikroz 80 gr
e Triton X-100 5mi
e 1MTris-HCIpH8 10ml
e 05MEDTApHS8 100 ml
dH,0 ile 1 L’ye tamamlanur.

P(-) Tamponu (800 ml)

e Siikroz 103 gr
o KyS0O, 0.24 gr
e MgCl,.6 H,O 2.02 gr

e iz Element Soliisyonu*2 ml
dH,0 ile 800 ml’ye tamamlanir. Otoklavlandiktan sonra, P (+) tamponu elde etmek

icin her 80 ml P(-)¢6zeltisi i¢ine asagidaki steril kimyasallar ilave edilir:

o KHyPO; (% 0.5) 1ml
e CaCl».2 H,0 (% 3.68) 10 ml
o TES (%5.73) pH 7.2 10 ml

*iz element Cozeltisi ( 1L)

e ZnCl, 40 mg
e FeCl,.6H,0 200 mg
e CuCl,.2H,0 10 mg
e MnCl,.4H,0 10 mg

o NazB407.10H20 10 mg
o (NH4)6M07024.4H20 10 mg
dH,0 ile 1 L’ye tamamlanur.



CTAB/NaCl Cozeltisi

% 10 CTAB
0.7 M NaCl

Transformasyon Tamponu

P(-) tamponu

KH,PO4 (% 0.5)
CaCl,.2 H,O (% 3.68)
TES (% 5.73) pH 7.2
PEG 1000

STE Tamponu

% 10.3 Siikroz
25 mM Tris-HCI pH 8
25 mM EDTA

Lizis Tamponu

0.3 N NaOH
% 2 SDS

10X PBS (pH 7.3)

1.4 M NaCl

27 mM KCI

100 mM NayHPO,
18mM KH3,PO4

Cozelti A pH 11.25 (100 ml)

BCA 1gr
Sodyum karbonat 2 gr
Sodyum tartarat 0.16 gr
NaOH 0.4 gr
Sodyum bikarbonat 0.95 gr

dH0 ile 100 mI’ye tamamlanur.

790 ul
10 ul
100 pl
100 pl
330 ul

34
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Cozelti B (10 ml)
0.4 gr CuS04.5H20 10 ml dH20’da ¢oziiliir ve 4 °C’ta saklanr.

0,004 M K(SbO)C4H;064H,0 Cozeltisi (Potasyum Antimonil Tartarat)
0.2743 gr Potasyum antimonil tartarat 100 ml dH,O’da ¢oziiliir ve 4 °C’ta

saklanir.

0,03 M (NH4)sM070,4.4H,0 Cozeltisi (Amonyum Molibdat)
4 gr Amonyum molibdat 100 ml dH,0’da ¢oziiliir ve 4 °C’ta saklanur.

0,1 M Askorbik Asit Cozeltisi
1,76 gr askorbik asit 100 ml dH,0O’da ¢oziiliir ve 4 °C’ta saklanur.

Pb2(NO); Cozeltisi (10 ml, 200 mg/ml)
2 gr Pb(NO); 10 ml dH,O’da ¢oziilir ve filtre ile steril edilerek oda

sicakliginda 1s1ktan koruyarak saklanir.

CdCl; Cozeltisi (10 ml, 200 mg/ml)
2 gr CdCl; 10 ml dH,O’ da c¢ozilir ve filtre ile steril edilerek oda

sicakliginda 1s1ktan koruyarak saklanir.

Ampisilin (10 ml, 100 mg/ml)
1 gr Ampisilin 10 ml dH,O’da ¢oziiliir ve 0,22 um por ¢apl filtre ile steril
edilerek, -20 °C’ta saklanir.

Kloramfenikol (10 ml, 50 mg/ml)
0.5 gr Kloramfenikol 10 ml EtOH’ da ¢oziiliir ve0,22 pm por ¢apl filtre ile

steril edilerek, -20 °C’ta saklanir.

Tiyostrepton (10 ml, 50 mg/ml)
0.5 gr Tiyostrepton 10 ml DMSO’ da ¢ziiliir ve -20 °C’ta saklanur.
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X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactoside)
0.2 gr X-Gal 10 ml Dimetilformamid i¢inde ¢oziiliir ve 1s1iktan korunarak —20

°C’ta saklanir.

IPTG (Isopropyl-p-D-thiogalactoside)
1 gr IPTG 10 ml distile su i¢inde ¢o6ziilerek 0,22 um por capl filtre ile steril

edilir ve 1s1ktan koruyarak —20 °C’ta saklanir.

Luria Broth (1L, pH 7.5)
e Tripton 10g
e Yeast Extract 59
e NaCl 10 ¢
dH,0 ile 1 L’ye tamamlanir ve 121 °C’ta 20 dakika otoklavlanr.

JLB(1L)
e Tripton 12 gr
e Yeast Extract 24 gr
e Gliserol 4ml
dH,0 ile 900 mI’ye tamamlanir ve 121 °C’ta 20 dakika otoklavlanir ve asagidaki

steril ¢cozelti eklenir.

JLB Tuzlar1 (100 ml)

e KH2PO4 2,31 gr
e K2HPOA4 12,54 gr
dH0 ile 100 mI’ye tamamlanur.

TSB (Triptic Soy Broth) (1 L, pH 7.5)
e Triptic Soy Broth 30 gr
dH,0 ile 1 L’ye tamamlanir ve 121 °C’ta 20 dakika otoklavlanir
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YEME Besiyeri (1 L)

e Yeast Extract 3gr
e Malt Extract 3gr
e Pepton Sgr
o Glukoz 10 gr

dH,O ile 1 L’ye tamamlanir. Otoklavlandiktan sonra asagidaki steril ¢ozeltiler

eklenir:
e 25M MgCl,.6H,O0 2ml
e 9% 20 Glisin 25 ml

YED Besiyeri (1L)
e Glukoz 10 gr
e Maya oziitii 10 gr
dH,0 ile 1 L’ye tamamlanir ve 121 °C’ta 20 dakika otoklavlanr.

Minimal Besiyeri (1 L)

o NH4(SOy) 1gr

e K,HPO, 0.5gr
e MgSO,.7H,0 0.29r
e FeS0,.7H,0 0.01 gr

dH,0 ile 1 L’ye tamamlanir. Otoklavlandiktan sonra, 20 ml steril %50°1lik glukozdan
4 ml eklenir.

R2YE Besiyeri (800 ml)

e Siikroz 103 gr

o K,SO4 0.25gr
e MgCl,.6H,O 10.12gr
e Glukoz 10 gr

e Yeast Extract 5gr

e Kazamino asit 0.1 gr

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:
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e KHyPO,4 (% 0.5) 2ml
e CaCly. 2H,0 (% 3.68) 16 ml
o TES(%5.73)pH 7.2 20 ml
e L-prolin (% 20) 3mi
e 1N NaOH 1ml
e Iz Element Cozeltisi 0.4 ml

2.1.9. Kullanilan Cihazlar

+ 4 °C Sogutucu (Ariston), -20 °C derin dondurucu (Ariston), -86 °C derin
dondurucu (Thermo, Forma -86 °C ULT Freezer), Buz Makinesi (BAR-LINE BF85),
Yatay Elektroforez Sistemi (BIO-RAD, MINI-SAB CELL CT), Gii¢ kaynagi (BIO-
RAD, PowerPac Basic), Masa Ustii Santrifiij (Heraeus, Labofuge 400R), Masa Ustii
Santrifiij (BACKMAN 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 Goriintiileme Cihazi (Vilber Lourmart),
Mikrodalga Firin  (Kumtel), Sonikator (BRANSON, Digital Sonifier),
Spektrofotometre (BIO-RAD, Smartspec 3000).

2.2. Yontemler

2.2.1. S. coelicolor’dan Kromozomal DNA izolasyonu

S. coelicolor’dan genomik DNA izolasyonu Hopwood ve arkadaslarinin
(1985) gelistirdigi yontem kullanilarak yapilmustir. -80 °C’ta saklanan S. coelicolor
stok spor stoklarinin 50 pl’si 20 ml TSB besiyerine inokiile edilerek 4 giin boyunca
30 °C’ta 250 rpm’de iiretilmistir. 50 ml TSB besiyerinin asilanmasinda kullanilmis
on kilttirile %10 oraninda asilanarak hiicreler 2 giin daha ayni kosullarda

biyiitiilmiistiir.
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Hiicreler oda sicakliginda 4500 rpm’de 15 dakika ¢oktiiriilmiis ve pelet, 10
ml TE (pH 8.0) tamponunda ¢oziildiikten sonra karisim tizerine 20 mg Lizozim
eklenmistir. Karigimin 1.7 ml’si steril bir ependorf tiipline ayrildiktan sonra geri
kalan kismi tekrar kullanilmak iizere -20 °C’ta saklanmistir. 1.7 ml karisimin {izerine
50 ul %20 SDS ve 50 ul RNaz (10 mg/ml) ¢dzeltisi eklendikten sonra 37 °C’ta 15
dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras1 karisimin iizerine 300 pl 5 M NaCl,
240 pl CTAB/NaCl eklenerek 65 °C’ta 10 dakika inkiibe edilmis ve oda sicakligina

sogutulmustur.

Karisimin iizerine esit hacimde kloroform:izoamilalkol (24:1) eklenip
karistirildiktan sonra fazlar birbirinden 11000 rpm’de 5 dakika santrifiigasyon ile
ayrilmistir.  Ust faz TE tamponu (pH 6-7) ile doyurulmus fenol ve
kloroform:izoamilalkol (24:1) karisimu ile iki kez 6ziitlenmistir. Daha sonra sulu faz
ayrilarak tizerine 0.6 hacim izopropanol eklenerek karistirilmis ve oda sicakliginda
14000 rpm’de 30 dakika santrifiij edilmistir. Pelet 500 pl %70 EtOH ile yikandiktan
sonra kurutularak 100 pl dH,O’da ¢oziilmiis ve -20 °C’ta saklanmustir.

2.2.2. ppk, ppx Genlerinin ve ppk promotor bdélgesinin PCR ile

Cogaltilmasi

S. coelicolor genom dizisi ve Std84 kozmidinin DNA dizisine
http://strepdb.streptomyces.org.uk adresinden ulasilarak tasarlanan primerlerin 5’
uclarina pBluescript SK(-) klonlama vektoriiniin ¢coklu klonlama bdlgelerine uygun

sekilde yerlesmesini saglayacak restriksiyon enzim tanima bdlgeleri eklenmistir
(Tablo 2.2).

ppk ve ppx genlerine ait DNA fragmanlari, sirasiyla Std84 kozmid DNA’sinin
ve S. coelicolor genomik DNA’sinin kalip olarak kullanildigi Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PCR) ile ¢ogaltilmistir. ppk promotor bdlgesinin PCR ile
cogaltilmasinda ise yine Std84 kozmid DNA’s1 kalip olarak kullanilmistir.

Her bir gen i¢in farkli DNA polimeraz enzimleri ve primer baglanma

sicakliklar1 ile yapilan PCR optimizasyon caligmalari sonucunda en iyi PCR
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tirtiniiniin elde edildigi reaksiyon kosullari ve tamponlar1 belirlenmistir. Reaksiyonlar

50 ul toplam hacimde gergeklestirilmistir (Tablo 2.3)

Tablo 2.3. ppk, ppx genleri ve ppk promotor bolgesi igin tasarlanmis ileri ve geri
primerler.

_ o PCR Uriinii
Primer Restriksiyon
Gen (bg)
Endoniikleaz
5’AACTGCAGAACCAATGCA
fleri TTGGCGCGCAGGAACTCGGT | Pstl
ppk G-3’ 3000
] 5’CGGGATCCCGCGTACGGC
Geri BamHI
GAGGAGGGGTAC -3’
ileri 5’GGAATTCCTCGGCGCTCA | EcoRl
ppX AATGGGTACCTG -3’ 1153
Geri 5’GCGCAGAACCTCCTCGAC | ____
c-3
) 5’GGAATTCCGTGAGCCTCG
Ileri EcoRl
) CAAGGCTG -3’
PP 5’AACTGCAGAACCAATGCA
promotor ] 318
Geri TTTACGGCGAGGAGGGGGC | Pstl
G-3

2.2.3. PCR Uriinlerinin Agaroz Jelden Saflastiriimasi

PCR ile gogaltilan ppk, ppx ve promotor bolgesine ait DNA fragmanlari, %
I’lik Agaroz Jele yiiklenmis ve elektroforezden sonra, jel goriintiileme cihazi (UV
151k altinda) ile goriintiilenerek uygun bantlar steril bistiiri yardimiyla kesilip
ependorf tiiplere aktarilmistir. DNA fragmanlari, Jelden DNA Saflastirma Kiti (DNA
Jel Extraction Kit, GE Health Care) kullanilarak elde edilmistir. Konsantrasyonlari
belirlenen DNA’lar -20 °C’ta saklanmustir.
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Tablo 2.4. ppk, ppx ve ppk promotor bolgesinin PCR ile ¢ogaltilmasinda kullanilan
enzimler, reaksiyon tamponlar1 ve reaksiyon kosullari.

Reaksiyon Bilesenleri

Reaksiyon Kosullari
Gen Enzim (Son Kons.)
1X Pfx Amplifikasyon
Tamponu 94 °C’ta 3 dk.
0.3 uM dNTP 94 °C’ta 30 sn. o5
“Pfx Platinium | 1mM MgSO, 65 °C’ta 30 sn. déngii
ppk DNA Polimeraz 1X Enhancer 68 °C’ta 3 dk.
0.3 uM Primer 68 °C’ta 10 dk.
2U Pfx DNA Polimeraz
1X Pfx Amplifikasyon 94 °C’ta 3 dk.
Tamponu 94 °C’ta 30 sn. o5
®Pfx Platinium 0-3 uM INTP > :C:ta D dongd
DpX 1mM MgSO, 68 °C’ta 1,2 dk.
DNA Polimeraz 29X Enhancer 68 °C’ta 10 dk.
0.3 uM Primer
2U Pfx DNA Polimeraz
1X Phusion
GC Tamponu 98 °C’ta 2 dk.
Phusion DNA 200uM dNTP 98 °C’ta 10 sn.
promotor Polimeraz 0,5uM Primer 65 °C’ta 30 sn. "25 )
%3 DMSO 72°C’ta 10 sn. déngii

1U Phusion DNA Polimeraz

72 °C’ta 10 dk.
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2.2.4. PCR Uriinlerinin Klonlanmasi

2.2.4.1. ppk Geninin pBluescript SK(-) Plazmidine Klonlanmasi

Ligasyon reaksiyonlarinin gergeklestirilmesi i¢in agaroz jelden saflastirilan 2
ug ppk PCR irinii ve 1 pg pBluescript SK(-) plazmidi 8U BamHI ve 8U Pstl
restriksiyon enzimleri ile 37 °C’ta 2 saat siireyle kesilmistir. Kesim reaksiyonunda
son konsantrasyonu 2X olacak sekilde Tango Evrensel Tampon (Fermentas)

kullanilmustir.

Kesim sonuclart %1°lik agaroz jelde gézlenmis ve uygun DNA fragmanlari
jelden saflastirilmistir. Belirlenen konsantrasyonlara gére BamHI-Pstl ppk fragmani
(25 ng/ul) ve pSK (-) plazmidi (30 ng/ul) ile 3/1 (PCR iiriinii/vektor), 4/1 (PCR
triinii/vektéor) ve 5/1 (PCR irilinli/vektor) oranlarinda ligasyon reaksiyonlar
kurulmustur. Ligasyon reaksiyonlarinda 1U T4 Ligaz, 1X T4 Ligaz tamponu
kullanilmistir. Ornekler 16 °C’ta gece boyu inkiibe edilmistir.

Transformasyon igin, 5 pl ligasyon karigimi 100 ul E. coli DHS5o kompetan
hiicresi iizerine eklenerek buz igerisinde 20 dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra 42
°C’ta 45 saniye 1s1 soku uygulanarak 2 dakika daha buz icerisinde bekletilmistir.
Uzerine 800 ul LB eklendikten sonra 1 saat 37 °C’ta ¢alkalanarak inkiibasyona
birakilmigtir. Inkiibasyon sonrasi hiicrelerden 100’er pl, 100 pg/ml ampisilin, 40
ng/ml X-gal ve 0.1 mM IPTG igeren LB agar besiyerlerine yayilmistir. Petriler 37
°C’ta gece boyu inkiibe edilmistir.

Elde edilen transformanlar arasindan olas1 rekombinant Klonlar, mavi/beyaz
koloni se¢imi ile belirlenmistir. Bu se¢im, plazmidin ¢oklu klonlama bélgesinde
bulunan lac operonunun iiriinii olan B-galaktosidaz enziminin alfa alt biriminin
konakc¢idaki alfa alt biriminin komplemantasyonu sonucunda gerceklesmektedir.
Besiyerine eklenen IPTG bir galaktoz analogudur ve lacZ promotorunu
uyarmaktadir. Uyarilan promotor B-galaktosidaz iliretmekte ve bu enzim, substrat
olarak, parcalandiginda mavi renk olusturan X-gal’i kullanmaktadir. Coklu klonlama

bolgesine dogru bir sekilde klonlanan gen, lac operonundan enzimin {retimini
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engellemekte ve rekombinant kolonilerin beyaz renkte goriilmelerine neden
olmaktadir.

Bu sekilde elde edilen beyaz renkli olasi rekombinant hiicreler toplanmis ve
yeni ortama ¢izilerek saf kiiltiirleri hazirlanmistir. Rekombinant koloniler, ampisilinli
besiyerinde gece boyu biiylitiildiikten sonra her birisinden kaynatma yoOntemiyle
plazmit izolasyonu yapilmistir. izole edilen rekombinant plazmitler, uygun
restriksiyon endoniikleazlar (BamHI, Pstl-BamHI ve Xhol) ile kesilmistir. Kesimlerle

dogrulanan plazmide pSK-ppk ad1 verilmistir (Sekil 2.6).

bla

Sekil 2.6. pBluescript SK(-) plazmidine ppk geninin kulonlanmasi sonucu olusan pSK-ppk

rekombinant plazmidinin sematik goriiniimii.

2.2.4.2. pSK-ppk Plazmidine ppx Geninin Klonlanmasi

pSK-ppk plazmidinde, ppk geninin altina ppX genini klonlamak igin, ppx geni
Tablo 2.3’te belirtilen kosullarda PCR ile c¢ogaltilmis ve agaroz jelden
saflastirilmistir. 1.5 pg saflastirilmis ppx PCR {iriinii ve 2 pg pSK-ppk plazmidi 8U
EcoRI ve 8U EcoRYV restriksiyon enzimleri ile 37 °C’de 2 saat siire ile kesilmistir.
Kesim reaksiyonlar1 1X EcoRI Tamponu (Jena Biosciences) igerisinde

gerceklestirilmistir.
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Kesim reaksiyonlar1 %1’lik agaroz jele yiiklenerek 1 saat siireyle yiirtitiilmiis
ve 1 kb Molekiiler DNA belirteci ile biiytikliikleri dogrulanmis ve agaroz jelden
saflagtirllmistir. Tekrar agaroz jelde yiiriitiilerek konsantrasyonlar1 belirlenen ppx
EcoRI-ECcORV fragmani (70 ng/ul) ve pSK-ppk ECORI-ECORV plazmidi (200 ng/ul)
ile 3/1 (PCR iriinii/vektdr) ve 4/1 (PCR dirlinii/vektor) oranlarinda ligasyon
reaksiyonlart kurulmustur. Ligasyon reaksiyonlarinda 1U T4 Ligaz, 1X T4 Ligaz
tamponu kullanilmistir. Reaksiyonlar 16 °C’ta gece boyu inkiibe edilmistir. Ligasyon
trtinlerinin 5’er pl’si E. coli DH5a susunun transformasyonunda kullanilmis ve

hiicreler 100 pg/ml Ampisilin i¢ceren LB agar besiyerlerine yayilmistir.

Elde edilen transformanlarin tek koloni halinde yeni besiyerine ¢izilmesiyle
elde edilen saf kiiltiirlerin her birinden kaynatma ydntemiyle plazmit izolasyonu
yapilmig ve plazmitler uygun restriksiyon enzimleri (ECORI-EcoRV, Xhol) ile
kesilerek dogrulanmistir. Bu g¢alisma sonucunda olusturulan yeni plazmide pSK-ppk-

ppX ad1 verilmistir (Sekil 2.7).

EcoR|

PsH

PSK-ppk-ppx
7043 be

Sekil 2.7. Rekombinant pSK-ppk plazmidine ppx geninin klonlanmas: sonucu olusan pSK-

ppk-ppx rekombinant plazmidinin sematik goriiniimii.
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2.2.4.3. pSK-ppk-ppx Plazmidine ppk Promotor Bélgesinin Klonlanmasi

pSK-ppk-ppx plazmidinde bulunan ppx geninin kendi dogal promotoru
bulunmamaktadir. S. coelicolor’da genin ekspresyonunu saglamak i¢in ppk geninin
promotor bolgesinin PCR ile c¢ogaltilarak ppx geninin Oniine klonlanmasi
amaglanmistir. Bunun i¢in agaroz jelden saflastirilan promotor bolgesi PCR {iriinii (1
ug) ve pSK-ppk-ppx plazmidi (1.5 pg) EcoRI-Pstl (8’er U) restriksiyon enzimleri ile
kesilmistir. Ornekler daha sonra agaroz jele yiiklenmis ve biiyiikliikleri, 1 kb
Molekiiler DNA belirteci ile dogrulanmistir. Jelden DNA saflastirma kiti (GE
Healthcare) ile izole edilen DNA fragmanlari, klonlama ¢aligsmalarinda

kullanilmistir.

Uygun ikili restriksiyon enzimleri ile kesilen pSK-ppk-ppx plazmidi (60
ng/ul) ve ppk promotor bolgesi DNA’s1 (80 ng/ul) ile 3/1 (PCR iiriinii/vektor) ve 4/1
oranlarinda (PCR iiriinii/vektor) ligasyon reaksiyonu, 1X Ligasyon Tamponu i¢inde
1U T4 DNA Ligaz ile gergeklestirilmistir. Ligasyon karigimlari gece boyunca 16
°C’ta inkiibe edilmistir. Her bir ligasyon iiriiniiniin 5’er pl’si E. coli DH5a susunun
transformasyonunda kullanilmis ve hiicreler 100 pg/ml Ampisilin igceren LB agar
besiyerlerine yayilarak 37 °C’ta gece boyu inkiibe edilmistir. Elde edilen
transformantlarin tek koloni halinde yeni besiyerine ¢izilmesiyle elde edilen saf
kiiltiirlerin her biriSinden kaynatma yontemiyle plazmid izolasyonu yapilmis ve
plazmidler uygun restriksiyon enzimleri (Pstl-EcoRI, Xhol) ile kesilerek
dogrulanmigtir. Bu ¢alismada olusturulan bu yeni plazmide pSK-ppk-ppxp adi
verilmistir (Sekil 2.8).
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Hindlll

EcoRW

EcoR|

bia promotor

Pt

PSK- ppk-ppxp
7361 be

Sekil 2.8. Rekombinant pSK-ppk-ppx plazmidine promotor bolgesinin klonlamasi sonucu

olusturulan pSK-ppk-ppxp rekombinant plazmidinin sematik goriiniimii.

2.2.5. Klonlanan ppk, ppx ve promotor Bolgesi DNA’larimin

Dizilenmesi

DNA dizilerinin belirlenmesi i¢in, ppk genini iceren pSK-ppk plazmidi ile
ppx ve ppk promotor bolgesi PCR iiriinleri jelden saflagtirildiktan sonra uygun
konsantrasyonlarda fontek Ltd.’ye (Istanbul, Tiirkiye) gonderilmistir. ppk geninin
dizilenmesi i¢in pSK(-) plazmidinde bulunan T3 ve T7 promotorlarina uygun
primerler kullanilirken, ppx ve promotor boélgesinin dizilenmesi i¢in bu bolgelere

ozgiil ileri ve geri primerler kullanilmustir.

2.2.6. ppk ve ppxp Genlerinin pHZ1351 Mekik Vektoriine

Klonlanmasi

ppk geninin pSK-ppk plazmidinden uygun enzimlerle ¢ikarilarak pHZ1351°¢

klonlanmasi amaclanmuistir.
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Hem pBluescript plazmidi hem de ppk geninin biyiikliikleri yaklasik 3000
baz ¢ifti oldugundan, pSK(-) plazmidini birden fazla yerden kesip ppk geninde kesim
bolgesi bulunmayan Dral restriksiyon endoniikleazi kullanilmistir. Ayni1 kesim
reaksiyonuna ppk genini pHZ1351’¢ klonlamak ig¢in kullanilacak olan Xbal ve
HindIII restriksiyon endoniikleazlari da eklenerek ppk geni klonlamaya hazir hale
getirilmistir. Kesim reaksiyonlar1 1X Tango Evrensel Tampon (Fermentas) icinde

gergeklestirilmistir.

pSK-ppk-ppxp plazmidi ve pHZ1351 vektorii ise yalnizca Xbal-Hindlll
restriksiyon endoniikleazlar ile kesilmistir. Klonlamada kullanilacak olan DNA

fragmanlarinin hepsi jelden izole edilmistir.

Uygun enzimler ile kesilerek hazirlanan pHZ1351 (80 ng/ul) ile ppk (50
ng/ul) ve ppk-ppxp (60 ng/ul) DNA fragmanlari ile 3/1 (DNA fragmani/vektor), 4/1
(DNA fragmani/vektor) oranlarinda ligasyon reaksiyonlar1 hazirlanmistir. Her bir
ligasyon reaksiyonu 1U T4 Ligaz ve 1X T4 Ligaz tamponu igermektedir. Ligasyon

karisimlar1 gece boyunca 16 °C’de inkiibe edilmistir.

pHZ1351 plazmidi bir mekik vektorii olup E. coli replikasyon orijini
icerdiginden altklonlama c¢aligmalar1  oncelikle E. coli DHS5o susunda
gerceklestirilmigtir. Ligasyon triinlerinin 5’er ul’si, E. coli DHS5a kompetan
hiicrelerine Bolim 2.4.’te anlatildigi gibi transformasyon ile aktarilmistir.
Transformasyonda pozitif kontrol olarak pSK(-) plazmidi ve negatif kontrol olarak
Xbal-HindIIl restriksiyon endoniikleazlar ile kesilmis pHZ1351 vektori
kullanilmigtir. Transformasyon sonrasi biiyiitiilen hiicrelerin 100’er pul’si 100 pg/ml
ampisilin igeren besiyerlerine yayilarak 37 °C’ta gece boyu inkiibe edilmistir.
Transformanlardan kaynatma yontemiyle plazmit izolasyonu yapilmistir. Elde

edilen piitatif rekombinant plazmit DNA’lar1 enzim kesimleriyle dogrulanmistir.

pHZ1351-ppk ve pHZ1351-ppk-ppxp plazmidini dogrulamak ig¢in, Hindlll,
ppk geninin iginden kesen Xhol, ve klonlamanin gerceklestirildigi Xbal-HindllI

restriksiyon endoniikleazlari ile kesim reaksiyonlar1 gerceklestirilmistir.
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2.2.7. pHZ1351 Klonlarmn E. coli ET12567 Susuna Aktarilmasi

Streptomyces coelicolor A3(2) olduk¢a giiglii bir metile 6zgiil restriksiyon
enzim sistemine sahiptir. E. coli K12 ya da E. coli DH5a gibi suslarda ¢ogaltilan
plazmit DNA’larinin, Dam (GAM*TC), Dcm (CMCA/TGG) ya da Hsd
(AAMCNgGTGC ve GCAMCN¢GTT) enzimleri tarafindan metillenmesi,
Streptomyces suslarinin  bu plazmidlerle transformasyonunu engellenmektedir
(Hopwood ve ark., 2000). Bu nedenle, E. coli DH5a susunda bulunan pHZ1351-ppk
ve pHZ1351-ppk-ppxp plazmitlerinin, S. coelicolor’a aktarilabilmesi i¢in oncelikle
Dam, Dcm ve HsdS enzimlerinden yoksun olan E. coli ET12567 susuna aktarilip bu
bakteriden izole edilmeleri gerekir.

Bu amagla, E. coli DH5a susundan izole edilen pHZ1351-ppk, pHZ1351-ppk-
ppxp ve pHZ1351 plazmitlerinden 5’er pl, 100’er pul kompetan E. coli ET12567
hiicreleriyle karigtirtlmigtir. Pozitif kontrol olarak pSK(-) plazmidi kullanilmistir.
Buz i¢inde 20 dakika bekletilen hiicrelere 42 °C’ta 45 saniye 1s1 soku uygulandiktan
sonra 2 dakika daha buz icerisinde bekletilmis ve daha sonra {izerlerine 800 ul LB
eklenerek 37 °C’ta 1 saat galkalamali olarak inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonrasi1 érnekler, 100 pg/ml ampisilin ve 50 pg/ml kloramfenikol igeren

LB agar besiyerine 100’er ul yayilarak 37 °C’ta gece boyu inkiibe edilmistir.

Elde edilen transformanlardan 3—4 tanesi alinarak ampisilin ve kloramfenikol
iceren LB agar petrilerine ¢izilerek biiyiitiilmiis ve kolonilerin her birinden kaynatma
yontemiyle plazmit izolasyonu yapilmustir. Izole edilen plazmitler restriksiyon enzim

analizi ile dogrulanmuistir.

2.2.8. E. coli’den Plazmit ve Kozmid izolasyonu

5 ml JLB iginde 37 °C’ta 12-16 saat biiyiitiilmiis E. coli kiiltiirii, oda
sicakliginda 4000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Ust s1v1 uzaklastirildiktan
sonra pelet lizerine 200 pl Cozelti I eklenerek vortekslenmis ve steril bir ependorf
tiipiine almarak 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi

ornek tizerine 400 pl Cozelti 1l eklenmis, 5 dakika buz iginde her 2 dakikada bir
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karistirilarak inkiibe edilmistir. Daha Sonra bu karigima 300 pl Cozelti 111 eklenerek
10 dakika daha buz i¢inde her 2 dakikada bir karistirilarak bekletilmistir. Daha sonra
orek 4 °C’ta 14.000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilmis ve siipernatant steril bir
ependorf tiipiine aktarilmistir. Ust sivi1 {izerine 0.6 hacim izopropanol eklenerek 10
dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Inkiibasyon sonrasi érnek, oda sicakliginda
11.000 rpm’de 30 dakika santrifiij edilmistir. Pelet vakum ile kurutulmus ve
yogunluguna gore 50-100 pul dH,O’da ¢oziilmiistiir. Suda ¢oziilen DNA o6rnekleri
iizerine 5 pl RNaz (10 mg/ml) eklenerek 37 °C’ta 30 dakika inkiibe edilmistir. Daha
sonra Ornek iizerine toplam hacmin yaris1 kadar fenol, yarist kadar
klorofom:izoamilalkol (24:1) karisimi eklenerek, 11.000 rpm’de 5 dk santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonrasi organik fazdan ayrilan sulu faz ile fenol-kloroform
Oziitlemesi 2 kez daha tekrarlanmistir. En son elde edilen sulu faz iizerine toplam
hacme esit miktarda kloroform:izoamilalkol (24:1) karisimi eklenerek ayni
kosullarda santrifiij edilmistir. Sulu faz iizerine 3 kat hacimde soguk absoliit etanol
eklenerek -20 °C’ta 2 saat bekletilmistir. Daha sonra 6rnek, 4 °C’ta 14.000 rpm’de 30
dakika santrifiij edilmis ve kurutulan pelet 25-50 ul dH,O ile ¢dziilerek —20 °C’ta

saklanmugtir.

2.2.9. E. coli Kompetan Hiicrelerinin Hazirlanmasi

5 ml LB iginde 37 °C’ta gece boyu biiyiitiilmiis E. coli DH5a. hiicreleri, 100
ml LB’ye 1/10 oraninda eklenerek ODgyy 0.4-0.6 arasinda bir degere ulagincaya
kadar 37 °C’ta inkiibe edilmistir. Daha sonra hiicreler iki adet 50 ml’lik santrifiij
tiipiine boliinerek 5 dakika buz igerisinde inkiibe edilmis ve 4 °C’de 3000 rpm’de 7
dakika santrifiij edilmistir. Pelet, 4 °C’ta sogutulmus 5 ml steril CaCl, soliisyonu

icinde ¢dziilmiis ve 4 °C’ta 2500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir.

Elde edilen pelet tekrar ayn1 miktarda CaCl, ¢ozeltisi i¢inde ¢oziilmiis ve
hiicreler buz igerisinde 30 dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra hiicreler 4 °C’ta 2500
rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen peletler, hiicre yogunluguna gore
0.5-1 ml soguk CaCl, ¢ozeltisinde ¢oziilerek, her tiipte 100°er ul olacak sekilde steril
ependorf tiiplerine boliinmiistiir. Daha sonra tiipler hizlica sivi azot igerisinde

dondurulmus ve -80 °C’ta saklanmustir.
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2.2.10. E. coli Hiicrelerinden Kaynatma Yontemiyle Plazmit

izolasyonu

E. coli hiicrelerinin plazmitlerle transformasyonu sonucu elde edilen tek
koloniler steril kiirdan ile uygun antibiyotik i¢ceren 700 pl JLB besiyerine ekildikten
sonra, 37 °C’ta 12-16 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi hiicreler, oda
sicakliginda 13.000 rpm’ de 2 dakika santriflij edilerek iist sivi uzaklagtirilmstir.
Pelet, 2 mg/ml Lizozim i¢eren 250 ul STET tamponunda vortekslenerek ¢oziilmiis ve
hemen kaynayan su i¢ine alinarak 45 saniye bekletilmistir. Daha sonra 6rnekler, oda
sicakliginda 13.000 rpm’de 15 dk santrifiij edilmistir. Tiplerin dibinde olusan
peletler steril kiirdan ile uzaklagtirillmig ve iist sivi iizerine 250 pl izopropanol
eklenerek 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Ardindan o6rnekler oda
sicakliginda  10.000 rpm’de 30 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant
uzaklagtirildiktan sonra peletler vakum ile kurutulmus ve yogunluguna gore 20-30 pl
dH,O’da ¢o6ziilmiistiir. Elde edilen DNA oOrnekleri hemen %]1°lik agaroz jelde

yiiriitiilerek analiz edilmistir.

2.3. pHZ1351’¢ Klonlanan Genlerin S. coelicolor’a

Aktarilmasi

2.3.1. S. coelicolor Protoplastlarinin Hazirlanmasi

20 ml TSB’ye yaban tip S. coelicolor spor stogundan 20 pl asilanarak 30
°C’de 4 giin inkiibe edilmistir. Elde edilen bu 6n kiiltiir ile 100 ul 2.5 M MgCl,.6H,0
ve 1.25 ml %20 Glisin eklenen 50 ml YEME besiyerine 1/10 oraninda hiicre,
astlanmis ve 30 °C’de 20 saat inkiibe edilmistir. 4500 rpm’de 20 dk santrifiij edilen
hiicreler, iist sivi uzaklastirildiktan sonra %10.3’liikk siikroz ile 2 kez yikanmustir.
Pelet iizerine 20 ml 2 mg/ml Lizozim igeren P(+) tamponu eklenerek 37 ° C’de her 5
dakikada bir dikkatlice karistirilarak 30 dakika boyunca inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sirasinda karisimdan ornek almarak mikroskopta protoplast olusumu
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gozlenmistir. Daha sonra hiicre siispansiyonu 2 tane 50 ml’lik santrifiij tiipiine 10’ar
ml boliinerek {izerine 15’er ml daha P(+) tamponu eklenmis ve igine pamuk
doldurulmus steril 5 ml’lik pipet u¢larindan buz igerisindeki steril santrifiij tiiplerine
aseptik kosullarda siiziilmiistiir. Daha sonra protoplast siispansiyonu 4 °C’de 3300
rpm’de 7 dakika santrifiij edilmistir. Pelet iizerine 5 ml P(+) tamponu eklenerek
tekrar aym kosullarda santrifiij edilmistir. Ust s1v1 uzaklastirildiktan sonra pelet 300-
350 ul P(+) tamponunda ¢ozilmiis ve buz igindeki steril ependorflara 50’ser ul
boliinerek yine buz icerisinde —80 °C’ta gece boyu inkiibe edilmistir. Ertesi giin

tiipler buzdan alinarak protoplast transformasyonu i¢in -80 °C’ta saklanmistir.

2.3.2. Protoplast Transformasyonu

Protoplast transformasyonu i¢in oncelikle, 790 pl P(-) tamponuna, sirasiyla %
0.5’1ik (w/v) KH2POs’ten 10 pl, % 3.68’lik (w/v) CaCly’den 100 pl, % 5.73’lik
(w/v) TES tamponundan (pH 8.3) 100 ul ve 330 ul PEG 1000 eklenerek P (+)
tamponu icinde % 25 lik PEG soliisyonu hazirlanmistir. -80 °C’tan alinan
protoplastlar hemen 1lik su altinda ¢ozdiriilerek, tizerine 5 pl DNA (pHZ1351-ppk,
pHZ1351-ppk-ppx veya pHZ1351), 200 ul % 25°lik PEG soliisyonundan eklenmis ve
2-3 kez pipetlenerek karistirilmistir. Pozitif kontrol olarak segilen plJ790
Streptomyces plazmit DNA’s1 da ayni islemden gegirilmistir. Daha sonra
karigimlardan 200°er pl alinarak 2 R2YE besiyerine esit sekilde yayilmistir. Petriler
protoplastlarin rejenerasyonu igin 30 °C ’ta 20 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon
sonrast her bir petrideki hiicreler, son konsantrasyonu 50 pg/ml olacak sekilde

tiyostrepton iceren steril distile su ile 6rtiilmiis ve tekrar 30 °C’ta inkiibe edilmistir.

2.3.3. Streptomyces coelicolor’dan Plazmit izolasyonu

S. coelicolor’a aktarilan pHZ1351-ppk, pHZ1351-ppk-ppxp plazmitlerinin
dogrulugunu kanitlamak i¢in transforman kolonilerden plazmit izolasyonu

yapilmistir.
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Elde edilen transforman koloniler TSA kati besiyerine ¢izilerek saf kiiltiirleri
elde edilmistir. Biiyliyen kolonilerden birer tanesi steril kiirdan ile alinmig ve 50
pg/ml tiyostrepton igeren 20 ml TSB’ye ekilerek 30 °C’ta 4 giin inkiibe edilmistir. 50
ug/ml tiyostrepton igeren 50 ml TSB besiyeri elde edilen bu 6n kiiltiir ile 1/10
oraninda asilanarak 48 saat daha ayni1 kosullarda biiyiitiilmiistiir. Inkiibasyon sonrasi
hiicreler, 50 ml’lik santrifiij tiiplerine alinarak oda sicakliginda 4000 rpm’de 20 dk
santrifiij edilmistir. Pelet 5 ml STE tamponu iginde ¢oziilmiis ve iizerine lizozim
eklenerek (2 mg/ml) 37 °C’ta 30 dakika bekletilmistir. Her bir drnek iizerine 3/5
oraninda Lizis ¢ozeltisi eklenmis ve 20 sn vortekslenmistir. Daha sonra drnekler 10
dakika oda sicakhiginda, 10 dakika da 70 °C su banyosunda sik sik karistirilarak
inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonras1 &rnekler oda sicakligmna sogutulmustur. Her
bir 6rnege 5 ml fenol ve 5 ml kloroform:izoamilalkol (24:1) karisimi eklenerek
karistirilmis ardindan 4000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilmistir. Ustte olusan sulu
faz bagka bir steril santrifiij tiipiine alinarak, fenol-kloroform 6ziitlemesi
tekrarlanmistir. Elde edilen sulu faza esit hacimde kloroform:izoamilalkol (24:1)
karisimi eklenerek aymi kosullarda santrifiij edilmistir. Ust faz tekrar steril bir
santrifiij tiipiine almarak iizerine, esit hacimde izopropanol ve 1/10 hacimde 4°C’ta

sogutulmus sodyum asetat (pH 3.8) eklenmistir.

Ornekler -20 °C’ta 30 dakika bekletilmis ve daha sonra 4 °C’ta 10.000 rpm’de
30 dakika santrifiij edilmistir. Peletler 150-200 pl dH»O ile ¢oziilmiis ve restriksiyon

enzim analizi i¢in -20 °C’ta saklanmistir.

2.4. Enzim Aktivitesinin Olciilmesi

Rekombinant E. coli DHS5a suslarinda PPK ve PPX enzimlerinin
aktivitelerinin belirlenmesi i¢in gece boyu biiyiitilen 6n kiiltiir’den, 50 ml siv1
besiyerine bakteri yogunlugu ODgyp 0.2 olacak sekilde inokiilasyonunda
kullanilmigtir. Bakteri yogunlugu ODggg 1’e ulastiginda, son konsantrasyon 0.7 mM
olacak sekilde IPTG ilave edilmistir. IPTG varliginda 6 saat iiretilen hiicreler, 4500
rpm’de 15 dakika santrifiij edilerek ¢oktiriilmiistir. Pelet 1 kez 1X PBS ile
yikandiktan sonra taze 1X PBS’te ¢oziilerek sonike edilmistir. Sonikasyon %10

siddette, 20 sn araliklar ve 15 sn vurusglarla buzda gerceklestirilmistir.
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Hiicre oziitliinlin tizerine 1mM olacak sekilde PMSF ve %20 Triton X-
100°den 100 pl eklenerek, 4 °C’ta 14000 rpm’de 15 dakika santrifiijlenmistir.
Stipernatant ve pelet birbirinden ayrilarak aktivite deneylerinde kullanilmak iizere 4

°C’ta saklanmustir.

pHZ1351-ppk ve pHZ1351-ppk-ppxp plazmitlerini tasiyan rekombinant S.
coelicolor suslarinda da PPK ve PPX aktivitesinin belirlenebilmesi i¢in yaban tip ve
rekombinant suslardan yaklasik 10® olacak sekilde spor, 50 ml TSB besiyerine
ekilerek 3 giin boyunca inkiibe edilmistir. 50 ml TSB besiyeri elde edilen 6n
kiiltiirler ile 1/10 oraninda agilanmis ve 36 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir.
Daha sonra hiicrelerin 15’er m1’si 4 °C’ta 4000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir.
Peletler 1 ml 1X PBS ile iki kez yikandiktan sonra, 1 ml 1X PBS tamponunda
¢Oziilmiis ve %10 siddette, 20 sn araliklar ve 15 sn vuruslarla sonike edilmistir. Elde
edilen hiicre 6ziitii izerine 1mM olacak sekilde PMSF ve 100 pl %20 Triton X-100
eklendikten sonra siipernatan ve pelet ayr1 ayr1 enzim aktivitesinin belirlenmesi i¢in

saklanmustir.

2.4.1. PPK Aktivitesinin Ol¢iilmesi

PPK aktivitesinin belirlenmesi i¢cin Lee ve arkadaglarinin (2006) yontemi
kullanilmistir. 150 pl 6rnek, 850 pl PPK aktivite ¢6zeltisi [0.915 M STPP (Sodyum
tripolifosfat), 56 mM Tris-HCI, 11.76 mM MgCl,, 0.82 M KOH, %5.88 (v/v)
Hidroksil Amonyum-HCI] ile birlestirildikten sonra tizerine 1 M’lik ATP’den 10 pl
eklenerek reaksiyon baslatilmistir. 29 °C’ta 5 dakika inkiibe edilen karigim {izerine 1

ml %10 TCA eklenerek reaksiyon durdurulmustur.

Son olarak karisim tizerine 4 ml 1M HCI igerisinde % 25 lik FeCl; igeren
cozelti eklenerek absorbans degerleri 540 nm’de Olclilmiistiir. 1 {inite enzim, 1

dakikada 1puM hidroksamik asit iireten enzim miktar1 olarak tanimlanmistir.
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2.4.2. PPX Aktivitesinin Olciilmesi

PPX aktivitesi tayininde Lee ve arkadaslarinin (2006) yontemi kullanilmistir.
50 ul 6rnek, 950 pl PPX aktivite soliisyonu [0.5 M Tris-HCI (pH 7.5), 5 mM MgCl,,
2.5 mM p-nitrofenil fosfat] ile birlestirildikten sonra, 25 °C’ta 45 dakika inkiibe
edilmistir. Reaksiyon, 2 ml 0.5 M KOH eklenmesiyle durdurulmus ve absorbans
degerleri 405 nm’de Sl¢lilmiistiir. 1 {inite enzim 1 dakikada 1uM p-nitrofenil iireten

enzim miktar1 olarak tanimlanmustir.

2.5. Protein Miktarimin Belirlenmesi

Protein konsantrasyonu tayini i¢in Smith ve arkadaslarmin (1985) BCA
yontemi kullanilmistir. Mikroplaka kuyularina konulan protein 6rneklerinin (5-10 pl)
lizerine taze hazirlanmis, 50 hacim ¢ozelti A ve 1 hacim ¢ozelti B karisimindan 200
ul eklenmistir. Ornekler, 37 °C’ta 30 dakika inkiibe edildikten sonra, absorbans

degerleri 490 nm’de dl¢iilmistiir. Kalibrasyon egrisi BSA proteini ile hazirlanmistir.

2.6. Rekombinant Streptomyces ceolicolor Suslarimin Farkh

Stres Kosullarma Direncliliginin Belirlenmesi

2.6.1. pH Direncliliginin Belirlenmesi

pHZ1351-ppk ve pHZ1351-ppk-ppxp plazmitlerini iceren S. coelicolor
suslarinin farkli pH degerlerindeki biiylime egrileri yaban susun aymi kosullardaki
biiylime egrisiyle karsilastirilmistir. Bunun i¢in her bir susa ait spor stogundan 50’ser
ul 50°ser ml R2YE zengin besiyerine ekilmis ve hiicreler 30 °C’ta 3 giin inkiibe

edilmistir.

Elde edilen bu 6n kiiltiirlerden, pH degeri, steril 8N NaOH ve 8N HCl ile 5, 7
ve 9’a ayarlanmig 100°er ml R2YE besiyerine esit yas agirlikta agilanmistir. Mutant

suslar i¢in besiyerlerine 25 pg/ml olacak sekilde tiyostrepton eklenmistir.
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Hiicreler 350 rpm’de 30 °C’ta 5 giin boyunca inkiibe edilmistir. Her 24 saatte
bir 5 ml 6rek alinmustir. Alman &rnekler 4000 rpm’de 4 °C’ta 20 dakika
santrifiijlenerek iist sivi uzaklastirilmis ve pelet iki kez 2 ml steril distile su ile
yikanmustir. Yikanan peletler -80 °C’ta 6rnek alimi bitene kadar saklanmistir. Daha
sonra peletler 1 ml steril distile su ile ¢oziilerek daha 6nce agirliklar: 6l¢iilmiis 1s1ya
dayanikli plastik kaplar i¢inde 80 °C’ta 5 giin boyunca kurutulmustur. Daha sonra
agirliklar1 tekrar Olciilerek, elde edilen degerler ile ml’deki kuru agirlik (mg)

hesaplanarak bir biiyiime egrisi olugturulmustur.

2.6.2. Sicaklik Direngliliginin Belirlenmesi

pHZ1351-ppk ve pHZ1351-ppk-ppxp plazmidlerini igeren rekombinat suslar
ile yaban tipin farkli sicakliklardaki biiylime egrilerini belirlemek amaciyla spor
stogundan 50°ser ul 50’ser ml R2YE zengin besiyerine eklenmis ve 30 °C’ta 3 giin
inkiibe edilerek on kiiltiir hazirlanmistir. Bu 6n kiiltiirlerden esit yas agirlikta 100°er
ml R2YE zengin besiyerine ekilmis ve hiicreler 5 giin boyunca 30 °C, 37 °C ve 42
°C’ta 350 rpm’de calkalamali olarak inkiibe edilmistir.

Kiiltiirlerden 24 saatte bir 5 ml 6rnek alinmis, alinan 6rnekler 4000 rpm’de 15
dakika ¢oktiiriilmiistiir. Stipernatan uzaklastirildiktan sonra peletler iki kez 2 ml steril
distile su ile yikanmis ve -80 °C’ta &rnek alimi bitene kadar muhafaza edilmistir.
Daha sonra peletler 1 ml steril distile suda c¢oziilmiis ve Onceden agirliklar
belirlenmis 1s1ya dayanikli plastik kaplarda 80 °C’ta 5 giin boyunca kurutulmustur.
Kurutulan oOrneklerin agirliklar1 tekrar Olgiilerek ml’deki kuru agirlik (mg)

belirlenmis ve elde edilen degerler ile biliylime egrisi olusturulmustur.

2.6.3. H,O; Direngliliginin Belirlenmesi

Bu deney ile ppk ve ppx genlerinin ¢oklu kopyalarini igeren mutant suslar ile
yaban susun, farkli dort KH,PO,4 konsantrasyonunda oksidatif strese hassasiyetlerinin

belirlenmesi amaglanmustir.
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Bunun i¢in KH,PO,4 eklemeden, 0.37 mM, 1.85 mM ve 3.7 mM KH,PO,
iceren R2YE kat1 besiyerine yaklasik 10° sayida olacak sekilde bakteri sporlari
yayillmistir. Hemen ardindan, 10 pl 100 mM H;0; emdirilmis Whatman kagidindan
hazirlanmis steril diskler petrilerin tam ortasina yerlestirilmistir. Bakteriler 30 °C’ta
72 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi disklerin etrafinda olusan inhibisyon

halkalar1 6l¢iilmiistiir.

2.7. Fosfat Allminin Ol¢iilmesi

Rekombinant ve yaban suslarin, bulunduklart sivi ortamdan Pi alimlari
Ohtake ve arkadaglarinin (1985) askorbik asit yontemi ile ol¢iilmiistiir. Her bir sus
i¢in 10’ sayida spor, 1,85 mM KHyPO, iceren 100 ml YEME besiyerine inokiile
edilmistir. Rekombinant suslar i¢in besiyerine 25 pg/ml olacak sekilde tiyostrepton
eklenmistir. 30 °C’ta 350 rpm’de galkalamali olarak 5 giin boyunca inkiibe edilen
kiiltiirlerden her 24 saatte bir 5 ml 6rnek alinarak iist siv1 ve pelet ayr1 ayr1 - 80 °C’ta
saklanmistir. Ust sivi, besiyerinde bulunan fosfat miktarmi belirlemede

kullanilmistir.

Bakterilerin fosfat alimlar1 minimal besiyerinde de ol¢iilmiistiir. Rekombinant
ve yaban suglari, yaklasik 10° spor olacak sekilde 50 ml YED besiyerine ekilmis ve 3
giin boyunca 30 °C’ta 250 rpm’de iiretilmislerdir. 120 ml YED besiyerine elde edilen
bu 6n kiiltiirden 1/10 oraninda hiicre agilanarak 20 saat daha ayni kosullarda inkiibe
edilmistir. Daha sonra hiicreler, oda sicakliginda 4000 rpm’de 20 dakika santrifiij
edilmislerdir. Peletler %0.9 NaCl soliisyonu ile 2 kez yikanmistir. Daha sonra
hiicreler yas agirliklar1 esit olacak sekilde 0.25, 0.5 ve 1 mM KHyPO, igeren
Minimal Besiyerine ekilmis ve 30 °C’ta 350 rpm’de galkalamali olarak 5 saat
boyunca inkiibe edilmislerdir. Inkiibasyon sirasinda yarim saat ya da 1 saatlik
araliklarla 5’er ml 6rnek alinmistir. Alinan 6rnekler santrifiij edilerek, tist sivi, fosfat

alimi analizi i¢in 4 °C’ta saklanmuistr.
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Besiyerindeki fosfat miktarinin belirlenmesi i¢in, 5 ml 1/10-1/30 oraninda
sulandirilmig 6rnek tizerine 800 pl reaksiyon karigimi (5 N H,SO4 ¢ozeltisinden 50
ml 0.004 M potasyum antimonil tartarat ¢ozeltisinden 5 ml, 0.03 M amonyum
molibdat ¢ozeltisinden 15 ml, 0.1 M askorbik asit ¢6zeltisinden 30 ml) eklenmistir.
Karisim 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 880 nm’deki absorbansi
Ol¢iilmiistiir. Elde edilen absorbans degeri, farkli fosfat konsantrasyonlari ile
hazirlanmis standart egri yardimiyla analiz edilerek {ist sivinin fosfat igerigi

hesaplanmustir.

2.8. Rekombinant S. coelicolor Suslarmmin Agir Metal

Direncliliginin Olciilmesi

pHZ1351-ppk ve pHZ1351-ppk-ppxp plazmitlerini tasiyan S. coelicolor
suslartyla yaban susun, farkli konsantrasyonlarda Cd ve Pb agir metallerine

toleranslar1 karsilastirilmistir.

Besiyeri olarak fosfat konsantrasyonunun ayarlanabildigi R2YE zengin kati
besiyeri secilmigtir. Farkli fosfat konsantrasyonlarinda hazirlanan besiyerlerine,
degisik konsantrasyonlarda Cd ve Pb eklenerek bakterilerin bu sartlarda liremeleri
karsilastirilmistir.

Cd i¢in; 6,25, 12,5, 25, 50, 100, 150, 200, 250, 300, 400 pg/ml, Pb i¢in; 50,
100, 200, 400, 800, 1600, 2400, 3200, 6400 ve 7200 pg/ml konsantrasyonlari
secilmistir. Hi¢ fosfat eklenmemis ya da 0.37 mM ve 1.85 mM KH,PO, eklenen
besiyerlerine, belirlenen konsantrasyonlarda Cd ve Pb eklenerek petri kaplarina

dokiilmiistiir.

Petrilere, sivi TSB besiyerinde her bir susun 3 giin biiyiitiilmiis kiiltiirlerinden
(esit yas agirhikta olacak sekilde) 50°ser ul yayilmustir. Bakteriler 30 °C’ta 3 giin

inkiibe edilerek biiylime oranlar1 karsilagtirilmistir.
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Pozitif kontrol olarak her bir sus, agir metal icermeyen fakat farklit KH,PO4
konsantrasyonlarinda hazirlanmis R2YE besiyerlerine ekilmistir. Rekombinant suslar

i¢cin besiyerine 50 pg/ml olacak sekilde tiyostrepton eklenmistir.
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3. BULGULAR

3.1. ppk, ppx Genleri ve ppk Promotor Bolgesinin PCR ile

Cogaltilmasi

S. coelicolor genom dizisi temel alinarak, ppk ve ppx genleri ile ppk geninin
promotor bolgesi, her bir gene 6zgiil tasarlanan ileri ve geri primerler kullanilarak
PCR ile ¢ogaltilmistir. Farkli DNA polimeraz enzimleri ve tutunma sicakliklari ile
optimizasyon c¢alismalar1 yapilmistir (Tablo 2.2). ppk ve ppx genleri, Pfx DNA
polimeraz enzimi ile, promotor bolgesi ise Phusion DNA polimeraz enzimi ile
cogaltilmistir. ppk geni icin 65 °C, ppx geni igin 59 °C ve promotor bolgesi icin ise
65 °C tutunma sicakliklari uygulandiginda 6zgiil amplikonlar elde edilmistir. PCR
tiriinlerinin biytikliikleri molekiiler DNA belirteci ile karsilastirilarak dogrulanmis ve

DNA fragmanlari jelden saflagtirilmistir (Sekil 3.1).

10000 be——>
6000 be¢
5000 b¢

3000 beg
2000 bg

2890 be¢ (ppk)

1153 be (ppx
1000 b PPX)
750 b

500 be
250 be=——>

318 b¢ (promotor)

Sekil 3.1. Agaroz jelden saflastirilan ppk, ppx ve ppk promotor bolgesine ait PCR iirtinlerinin
agaroz jeldeki goriintimleri. M) 1 kb’lik molekiiler DNA belirteci; 1) ppk (2890 bg); 2) ppx
(1153 bg) 3); promotor (318 bg).
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3.2. ppk, ppx ve ppk Promotor Bolgesinin Klonlanmasi

3.2.1. ppk Geninin pBleuscript SK(-) Plazmidine Klonlanmasi

PCR ile ¢ogaltilan, 5° ve 3’ uglarinda sirasiyla Pstl ve BamHI kesim bolgeleri
bulunan ppk geni ve klonlama vektorii olarak segilen pBluescript SK(-) (3000 bg)
plazmidi s6z konusu enzimlerle kesilip birbirine ligasyon ile baglanmistir. Ligasyon
trtinleri, E. coli DHSa hiicrelerine transformasyon yontemi ile aktarilmistir.
Transformanlar mavi-beyaz koloni se¢imi ile taranmistir. Beyaz renkli olasi
rekombinant kolonilerden plazmitler izole edilmis ve Xhol ile kesilerek hedef genleri
icerdigi diisiiniilen rekombinant plazmit/ plazmidler elde edilmistir. Bunlarin i¢inden
bir tanesi segilerek rekombinant plazmidin (pSK-ppk ) dogrulugu BamHI ve Xhol
enzim kesimleriyle gosterilmistir (Sekil 3.2). pSK-ppk plazmid DNA’s1 sadece
BamHI ile kesildiginde, agaroz jelde beklendigi gibi 5890 bg biiyiikliigiinde tek bir
fragman goriiliirken, ppk geninin i¢inde 2 kesim bolgesi bulunan Xhol restriksiyon
endoniikleaz ile kesildiginde beklenen 3675, 1815 ve 441 bg bliyiikliigiinde {i¢ bant

gozlenmistir.

10000 be

6000 be
5000 be

3500 be
3000 be

2000 be
1500 be

5890 b¢ (pSK-ppk)
3675 be

1815 be

1000 be
750 be

500 be 441 be

250 be

Sekil 3.2. pSK-ppk plazmidinin restriksiyon enzim kesim sonuglari. M) 1 kb’lik molekiiler
DNA belirteci; 1) pSK-ppk plazmidinin BamHI ile kesimi (5890 bg); 2) pSK-ppk
plazmidinin Xhol ile kesimi (yukaridan asagiya sirasiyla; 3675 bg, 1815 bg, 441 bg).
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3.2.2. ppx Geninin pSK-ppk Plazmidine Klonlanmasi

Restriksiyon enzim analizi ile dogrulanan pSK-ppk plazmidi, EcoRI ve
EcoRYV restriksiyon endontikleazlar ile kesilerek agaroz jelden saflastirilmistir. Ayni
enzimlerle kesilen ve jelden saflastirilan ppx (1153 bg) geni, pSK-ppk plazmidine
ligasyon ile baglanmistir. Ligasyon iriinleri, E. coli DH5a susuna aktarildiktan
sonra, elde edilen transformanlardan izole edilen plazmitler arasindan ppx geninin
klonlandig1 piitatif plazmitler, restriksiyon enzim kesimleriyle tespit edilmis ve
iclerinden bir tanesi secilerek dogrulanmustir (Sekil 3.3). ppx genini icerdigi
distiniilen pSK-ppk rekombinant plazmit DNA’s1 sadece ECORV ile kesildiginde
agaroz jelde goriilmesi beklenen bant yaklasik 7043 bg biiyiikliigiinde iken, Xbal-
HindIII restriksiyon endoniikleazlar1 ile kesildiginde beklenen bantlar 3000 bg
biytikligindeki pSK plazmidi ve yaklasik 4043 bg¢ biyiikliigiindeki ppk-ppx
genlerine ait bantlardir. Rekombinant plazmid, Xhol ile kesildiginde ise 3663, 1815,
1310 ve 265 bg biiyiikligiine karsilik gelen bantlarin goriilmesi beklenmektedir.
Sekil 3.3’te gortldigi gibi enzim kesimleri sonucunda goriilmesi beklenen DNA

fragmanlar elde edilmistir.

10000 b¢ —»

6000 b¢ ——p|" 7043 be (pSK-ppk-ppx)
043 bc (ppk-ppx)
4000 be —— 3663 be
3000 b¢ ——p
2500 be —> 3000 be (pSK))
2000 be ——> 1815 be
1500 be 1310 be
1000 be
750 be —p
500 b¢ —

Sekil 3.3. pSK-ppk-ppx plazmidinin restriksiyon enzimleri kesimi sonucu olusan DNA
fragmanlari. M) 1 kb Molekiiler DNA belirteci; 1) pSK-ppk-ppx plazmidinin EcoRV ile
kesimi (7043 bg); 2) pSK-ppk-ppx plazmidinin Xbal-HindIII ile kesimi sonucu olugsan ppk-
ppx (4043 bg) ve pSK (3000 bg) fragmanlari; 3) pSK-ppk-ppx plazmidinin Xhol restriksiyon
enzim kesimi sonucu olusan bantlar (yukaridan asagiya sirasiyla; 3663 bg, 1815 bg, 1310

be).
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3.23. ppk Promotor Bolgesinin pSK-ppk-ppx Plazmidine

Klonlanmasi

Rekombinant pSK-ppk-ppx plazmidinde bulunan ppx geninin 6niine 318 bg
biiyiikliigiindeki ppk promotor bolgesinin klonlanmasi igin ppk promotor bolgesi
PCR ile c¢ogaltilmistir. PCR f{riinti, Pstl-EcoRI ile kesilmis ve aymi kesim
bolgelerinden pSK-ppk-ppx plazmidine ligasyon ile baglanmustir. Ligasyon tiriinleri
E. coli DH5a susuna transformasyon ile aktarilmis ve elde edilen transformanlardan
izole edilen rekombinant plazmitler bir dizi restriksiyon enzim analizi ile
dogrulanmistir. Promotor boélgesini igeren pSK-ppk-ppxp plazmidi Pstl-EcoRlI ile
kesildiginde 7043 bg¢ biiyiikliigiinde promotor bolgesini igermeyen pSK-ppk-ppx
plazmidine ve 318 bg biiytikliigiindeki promotor bolgesine esdeger iki bant goriilmesi
gerekmektedir. Rekombinant plazmit ppk ve ppx genlerinin i¢inde kesim bolgesi
bulunan Xhol restriksiyon endoniikleaz ile de kesilmistir. Bu reaksiyon sonucunda
agaroz jelde yaklasik 3663 bg, 1815 bg, 1610 bg ve 265 bg biiyiikliigiinde bantlar
goriilmesi gerekmektedir. Sekil 3.4’te goriildiigl iizere beklenen bantlar agaroz jelde

gozlenmis ve rekombinant plazmidin dogrulugu kanitlanmistir.



63

10000 b
70430 — [ 6000 be.
SK-ppk-ppx
(PSK-ppk-ppx) 4000 be
1815 b¢ ——p| 2000 b¢
1610 be > 1500 b(,‘
1000 bg
750 be
500 bg
(promotor) 318 b¢ —
265 b¢ —» 250 be

Sekil 3.4. pSK-ppk-ppxp plazmidinin restriksiyon enzimleri kesimi sonucu olusan DNA
fragmanlari. 1) pSK-ppk-ppxp plazmidinin Pstl ve EcoRl ile kesimi sonucu olusan pSK-ppk-
ppx (7043 bg) ve promotor (318 bg) fragmanlari; 2) pSK-ppk-ppxp plazmidinin Xhol
restriksiyon enzimi ile kesimi sonucu olusan bantlar (yukaridan asagiya sirasiyla; 3663 bg,
1815 bg, 1610 bg ve 265 bg); M) 1 kb Molekiiler DNA belirteci.

3.2.4. Klonlanan ppk, ppx Genleri ile ppk Promotor Bolgesinin

Niikleotit Dizisinin Belirlenmesi

ppk geninin niikleotid dizisinin belirlenmesinde pBluescript SK (-) plazmit
DNA’sinda bulunan T3 ve T7 promotoruna uygun primerler kullanilirken, ppx
geninin ve ppk promotor bolgesinin niikleotid dizilerinin belirlenmesinde genlere
Ozgil ileri ve geri primerler kullanilmigtir. Elde edilen dizilere ait kromotogram
ornekleri Sekil 3.5 ve Sekil 3.6’da verilmistir. Bu diziler NCBI veritabanindaki DNA

dizileri ile karsilagtirilmistir.
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20 - 30 40 _ 50 60
GCTCTGAACT GTGGATCCCG TACGGCGAGGAGGGGTACCCG G

GCTCTGAACTG TGGATCCCGTACGGCGAGGA GBGBTACCC GG

Sekil 3.5. ppk genine ait dizinin 20. ile 61. bazlar1 arasina ait kromotogram.

%8 40 80 g[l 70
GGG TCG AAMCACGG TCCGGC T TGG TGGCGGACGCCG AG

)

TGGGGTCGAAC ACGBTCCGGC TCATGGT GCGC GGACGCCGAG

Sekil 3.6. ppx genine ait dizinin 30. ile 70. bazlar1 arasina ait Kromotogram.

Klonlanan ppk ve ppx genlerine ait DNA dizilerinin daha énce Hopwood ve
arkadaglar1 (2002) tarafindan rapor edilen S. coelicolor A3(2) genomundaki (NCBI
Gene Databank, NC_003888.3) ppk (GenelD: 1099585) ve ppx (GenelD: 1096180)
gen dizilerine (Sekil 3.5, Sekil 3.6, Sekil 3.7) birebir uygunluk gosterdigi ortaya

konmustur.
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5-CGAGGAGGGGTACCCGGAGCGATGGCGGGGAGAGCCGCGTACGGCGAGGAGGGGTACCCGGAGCGATGGCGGG
ileri primer

GAGAGCCGCGTACGGCGAGGAGGGGTACCCGGAGCGTTGGCGGGGAGAGCCGCGTACG-
GCGAGGAGGGGGCGTGTCGGGGGGTGTCCGCCCGCAGCGGTTGGCGCGTCAACGCCCCGCACCCCCGTAGCCAACCG
ATTCCGCGCCGTTCCGAGGACGGACACCCCCCGGCGCGACCCCGACCCACCCACCGGACAAACCGCGCTACGCGCACC
CCCACCGCACCCGCACAGGCCGCCGCAGGCATCGCGCACCCCCAGCCACCCCGCGCAGGCCGCCGCAGGCACCCCCAG
CCACCACCCTCCAGAGGCTCCCCGCTATCCCACACGTCATGTCCCCGTAACCATCGATTCAGACAGCCTTGCGAGGCTC
-35 bolgesi -10 bolgesi RBS
ACCGAATGAAGCCGACCGAGCCACAGCCTTCCGGGCCCTTCGGGCCCTCCGACGCGCCTGACGCGCGCGCGGCGCGG
Baslangi¢ kodomn
AAGAATGGGTTCATGAGGCAGCCGAACACTCAGGCCGAGGCCCAGCACACGCAGCCCTCCGTGGGTTCCATCGCGGCG
CACCGCCCGAACACCGTGGCCGCCACGGTCTCCGGCCTGGAGCCGGACATCGACGCCGACCTCGACGCGTACGAGGAG
TCGGAGGAGTCCCAGGACGGCGGCGCCCGCCTCCCGCAGGGCCGCTTCCTGGACCGCGAACGCAGCTGGCTCGCGTT
CAACGAACGCGTGCTCGAACTCGCCGAGGACCCGAGCACCCCCCTCCTCGAGCGTGCCAACTTCCTCGCGATCTTCGC
CAGCAACCTGGACGAGTTCTTCATGGTCCGCGTCGCCGGCCTCAAGCGCCGCATCGCGACCGGCGTCGCCACCCGCTC
CGCCTCCGGCCTCCAGCCCCGCGAGGTGCTGGAGATGATCTGGGCCCGCTCCCGCGAGCTGATGGCCCGGCACGCCGC
CTGCTTCCACGAGGACGTCGCCCCGGCCCTCGCCGAGGAGGGCATCCACCTGGTCCGCTGGAGCGAGCTGGCCGAGAA
GGAGCAGGCCCGCCTGTTCACCCTCTTCCGGCACCGGATCTTCCCGGTCCTCACCCCCCTCGCGGTCGACCCCGCTCAC
CCCTTCCCGTACATCTCGGGCCTCTCCCTCAACCTCGCGGTCGTCGTCCGCAACCCCGTCACCGGCCACCGCCACTTCG
CCCGCGTCAAGGTCCCCCCACTGCTCTCCCGCTTCCTGGAGGCCTCCCCGGGCCGCTACGTCCCCGTCGAGGACGTCAT
CGCCGCCCACCTGGAGGAGCTGTTCCCGGGCATGGAGGTCCTGGAGCACCACACCTTCCGCCTCACCCGCAACGAGGA
CCTGGAGGTCGAGGAGGACGACGCGGAGAACCTGCTCCAGGCCCTGGAGAAGGAGCTGATGCGGCGCCGCCTGGGCC
CGCCCGTCCGACTGGAGGTCGAGGAGTCCGTCGACCGCGAGGTCCTGGACCTCCTCGTACGCGAGCTGAAGATCGGCG
AGGCGGAGGTCTACCCGCTCCCCGGCCCCCTGGACCTCACCGGCCTCTTCCGCATCCACAGCATCGACCGGCCCGAGCT
GAAGTACCCGAAGTTCGTCGCCGGCACCCACCGCGACCTGGCCGAGGTCGAGTCCGCGTCCGCGCCGGACATCTTCGC
CGCCCTGCGCACCAAGGACGTCCTGCTCCACCACCCGTACGACTCCTTCTCCACCTCCGTGCAGGCGTTCCTGGAGCAG
GCCGCCGCCGACCCGGACGTCCTCGCGATCAAGCAGACGCTGTACCGGACGTCCGGCGACTCCCCCATAGTCGACGCG
CTCATCGAGGCGGCCGAGTCCGGCAAGCAGGTCCTCGTCCTGGTGGAGATCAAGGCCCGCTTCGACGAGTCCGCCAAC
ATCAAGTGGGCCCGCAAGCTGGAGGAGTCCGGCTGCCACGTCGTCTACGGCCTGGTGGGCCTGAAGACCCACTGCAAG
CTCTCCCTGGTCGTACGGCAGGAGGGCGAGACCCTGCGCCGGTACAGCCACGTCGGCACCGGCAACTACCACCCGAAG
ACGGCCCGCCTCTACGAGGACCTGGGCCTGCTCACCTCGGACCCGCAGGTCGGCGCGGACCTCTCCGACCTGTITCAAC
CGCCTCTCCGGCTACTCACGGCGCGAGACCTACCGCCGCCTCCTCGTCGCGCCCAAGTCGCTGCGCGACGGCCTCGTICT
CCCGCATCCACAAGGAGATCCAGCACCACCGCGCCGGGCGCCCCGCCCACGTCCGCATCAAGGTCAACTCGATGGTCG
ACGAGGCCGTGGTCGACGCCTGCTACCGCGCCTCCCAGGCCGGTGTGCCGGTCGACGTGTGGGTGCGCGGCATCTGCG
CGCTGCGCCCGGGCGTGCCGGGCCTGTCGGAGAACATCCGGGTCCGCTCCGTCCTCGGCCGCTTCCTGGAGCACTCGC
GGGTCTTCGCCTTCGGCAACGGCGGTGAGCCCGAGGTGTGGCTCGGCAGCGCCGACATGATGCACCGCAACCTCGACC
GCCGGATAGAGGCCCTGGTCCGGGTGACCGACCCGGCCCACCGGGCGGCCCTGAACCGGCTCCTCGAGAACGGCATG
TCCGACGGCACCGCCTCCTGGCACCTCGGCCCGGACGGCGAGTGGACCCGGCACGCGACCGACGCGGACGGCCAGCC
CCTGCGCAACATCCAGGAGATGCTCATAGACGCCCGGAGGCGCCGGCGTGGCACAGCGACACCTTGACCCGACGGACA

Sonlanma kodonu
TTCCGACGGACTTTCCACCGGAAACCCCGACGAAAACCCCGGCGACCACCGGACCACCG-
CACCCCGCCTCGACCGGCGCGCACCCGCACGGGGCCGCGCACCCGCACGGAGCCGCGCACGCCCACGGGGACCCGAA
CCGGGACACCGGTGCCGCCCCGCACGCCGGCACCGAAGCGGGCACCGACGCCCTGGTGGGCTACCTGCGCGCCCAGG
CCACCGAGTTCCTGCGCGCC-3"

Geri primer

Sekil 3.7. S. coelicolor ppk geninin DNA dizisi. Al gizili ve koyu renkli yazilmis DNA
dizileri 5°—>3’ yoniine dogru sirastyla ileri primer, -35 bolgesi, -10 bolgesi, ribozom
baglanma bdlgesi (RBS), baslangic kodonu, sonlanma kodonu ve geri primer bolgelerini
gostermektedir.
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Y- TCGGCGCTCAAATGGGTACCTGTTGCCCTCATGCGTACCAGCGTGGTGGATGTGGGGTCGA
Tleri primer Baglangig kodomu
ACACGGTCCGGCTCATGGTGGCGGACGCCGAGGGCGGCGTTCCGCTGCCGGTGCACAC-
CGCGAAGTGGCGGCTGCGGCTGTCGGAGCAGGTCAGGCCGGGCGACCCGGTCCCGGAGGAGGCCGTG
GAGCGGCTCGTCGGGGCGGTCGCCGACGCGAGCAGGACCGCGGACCGGTGGGGGGCGTCGGGGCCG
CTGGCCTTCGCGACCGCGGTGGTGCGCGCCGCGCCGAACCGGCGTGAGGGCTGCACCGTCCAGGCCC
GCACCGGCGTGCCGCTGTGCACCCTGCCGGGCGAGGTGGAGGCGGAGCTGACGTTCCTCGCGGCCCG
GCGCTGGATGGGCTGGCGGTCCGGTCCGCTCGCCCTGCTCGACATAGGCGGCGGCTCGCTGGAGGTCG
CGTTCGGGCGCGGCCGGCTGCCCGGCTTCGTGGCCTCGCTGCCGCTGGGGGCGGCCCGGCTGACCCAC
GAGTTCCTGGCCGGCGGCCGGGACCCGGCCTCGCCGGAGCAGGTCAAGGCGCTGCGGCGCAGGGTCC
GCCACCAGCTGCGGGACGCCGCGGCGCGGATCCGCTGGGAGGGACCGCGGACCGCCGTGGCCACCTC
GCGGACCTTCCAGCAGCTCGGACGGCTGTGCGGCGCCCCGCCCGGCCGGTACGGACCCTTCACGGAG
CGGCGGATGCGCTGCTCGGACCTGGGCGACGCGGTGGGCCGGCTGGCCGCCCTGTCCGCGGCCGAGC
GGGCCCGGCTGCCCGGCATCTCGGCGCCGCGCGCGGCCCAGAGCCTGGCGGGCGCCGTGGTGGGTCA
CACCGCGATGAAGCTGACCGGTCTCGAGGCGGTGGCCCTCTGCCCCTGGGCGATCCGCGAGGGCGTC
CTGCTGCGCCACATCGAGGACGGGCCGGCCTGGTGGGCCGAGGTGGTGCGCCGCAGCGACGAGGCCG
CTCCCCCGGCGCCGGTGCCCCTGCGCCTGGCGTCCGCGTCGAACTGAACGACCGCAAGCAGGAGCCG
Sonlanma kodonu
TACGACGAGAAGCGAGAAGGAGGACCCCGTGTCCCAGGACGGCGAGCACGACCACAAG-
CAGCCCGAGACCGCGGTCGAGGAGGTTCTGCGCG-3'
Geni primer

Sekil 3.8. S. coelicolor’in ppx geninin DNA dizisi. Alt1 ¢izili ve koyu renkli diziler 5°—3’
yoniine dogru sirasiyla ileri primer, baslangi¢ kodonu, sonlanma kodonu ve geri primer
bolgelerini gostermektedir.

5".TACGGCGAGGAGGGGGCGTGTCGGGGGGTGTCCGLCCGCAGCGGTTGGGCGTCAACGCCCCG
Tlri primer
CACCCCCGTAGCCAACCGATTCCGCGCCGTTCCGAGGACGGACACCCCCCGGCGCGACCCCGACCC
ACCCACCGGACAAACCGCGCTACGCGCACCCCCACCGCACCCGCACAGGCCGCCGCAGGCATCGCG
CACCCCCAGCCACCCCGCGCAGGCCGCCGCAGGCACCCCCAGCCACCACCCTCCAGAGGCTCCCOG
CTATCCCACACGTCATGTCCCCGTAACCATCGATTCAGACAGCCTTGCGAGGCTCACCGAATGAAG
35 balgesi -10 bilgesi RBS ve Geri primer Bfosmc

(CGACCGAGCCACAGCCTTCCGG-Y

Sekil 3.9. S. coelicolor’in ppk geni promotor bélgesinin DNA dizisi. Alt1 ¢izili ve koyu
renkli yazilmis DNA dizileri 5’—3” yoniine dogru sirasiyla ileri primer, -35 bolgesi, -10
bolgesi, italik yazilmig bolge Ribozom baglanma bdlgesini (RBS), kalin ve alt1 ¢izili bolge
geri primer ve baslangic kodonunu gdstermektedir.
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3.3. ppk, ppx Genleri ile Promotor Bélgesinin pHZ1351
Mekik Vektoriine Klonlanmasi

pSK-ppk ve pSK-ppk-ppxp rekombinant plazmitlerinden enzim kesimleriyle
cikarilan ppk ve ppk-ppxp genleri ayr1 ayr1 pHZ1351 vektoriine asagidaki anlatildigi
gibi klonlanmistir. pBluescript SK(-) vektoriiniin ve ppk geninin ayni biiylikliikte
(~3000 bg) olmasi1 nedeniyle, ppk genini ¢ikarabilmek igin pSK vektoriinde 3 tane
kesim bolgesi bulunan Dral restriksiyon enzimi kullanilmistir. ppk genini, pHZ1351
vektoriiniin (8300 bg) Xbal ve Hindlll bolgesine klonlanmak i¢in ayni kesim
reaksiyonuna Xbal ve Hindlll enzimleri de eklenmistir. Bu kesim reaksiyonu
sonucunda; ppk genine ait 3015 bg bilyiikliigiinde bir bant ve pSK vektoriine ait
1181, 1032, 692 ve 19 bg biiyiikliiglinde 4 bant goriilmesi beklenmektedir. Sekil
3.8’de kesim sonucunda agaroz jelde beklenen DNA fragmanlari goriilmiistiir. 3015
b¢ biyiikligindeki ppk genine karsilik gelen bant agaroz jelden kesilerek
saflastirilmis ve Xbal-HindIII ile kesilmis 8300 bg biiyikligindeki pHZ1351

vektoriine ligasyon ile baglanmistir.

11501 be

5077 bg —>

2838 b —»| 3015 be (ppk)
1700 be
1159 bg ———»| 1181 bg

1093 b¢ >
805 b¢ ———p|

1032 b¢

692 be

514 b¢ ——

Sekil 3.10. ppk geninin pSK-ppk plazmidinden ¢ikarilmasi. M) Lambda DNA/Pstl
Molekiiler DNA belirteci; 1) pSK-ppk plazmidinin Dral, Xbal ve Hindlll ile kesimi sonucu
olusan bantlar (yukaridan asagiya sirasiyla 3015 bg, 1181 bg, 1032 bg, 692 bg).
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Ligasyon iriinleri E. coli DHS5o susuna aktarilmis ve elde edilen
transformanlardan olasi rekombinant plazmitler izole edilmistir. Bu plazmitlerden bir
tanesi secilerek dogrulugu, Hindlll ve Xbal-HindIIl kesimleriyle test edilmistir.
Rekombinant pHZ1351-ppk plazmidinin Hindlll kesimi sonucunda, beklendigi gibi
11315 bg biiyiikliigiinde bir DNA fragmani elde edilirken, Xbal-Hindlll ikili enzim
kesimi sonucunda 8300 bg¢’lik pHZI1351 vektoriine ve yaklasik 3015 bg
biiyiikliigiindeki ppk genine esdeger iki bant elde edilmistir (Sekil 3.9).

11315 be (pHZ1351-ppk)

10000 bg L B<4——38300 b¢ (pHZ1351)
8000 b

3000 be
2000 be

3015 bg (ppk)

1000 be

500 bg

Sekil 3.11. pHZ1351-ppk plazmidinin restriksiyon enzimleri ile kesimi sonucu olugan DNA
fragmanlar1t M) 1 kb Molekiiler DNA Belirteci; 1) pHZ1351-ppk plazmidinin HindlIl ile
kesimi sonucu olusan pHZ1351-ppk (11315 bg) fragmani; 2) pHZ1351-ppk plazmidinin
Xbal ve HindlIII ile kesimi sonucu olugan ppk (3015 bg), ve pHZ1351 (8300 bg) fragmanlart.

pSK-ppk-ppxp plazmidinin Xbal-Hindlll ile kesilmesiyle elde edilen yaklagik
4361 bg biiyiikliigiindeki ppk-ppx ve promotoru i¢eren bant (ppk-ppxp) agaroz jelden
saflagtirllmis ve aynmi enzimler ile kesilen pHZ1351 vektoriine ligasyon ile
baglanmistir. Ligasyon iiriinlerinin E. coli DHSa susuna aktarilmasiyla elde edilen
transformantlardan plazmit izolasyonu yapilmistir. Olasi rekombinant plazmitlerin

dogrulugu restriksiyon enzim analizi ile belirlenmistir.
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Plazmidin HindlIl ile kesilmesiyle agaroz jelde 12661 bg biiyiikliigiinde bir
bant goriilmesi beklenirken, Xbal-Hindlll ile kesiminden, ppk-ppxp bdlgesine ait
4361 bg¢ ve pHZ1351 vektoriine ait 8300 bg biiyiikliigiinde bir bant beklenmektedir.
Ayrica plazmidin Xhol ile kesilmesi sonucu 5100, 4146, 1815 ve 1600 bg
biiyiikliigiinde 4 bant goriilmesi gerekmektedir. Sekil 3.10°da goriildigi lizere kesim
reaksiyonlart sonucunda beklenen bantlarin elde edilmesiyle rekombinant plazmidin

dogrulugu gosterilmistir.

) 12661 bg (pHZ1351-ppk-ppxp)
10000 bg — [W— «—— 8300 be (pHZ1351)
6000 be [ — - 5100 be
Jo— — < 4361 bg (ppk-ppx
4000 b — bl —— 4146 be ¢ (PoK-pPxp)
3000 be
2000 be — 1815 be
1500 be = = 1600 b
1000 be
750 be

Sekil 3.12. pHZ1351-ppk-ppxp plazmidinin restriksiyon enzimleri ile kesimi sonucu olusan
DNA fragmanlari. M) 1 kb Molekiiler DNA Belirteci; 1) pHZ1351-ppk-ppx plazmidinin
Hindlll ile kesimi sonucu olusan dogrusal pHZ1351-ppk-ppxp (12661 bg) fragmani; 2)
pHZ1351-ppk-ppxp plazmidinin Xbal ve HindIII ile kesimi sonucu olugsan ppk-ppxp (4361
bg), ve pHZI351 (8300 bg) fragmanlari; 3) pHZ1351-ppk-ppxp plazmidinin  Xhol

restriksiyon enzimi ile kesimi sonucu olusan bantlar (yukaridan asagiya dogru sirastyla; 5100
bg, 4146 bg, 1815 bg, 1600 bg).
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3.4. E. coli-Streptomyces Mekik Vektori pHZ1351’e

Klonlanan Genlerin S. coelicolor’a Aktarilmasi

Plazmidlerin, ¢ok giiglii bir restriksiyon sistemi olan S. coelicolor’a
aktarilabilmesi metilasyon yoksunu bir ara konakg¢iyla miimkiindiir. Elde edilen
pHZ1351 rekombinant plazmit DNA’larinin S. coelicolor’a aktarilmasinda ara

konakg1 olarak metilasyon yoksunu E.coli ET12567 susu kullanilmistir.

pHZ1351-ppk ve pHZ1351-ppk-ppxp plazmitleri ve pHZ1351 vektori
transformasyon ile E. coli ET12567 susuna aktarilmis ve elde edilen
transformanlardan plazmit izolasyonu yapilmistir. Elde edilen plazmitlerin HindllI
ile kesimleri sonucunda beklenen 11315 bg’lik pHZ1351-ppk fragmani, 12661 bg’lik
pHZ1351-ppk-ppxp fragmani ve 8300 bg’lik pHZ1351 fragmanm elde edilmistir
(Sekil 3.11).

(pHZ1351-ppk-ppxp) 12661 b,

(pPHZ1351-ppk) 11315 be
8300 be —

(pHZ1351)

<“—— 10000 b¢
«—— 6000 b

Sekil 3.13. E.coli ET125672’den izole edilen pHZ1351, pHZ1351-ppk, pHZ1351-ppk-ppx
plazmidlerinin Hindlll ile kesimi olusan DNA fragmanlar1. 1) pHZ1351 (8300 bg) fragmant;
2) pHZ1351-ppk (11315 bg) fragmani; 3) pHZ1351-ppk-ppxp (12661 bg) fragmani.



71

E. coli ET12567 susundan izole edilen pHZ1351-ppk ve pHZ1351-ppk-ppxp
plazmit DNA’lart ve pHZI1351 vektorii, protoplast transformasyonu ile S.
coelicolor’a aktarilmistir. Elde edilen S. coelicolor transformanlardan plazmit
izolasyonu yapilmis ve plazmidlerin dogrulugu Xhol restriksiyon enzim kesimiyle
gosterilmistir. Beklenildigi gibi, pHZ1351’in kesimi sonucunda 8300 bg’lik
fragmani, pHZ1351-ppk plazmidinin kesimi sonucunda 5100 bg, 4146 bg ve 1815 bg
fragmanlari, pHZ1351-ppk-ppxp plazmidinin kesimi sonucunda 5100 bg, 4146 bg,
1815 bg ve 1610 bg biiyiikliigiinde DNA fragmanlari elde edilmistir (Sekil 3.12).

10000 b¢ —p! 8300 be
8000 b¢ —>
5000 be—> 5100 be
4000 b¢ —> 4146 be
2000 b
¢ 1815 bg
1500 b¢ —» 1600 b
1000 be
750 be—>|

Sekil 3.14. S. coelicolor’dan izole edilen pHZ1351, pHZ1351-ppk, pHZ1351-ppk-ppxp
plazmidlerinin XhoI restriksiyon enzimi ile kesimi sonucu olusan DNA fragmanlari. M) 1 kb
Molekiiler DNA Belirteci; 1) pHZ1351 (8300 bg) Xhol fragmani; 2) pHZ1351-ppk
plazmidinin Xhol restriksiyon enzimi ile kesimi sonucu olusan bantlar (yukaridan asagiya
strastyla; 5500 bg, 4000 bg, 1815 bg); 3) pHZ1351-ppk-ppxp plazmidinin Xhol restriksiyon
enzimi ile kesimi sonucu olusan bantlar (yukaridan asagiya sirasiyla; 5100 bg, 4146 bg, 1815
bg ve 1600 bg).
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3.5. Enzim Aktivitesinin Olciilmesi

3.5.1. Rekombinant E. coli Suslarinda PPK ve PPX Enzim

Aktivitelerinin Olciilmesi

pBluescript SK(-) plazmidine klonlanan ppk ve ppx genlerinin aktif bir
sekilde ifade edilip edilmediginin anlasilmasi i¢in PPK, PPX enzimlerinin aktiviteleri

Olciilmiistiir.

Enzim aktivitesi oOl¢timlerinde, pSK-ppk ve pSK-ppk-ppxp plazmitlerini
tasityan rekombinant E. coli DH5a suslar1 ile negatif kontrol olarak plazmit
tasimayan E. coli DH5a susundan elde edilen hiicre 6ziitleri ya dogrudan ya da
amonyum siilfat ¢oktiirmesi uygulandiktan sonra (%35-60) kullanilmistir. Genlerin
lac promotorundan ifadelerinin gergeklesmesi beklendiginden, promotor IPTG ile

uyarilmistir.

Enzim Olgtimleri hiicre oziitlerinin hem peletleri hem de {ist sivilar
kullanilarak yapilmistir. BSA proteininin degisik konsantrasyonlariyla olusturulan

kalibrasyon egrisi Sekil 3.8’de verilmistir.

Kalibrasyon Egrisi = 0,0215x + 01163

R2 = 0,992
0,6 -

0,5 A 'Y
0,4 -
0,3 A
0,2 A

0,1 A

Absorbans 490 nm

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
BSA Miktari (mg/ml)

Sekil 3.15. 1-20 pg/ml protein igeren BSA soliisyonlari ile olusturulan kalibrasyon egrisi.
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PPK aktivitesi Ol¢limlerinde rekombinant plazmitleri tasiyan klonlar ile
kontrol grubu arasinda bir fark gozlenmemistir (Tablo 3.1). PPX aktivitesinin
belirlenmesi i¢in kullanilan yontem ile anlamli sonuglar elde edilememistir. Hem
PPK hem de PPX enzim Ol¢timlerinin tekrarlandigi deneylerde yine ayni sonuglar

elde edilmistir.

Tablo 3.1. Ust s1vida 6lciilen PPK aktivitesi sonuglart

Ornek Absorbans (540 nm) | Protein Miktar1 | Spesifik Aktivite
PPK Aktivitesi (mg/ml) (Abs./mg)
DH5a 0.895 3.2 0.120
DH5a + pSK (-) 0.966 3.3 0.118
DH5a + ppk 1.00 4.4 0.110
DH5a + ppk-ppxp 0.918 3.5 0.103

3.5.2. Rekombinant S. coelicolor Suslarinda PPK ve PPX Enzim

Aktivitelerinin Olciilmesi

pSK-ppk ve pSK-ppk-ppxp plazmitlerini tasiyan E. coli DHS5a suslarinda
enzim aktivitesi belirlenemediginden rekombinant S. coelicolor ve yaban tip
suslarindan elde edilen hiicre 6ziitlerinde PPK ve PPX aktivitesinin irdelenmesine
karar verilmistir. Ancak, rekombinant suslardaki PPK aktivitesi yaban tipinki ile
karsilastirildiginda yine herhangi bir fark gozlenmemistir. Suslarin PPX aktivitesi
Ol¢timlerinden ise bir sonu¢ alinamamistir. Hem E. coli hem de Streptomyces hiicre
Oziitleriyle yapilan enzim aktivitesi 6l¢iimlerinden anlamli sonuglar alinamadigindan,
enzim aktivitelerinin 6l¢iilmesinde kullanilan yontemin uygun olmadigi sonucuna

varilmistir.
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ppk geninin ifade edilip edilemediginin  belirlenebilmesi i¢in
laboratuvarimizda olusturulan ppk geninden yoksun S. coelicolor susundan
yararlanilmigtir. ppk geninden yoksun S. coelicolor susu sadece zengin besiyerinde
tireyebilirken TBO ve TSA besiyerinde iireyememektedir (Sekil 3.14.A). Bu tez
calismasinda olusturulan pHZ1351-ppk plazmidi, ppk geninden yoksun mutant susa
aktarildiginda mutasyonun komplementasyonunu saglayarak susun mutant
Ozelliklerini giderebilmistir (Sekil 3.14.B). Ayrica ayni ¢alismada, ppk mutant susta,
kat1 besiyerinde gozlenen antibiyotik iiretimindeki artisin, pHZ1351-ppk plazmidinin
mutant susa aktarilmasi ile normal seviyeye indigi de gosterilmistir (Yalim, 2010).
Bu sonuglardan yola ¢ikilarak, bu tez ¢alismasinda elde edilen pHZ1351 plazmidinin
tasidigr ppk geninin aktif bir sekilde ifade edildigi Onerilmis ve rekombinant S.

coelicolor suslarinin karakterizasyonuna devam edilmesine karar verilmistir.

TBO Besiyeri TSA Besiyeri

TBO Besiyeri

Sekil 3.16. A. Appk susun TBO ve TSA kat1 besiyerlerinde tireme durumu. B. pHZ1351-ppk
plazmidini tasiyan Appk susun TBO ve TSA kati besiyerlerinde tireme durumu (Yalim,
2010).
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3.6. Rekombinant S. coelicolor Suslarmmin Farkli Stres

Kosullarina Direncliliginin Belirlenmesi
3.6.1. pH Direngliligi

ppk genini ve ppk-ppxp genlerini birlikte yiksek miktarda ifade ettigi
diistiniilen S. coelicolor rekombinant suslari ile yaban tipin farkli pH derecelerindeki
biiyiime egrilerini karsilagtirmak igin hiicreler, pH 5.0, pH 7.0 ve pH 9.0 olacak
sekilde ayarlanmig sivi R2YE besiyerinde 5 gilin boyunca iiretilmislerdir. Her 24
saatte bir alimman Orneklerin kuru agirliklarina gore suslarin biliylime egrileri

olusturulmustur (Sekil 3.15; Sekil 3.16; Sekil 3.17).

Rekombinant suslarin asidik ortamda (pH 5.0) tremeleri yaban susun
tiremesiyle karsilastirildiginda; pHZ1351-ppk-ppxp plazmidini tasiyan susun, yaban
tipe gore 2 kat daha fazla kuru agirliga sahip oldugu ve bu pH derecesine diger
suglardan daha dayanikli oldugu gozlenmistir. pHZ1351-ppk plazmidini tasiyan
susun ayni besiyeri kosullarinda {iremesi ise yaban susunki ile hemen hemen aynidir.
Ayrica, yaban tip 72. saatte duragan faz girerken pHZ1351-ppk-ppxp plazmidini
tasiyan sus 48. saatte duragan faza girmistir. pHZ1351-ppk plazmidini tasiyan susun
ise 24. saatte duragan faza girdigi gozlenmistir (Sekil 3.15).

pH 5.0 —— T
—8— PPK

—i— PPK-PPXP

Kuru Agirlik (mg/ml)
o =~ N W A 00 O N

0 24 48 72 96 120
Zaman (Saat)

Sekil 3.17. R2YE besiyerinde (pH 5.0) iiretilen hiicrelerin kuru agirliklarina (mg/ml) gére
olusturulan biiylime egrisi.
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S. coelicolor i¢in optimum pH degeri olan pH 7.0’de, yaban tip ve
rekombinant suslarin R2YE Dbesiyerinde 72. saatte duragan faza girdikleri
goriilmiistiir. Bunun yaninda, 72. saate kadar, ppk genini yiiksek seviyede ifade ettigi
diisiiniilen rekombinant susun kuru agirlik miktarinin yaban tipin kuru agirlik
miktarindan yaklagik 3 kat daha fazla oldugu goézlenmistir. ppk ve ppx genlerini
birlikte yiiksek oranda ifade ettigi diisiiniilen rekombinant susun ilk 72 saatteki kuru
agirlik miktar1 yaban tipin kuru agirlik miktarindan yaklasik 2 kat daha fazladir. Ayni
susun 96. saatten itibaren 6liim fazina girerek kuru agirhi@inin yaban tipinki ile

hemen hemen esitlendigi gozlenmistir (Sekil 3.16).

pH 7.0 =T
—8— PPK

6 - —i— PPK-PPXP

Kuru Agrlik (mg/ml)

0 24 48 72 96 120
Zaman (Saat)

Sekil 3.18. R2YE besiyerinde (pH 7.0) tiretilen hiicrelerin kuru agirliklarina (mg/ml) gore
olusturulan biiyiime egrisi.

Yaban ve rekombinant suslarin bazik ortamdaki bilyiime egrileri pH 9.0’a
ayarlanmis R2YE besiyerinde karsilastirmistir. ppk ve ppx geninin birlikte ifade
edildigi susun, yaban tip ve ppk’y1 yiiksek oranda ifade eden susa gore daha yogun
tiredigi gozlenmistir. Ayrica, ppk genini fazla ifade ettigi diisiiniilen susun da ayni
kosullarda yaban tipe gore bazik ortama daha direngli oldugu gozlenmistir. ppk ve
ppx geninin birlikte ifade edildigi susun, 48. saatte yaban tipe gore 3 kat ve
pHZ1351-ppk susuna gore ise 2 kat daha fazla kuru agirliga sahip oldugu
gozlenmistir. ppk geninin yiiksek miktarda ifade edildigi susun da, 48. saatte yaban
tipe gore 2 kat daha fazla kuru agirliga sahip oldugu bulunmustur. Ayrica, bu pH

derecesinde, ii¢ susun da 72. saatte duragan faza girdigi gézlenmistir (Sekil 3.17).
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pH 9.0 ——
== PPK

6 1 =—t—= PPK-PPXP

Kuru Agirlik (mg/ml)

0 24 48 72 96 120
Zaman (Saat)

Sekil 3.19. R2YE besiyerinde (pH 9.0) iiretilen hiicrelerin kuru agirliklarina (mg/ml) gore
olusturulan biiyiime egrisi.

3.6.2. Sicaklik Direncliligi

pHZ1351-ppk ve pHZ1351-ppk-ppxp plazmidlerini tasiyan rekombinant S.
coelicolor suslarmin farkli sicaklik derecelerindeki biiyiime egrileri yaban tipin
biiyiime egrisi ile karsilastirilmistir. Bu amagla, 30 °C, 37 °C ve 42 °C’ta biiyiitiilen
bakterilerden 5 giin boyunca 24 saatte bir Ornek alinarak, Orneklerin kuru
agirliklarina gore biliylime egrileri olusturulmustur (Sekil 3.18; Sekil 3.19; Sekil 3.
20).

Yaban tip S. coelicolor’m optimum biiyiime sicaklig1 olan 30 °C’ta biiyiitiilen
rekombinant suslarin biiylime egrileri yaban tipinki ile karsilagtirildiginda, pHZ1351-
ppk plazmidini tagiyan rekombinant sus ile yaban tipin 72. saatten sonra duragan faza
gectigi goriilmiistiir. pHZ1351-ppk-ppxp plazmidini tasiyan rekombinant hiicrelerin
ise 48. saatten sonra kisa bir duragan fazda kaldigi ardindan hiicrelerin hizla 6liim
fazina gectigi goriilmistiir. Ayrica pHZ1351-ppk plazmidini tasiyan rekombinant sus
ile pHZ1351-ppk-ppxp plazmidini tasiyan susun 48. saatte yaban susa gore sirasiyla
yaklagik 1 ve 2 kat daha fazla kuru agirliga sahip oldugu gozlenmistir. ppk genini
yiiksek miktarda ifade eden susun kuru agirliginin 72. saatte de yaban susunkinden 1

kat fazla oldugu goriilmistiir (Sekil 3.18).
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—8— PPK
—i— PPK-PPXP

Kuru Agirlik (mg/ml)

0 24 48 72 96 120
Zaman (Saat)

Sekil 3.20. 30 °C’ta iiretilen hiicrelerin kuru agirliklarina (mg/ml) gore olusturulan
biiylime egrisi.

Yaban ve rekombinant suglarin 37 °C’ta biiyiitiilmesi sonucu elde edilen
biiylime egrilerinde 72. saate kadar fark goriilmezken 72. saatte rekombinant suslarin
yaban tipe gore yaklasik 2 kat daha fazla kuru agirliga sahip olduklar1 ve bu sicaklik
derecesine daha direngli olduklar1 goriilmistiir. Bununla birlikte yaban tipin 6liim
faz1 48. saatte baglarken, rekombinant suslarin 48. saatte duragan faza yeni girdikleri

ve ancak 72.saatten sonra 6lim fazina gectigi goriilmistiir (Sekil 3.19).

——YT
—=— PPK
—&— PPK-PPXP

37°C

Kuru agirlik (mg/ml)

0 24 48 72 96 120
Zaman (Saat)

Sekil 3.21. 37 °C’ta iiretilen hiicrelerin kuru agirliklarma (mg/ml) gore olusturulan
biiylime egrisi.
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42 °C’ta biiyiitilen rekombinant suslarin ve yaban tipin biiyiime egrileri
karsilastirildiginda, hiicrelerin kuru agirliklarinda ¢ok biiyiik bir fark olmadigi, ancak
rekombinant suslarin duragan fazinin 120. saatte hala devam ettigi goriiliirken yaban

tipin 96. saatten sonra 6liim fazina gegtigi goriilmiistiir (Sekil 3.20).

—8— PPK
—i— PPK-PPXP

Kuru agirlik (mg/ml)

0 24 48 72 96 120
Zaman (Saat)

Sekil 3.22. 42 °C’ta iiretilen hiicrelerin kuru agirliklarma (mg/ml) gére olusturulan
biliylime egrisi.

3.6.3. H,0O; Direncliligi

Rekombinant suglarin ve yaban tipin oksidatif strese kars1 dayanikliliklarinin
karsilastirilmasi, farkli KH,PO, konsantrasyonlarinda hazirlanmis R2YE zengin
besiyeri igeren petrilerin ortasina 10 pl 100 mM H,0, emdirilmis Whatman
kagidindan hazirlanmus steril diskler yerlestirilerek yapilmistir. Inkiibasyondan sonra

disk etrafinda olusan inhibisyon zonlar1 6l¢tilmiistiir.

KH2PO, igermeyen ve 0.37 mM ile 1.85 mM KH,PO, igeren besiyerlerinde,
yaban susun H,0,’ye hassasiyeti degismezken, 3.7 mM KH,PO, i¢eren besiyerinde
inhibisyon halkasinin ¢ok az kii¢lildiigii yani bu fosfat konsantrasyonunda yaban

tipin oksidatif strese daha dayanikli oldugu gorilmistiir (Sekil 3.21).
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YT YT YT YT

Sekil 3.23. Yaban tip S. coelicolor’in farkli KH,PO, konsantrasyonlar1 igeren R2YE
besiyerinde H,O,’ye direngliliginin 6l¢timii.

ppk genini ¢ok miktarda ifade ettigi diisiiniilen rekombinant S. coelicolor
susunda, besiyerine KH,PO, eklenmediginde inhibisyon halkasinin yaban tipe gore
oldukea arttig1 gozlenmistir. Diger KH,PO,4 konsantrasyonlarinda da yaban tipe gore
inhibisyon halkasinin ¢apimin daha biiyiikk oldugu goriilmiistiir. KH,PO,4 icermeyen
besiyerinde bu susun oksidatif strese oldukg¢a hassas olmasi1 dikkat c¢ekicidir (Sekil

3.22).

pHZ1351-ppk pHZ1351-ppk pHZ1351-ppk pHZ1351-ppk

Sekil 3.24. pHZ1351-ppk plazmidini igeren rekombinant S. coelicolor susunun farkl
KH,PO, konsantrasyonlari igeren R2YE besiyerinde H,O,’ye direngliliginin 6l¢iimii.

pHZ1351-ppk-ppxp plazmidini tasiyan ve ppk ile ppx genini birlikte daha
fazla ifade ettigi diisliniilen rekombinant susun H,O, inhibisyon halkalarinin

Olctimleri Sekil 3.21°de goriilmektedir.
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Bu susun oksidatif strese direnci ile yaban tipin ayni strese direnci arasinda
¢ok fark yoktur. Ancak bu susun KH,PO, icermeyen ve 0.37 mM ile 1.85 mM
KH,PO, igeren besiyerinde ¢ok yiiksek miktarda antibiyotik iirettigi goriilmektedir
(Sekil 3.23).

(-) KH,PO, 0.37 MM KH,PO, 1.85 MM KH,PO, 3.7 MM KH,PO,
pHZ1351-ppk-ppxp pHZ1351-ppk-ppxp pHZ1351-ppk-ppxp pHZ1351-ppk-ppxp

Sekil 3.25. pHZ1351-ppk-ppxp plazmidini i¢eren rekombinant S. coelicolor susunun farkli
KH,PO, konsantrasyonlari igeren R2YE besiyerinde H,0,’ye direngliliginin 6l¢timii.

3.7. Fosfat Alminin Olciilmesi

Fosfat alimmin o6l¢iimii i¢in kullanilan yOntem, bakterinin iretildigi
besiyerinden hiicre igine tasidigi fosfat miktarina bagh olarak besiyerinde geriye
kalan fosfat miktarmin &lgiilmesi temeline dayanmaktadir. Oncelikle yaban tip ve
rekombinant S. coelicolor suslar1 yaklagik 10° spor olacak sekilde 1.85 mM KH,;PO,
iceren YEME besiyerine ekilmis ve 5 giin boyunca tiretilerek her 24 saatte bir 6rnek
almmustir. Orneklerin santrifiijlenmesi ile elde edilen st sivida bulunan PO, miktari

Ohtake ve arkadaglarinin (1985) yontemi ile belirlenmistir.

Yaban ve rekombinant suslarinin YEME besiyerinden fosfat uzaklastirmalari
arasinda belirgin bir fark goriilmemistir (veriler gosterilmemistir). Elde edilen
sonuglar, igerdigi fosfat miktari tam olarak bilinmeyen YEME besiyerinin, fosfat

alim1 tayininde kullanilmasi i¢in uygun bir besiyeri olmadigin1 géstermistir.
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Bunun {izerine hiicrelerin, igerisindeki fosfat miktarinin bilindigi ve
ayarlanabildigi minimal besiyerinde biiyiitiilmesine karar verilmistir. Bu amagla
oncelikle YED besiyerinde On kiiltiir olarak yiiksek miktarda iiretilen yaban tip ve
rekombinant suslar, % 0.9’luk NaCl ile iki kez yikanarak esit yas agirlikta olacak
sekilde, ayr1 ayr1 0.25 mM, 0.5 mM ve 1 mM KH,PQO, igeren minimal besiyerlerine
ekilmislerdir. Kiiltiirlerin 6. ve 24. saatte ornekleri alinarak iist sivilarinda bulunan
fosfat miktar1 Sl¢tilmiistiir. Yaban tip ve rekombinant suslarin 24. saatte st sivida
bulunan fosfat miktarlar1 6. saatte bulunan fosfat miktarlarindan oldukg¢a fazla
ciktigindan hiicrelerin bu minimal besiyerinde ireyemedikleri ve 24. saatte lizize
ugramaya basladiklar1 sonucuna varilmistir. Bunun {izerine hiicreler tekrar ayni
miktarlarda KH,PO, igeren minimal besiyerlerine ekilmis ve bu defa ilk 5 saat
boyunca saatte bir 6rnek alinarak st sividaki fosfat miktarlar1 6l¢iilmiistiir. Sekil
3.24°de farkli miktarlarda PO, igeren standart fosfat soliisyonlar: ile olusturulmus

kalibrasyon egrisi goriilmektedir.

1,0+

o o o
EN ) o)
1 1 1

Absorbans (880 nm)

o
[N
1

o+
o 1 2 5 6 7 8

pg/ml PO,

4

Sekil 3.26. 0.5-7.5 pg/ml PO, igeren standart soliisyonlar ile olusturulan kalibrasyon egrisi.
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Orneklerin iist sivilarindaki fosfat miktarinin, besiyerinin baslangic fosfat
miktar1 ile karsilastirilmasindan elde edilen sonuglara gore 0.5 mM KH,;PO,
konsantrasyonunda hiicrelerin fosfat alimimi diizenli bir sekilde gergeklestirmekte
olduklar1 gbzlenmistir. Sekil 3.25’de pHZI1351-ppk ve pHZ1351-ppk-ppxp
plazmidlerini tasiyan rekombinant suglardan alinan &rneklerin st sivilarindaki 1/10
oraninda seyreltilerek yapilan 6l¢iim sonuglari goriilmektedir. Deney sirasinda yaban
tipe ait kiltir kaybedildiginden rekombinant suslar yaban tip ile

karsilastirilamamustir.

—e— PPK

0.5 mM KH,PO, . PPKPPXP

ug/ml POg4

0 1 2 3 4 5
Zaman (Saat)

Sekil 3.27. pHZ1351-ppk ve pHZ1351-ppk-ppxp plazmidlerini i¢eren rekombinant S.
ceolicolor suglarinin 0.5 mM KH,PQO, igeren minimal besiyerinde fiiretilmeleri sonucu
besiyerinde kalan fosfat miktarlarinin karsilastirilmasi.

Bu sonuglara gore pHZ1351-ppk plazmidi igeren rekombinant sus, 1. saatte
pHZ1351-ppk-ppxp plazmidini iceren susa gore besiyerinden yaklasik 2 kat daha
fazla fosfat uzaklastirmakta, sonrasinda 4. saate kadar fosfat aliminda bir degisme
gostermemektedir. Ayni susun 4. saatten sonra besiyerinden tekrar fosfat almaya
basladig1 goriilmiistiir. ppk ve ppx genlerini birlikte yiiksek miktarda ifade ettigi
diisiiniilen sus ise 4. saate kadar diizenli bir sekilde besiyerinden fosfat almakta ancak

5. saatte besiyerinde fosfat miktar1 birden artmaktadir.

Yapilan bu deney rekombinant suglarin fosfat alimlarinin yaban tip S.
coelicolor ile karsilastirilabilmesi amaciyla tekrarlanmistir. Suslarin besiyerinden

fosfat uzaklastirma kapasiteleri arasinda c¢ok fark goriilmemekle beraber yaban
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susun, rekombinant suslara gore ortamdan biraz daha fazla fosfat uzaklastirdigi
goriilmiistiir. Rekombinant suslarla elde edilen sonuglar bir Onceki deney
sonuglariyla karsilastirildiginda ise fosfat aliminin azaldigi gozlenmistir (Sekil 3.26).
Ayni besiyerinde aymi suslarla benzer sonuglarin alinamamasinin, ikinci tekrarda
hiicrelerin YED besiyerinde tiretilen 6n kiiltiirlerin homojen olarak iirememelerinden

kaynaklanabilecegi diistiniilmiistiir.

—— YT
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Sekil 3.28. Yaban tip, pHZ1351-ppk ve pHZ1351-ppk-ppxp plazmidlerini igeren
rekombinant S. coelicolor suslarimin 0.5 mM KH,PO, iceren minimal besiyerinde
iretilmeleri sonucu besiyerinde kalan fosfat miktarlarinin karsilastiriimasi.

3.8. Rekombinant S. coelicolor Suslarinin Agir Metal

Direncliligininin Olciilmesi

pHZ1351-ppk ve pHZ1351-ppk-ppxp plazmitlerini tasiyan S. coelicolor
suslartyla yaban susun farkli konsantrasyonlarda Cd ve Pb agir metallerine
toleranslart karsilagtirllmistir. Her iki agir metal i¢in 10 farkli konsantrasyon
secilerek yapilan bu deneyde kontrol olarak sadece pHZ1351 plazmidini igeren S.
coelicolor susu ve yaban tip kullanilmistir. Sivi kiiltiirde tretilen yaban sus ve

rekombinant suslarin yas agirliklar esitlenerek besiyerleri iizerine ekim yapilmistir.
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Segilen Pb konsantrasyonlarindaki biiyiime oranlari karsilastirildiginda, yaban
tipin, rekombinant ve pHZ1351 plazmidini tasiyan kontrol suslarina gére daha

yiiksek Pb konsantrasyonlarinda iireyebildigi gozlenmistir.

Farkli KH,;PO, konsantrasyonlar1 g6z Oniine alindiginda, KH,;PO,
eklenmeyen besiyerinde, yaban susun 1600 pg/ml Pb konsantrasyonunda, pHZ1351
plazmidini i¢eren kontrol susunun 400 pg/ml, pHZ1351-ppk ve pHZ1351-ppk-ppxp
plazmitlerini tasiyan rekombinant suslarin ise 800 pg/ml Pb igeren besiyerinde tireme

gosterdigi gozlenmistir (Tablo 3.2).

0.37 mM KH3PO, igeren besiyerinde, yaban tipin en son iireme gosterdigi
konsantrasyon yine 1600 pg/ml Pb igeren besiyeri iken, pHZ1351 plazmidini tasiyan
sus 800 pug/ml Pb konsatrasyonunda, rekombinant suslar ise en son 400 pug/ml Pb
iceren besiyerinde tireyebilmiglerdir (Tablo 3.2).

1.85 mM KH,PO, igeren besiyerinde kontrol susu haric yaban ve
rekombinant suslarin iireme oranlarinin diger KH,PO,4 konsantrasyonlarina gore daha
yiiksek oldugu dikkat cekicidir. Bu fosfat konsantrasyonunda, yaban tip 2400 pg/ml
Pb iceren besiyerinde lireme gostermistir. pHZ1351 plazmidini tagiyan sus yine 800
pg/ml Pb konsantrasyonunda tireyebilirken, rekombinant suslarin tireme gosterdikleri

Pb konsantrasyonu 1600 pg/ml’ye kadar ¢ikmistir (Tablo 3.2)
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Tablo 3.2. Farkli Pb ve KH,PO, konsantrasyonlarinda yaban tip ve rekombinant suslarin
biliylime oranlarinin karsilastirilmasi (Cift art1 (++) liremenin ¢ok oldugunu, tek art1 (+)
iremenin azaldigini, eksi isareti (-) tireme olmadigin1 gostermektedir). [YT: Yaban Tip;
pHZ: pHZ1351 plazmidini tasiyan sus; PPK: pHZ1351-ppk plazmidini igeren
rekombinant sus; PPK-PPXP: pHZ1351-ppk-ppxp plazmidini igeren rekombinant sus]

(-) KH2PO, 0.37 mM KH,;PO4 1.85 MM KH,PO,
PPK- PPK- PPK-
Pb(ug/ml) | oo\ 17 | ek YT | pHZ | PPK YT | pHZ | PPK
PPXP PPXP PPXP
50 L R e R N R s e i s R

100 |+ |+ g | b [ | | A | [ A | A |

200 e s e e e

400 R L e e B L I = o e S T R I o A = o B o s

800 -+ |+ |- -]+ | |+t
1600 + - - - + - - - ++ | - + +
2400 A R S I B A VI R .
3200 - - - - - - - - - - - -
6400 N N B S I B S I B .
7200 - - - - - - - - - - - -

Segilen Cd konsantrasyonlarindaki biiyiime oranlar1 karsilastirildiginda ise
yaban tipin yine rekombinant suslar ve kontrol susuna gore daha yiiksek Cd
konsantrasyonlarinda  iireyebildigi  gozlenmistir.  Sonuglar  farkli  KH;PO4
konsantrasyonlarina gore ayri ayrt degerlendirildiginde, yaban tipin, KH;PO4
igermeyen, 0.37 mM ve 1.85 mM KH,PO, igeren besiyerlerinde 300 pg/ml Cd
konsantrasyonunda iireme gosterdigi goriilmiistiir. KH,PO,4 eklenmeyen besiyerinde,
pHZ1351 tasiyan kontrol susunun ancak 50 pg/ml Cd konsantrasyonunda
treyebildigi, pHZ1351-ppk plazmidini tasiyan susun ise 100 pg/ml Cd
konsantrasyonunda iireyebildigi gozlenmistir. pHZ1351-ppk-ppxp plazmidini tasiyan
susun ise 200 pg/ml Cd konsantrasyonunda iireme gostererek Cd’a diger

rekombinant suslardan daha direngli oldugu goézlenmistir (Tablo 3.3).
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0.37 mM KH3PO, igeren besiyerindeki lireme oranlart karsilastirildiginda,
kontrol susun (pHZ1351 tasiyan) 100 pg/ml Cd konsantrasyonunda {ireme
gosterdigi, ppk genini yiiksek miktarda ifade ettigi diisiiniilen susun ise ancak 25
ug/ml  Cd  konsantrasyonunda  ireyebildigi = gbzlenmistir. Bu  fosfat
konsantrasyonunda, pHZ1351-ppk plazmidini tasiyan susun KH,PO, igermeyen
besiyerine gore direngliliginin azaldigi gozlenmistir. pHZ1351-ppk-ppxp plazmidini
tasiyan rekombinant sus 150 pg/ml Cd igeren besiyerinde iirerken KH,PO,

eklenmeyen besiyerine gore Cd’a direngliliginin azaldig1 gériilmiistiir (Tablo 3.3)

1.85 mM KH3POy, iceren besiyerinde, pHZ1351 plazmidini tastyan kontrol
susu 200 pg/ml Cd konsantrasyonunda iiremistir. ppk genini yiiksek miktarda ifade
ettigi diisiiniilen susun, 50 pg/ml Cd konsantrasyonunda iireyebildigi gozlenirken,
ppk ve ppx genlerini birlikte yiiksek oranda ifade ettigi diigiiniilen susun 100 pg/ml

Cd konsantrasyonunda iireme gosterebildigi gozlenmistir (Tablo 3.3).

Tablo 3.3. Farkli Cd ve KH,PO, konsantrasyonlarinda yaban tip ve rekombinant suslarin
biliylime oranlarinin karsilastirilmas: (Cift art1 (++) liremenin ¢ok oldugunu, tek art1 (+)
tiremenin azaldigini, eksi isareti (-) tireme olmadigin1 gostermektedir). [YT: Yaban Tip;
pHZ: pHZ1351 plazmidini tasiyan sus; PPK: pHZI1351-ppk plazmidini igeren
rekombinant sus; PPK-PPXP: pHZ1351-ppk-ppxp plazmidini i¢eren rekombinant sus]

(-) KH,PO, 0.37 mM KH,PO, 1.85 mM KH,PO,
PPK- PPK- PPK-
Cd(ug/mb) | | pHZ | PPK YT | pHZ | PPK YT | pHZ | PPK
PPXP PPXP PPXP

e R R e I I = o I o o o e R e e R
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4. TARTISMA ve SONUC

Inorganik polifosfat, biitiin canli tiirlerinde bulunan ve evrimsel siirecte rol
aldig1 diigiiniilen 6nemli bir polimerdir. Polifosfat ve polifosfat bagimli enzimler,
Ozellikle prokaryotlarda temel metabolizmada yer alarak stres kosullarma karsi
hiicrenin direncini arttirmakta ve ATP basta olmak iizere NTP’lerin olusumunda
fosfat dondrii gorevi gérmektedir. Bakterilerin patojen 6zelliklerinin korunmasinda

etkili olan bu biyopolimer, hiicre zarinin yapisina da katilmaktadir

Biyoremediasyon ¢alismalarinin literatiire girmesiyle birlikte, son yillarin en
onemli sorunu olan g¢evre kirliliginin giderilmesinde rekombinant organizmalarin
kullanilabilecegi glindeme gelmistir. Son yillarda, polifosfat metabolizmasinin, atik
sulardaki ~ fosfat  kontaminasyonunun  giderilmesinde ve agir  metal
biyoremediasyonunda kullanilabilecegi goriisii 6nem kazanmistir (Brown ve
Kornberg, 2008; Keasling ve ark., 1997).

Basta E. coli olmak iizere bir¢cok bakterinin, polifosfat metabolizmasinda
gorev alan, polifosfat ve ATP’nin doniistimlii sentezinden sorumlu polifosfat kinaz
ve polifosfat zincirlerini inorganik fosfata parcalayan ekzopolifosfataz enzimleri
saflagtirllmis ve bu enzimleri kodlayan genler ¢ogaltilmistir (Brown ve Kornberg,
2004). E. coli (Ohtake ve ark. 1993; Keasling ve ark., 1997; Crooke ve ark., 1993)
ve K. aerogenes (Ohtake ve ark., 1998) ile yapilan ¢aligmalarda, bu genlerin yiiksek
seviyede ifadesi ile olusturulan rekombinant mikroorganizmalarin fosfat

biyoremediasyonunda kullanilabilecegi ortaya ¢ikarilmistir.

PoliP’nin yapisinda, Ca'® K" ve Mg+2 gibi katyonlarin bulunmasinin yani
sira, belli bakterilerin, Saccaharomyces cerevisiae’nin ve alglerin  poliP
graniillerinde agir metallerin de bulundugu gosterilmistir (Keasling ve Hupf, 1996).
Agir metallerin hiicre i¢i selasyonunda, uzun zincirli anyonik fosfat polimerleri olan

polifosfatlarin ¢ok 6nemli islevleri vardir (Keasling ve Hupf, 1996).
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E. coli’de yapilan ¢alismalarda, ppk ve ppx genlerinin yiiksek seviyede ifade
edilmesi sonucu, hiicrelerin, Cd*? ve Hg" gibi agir metallere toleransinda artis
oldugu ve polifosfat metabolizmasinda meydana getirilen bu genetik degisiklik ile
agir metallerin detoksifikasyonu ve dolayisiyla biyoremediasyonunun miimkiin
olabilecegi agiga ¢ikarilmistir (Rachlin ve ark., 1981; Aiking ve ark., 1984; Boswel
ve ark., 1999; Keasling ve ark., 1998; Pan-Hou ve ark., 2001; Pan-Hou ve
ark.,2003).

Streptomycete’ler, ticari antibiyotiklerin % 75°1 basta olmak iizere ¢ok cesitli
biyoaktif bilesikleri iireten, endiistriyel agidan 6nemli bakterilerdir. S. lividans TK24
susu ile yapilan 1ii¢ c¢alisma, Streptomyces polifosfat metabolizmasinin
aydinlatilmasina yonelik bulgular icerse de bu bakterilerde, PoliP’nin hiicre
metabolizmasindaki rolleri heniiz tam anlagilamamistir. Yapilan ¢aligmalarda, S.
lividans TK24 susuna ait ppk geni klonlanarak, karakterize edilmis ve fosfat
metabolizmasindaki diizenleyici rolii agiga ¢ikarilmistir (Ghorbel ve ark., 20064a;
Ghorbel ve ark., 2006b). Ayni grubun yaptigi ¢alismalardan bir digerinde, ppk
geninin delesyonu sonucu antibiyotik iretiminin arttigi ve bu genin {irliniin
antibiyotik biyosentezini negatif yonde etkiledigi bulunmustur (Chouayekh ve
Virolle, 2002).

Literatiirde, bilgimiz  dahilinde, Streptomyces tiirlerinin  polifosfat
metabolizmasimin genetik olarak degistirilerek biyoremediasyonda kullanilabilme
potansiyellerini gdsteren herhangi bir ¢alisma mevcut degildir. Bu tez ¢alismasinda,
S. coelicolor A3(2) susuna ait ppk geninin tek basma ve ppx geni ile birlikte
klonlanarak, yiiksek seviyede ifade edilmeleri sonucu, hiicrelerin, ¢esitli stres
kosullarma (sicaklik, pH, H,0;) karst direng mekanizmalarinin gozlenmesi ve ayni

zamanda fosfat ve agir metal biyoremediasyonu i¢in uygunluklar arastirilmigtir.

S. coelicolor ppk ve ppx genlerinin biyoinformatik analizi sonucu, bu iki
genin diger bazi bakteriyel genomlardan farkli olarak operon halinde organize

olmadig1 ve kromozomun farkli bolgelerinde yer aldig1 goriilmiistiir.
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S6z konusu genlerin iist ve alt bdlgelerinin incelenmesi sonucunda, ppk
geninin, herhangi bir operona dahil olmadigi, ppx geninin ise pstABC fosfat tasima
sistemine ait operon igerisinde yer aldigi disiiniilmektedir. Ayrica, ppk ve ppx
genleri kromozom iizerinde birbirine ters yonde bulunmaktadirlar. Bu genlere ait
promotor bolgelerinin varligini aragtirmak i¢in yapilan analizler sonucu, S. coelicolor
ppk genine ait, -10 (5’-TAACCA-3") ve -35 (5’-TATCCC-3") konsensus dizilerinin,
Chouayekh ve Virolle’iin (2002) yaptigi ¢alisma ile belirlenen S. lividans ppk geninin
promotor bilesenlerine ait konsensus diziler ile birebir ortiistiigii goriilmektedir. Ayni
caligmada, S. lividans ppk geninin iki promotor bileseni arasinda 17 b¢ bulundugu ve
ribozom baglanma bolgesinin (GAGG), translasyon baslama kodonunun 9 niikleotid
oncesinde yer aldigi bulgusunun, S. coelicolor ppk geni i¢in de gegerli oldugu
gbzlenmistir. ppx geni lizerine yapilan analizler, bu genin herhangi bir promotor
bolgesine sahip olmadigin1 ve muhtemel pstABC fosfat tasima sistemine ait operon
icerisinde yer aldigin1 géstermistir. Biitiin bu bilgiler degerlendirilerek, bu ¢alismada,
ppk geninin, kendi dogal promotorundan, ppx geninin ise ppk genine ait promotor

bolgesinden ifade edilmeleri saglanmaya caligilmistir.

Bu ¢alismada, S. coelicolor A3(2) ppk ve ppx genleri ile ppk genine ait
promotor bolgesi, klonlama g¢alismalarinda kullanilacak restriksiyon endoniikleaz
kesim bolgelerini de tasiyan ileri ve geri primerlerin kullanildigi PCR reaksiyonlari
ile elde edilmis ve dncelikle pBluescript vektdriine klonlanmustir. Tlk olarak ppk geni
pBluescript vektoriine klonlanarak, pSK-ppk plazmidi elde edilmistir. Elde edilen
pSK-ppk plazmidinin yaninda ayrica ppx genini ppk promotorundan ifade edecek
olan pSK-ppk-ppxp plazmidi de genlerin birlikte ifadelerini saglamak amaciyla ppx
genleri ile ppk genine ait promotor bolgesinin pSK-ppk plazmidine klonlanmasiyla
hazirlanmistir. pSK-ppk plazmidi iizerindeki ppk geni, T3 ve T7 promotoruna uygun
primerler kullanilarak, ppx ve promotor bdlgesi PCR iiriinleri ise kendilerine 6zgiil
primerler kullanilarak yapilan dizi analizleri sonucunda, ppk ve ppx gen dizilerinin,
daha 6nce Hopwood ve arkadaslar1 (2002) tarafindan belirlenen diziler ile bire bir

uygunluk gosterdigi bulunmustur.

pBluescript vektoriine klonlanan ppk ve ppx genleri daha sonra uygun
restriksiyon enzimleri ile g¢ikarilarak, ayri ayri ppk ve ppk-ppxp DNA fragmanlari

halinde E. coli-Streptomyces mekik vektorii olan pHZ1351 plazmidi tizerinde
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oncelikle E. coli DH5a hiicrelerinde klonlanmis, daha sonra bu hiicrelerden izole
edilen rekombinant plazmitler metilasyon yoksunu E. coli ET12567 susuna
aktarilmigtir. Son olarak bu sustan izole edilen rekombinant pHZ1351-ppk ve
pHZ1351-ppk-ppxp plazmitleri protoplast transformasyonu ile S. coelicolor’a
aktartlmis ve bu suslardan geri izole edilen rekombinant plazmitler uygun

restriksiyon endoniikleazlar ile kesilerek dogrulanmustir.

PPK ve PPX enzimlerinin aktif bir sekilde iiretildigini gozlemlemek igin,
rekombinant pSK plazmitlerini tasiyan E. coli DH5a suslarindan hazirlanan hiicre
oziitlerinde, PPK ve PPX enzim aktiviteleri ayr1 ayri Ol¢iilmiistiir. Genlerin lac
promotorundan ifadelerinin gerceklesmesi beklendiginden, promotor IPTG ile
uyartlmigtir. Ancak, bu oOlgimlerde kontrol olarak kullanilan E. coli DHS5a ile
rekombinant suslarin PPK aktiviteleri arasinda bir fark gézlenmemistir. Ayni sekilde,
rekombinant S. coelicolor suslarma ait hiicre oOziitlerinde Olgiillen PPK enzim
aktivitesinde de, yaban tip ve pHZ1351 vektoriinii igeren S. coelicolor kontrol
susglarinin enzim aktiviteleri ile karsilastirildiginda belirgin bir fark goriilmemistir.
Rekombinant E. coli ve Streptomyces suslarinin PPX enzim aktivitesi 6lglimleri ise
anlamli sonuclar vermemistir. Elde edilen bu sonuglarin, her iki enzim aktivitesi i¢in
kullanilan yontemlerin hassas olmamasindan ve/veya s6z konusu enzimler
saflastirilmadigi i¢in hiicre Oziitlerinde baska bir¢ok protein ve eklenen proteaz
inhibitoriine ragmen hiicre i¢i/dis1 proteazlarin bulunmasindan kaynaklanabilecegi
distiniilmiistir. Daha Once yapilan c¢alismalarda da, PPK ve PPX enzim
aktivitelerinin ¢ogunlukla, saflastirilmis PPK ve PPX enzimleriyle radyoaktif fosfatin
kullanildig1 daha hassas yontemlerle 6l¢iildiigii gdzlenmistir (Crooke ve ark., 1992;
Crooke ve ark., 1993).

Enzim aktivitelerinden sonug¢ alinamamasi tizerine ppk geninin ifade edilip
edilemediginin belirlenebilmesi i¢in laboratuvarimizda olusturulan ppk geninden
yoksun S. coelicolor susundan (Irem Yalim’in tez calismasi) yararlamlmistir. Bu tez
calismasinda olusturulan pHZ1351-ppk plazmidi, ppk geninden yoksun ve TBO ve
TSA besiyerlerinde iireyemeyen S. coelicolor susuna aktarildiginda, mutasyonun

komplementasyonunu saglayarak susun mutant 6zelliklerini giderebilmistir.
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pHZ1351 plazmidi tizerindeki ppk geninin aktif bir sekilde ifade edildigi
diistiniilmiis ve rekombinant S. coelicolor susunun karakterizasyonuna devam
edilmesine karar verilmistir. Karakterizasyon i¢in yapilan 6n c¢alismalarda, ppx
genini pHZ1351-ppk-ppxp plazmidi {izerinde tasiyan sus, yaban ve ppk geninin ¢oklu
kopyalarini tagiyan suslardan farkli sonuglar verdiginden, klonlanan ppx geninin

tirtiniiniin aktif olabilecegi diisiiniilerek karakterizasyon deneylerinde kullanilmistir.

Rekombinant suslarin pH, sicaklik ve oksidatif stres gibi farkli stres
kosullarindaki iiremeleri yaban tip ile karsilastirilmistir. ilk olarak rekombinant S.
coelicolor suslar1 ve yaban tipin asidik (pH 5.0), nétral (pH 7.0) ve bazik (pH 9.0)
R2YE besiyerlerindeki iiremeleri izlenmistir. Rekombinant suslarin ve yaban tipin
asidik ortamda (pH 5.0) inkiibasyonu ile olusturulan biiylime egrilerinde, pHZ1351-
ppk plazmidini tasiyan susun 24. saatte duragan faza girdigi ve 120. saate kadar
hiicre miktarinin degismedigi goriilmistiir. Yaban tipte bu pH derecesinde iireme 24.
saatten sonra baslamistir. Ayrica, yaban tip 72. saatte duragan faza girerken
pHZ1351-ppk-ppxp plazmidini tasiyan sus 48. saatte duragan faza girmistir.
pHZ1351-ppk-ppxp plazmidini tasiyan susun yaban tipe gorece 2 kat daha fazla kuru
agirliga sahip oldugu ve bu pH derecesine daha dayanikli oldugu goézlenmistir.

Candida humicola (McGrath ve Quinn, 2000) ve Burkholderia cepacia nin
(Mullan ve ark., 2002) asidik (pH 5.5 ) ortamda biiyiitiilmeleri sonucu, daha fazla
polifosfat biriktirdikleri ve hiicre igine taginan fosfat miktarinin arttigi ortaya
cikartlmistir. Bu durum, biiyiime siiresince pH 5.5’te olusturulan polifosfatin,
hidrojen iyonlarin1 toplayarak bir katyon yakalama mekanizmasi olusturdugu
seklinde agiklanmistir. Polifosfatin polianyonik yapist gbz Oniine alindiginda, bu
polimerin hiicre i¢i tamponlama sistemi olarak da gérev yaptigi 6nerilmistir. Bu tez
calismasinda elde edilen sonuglara gore, PPK enzimini yiiksek seviyede ifade ettigi
diisiiniilen rekombinant susun, PPK enziminin aktif olarak ¢alismasi sonucu, yaban
tipe gorece daha fazla polifosfat sentezleyebilecegi ve boylece duragan fazda yaban
tipten daha kisa siirede asidik ortama adapte olarak canliligini devam ettirebilecegi
onerilmektedir. PPK ve PPX enzimlerini yiiksek seviyede ifade ettigi diisiiniilen
rekombinant susun ise asidik ortamda yine PPK enziminin yiiksek aktivitesi ile ¢ok
miktarda polifosfat biriktirerek hiicre ici pH homeostatisini saglayabilecegi

diistiniilmektedir. PPX enziminin artan aktivitesi ile de bu polifosfatlarin hidrolizinin
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hizlanmasiyla olusan inorganik fosfatin hem PPK enzimi ile hem de hiicre i¢indeki
diger NTP kinazlarin aktivitesiyle ATP sentezinin artmasina neden olarak duragan

fazda hiicrenin enerji ihtiyacini karsilayabilecegi diistiniilmektedir.

S. coelicolor’in optimum pH degeri olan 7.0’ye ayarlanmig R2YE besiyerinde
yaban tip ve rekombinant suslarin 72. saatte duragan faza girdikleri goriilmiistiir. 72.
saate kadar, ppk genini yiiksek seviyede ifade ettigi diisiiniilen rekombinant susun
kuru agirlik miktariin yaban tipin kuru agirlik miktarindan yaklasik 3 kat daha fazla
oldugu gozlenmistir. ppk ve ppx genlerini birlikte yiiksek oranda ifade ettigi
diisliniilen rekombinant susun ise 72 saate kadarki kuru agirlik miktar1 yaban tipin
kuru agirlik miktarindan yaklasik 2 kat daha fazladir. Ayni susun 96. saatten itibaren
olim fazmna girerek kuru agirh@min yaban tipinki ile hemen hemen esitlendigi

gozlenmistir.

Yaban ve rekombinant suslarin bazik ortamdaki biiyiime egrileri pH 9.0’a
ayarlanmis R2YE besiyerinde karsilastirilmistir. ppk ve ppx geninin birlikte ifade
edildigi distiniilen susun, yaban tip ve ppk’y1 yiiksek oranda ifade ettigi diisliniilen
susa gore daha yogun iiredigi gozlenmistir. Ayrica, ppk genini fazla ifade ettigi
diigiiniilen susun da ayni kosullarda yaban tipe gore bazik ortama daha direngli
oldugu goriilmiistiir. ppk ve ppx geninin birlikte ifade edildigi susun, 48. saatte yaban
tipe gore 3 kat ve pHZ1351-ppk susuna gore ise 2 kat daha fazla kuru agirliga sahip
oldugu gozlenmistir. ppk geninin yiiksek miktarda ifade edildigi diistiniilen susun da,
48. saatte yaban tipe gore 2 kat daha fazla kuru agirliga sahip oldugu bulunmustur.

Ayrica, bu pH derecesinde, li¢ susun da 72. saatte duragan faza girdigi gézlenmistir.

Alkali ortamda biiyiitilen Dunaliella salina (Pick ve Weiss, 1990, Pick ve
ark., 1991) ve Saccharomyces cerevisiae (Castro ve ark., 1995) hiicrelerinde biiyiik
oranda polifosfat yikimi1 gézlenmis ve bu yikim sonucu agiga ¢ikan H iyonlarmin
hiicre i¢i pH’nin diizenlenmesinde gorev aldig1 ortaya ¢ikarilmistir. Bu ¢alismada,
PPK enzimini yiiksek seviyede iirettigi diisiiniilen susun polifosfat miktarinin, yaban
sustan fazla oldugu diisiiniildiigiinde, bu susta yikilan polifosfatlarin olusturdugu H*
iyonlarinin daha fazla oldugu ve besiyerinin pH’sin1 optimum pH’ya daha rahat
indirdigi olasilig1 one siiriilebilir. PPK ve PPX enzimini yiiksek seviyede iirettigi

diistiniilen susun ise, polifosfat hidrolizini de hizlandirmasi nedeniyle diger iki susa
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gore hiicre i¢ci pH diizenlemesini daha kolay gergeklestirebildigi Onerilebilir. Bu
olasiliklarin kesinlestirilebilmesi, her bir deney igin ii¢ ayri sustan belli araliklarda
alimacak Orneklerin polifosfat miktarlarinin 6lgiilerek karsilastirilmasiyla miimkiin

olabilir.

Diger bir stres faktorii olarak, bu calismada, farkl: sicaklik dereceleri (30 °C,
37°C, 42 °C) denenmis ve bu sicakliklarda yaban ve rekombinant suslarm iiremeleri

karsilastirilmistir.

Yaban tip S. coelicolor’m optimum biiyiime sicaklig1 olan 30 °C’ta biiyiitiilen
rekombinant  suslarin  biiylime egrileri yaban susun ireme egrisiyle
karsilastirildiginda, pHZ1351-ppk plazmidini tasiyan rekombinant sus ile yaban tipin
72. saatten sonra duragan faza gegtigi gorilmistiir. pHZ1351-ppk-pppx plazmidini
tasityan rekombinant hiicrelerin ise 48. saatten sonra kisa bir slire duragan fazda
kaldig1 ardindan hiicrelerin hizla 6lim fazina gectigi gorillmiistiir. Bu durumun,
merkezi metabolizmanin diizenlenmesinde ¢ok Onemli rolleri bulunan polifosfat
konsantrasyonunu diizenleyen PPK ve PPX enzimlerinin yiiksek miktarda
iretilmesinin  hiicrede yarattigi metabolik bir dengesizlige bagli oldugu
diisiniilmektedir. Ayrica pHZ1351-ppk plazmidini tasiyan rekombinant sus ile
pHZ1351-ppk-ppxp plazmidini tasiyan susun 48. saatte yaban susa gore sirasiyla
yaklagik 1.5 ve 2 kat daha fazla kuru agirliga sahip oldugu gozlenmistir. ppk genini
yiiksek miktarda ifade ettigi disiiniilen susun kuru agirligmin 72. saatte de yaban
susunkinden 2 kat fazla oldugu gorilmiistir. pHZ1351-ppk plazmidini tasiyan
rekombinant susun bu sicaklikta yaban sustan daha iyi tireyebilmesinin, gerektiginde
ATP sentezinde kullanilabilecek olan serbest fosfati saglayacak polifosfat
rezervlerinin, yaban susa gore daha fazla olabileceginden kaynaklandig

distiniilmektedir.

Yaban ve rekombinant suslarin 37 °C’ta biiyiitiilmesi sonucu elde edilen
biiylime egrilerinde, 72. saatte rekombinant suslarin yaban tipe gore yaklasik 2 kat
daha fazla kuru agirliga sahip olduklar1 ve bu sicaklik derecesine daha direngli
olduklar1 gorilmistiir. Bununla birlikte yaban tipin 6liim fazi 48. saatte baslarken,
rekombinant suglarin 48. saatte duragan faza yeni girdikleri ve ancak 72. saatten

sonra Oliim fazina gegctigi goriilmiistiir. Rekombinant suslarin enerji diizeyleri yaban
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susa gore oldukca yiiksek olabileceginden bu stres yaratan sicakliga karsi
direncliliklerinin yaban susa gore daha fazla oldugu 6nerilmektedir. Bu sicaklikta her

iki rekombinant susun tireme egrilerinin birbirine ¢ok benzer oldugu gozlenmistir.

42 °C’ta iiretilen rekombinant suslar ve yaban susun biiyiime egrileri
karsilastirildiginda, kuru agirliklarinda ¢ok biiylik bir fark olmadigr goriilmistiir.
Ancak rekombinant suslarin duragan fazi 120. saatte hala devam ederken yaban

susun 96. saatten sonra 6liim fazina gectigi gozlenmistir.

ppk ve ppx genlerinden yoksun mutant E. coli hiicreleriyle yapilan bir
caligmada, mutant susun polifosfat miktarinin olduk¢a az oldugu ve minimal
besiyerinde, duragan fazda uygulanan 1s1 sokuna (55 °C) yaban tipe gére daha hassas
oldugu gozlenmistir. Yine ayni ¢alismada, mutasyonun, ppk genini i¢eren bir plazmit
ile  komplementasyonu sonucu hiicrelerin hassasiyetinin  ortadan kalktig1
gosterilmistir. Ayrica, duragan fazdaki genlerin diizenlenmesinden sorumlu olan
rpoS geninin, bu mutant susta yiiksek miktarda ifadesinin de hiicrelerin 1s1 soku
hassasiyetini ortadan kaldirdigi bulunmustur. ppk geninin yiiksek miktarda ifade
edildigi E.coli hiicrelerinin ise yaban tipe gore 100 kat daha fazla polifosfat
biriktirdigi goriilmiistiir. (Crooke ve ark., 1993; Rao ve Kornberg, 1995; Tsutsumi ve
ark., 1999).

Bu ¢alismada, E. coli ile yapilan ¢alismadan farkli olarak, ppk ve ppk-ppxp
genlerini yiikksek seviyede ifade ettigi diisiiniilen rekombinant S. coelicolor
suslarinm, Streptomycete’ler i¢in optimum biiyiime sicakhigi olan 30 °C disindaki
sicakliklarda (37 °C ve 42 °C) yaban susa gorece duragan fazda daha direngli
olduklari1 gozlenmistir. E. coli ile yapilan ¢aligmada minimal besiyeri kullanildigi, bu
caligmada ise Streptomyces suslarinin zengin bir besiyeri olan R2YE’de iiretildigi

g0z ard1 edilmemelidir.

Bu ¢alismada, yaban ve rekombinant suslarin oksidatif strese karsi direngliligi
de karsilastirllmistir. Hiicreler farkli KH,PO, konsantrasyonlarinda hazirlanmig
R2YE besiyerlerine ekilerek petrilerin ortasina 100 mM H;0, emdirilmis diskler
yerlestirilmig, iiremenin ardindan, disk etrafinda olusan inhibisyon halkalari

olgiilerek karsilastirmalar  yapilmustir.  Olgiilen zonlarin  biiyiikliiklerine gore
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pHZ1351-ppk plazmidini tasiyan susun H,O;’ye yaban sustan daha hassas oldugu,
pHZ1351-ppk-ppx susunun ise yaban sus ile neredeyse esit oranda hassasiyet

gosterdigi gozlenmistir.

Streptomycete’lerde ppk ve ppx genlerinin yiiksek seviyede ifadesinin,
hiicrenin stres kosullarina kars1 direncini nasil etkiledigini konu alan herhangi bir
calisma bulunmadigindan bu ¢alismada elde edilen sonuglar, ppk geninden yoksun
mutantlar ile yapilan calismalardan elde edilen sonuglara gore degerlendirilmistir.
Yapilan ¢aligmalarda, S. lividans ve S. coelicolor ppk geninden yoksun mutantlarin
R2YE besiyerinde H,O, hassasiyetlerinin arttig1 ortaya ¢ikarilmis ve fosfat kisitlilig
durumunda bu hassasiyetin daha belirgin oldugu gozlenmistir (Ghorbel ve ark.,
2006; Yalm, 2010). Bu galismalarin ortak sonucuna gore, ppk genini yiiksek
miktarda ifade eden S. coelicolor hiicrelerinin oksidatif strese, yaban susa gore daha
dayanikli olmasi beklendigi halde, bulgularin bu beklentinin tam tersi yoniinde
olmas1 dikkat ¢ekicidir. Bu rekombinant susta, fosfatin kisitli oldugu kosullar ile
karsilastirildiginda, 0.37 mM KH,PO, konsantrasyonunda oksidatif strese
hassasiyetin azaldig1r goriilmiistiir. Yine ayn1 susta 1.85 mM ve 3.7 mM KH,;PO,
konsantrasyonlarinda hiicrelerin H,O;’ye hassasiyetlerinin tekrar artmasinin, ppk
geninin yiiksek miktarda ifade edilme olasiligina bagli olarak hiicre i¢i fosfat
konsantrasyonunun yiiksek olmasmim yarattign toksik etkiden kaynaklandigi
distintilmektedir. Bu durumda yiiksek hiicre i¢i fosfat konsantrasyonu nedeni ile
merkezi metabolik yollarin uyarilmasi sonucunda indirgenmis kofaktorlerin tiretimi
artmaktadir. Bu indirgenmis kofaktorlerin iiretimi, solunum zincirinin oksidatif
kapasitesini astiginda, reaktif oksijen tiirleri (H2,O2, O,” ve OH") hiicre iginde

birikerek oksidatif stres olusturmaktadir.

Ayrica PPK ve PPX enzimini ¢ok miktarda iirettigi diisiiniilen rekombinant
susun H,O, hassasiyetinin yaban sus ile neredeyse esit oldugu gozlenmistir. Bu
durumun, artan PPX enzim aktivitesi yoluyla olusturulan Pi’in hiicre digina salinmasi
ve hiicre ici fosfat konsantrasyonunun diisiiriilmesiyle, hassasiyetin azalmasini

sagladig1 one siiriilebilir.
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Cevresel stresin ¢esidine bagli olarak, farkli sinyal iletim mekanizmalarina
sahip olan Streptomyces suslarinda, degisik stres kosullarina karsi farkli sigma
faktorleri yardimiyla cevap olusturulmaktadir. Bu ¢alismada, test edilen stres
kosullarina kars1 olusturulan cevapta hangi sigma faktorlerinin gorev aldigr ve bu
sigma faktorleriyle polifosfat metabolizmasinin iligkisinin olup olmadig1 konularinin

aydinlatilmasi i¢in daha ayrintili ¢alismalarin yapilmasi gerekmektedir.

Bu calismada elde edilen rekombinant suslarin ve yaban susun ortamdan
fosfat uzaklastirabilme kapasiteleri, iki ayr1 besiyeri kullanilarak karsilagtirilmistir.
Bunun i¢in 6ncelikle YEME besiyeri denenmistir. Besiyerindeki fosfat miktarinin
belirlenmesinde kullanilan yontemin, fosfat konsantrasyonuna gére renk olusumuna
bagli olmas1 yiiziinden R2YE besiyeri bu deneylerde 6zellikle kullanilmamustir.
Ciinkii, her ne kadar fosfat konsantrasyonu ayarlanabiliyorsa da bu besiyeri, S.
coelicolor’mn renkli antibiyotik retimini desteklemektedir. Bu yilizden antibiyotik
tiretiminin gergeklesmeyecegi ya da minimumda gergeklesecegi YEME besiyeri
secilmistir. On kiiltiir hazirlamadan, dogrudan yaban ve rekombinant suslarin spor
stoklarindan, 1.85 mM KH,PO, i¢eren YEME besiyerine ekim yapilmis ve 120 saat
boyunca kiiltiirlerden 6rnek alinmistir. Bu 6rneklerin {ist sivilarinda bulunan PO,
miktarinin, standart fosfat konsantrasyonlarina gore olusturulan kalibrasyon egrisi
temel alinarak 6l¢iilmesi sonucunda, yaban tip ve rekombinant suslarin, inkiibasyon
stiresince besiyerinden fosfat uzaklastirdigi ancak aralarinda belirgin bir fark
olmadig1r gozlemistir. YEME, tanimlanmis bir besiyeri olmadigindan ve igerdigi
fosfat miktar1 tam olarak bilinmediginden bu besiyerinin fosfat alim: deneyleri igin

uygun olmadig1 sonucuna varilmistir.

Bunun {izerine, yaban tip ve rekombinant suslarin fosfat uzaklastirma
kapasiteleri, fosfat konsantrasyonunun bilindigi ve ayarlanabildigi minimal
besiyerinde Ol¢lilmiistiir. Bu bakterilerin fosfat alimlarmin 6lgiilebildigi uygun
KH,PO, miktarmi belirlemek amaciyla, yaban tip ve rekombinant bakteriler, 0.25,
0.5 ve 1 mM konsantrasyonlarinda KH,PO, eklenen besiyerlerinde iiretilerek 6. ve
24. saatlerde kiiltirlerden ornek alimmustir. 24. saatte alinan Orneklerdeki fosfat
konsantrasyonunun 6. saattekilere gore arttigi gézlenmis ve bu durumun hiicrelerin
minimal besiyerinde lireyemeyip lizize ugramasindan ve hiicre i¢indeki fosfat i¢eren

bilesiklerin degredasyonundan ya da Pi’mm hiicre disina taginmasindan
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kaynaklanabilecegi diisiiniilmistiir. Bunun {izerine bu deney 5 saat boyunca saatte bir
ornek alinarak tekrarlanmigtir. Deney sonucunda, yaban ve rekombinant suslarin,
kisa zaman araliklarinda, yalnizca 0.5 mM KH;PO,4 konsantrasyonu igeren minimal
besiyerinde diizenli olarak ve belirlenebilir diizeyde fosfat alimi gergeklestirdikleri

bulunmustur.

Ancak bu deney sirasinda yaban susa ait kiiltiiriin kaybedilmesi nedeniyle,
sadece  rekombinant  suslarin  fosfat alimi1  kapasiteleri  birbirleriyle
karsilagtirilabilmistir. Bu sonuglara gore, ppk genini yiiksek diizeyde ifade eden
susun, 1. saatte pHZ1351-ppk-ppxp plazmidini igeren susa goére besiyerinden
yaklagik 2 kat daha fazla fosfat uzaklastirdigi gozlenmistir. Daha sonra bu susun
besiyerinden fosfat aliminda 5. saate kadar bir degisme goériilmemistir. ppk ve ppx
genlerini birlikte yiiksek miktarda ifade ettigi diisiiniilen susun ise 4. saate kadar
diizenli bir sekilde besiyerinden fosfat aldigi ancak 5. saatte besiyerindeki fosfat
miktarmin arttig1 goriilmiistiir. Bu artigin yine hiicrelerin lizize ugramasindan ya da
hiicre i¢indeki fosfat miktarinin doyuma ulasarak Pi’in disar1 tasinmasindan

kaynaklandig1 diistiniilmektedir.

Bu deney, rekombinant suslarin fosfat alimlarinin yaban tip S. coelicolor ile
karsilastirilabilmesi amaciyla tekrarlanmistir. Yaban susun, rekombinant suslara gore
ortamdan biraz daha fazla fosfat uzaklastirdig1 gériilmiis ve rekombinant suslarin, bir
onceki deney sonuglariyla karsilastirildiginda fosfat alimimin azaldig gozlenmistir.
Ayn1 besiyerinde ayni suslarla benzer sonuglarin alinamamasinin, ikinci tekrarda
hiicrelerin YED besiyerinde tiretilen 6n kiiltiirlerin homojen olarak tirememelerinden

kaynaklanabilecegi diisiiniilmiistir.

Hiicre ici fosfat homeostasisinin korunmasinda goérev alan bir¢ok genin/gen
bolgesinin hiicrenin fosfat alimi kapasitesinin arttirilmasinda 6nemli oldugu
bilinmektedir. Ornegin, E. coli ile yapilan bir ¢alismada, fosfat metabolizmasi ve
taginmasinda gorev alan fosfat uyarimli tasima sistemi pst operonu, polifosfat sentezi
icin ATP olusumunda goérev alan asetat kinaz (ackA) ve polifosfat kinaz (ppk)
genleri, ayr1 ayr1 ve birlikte E. coli’de yiiksek seviyede ifade edilmistir. Bunun
sonucunda, en yiiksek fosfat alim1 oraninin, ppk ve ackA genlerini birlikte ifade eden

susta gergeklestigi goriilmiistiir (Ohtake ve ark., 1993).
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Ayrica, ppk geni ve pst operonunu yiiksek seviyede ifade eden susta, fosfat
aliminin, dolasiyla hiicre i¢i fosfat miktarinin maksimum seviyeye ulagmasi

sonucunda fosfatin besiyerine salindigi gosterilmistir.

Bagka bir ¢aligmada, S. lividans phoR-phoP genlerinden yoksun mutantlar
olusturularak bu mutantlarin fosfat alimi1 kapasiteleri gézlenmis ve mutant hiicrelerin

yaban susa gore fosfat alimini gerceklestiremedigi ortaya ¢ikarilmistir (Sola-Landa
ve ark., 2002).

E. coli ve S. lividans ile yapilmis calismalar géz Oniine alindiginda, bu
caligmada, S. coelicolor’da, yalnizca polifosfat metabolizmasinin genetik olarak
degistirilmesinin, elde edilen rekombinant suslarda fosfat alimmin arttirilmasi igin

yeterli olmayabilecegi diisiiniillmektedir.

Bu ¢alismada ayrica rekombinant ve yaban suslarin Cd ve Pb agir metallerine
direncliligi test edilmistir. Bunun i¢in, pHZ1351, pHZ1351-ppk ve pHZ1351-ppk-
ppxp plazmitlerini tagiyan rekombinant suslarin ve yaban susun ve farkli KH,PO4
konsantrasyonlarini (0 mM, 0.37 mM, 1.85 mM) igeren, 10 farkli Cd ve Pb
konsantrasyonunda hazirlanmis zengin kati besiyeri R2YE’deki {remeleri

karsilastirilmistir.

KH,PO, eklenmeyen besiyerinde, yaban sus 1600 pg/ml Pb, pHZ1351
plazmidini igeren kontrol susu 400 pg/ml Pb, pHZ1351-ppk ve pHZ1351-ppk-ppxp
plazmitlerini tasiyan rekombinant suslari ise 800 pg/ml Pb igeren besiyerinde

iireyebilmiglerdir.

0.37 mM KH,PO, igeren besiyerinde ise, yaban sus 1600 pg/ml Pb igeren
besiyerinde treyebiliyorken, pHZ1351 plazmidini tasiyan sus 800 pug/ml Pb ve

rekombinant suslar en son 400 pg/ml Pb igeren besiyerinde iireyebilmislerdir.

1.85 mM KH,PO, igeren besiyerinde, yaban sus 2400 pg/ml Pb, pHZ1351
plazmidini tasiyan sus 800 pug/ml Pb, rekombinant suslari ise 1600 pg/ml Pb igeren

besiyerinde iireyebilmislerdir.
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Pb iceren R2YE besiyerinde farkli KH,PO, konsantrasyonlart g6z oniine
alindiginda, secilen iic KH,PO,4 konsantrasyonunda da yaban susun, rekombinant
suslardan daha direngli oldugu go6zlenmistir. Ayrica, biitiin suslarin, 1.85 mM
KH,POy, igeren besiyerinde diger KH,PO, konsantrasyonlarina gore daha fazla Pb
iceren konsantrasyonda {iireyebildigi ve yaban susun rekombinant suslardan yine

daha direngli oldugu sonucu elde edilmistir.

Hiicrelerin, farkli Cd  konsantrasyonlarindaki  biiylime  oranlari
karsilastirildiginda ise yaban susun, rekombinant ve kontrol suslarina gore yine daha
direncli oldugu gozlenmistir. Yaban susun, KH,PO, i¢cermeyen, 0.37 mM ve 1.85
mM KH,PO, igeren besiyerlerinde 300 pg/ml Cd konsantrasyonunda {ireme
gosterdigi goriilmiistiir. KH,PO,4 eklenmeyen besiyerinde, pHZ1351 tasiyan kontrol
susu ancak 50 pg/ml Cd konsantrasyonunda {iireyebilmisken, pHZ1351-ppk
plazmidini tasiyan sus 100 ug/ml Cd konsantrasyonunda iireyebilmistir. Ayni
kosullarda pHZ1351-ppk-ppxp plazmidini tasiyan sus ise 200 upg/ml Cd

konsantrasyonunda {ireme gostermistir.

0.37 mM KH,POy igeren besiyerinde, pHZ1351 plazmidini tasiyan kontrol
susun 100 pg/ml Cd konsantrasyonunda iireme gosterdigi, ppk genini yiiksek
miktarda ifade ettigi diisiiniilen susun ise ancak 25 pg/ml Cd konsantrasyonunda
tireyebildigi gozlenmistir. pHZ1351-ppk-ppxp plazmidini tasiyan rekombinant sus
150 pg/ml Cd igeren besiyerinde tiremistir.

1.85 mM KH,PO;, igeren besiyerinde, ppk genini yiiksek miktarda ifade ettigi
diisliniilen susun 50 pg/ml Cd konsantrasyonunda iireyebildigi gozlenirken, ppk ve
ppx genlerini birlikte yiiksek oranda ifade ettigi diisiiniilen susun ise 100 pg/ml Cd

konsantrasyonunda iireyebildigi gézlenmistir.

Ozet olarak, ppk ve ppx genlerini yiiksek miktarda ifade ettigi diisiiniilen
susun, inorganik fosfat konstrasyonu artttkca Cd’a direngliliginin azaldig
gozlenmistir. Ayrica, pHZ1351-ppk plazmidini i¢eren susun KH,PO, igermeyen
ortamda, 0.37 mM ve 1.85 mM KH,PO; iceren ortamlara goére Cd’a direngliliginin
daha fazla oldugu ortaya ¢ikarilmistir.
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E. coli’de yapilan bir ¢alismada, ppk ve ppx genlerinden yoksun mutant susa
ayni genlerin ¢ok kopyali bir plazmit iizerinde aktarilmasiyla, genlerin yiiksek
seviyede ifade edilmesi saglanmis ve kadmiyuma direngli suslar bu sekilde elde
edilmistir. E. coli mutant suslarda, ppk geninin artan ifadesi sonucunda yiiksek
miktarda olusturulan polifosfatin, agir metali biinyesinde biriktirdigi, PPX enziminin
fazla iretimi ile de metal-polifosfat komplekslerinin hidrolizi sonucunda metallerin
fosfatla beraber hiicre disina salindig1 sonucuna varilmistir (Keasling ve Hupf, 1995;
Keasling ve ark., 1997). Bu c¢alismada, ppk-ppxp genlerinin ¢ok kopyali pHZ1351
vektori tizerinde yaban susa aktarilmasiyla elde edilen rekombinant suslarin, yaban
susla karsilastirildiginda agir metallere karsi direngli olmadigi goriilmistiir. Bunun,
ppk ve ppx genlerinin yiikksek miktarda ifadelerinin saglanmasi i¢in yapilan genetik
degisiklikler sonucunda, metabolik bir denge i¢inde bulunan yaban sus hiicrelerinde
polifosfat  konsantrasyonunun  degismesiyle, bu homeostasis durumunun
bozulmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. E. coli ile yapilan galismada ise,
ppk-ppx genlerinin, bu genlerden yoksun mutant susa aktarilmasi sayesinde, merkezi
metabolizmanin diizenlenmesinde c¢ok Onemli rolleri bulunan bu iki enzimden
yoksun olan mutant susun eksikligi giderildiginden bdyle bir dengesizlik

yasanmadig1 ongoriilmektedir.

Bagka bir caligmada, ppk geni ve civa uyarimli tagima sisteminde goérevli
genlerin E. coli’de birlikte ifadesi ile civa biyoremediasyonu gergeklestirilmistir
(Pan-Hou ve ark., 2001). Bu tez calismasinda, rekombinant suslarda, sadece
polifosfat metabolizmasindan sorumlu genlerin ¢oklu kopyalarinin bulunmasi, agir
metal direncliliklerinin artmasii saglayamamistir. Bu rekombinant suglara ayrica
agir metal uyarimli tagima sisteminde goérevli genlerin de aktarilmasinin hiicrelerin

agir metal direncliliginin artmasinda 6nem tasidig diistiniilmektedir.

K. aerogenes ile yapilan ¢alismada ise hiicrelerin kadmiyuma direncinin
besiyerindeki siilfit ve inorganik fosfatin artmasina bagimli oldugu gosterilmistir
(Aiking ve ark., 1984). Bu durumda, rekombinant suslarin agir metal
direncliliklerinin farkli iceriklere sahip besiyerlerinde Ol¢iilmesinin de sonuglari

etkileyebilecegi diisiiniilmektedir.
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Bu c¢alisma, S. coelicolor’in polifosfat metabolizmasimin degistirilmesiyle
elde edilen rekombinant S. coelicolor suslarinin, degisik stres faktorlerine (sicaklik,
oksidatif stres, pH) kars1 direncindeki degisimleri ve bu suslarin fosfat ve agir metal
kirliliginde biyoremedial ara¢ olarak kullanilabilme potansiyellerini arastiran 6n
caligmalar1 igermektedir. Bu c¢alismada, klonlanan genlerin aktif iirlinii olup
olmadiginin test edilecegi deneyler (RT-PCR ve SDS PAGE vb.), bu konuyla ilgili
ileride yapilacak c¢alismalar arasinda Oncelikli siradadir. Bu calisma kapsaminda,
genlerin  aktif {riinii  oldugu dogrudan gosterilememis, ancak yapilan
komplementasyon ve direnglilik deneylerinin sonuglarina gore dolayli olarak
genlerin aktif olduklar1 ¢ikariminda bulunulmustur. Bu tez ¢alismasindan elde edilen
sonuglar, farkli iceriklere sahip besiyerlerinin, farkli agir metallerin, farkli
plazmitlerin (Streptomyces’e gen aktarimi igin), farkli enzim aktivitesi yontemlerinin

test edilecegi daha ayrintili arastirmalara Onciiliik etmektedir.
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