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OZET

Streptomyces tiirleri uzayan ve dallanan hifler seklinde vejetatif olarak lireyen
gram pozitif toprak bakterileridir. Streptomyces coelicolor A3(2) en az 5 farkh
antibiyotigi tiretebilme 6zelligine sahip olup genetik caligsmalarda siklikla kullanilan
bir model organizma olarak dikkat ¢ekmektedir. Streptomyces’lerde, hiicre i¢i protein
homeostazindan sorumlu olan ATP bagimli Lon proteazlar ile ilgili yapilan ¢alismalar
¢ok smirlidir. Sunulan bu ¢alismada, S. coelicolor A3(2) Lon proteaz enziminin
Escherichia coli’de ifadesi, saflastirilmasi ve karakterizasyonu ile S. coelicolor
A3(2)’de yiiksek diizeyde ifadesinin ikincil metabolizmaya etkisinin belirlenmesi
amaclanmistir. Calismada oncelikle, PZR ile gogaltilan lon geni, ekspresyon vektorleri
olan pET6xHN-C, pET28a(+) ve pET6xXxHN-N’e klonlanmigtir. Farkli konaklar
kullanilarak yapilan ¢alismalarda Lon proteininin ekspresyonu goriilmemistir. Bunun
tizerine lon geninin kodonlar1 E. coli’ye gore optimize edilmis ve gen pET28a(+) ile
PET6XHN-N vektorlerine klonlanmistir. Yapilan biitiin denemelere ragmen kodon
optimize lon geninin ekspresyonu da farkli E. coli hiicrelerinde saglanamamuistir. Daha
sonra, S. coelicolor A3(2)’de homolog ifadesinin saglanmasi i¢in lon geni, E. coli-
Streptomyces mekik vektorii olan pSPG’nin gliserol ile uyarilabilen Pgipe promotoru
altina klonlanmis ve rekombinant vektor S. coelicolor A3(2) hiicrelerine aktarilmistir.
lon geninin ifade edildigi RT-qPCR ile gdsterilmis, ardindan olas1 protein bandi da
SDS-PAGE jelde tespit edilmistir. Yapilan antibiyotik olgtimleri sonucunda,
fermentasyonun 120. saatinde rekombinant susun yaban susa gore aktinorhodin
antibiyotigini 25 Kkat, undesilprodigiosin antibiyotigini ise 21 kat daha fazla trettigi
bulunmustur. Caligilan farkli kat1 besiyerlerinde ise rekombinant susun yaban sustan

daha fazla antibiyotik iirettigi ve sporlanma asamasina daha erken girdigi goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Streptomyces coelicolor A3(2), Escherichia coli, Lon proteaz,
Aktinorhodin, Undesilprodigiosin



SUMMARY

Streptomyces species are gram-positive soil bacteria that grow vegetatively in
the form of elongated and branching hyphae. Streptomyces coelicolor A3(2) can
produce at least 5 different antibiotics and draws attention as a frequently used model
organism in genetic studies. Studies on ATP-dependent Lon proteases, which are
responsible for intracellular protein homeostasis, are very limited in Streptomyces. The
aim of this study is to determine the expression, purification and characterization of S.
coelicolor A3(2) Lon protease enzyme in Escherichia coli and to determine the effect
of high level expression of lon gene on S. coelicolor A3(2) secondary metabolism.
First, PCR amplified lon gene was cloned into expression vectors pET6xXHN-C,
pET28a (+) and pET6xXHN-N. Studies using different hosts showed no expression of
Lon protein. The codons of the lon gene were then optimized for E. coli and the gene
was cloned into pET28a(+) and pET6XHN-N vectors. Despite all attempts, expression
of the codon optimized lon gene was not achieved in different E. coli cells. Then, for
homologous expression in S. coelicolor A3(2), the lon gene was cloned under the
glycerol-inducible Pgipr promoter of the E. coli-Streptomyces shuttle vector, pSPG, and
later recombinant vector was transferred into S. coelicolor A3(2) cells. Expression of
the lon gene was shown by RT-qPCR, and then putative protein band was detected on
SDS-PAGE gel. As a result of antibiotic measurements, it was found that at 120" hour
of fermentation, recombinant strains produced 25 times more actinorhodin antibiotic
and 21 times more undesilprodigiosin antibiotic than the wild type strain. In addition,
it was observed that the recombinant strain of S. coelicolor A3(2) produced more
antibiotics than wild type and entered the sporulation phase earlier in different solid

media.

Key Words: Streptomyces coelicolor A3(2), Escherichia coli, Lon protease,
Actinorhodin, Undecylprodigiosin.
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1. GIRiS

Streptomycetes’ler, Actinomycetales sinifina ait, toprakta yasayan Gram-pozitif
bakteriler olup yiiksek G+C orani, biiyilk dogrusal kromozomlar1 (>8 Mb) ve
morfolojik farklilagmay1 iceren karmasik bir yasam dongiisii ile karakterize edilirler.
Bilinen toplam 11.900 antibiyotigin %50’sinden fazlasini iirettigi tahmin edilen
Streptomycetes’ler; antibiyotikler disinda, immiinosupresan madde, anti-kanser ajani,
pestisit gibi ¢ok ¢esitli biyolojik aktiviteye sahip ikincil metabolitleri tiretmektedirler
ve bu nedenle ozellikle tarim ve ilag endistrisi i¢in  ¢ok Onemli
mikroorganizmalardandir [2], [8], [11], [12].

En az 5 farkli antibiyotigi iiretme kapasitesine sahip olan Streptomyces
coelicolor A3(2), genetik olarak arastirilmis en iyi Streptomyces susu olup, model bir
organizma olarak birgok calismada kullanilmaktadir. S. coelicolor A3(2) tarafindan
iiretilen antibiyotiklerin stres cevabi temelli mekanizmalar ile tetiklendigi
bilinmektedir [3], [8]. Prokaryotlarda en Onemli stres cevap mekanizmasi olan
Sinirlandirilmis  cevap (Stringent response) Ozellikle amino asit acliginda
tetiklenmekte ve etkisini alarmon adi verilen ppGpp ve pppGpp molekiilleri ile
gostermektedir [62], [68]. Kuroda ve arkadaslarinin (2001) Esherichia coli igin
onerdigi mekanizmada, stres durumunda iiretilen alarmonlar hiicre i¢inde polifosfat
(poliP) polimeri konsantrasyonunun artmasina sebep olmakta ve bu polimerin Lon
proteaz  ile  kompleks  olusturmasiyla  ribozomal  proteinlerin  yikimi
gerceklestirilmektedir. Elde edilen amino asitler de acil durumdan ¢ikmak icin gerekli
proteinlerin sentezlenmesinde kullanilmaktadir. Bilgimiz dahilinde bu déngiiniin E.
coli disinda baska bir organizmada olup olmadigina dair bir ¢alisma bulunmamaktadir.
Laboratuvarimizda yiiriitiilmiis olan farkli projeler gergevesinde, poliP homeostazisin
bozulmasi durumunda, artmasi ya da azalmasi, ikincil metabolit sentezinin arttig1
gosterilmistir [101]. Bir doktora tezi kapsaminda lon genini tek kopya halinde
genomunda bulunduran mutant S. coelicolor susunun antibiyotik tiretiminde dramatik
bir artis saglanmistir (25-40 kat). Ayn1 sekilde alarmonlarin da ikincil metabolizmayi

uyardig farkl ¢aligmalarda gosterilmistir [34].



1.1. Tezin Amaci, Bilime Katkisi1 ve Literatiirdeki Yeri

Lon proteaz ile poliP polimerinin kompleks olusturarak ribozomal proteinleri
yiktigi, E. coli disinda baska higcbir organizmada gdsterilmemistir. lon geninin tek
kopya halinde genomda bulunmasinin antibiyotik tiretimini tetiklediginin bilinmesine
ragmen [103] ¢ok kopya halinde ifade edildiginde ikincil metabolizmay1 nasil
etkileyecegi de merak konusudur. Sunulan bu ¢alismada, S. coelicolor A3(2) Lon
proteaz enziminin Escherichia coli’de ifadesi, saflastirilmasi ve karakterizasyonu ile
S. coelicolor’da yiiksek diizeyde ifadesinin ikincil metabolizmaya etkisinin
belirlenmesi amaglanmistir. S. coelicolor A3(2)’ye ait saf Lon proteaz enziminin elde
edilmesi, poliP baglanma g¢aligmalar1 icin materyal saglayacak olmasi bakimindan
onem tagimaktadir. Ciinkii bdylece hiicrelerin stres ortamina adaptasyonunda
poliP’nin ve Lon proteazin 6nemi ve is birligi yapip yapmadiklari ortaya ¢ikarilacaktir.
Bunun yaninda, lon geninin S. coelicolor’da yiiksek diizeyde ifade edilmesinin
rekombinant susun biiyiimesini, ikincil metabolit iiretimini nasil etkiledigi de

bilinmediginden, elde edilecek bulgular temel bilime katki saglayacaktir.



2. AKTINOBAKTERILER

Aktinomisetler, bakteri ve mantar arasinda bir yasam formuna sahip olan,
genomik DNA’larinda yiiksek oranda G+C igerigine bulunan, Gram-pozitif ve
filamentli bakteri grubu olup taksonomik birim olarak bakteri domaini igerisinde
bulunan en biiyiik subeyi olusturmaktadir [1]. Bakteri domaini igerisindeki
aktinobakteriler 5 altsinif, 6 takim ve 14 alttakim seklinde yerini almaktadir [5]. Cogu
saprofit olan ve toprakta yasam alani bulan aktinobakteriler, yasam dongiilerinin
biiylik bir kismini, 6zellikle besin yetersizliginde, yar1 uyku (semidormant) halinde
gecirmektedirler [6]. Toprak yilizeyinden 2 m derinlige kadar bulunabilen
aktinomisetler, 1 gram toprakta ortalama 10° ile 10° hiicre olacak sekilde dagilim
gosterirler [7]. Toprakta yasayan diger bakteriler gibi, termofil olan aktinomisetler
bulunmakla beraber, birgogu mezofil olan aktinomisetler 25-30 °C sicakligi arasinda
optimal biiyiirler. Sporulasyon sonucunda misel olusturmasi ile mantarlara benzeyen
aktinobakteriler, nukleoid igerisinde organize olmus kromozoma, peptidoglikan
yapidaki hiicre duvarina sahip olmasi ve bunun yaninda antibakteriyel ajanlara karsi
duyarli olmasiyla bakteri domaini icerisinde yer almaktadir [1]. Sahip olduklar1 genis
capli ikincil metabolizma ile su anda klinik diizeyde kullanilan dogal antibiyotiklerin
ticte ikisini liretebilmenin yaninda medikal ve endiistriyel agidan olduk¢a 6nemli olan
anti-kanser, anti-helmintik ve anti-mantar gibi biyoaktif ikincil metabolitleri de
tiretebilme kapasitesiyle biyoteknoloji, ilag ve tarim sektdrlerinin vazgecilmez
ayaklarindan birini olusturmaktadirlar (Sekil 2.1) [2], [3]. Aktinobakteri subesini
olusturan tiirlere; patojen olan Corynebacterium, Mycobacterium, Nocardia,
Propionibacterium ve Tropheryma; toprakta yasayan Micromonospora ve
Streptomyces; probiyotik olan Bifidobacterium vb. bakteriler 6rnek olarak
gosterilebilir [4].

Aktinobakteriler gesitli alanlardaki 6nemli uygulamalarda kullanilabilen birincil
ve ikincil metabolitlerin tireticisi olarak bilinmektedir. Bununla beraber endiistriyel
Ol¢ekte iiretilme potansiyeli olan ¢esitli biyolojik aktiviteye sahip enzimlerin kaynagi
olmalar1 gelecegin teknolojisi adina umut vericidir. Ornek verilecek olursa bu
bakteriler tarafindan iretilip disa salinan amilaz ve lipaz gibi enzimler gida, tekstil,
kagit ve deterjan endiistrisi gibi birgok alanda kullanilmaktadir. Proteinleri pargalayan

enzim olan proteaz ise aktinobakteri gurubunun en dikkat g¢ekici iiyeleri olan



Streptomyces’ler tarafindan kiiltiir ortamina salgilanmaktadir. Streptomyces igerisinde
iyi taninmis olan Streptomyces coelicolor A3(2) bakterisi 60 proteaz, 13 kitinaz, 3
amilaz, 2 pektat liyaz ve 8 seliilaz/endoglukanaz enzimlerini tiretmektedir [3]. Bu
sekilde aktinobakteriler sahip oldugu genis ve ¢esitli metabolik yolaklar ile toprak
ekolojisinde (organik maddelerin doniisiimii ve toprakta humus olusumu gibi) 6nemli
bir role sahiptirler. Ayrica antagonistik aktiviteleri sayesinde tohum veya toprak
kaynakli bitkisel hastaliklara neden olan patojenlerle miicadelede Onemli yere
sahiplerdir. Bununla birlikte Immiin cevabini tetikleyen immiin diizenleyicileri
(immunomodifiers) ve kanser tedavisinde kullanilan enzim inhibitorlerini

tiretebilmektedirler [4].

Sekil 2.1: Aktinobakterilerin biyoteknolojide kullanim alanlar1.



2.1. Antibiyotik Uretim Fabrikas1 Olan Streptomyces’ler

Filogenetik olarak Streptomyces, en genis Aktinobakteri cinsini olusturup ve
Streptomycetaceae  ailesinde yer almaktadir. Genetik materyali (DNA)
karsilastirildiginda GC orani bakimindan Escherichia coli (%50) gibi diger bakterilere
gore zengin (%70) bir igerige sahiptir [3], [8]. Streptomyces’ler medikal, veterinerlik
ve tarimda kullanilan antibiyotiklerin en 6nemli kaynaklar1 olarak bilinmektedirler [2].
Cesitli amaglar dogrultusunda kullanilan antibiyotiklerin %75°1 Streptomyces
tirlerinden elde edilmis olup ayrica tanimlanan 23.000 ikincil metabolitin %801
Streptomyces tiirleri tarafindan tiretilmektedir [8]. Antibiyotikler disinda antifungal,
antiviral, antitimor, anti-hipertansif, immiinosupresan gibi biyoaktif ikincil
metabolitleri de tretmeleri Streptomyces’leri biyoteknolojik olarak vazgecilmez
mikroorganizmalar yapmaktadir.

Streptomycetes, programlanmis hiicre 6liimii (PCD) ve sporiilasyon evrelerini
iceren karmasik gelisimsel dongiileri olan miselli "¢ok hiicreli" prokaryotik bir model
olarak kabul edilir. Kat1 besiyerinde biiyiiyen Streptomyces’ler substrat miselyum ve
havasal miselyum gibi esas olan i1ki farkli miselyum yapisi olusturur.
Streptomyces’lerin gelisimsel dongiileri esas olarak kat1 kiiltiirlerde meydana gelen
sporulasyon agamalarina odaklanmistir. Sporun ¢imlenmesinden sonra tamamen canli
bir vejetatif geng miselyum (M) yiizeyde yetisir ve bir kism1 programli hiicre 6limiine
ugrar. Geriye kalan gen¢ miselyumlarin segmentleri ¢ok sayida niikleoid bulunduran
ikincil miselyuma (MII) déniisiir [13], [15]. Ikincil miselyumlar yiizeye ve agarin igine
dogru biiyliyerek substrat miselyumunu meydana getirir [12], [13], [14].
Makromolekiiler sentezin azalmasi ile karakterize edilen kisa bir biiylime durmasi
asamasindan (growth arrest phase) sonra hava hifleri substrat miselyumdan dallanarak
gelisir. Son olarak, havasal miselyumun uglar1 hidrofobik spor zincirlerine farklilagir
(Sekil 2.2) [13], [14]. MI, MII ve PCD esas olarak Streptomyces antibioticus
ATCC11891 ve Streptomyces coelicolor M145°de tarif edilmistir [ 13]. Programlanmis
hiicre 6liimii fenomenini igeren bu karmasik gelisim dongiisii, bakteriyi ¢cok hiicreli

prokaryotik bir model yapmaktadir [12].
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Sekil 2.2: Streptomyces’lerin yasam dongiisii.

Streptomyces venezuelae, S. griseus, Streptomyces albidoflavus SMF301ve
Streptomyces brasiliensis gibi bazi tiirler disinda Streptomyces tiirlerinin gogu sivi
kiiltiirde sporlanmazlar. Bu yiizden sekonder metabolit iiretimi i¢in ¢ogu endiistriyel
islem s1v1 kiiltiirlerde gergeklestirilir [18]. Sekonder metabolitler, sivi1 kiiltiirde gegici
bir biiylime durmasmnin ardindan substrat miselyum tarafindan duragan fazda
tiretilmektedir [15]. Kat1 kiiltiirde ise sekonder metabolitlerin iiretilmesinin baglangici
havasal misellerin olusumuna denk gelmektedir [19]. Siv1 kiiltiirlerde Streptomyces
farklilagsmasi alaninda yapilan ¢alismalar biiyiik 6l¢iide misel morfolojisi, besin
elementlerinin  bilesimi ve biyoreaktdr tasariminin analizine odaklanmstir.
Streptomyces’in siv1 kiiltiirlerinde dort morfolojik sinif géze carpmaktadir: “pelet”,
“clumps”, “branched hyphae” ve “non-branched hyphae”.

Kat1 kiiltiirdeki Streptomyces’in gelisim evreleri (ML, MIL, PCD) ile ilgili yeni
bulgular, sivi1 kiiltiire de genisletilmistir (Sekil 2.3). Kati kiiltiirdekine benzer bir
sekilde, vejetatif forma doniisen spordan, ¢ok c¢ekirdekli misele (MII) farklilagsan geng
ve bolmeli miselyum (MI) olusur. Sivi kiiltirde mevcut olan tek misel fazlar

hidrofobik tabakalar1 olmayan MI ve MIIdir.
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Sekil 2.3: Streptomyces’in hiicre dongiisii.

Bu sekliyle MII'nin antibiyotik iireten miselyum oldugu gosterilmistir. Bu, ilk
kez antibiyotik iiretiminin siv1 kiiltiirlerde farklilagsma ile iliskilendirildigi ¢alisma
olarak gergeklestirilmistir [13], [16], [17]. Ayrica sivi kiiltiirlerde MI'nin 6mriiniin kati
ortamdan daha uzun oldugu (kati1 halde yaklasik 17 saat, sivida yaklasik 48 saat)
bulunmustur [16], [17].

2.2. Streptomyces’lerde Antibiyotik Biyosentezi

Streptomyces cinsi bakterileri, bol miktarda antibiyotik ve ilgili bilesiklerin
kaynagi olup tibbi olarak 6nemli antimikrobiyal ve antitiimor ajanlarinin yarisindan
fazlasinin saglayicisidir. Model organizma olan Streptomyces coelicolor A3(2)’de
yapilan genetik haritalama caligmalariyla, kromozom ve plazmid iizerinde tasinan
farkl1 antibiyotik biyosentez gen kiimeleri belirlenmistir [20]-[23]. Her bir kiimenin
icerisinde biyosentez genleri diginda regiilatér genlerin (cluster-situated regulators
[CSRs]) varligi da tespit edilmistir [20].

S. coeliocolor’in tirettigi bilinen en az bes farkli antibiyotik bulunmaktadir (Sekil
2.4) [20], [26]. Bunlar Aktinorhodin (ACT), Undesilprodigiosin (REDs), yapisal
olarak tamamiyle karakterize edilmemis Poliketid (CPK), kalsiyum bagimlh
antibiyotik (CDA) ve Metilenomisin antibiyotikleridir.

ACT pH-duyarli medikal olarak zayif bir antibiyotiktir ve biyosentezi act gen
kiimesinin 5 farkli transkripsiyon {initesi tarafindan kontrol edilmekte olup bu
tinitelerinin 4 tanesi birden fazla gen igermektedir. Bu bes transkripsiyon birimi, N-
terminalindeki helix-turn-helix (HTH) domaini vasitasiyla hedef promotérlere
baglanan ve transkripsiyonu aktive eden Actll-ORF4 proteini tarafindan
diizenlenmektedir. Actll-ORF4, Streptomyces antibiyotik diizenleyici proteinler
(SARP'ler) adl1 bir protein ailesinin kurucu tiyesidir [20], [27], [28].



Pirol bazli Undesilpridigiosin (REDs)’in sentezi ribosomal olmayan peptid
sentaz ve yag asidi sentaz olmak lizere iki ana yolak ile iliskilendirilmistir.
Undesilprodigiosin sentezinden sorumlu red genlerinin regiilasyonu RedD ve RedZ
adi verilen iki CSRs (cluster-situated regulators) proteinleri tarafindan regiile
edilmektedir. Biyosentez genlerinin aktivasyonundan sorumlu olan redD geni ise
RedZ proteini tarafindan kontrol edilmektedir [20], [29], [30].

cpk gen kiimesi, yapist hala tespit edilmemis sar1 pigmentli bir poliketid tiirevi
olan antibiyotigi (cryptic polyketide [CPK]) tiretmektedir. Metilenomisin (MM) ise
otonom kalabilen veya kromozom igine entegre olabilen biiyiik bir dogrusal plasmid
olan SCP1 iizerindeki mmy genleri tarafindan kodlanir. cpk ve mmy genleri kii¢iik bir

otoregiilator molekiilii ile diizenlenir [20].
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Sekil 2.4: Streptomyces coelicolor A3(2)’nin iirettigi antibiyotikler.

Antibiyotik iiretimi ve morfolojik farklilasma genellikle aglik veya cevresel
degisiklikler hizli vejetatif bliylimenin sonunu getirdiginde aktive olur. Endiistriyel
seviyedeki antibiyotik iiretimi fermantasyon kosullarina biiyiik 6l¢tide bagl olup bir
yandan besin ve antibiyotik i¢in dncii madde saglama ile diger taraftan baskilayict
etkileri olan karbon, azot ve fosfat kaynaklari arasinda denge kurulmasina ihtiyag

vardir [20], [25]. Streptomyces morfolojisi, besiyeri igerigi ve sekonder metabolit



iiretimiyle alakali ¢esitli caligmalar literatiirde mevcuttur [14]. Antibiyotik iiretimi gibi
sekonder metabolizmaya iligkin pek c¢ok endiistriyel siire¢ sivi besiyerlerinde
gerceklestirilmektedir [14]. ilk etapta, cimlenen spor hiicreleri misel yapilarin
olusturur. Geng vejetatif miseller, pelet olusumunu baslatir. Zamanla hiicre yogunlugu
artar ve pelet merkezindeki hiicreler 6lmeye baslar. Bu asamada hiicre yogunlugunun
azaltilmasi, daha az sayida ve daha biiylik peletlerin olusmasina ve ikinci misel
olusumu, antibiyotik iiretimi gibi siireglerin gecikmesine yol agmaktadir. ikinci ¢ok
nukleuslu misel gelisimi, hiicrelerin ikinci bir biiylime fazina gegmesini saglar ve
bdylece aktinorhodin ile undesilprodigiosin tiretimi baslatilmig olur [14], [15].

iki bilesenli sistem olan PhoR-PhoP (prokaryotlar arasindan oldukga yaygin)
Streptomyces coelicolor’da fosfat kontrolii ig¢in baslica sistem olup, act ve red
genlerinin transkripsiyonunu direkt veya direkt olmayan yollarla etkileyerek ACT ve
RED antibiyotiklerinin biyosentezini tetiklemektedir [20], [31], [32].

Amino asit aghiginda aktive olan ve ribozoma bagl bir protein olan RelA
tarafindan sentezlenen guanozin tetrafosfat (ppGpp) ve pentafosfat (pppGpp)
alarmonlar: rRNA ve tRNA sentezlerini inhibe etmekle beraber bazi stres genlerinin
aktivasyonu i¢in alternatif sigma faktorlerinin ifadelerini tetiklemektedir. relA
mutantlarinin ACT antibiyotigini iiretemedigi gosterilmistir. Alarmon birikmesinin
RED ve ACT antibiyotiklerinin tiretimini tetikledigi farkli caligmalarla gosterilmistir
[20], [33], [34].



3. AAA+ SUPERAILE PROTEAZLAR

Hiicresel boyuttaki protein yikimi, protein homeostazinda énemli bir role sahip
olup protein kalite kontrol aglarindaki saperon sistemleri ile birlikte, proteinlerin
hiicresel ortamlarinda diizgiin ¢calismasini saglar. AAA + proteazlar1 (AAA: hiicresel
faaliyetlerle iligkili ATPaz'lar), proteinleri tanimak, denature etmek ve pargalamak igin
yasamin tim domainlerinde bulunan ¢ok hassas bir spesifiteye sahip multimerik
makinelerdir. AAA + protein siiperailesinin tiyeleri prokaryotik hiicrelerde protein
homeostazinin bir¢gok farkli yoniine katkida bulunmaktadirlar. ATP-bagimh
proteazlar, kisa Omiirlii diizenleyici proteinleri parcalayarak sinyal iletimi, hiicre
dongiisii ve gen transkripsiyonu gibi hiicresel siirecleri kontrol eden boylece hiicre igi
homeostazin kurulmasinda olduk¢a 6nemli yere sahip proteazlardir. Proteazlar ayrica
yanlis katlanmis ve agrege olmus proteinleri hiicreden temizler ve hiicre yiizeyinde
adaptif immiin yanitinin bir pargas1 olarak gdsterilecek peptidlerin bir kismin {iretir.
Ornek olarak, E. coli’de AAA+ siiperailesine bagli olan Lon ve FtsH proteazlar:
verilebilir. Lon proteaz, herbiri 86 kDa molekiil agirliginda olan alt {initelerden alt1
kopya igerir ve boylece yaklasik 520 kDa'luk bir kompleks olusturmaktadirlar. E. coli
Lon proteaz, yalmizca yanlhs katlanmis veya hasar gormiis proteinlerin
uzaklastirilmasindan sorumlu degildir, ayn1 zamanda SOS cevabinda bir¢ok 6nemli
diizenleyici fonksiyona sahiptir [35]. Okaryotlarn organellerinde, bu fonksiyonlar
CIpAP, ClpXP, HslUV, FtsH ve Lon proteazlar gibi proteazom analoglar1 tarafindan
yerine getirilir. ATP-bagimli proteazlar nispeten az sekans benzerligi gostermesine
ragmen, ortak bir mimariyi paylasmaktadirlar [45]. Substratin taninmasi direkt olarak
ATP-bagimli proteazin AAA+ domaini tarafindan veya bir adaptor proteini yardimiyla
veya indirekt olarak ek bir domain tarafindan yonetilebilir. ATP-bagimli proteazlar,
hedef proteinin N-terminal veya C-terminali’nde lokalize olmus yapilandirilmamis bir
peptit dizisine baglanirlar.

Bu “parcalama etiketi” (degradation tags)’nin taninmasi proteoliziz isleminin
biricik belirleyicisi olabilir. Ornegin, E. coli’de bir kalite kontrol sistemi, biyosentezi
normal sekilde tamamlanamayan proteinlerin C-terminaline “ssrA tag” dizisini
(AANDENYALAA) ekleyerek bu tamamlanmamis proteinin, eklenmis etiketi ile
ClpXP veya ClpAP gibi proteazlar tarafindan hedeflenmesini saglamaktadir [40]-[44].

Biitin bu proteazlardaki katalitik islemden sorumlu olan proteolitik alanlar
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kompleksin i¢ine derinlere gomiilii halde bulunur ve katlanmis proteinlerin i¢inden
geemesine izin vermemek adina ¢ok dar kanallardan olusur [2]-[5]. Bu diizenleme,
proteinlerin istemeyen pargalanmasini onler. ATPaz alt birimleri, proteolitik kanalin
girisinde yer almakta boylece kanalin agilmasini katalize edip degradasyon i¢in hedef

proteinlerin se¢ilmesini ve unfold hale getirilmesini saglamaktadirlar (Sekil 3.2) [45]-
[48].

3.1. Lon Proteaz

Ik olarak E. coli’de tanimlanan Lon proteaz, prokaryot organizmalardan
Okaryotik organizmalara kadar her gesit canlida bulunan 6nemli bir enzimdir [53],
[62]. Lon proteazin tiim kristal yapist heniiz bilinmemesine ragmen E. coli Lon'unun
karboksil-terminal alaninin kristalizasyonu, Lon'un halka seklinde bir hekzamer
olusturdugunu gostermistir [54], [62]. Her bir alt birimi 3 domain igeren Lon proteazin
domainleri; substratin taninmasi ve baglanmasi ile iliskili olan amino-terminal
domain, polifosfat ve DNA baglanmasindan sorumlu olan ATPaz domaini (A domain)
ve proteolitik aktif bolgeyi igeren karboksil-terminal domain (P domain)’dir (Sekil
3.3). Bununla birlikte A ve P bolgeleri arasinda bulunan ilave bir bolgenin, SSD
domaininin (sensor ve substrat ayirma domaini), substrat taninmasinda rol oynadigi
gosterilmistir. Boylece, Lon hem ATPaz hem de proteolitik aktif bolgelerini tek bir
polipeptit zincirinde tasir. Bu organizasyon ayni zamanda HfIB (FtsH) proteazinda da
bulunur. Fakat Clp ailesinde bu iki fonksiyon ayri polipeptit zincirlerinden kodlanir.

AAA+ module
1 119 309 A B 491 58 S K 784
N-domain o/f-domain a-domain P-domain
SSD domain
A=Walker A motif olarakta bilinir
B=Walker B motif
S=S679y.. ... .
K=K722 }Katalmk cift

Sekil 3.1: Lon proteaz’in domain organizasyonu.
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3.1.1. Lon'un Hiicresel Siireclerdeki Rolii

Hiicre i¢i homeostazinin korunmasi adina besin kitlig1 stresine cevap, hiicre
boliinmesi ve farklilasmasi, protein geri doniisiimii kontrol mekanizmast (Sekil 3.4)
gibi ¢esitli mekanizmalarda ¢ok Onemli gorevleri tstlenen Lon proteaz,
prokaryotlardan yiiksek yapili organizmalara kadar c¢ok cesitli canli gurubunda
bulunmaktadir. Bakterilerde, Lon mutantlari, anormal proteinlerin pargalanmasinda
onemli bir diisiis sergiler ve bu sekliyle Lon’un bir kalite kontrol proteaz olarak roliinii
gosterir. E. coli’de Lon, bakteriyofaj A N proteini, SulA hiicre boliinme diizenleyicisi,
kapsiil sentezinin pozitif regiilatorii Rcs gibi kisa omiirlii diizenleyici proteinlerin
secici olarak pargalanmasi i¢in de Onemlidir [62]. Caulobacter crescentus
bakterisinde, Lon segici olarak Hiicre Dongiisii Diizenleyici DNA Metiltransferaz'
(CcrM) pargalayarak, kromozomal DNA'nin metilasyonunu ve hiicresel farklilasmay1
diizenler. Brucella abortus ve Salmonella enterica serovar Typhimurium (S.
typhimurium) gibi patojen bakterilerde Lon, merkezi transkripsiyon diizenleyici faktor
olan HilA'y1 parcalayarak, konakei istilas1 i¢in gerekli viriilans genlerinin ekspresyonu
i¢cin dogru zamanlamay1 kontrol eder [63]. Ayrica Pseudomonas aeruginosa'da Lon
indiiksiyonunun organizmanin antibiyotik tedavisine kars1 adaptif direncine katkida
bulundugu 6ne siiriilmiistiir. Lon'un ayrica, proteaz aktivitesinden bagimsiz olarak bir
saperon benzeri aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir. Memelilerde, endoplazmik
retikulum (ER), niikleus ve mitokondri arasindaki bir stres yamit aginin Lon
ekspresyonunu diizenledigi ve bdylece ER stresi ve hipoksi sirasinda sitoprotektif bir
islev sagladigi gosterilmistir [64].

E. coli Lon'unun spesifik olmayan bir sekilde DNA'ya baglandig bilinmektedir.
Bununla birlikte, insan Lon’u, spesifik olarak insan mitokondriyal DNA'sinin tek
zincirli GT bakimindan zengin bir DNA dizisine baglanir. Kuroda ve arkadaslarinin
E. coli’de yaptig1 deneylerde ise hem poliP hem de DNA baglanma yerlerinin Lon'un
ATPaz bolgesinde lokalize oldugu bulunmustur. Bu, poliP'nin neden Lon'a baglanma
icin DNA ile rekabet ettigini agiklar [68].
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Sekil 3.2: Lon proteazin substrat ¢esitliligi ve biyolojik fonksiyonlari.

Genel olarak, lon geni yasamsal bir gen degildir [58]. Bununla birlikte, bazi
bakteri tiirlerinin Lon mutantlari, tamamen canli olsalar bile, baz1 hiicresel kusurlar
sergilerler. Ornegin, Lon katlanmamis protein par¢alanmasinda rol oynayan ana
proteaz olmasi dolayisiyla E. coli lon mutantlari anormal proteinleri biriktirir ve ayrica
RcsA ve SulA stabilizasyonu nedeniyle mukoid koloniler ve uzun filamentler
olustururlar [65], [66], [67]. Ayn1 zamanda E. coli lon mutantlar1 besin kithigina hizla
adapte olamamaktadir, ¢iinkii normalde adaptif enzimlerin sentezi i¢in gerekli olan bir
amino asit havuzunu olusturacak olan serbest ribozomal proteinleri
parcalayamamaktadirlar [68]. Baz1 bakteriler, 6rnegin, Mycobacterium tuberculosis,
M. leprae, Streptococcus ve Lactobacillus genomlarinda bir lon ortologundan
yoksundur, oysa B. subtilis ve M. xanthus gibi diger bakteri tiirleri, lon geninin iki
kopyasina sahiptir. M. xanthus’te lonV geninin yasamsal faaliyetler igin ¢ok dnemli
oldugu ortaya ¢ikarilmistir [62], [69]. lonV'nin aksine, ayni organizmada lonD (bsgA)
geninin canlilik i¢in gerekli olmadigi bulunmustur. lonD geni silinmis M. xanthus
mutantlarinin spor formuna gecemedigi gozlemlenmistir [62].

Okaryotik organizmalarda, lon'un silinmesi hiicresel hasara yol agmaktadir.
Ornegin mayada yapilan ¢aligmaya gére lon (Piml) mutant suslarm solunumda

yetersiz oldugu ve fermentasyona uygun olmayan karbon kaynaklarinda
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bliyliyemedikleri goriilmistiir [70]. Mitokondriyal proteinlerin birikmesinden
kaynaklanan elektronca yogun inkliizyonlar mitokondriyal matrikste birikme egilimi
gostermektedirler. Memeli hiicrelerinde ise mitokondrial Lon proteaz, oksidatif olarak
hasar gormiis proteinleri uzaklastirir, i¢ zar komplekslerinin bir araya getirilmesini
saglar ve yasa bagli mitokondriyal fonksiyon bozuklugu ile iliskilendirilir.
Mitokondriyal Lon yasamsal bir protein olup Lon aktivitesinin azalmasi hiicre
boliinmesini bozar ve nekroza neden olur. Lon’un tamamen aktivitesinin durdurulmasi

ise apoptoza yol agar [71].

3.1.2. Lon Geninin Transkripsiyonel Regiilasyonu

E. coli, Bacillus subtilis ve Streptomyces lividans'ta yapilan ¢alismalarda, lon
geninin, 1s1 soku (HS) regulonunda yer aldigi gosterilmistir. Fakat lon geninin
ifadesinin 1s1 ile uyarilmasi genel bir 6zellik olmayip M. xanthus ve B. brevis
organizmalarinin lon genleri 1s1 ile uyarilmamaktadir [57], [62]. Mikroorganizmaya
bagl olarak, HS genlerinin transkripsiyonel diizenlenmesi ya pozitif ya da negatif
kontrol altindadir. E. coli'de, HS regulonunun transkripsiyonel aktivasyonuna 2
faktorii aracilik eder. Normal kosullar altinda, DnaK molekiiler saperon sistemi ve
ATP-bagimli proteazlar, 6zellikle HfIB, 632 faktoriiniin etkisiz hale gelmesine katkida
bulunur.

HS kosullar altinda, DnaK ve proteazlarin ilgisinin katlanmamis proteinlere
kaymas1 sonucunda, 6% faktoriiniin konsantrasyonu artar ve HS gen ekspresyonunu
yonlendirir. HS genlerinin spesifik sigma faktorleriyle transkripsiyonel aktivasyonu
prokaryotlarda genel bir 6zellik degildir. Bakteriyel tiirlerin ¢ogunda, HS genleri
normal sartlar altinda spesifik represorler tarafindan negatif olarak diizenlenir. Yine de
sonu¢ aynidir ve molekiiler saperonlar ile ATP bagimh proteazlar, kendi
transkripsiyon faktorlerinin aktivitesini modiile ederek kendi sentezlerini diisiirtir. S.
lividans lon geni, HspR (1s1 soku protein regiilatorii) / HAIR (HspR ile iligkili ters
tekrarlama) regulonunda yer almaktadir [58]. Normal kosullar altinda bu regulon,
DnaK saperon ve HspR baskilayici arasinda olugan kompleks tarafindan negatif olarak
kontrol edilir. Is1 soku altinda, DnaK yanlis katlanmis proteinlerle etkilesime girerek
HspR’yi serbest birakir ve bu haliyle HspR, HAIR regulonunu regiile eden genleri

represe edemez duruma gelir.
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HspR’1n negatif kontrolii altinda oldugu bilinen S. lividans lon geninin ayni
zamanda ClgR'nin pozitif kontrolii altinda oldugu bilinmektedir [59], [62]. CIgR,
hiicre dongiisii sirasinda belirli bir zamanda genis capli bir degredasyon i¢in Lon
sentezini tetikleyebilir. CIgR ayrica CIpP ve ClpC proteazlarinin gen ekspresyonunu
da pozitif olarak diizenlemektedir. CIgR'nin ayn1 zamanda Clp proteinleri tarafindan
pargalanmasi, HS diizenleme aginda 62 igin oldugu gibi bir geri besleme déngiisiine

tabi olabilecegini gostermektedir [60], [62].

15



4. LON PROTEAZIN SINIRLANDIRILMIS
CEVAP MEKANIZMASINDAKI YERI

1950Q'lerden bu yana, prokaryotlarda amino asit aglig1 kosullari altinda protein
degredasyonunun arttig1 bilinmektedir [88], [89]. Amino asit acliginin hiicrede tRNA
ve rRNA sentezini durdurdugu ve bu mekanizmanin “Sinirlandirilmis cevap” olarak
isimlendirildigi bilinmektedir [88], [90]. Sinirlandirilmis cevap, besin kitlig1 agisindan
strese maruz kalmis hiicrelerde kilit bir sinyallesme molekiilii olan guanosin tetrafosfat
(ppGpp)'a baghdir. ppGpp'in sentezi, bos ribozomlarin ve yliklenmemis transfer
RNA'larinin (bagli amino asitleri olmayan tRNA'lar) varlifinda indiiklenir. Bu
molekiil, amino asit agliginin neden oldugu transkripsiyonel etkilerin ¢ogunu
biitiinlestirir. Hizli biiylime ile alakali proteinlerin ve ribozomal proteinleri kodlayan
genlerin transkripsiyonunu kapatir ve tilkenmis metabolitleri takviye eden biyosentetik
yollar i¢in gereken genleri calistirir. Bu metabolik tepkiler, hiicrelerin amino asit
achigindan kagmalarini saglamak ve yeni ¢evre kosullarina uyum saglamak icin ¢ok
onemlidir. Eger ortam aniden amino asitlerce fakir duruma gelirse, yeni enzimler
sadece protein geri doniisimii tarafindan serbest birakilan amino asitlerden
sentezlenebilir [88]. Bu nedenle, aglik donemlerinde stabil olan proteinlerin geri
doniisiimii artmaktadir.

Amino asit aglig1 sirasinda, ATP'ye bagl proteazlarin proteinleri bozmasi, bu
0zel duruma uyum icin gerekli olan spesifik enzimlerin (6rnegin, amino asit
biyosentetik enzimlerin) sentezi i¢in kullanilacak olan amino asit havuzunu arttirmak
icin uyartlir [62], [74]. Besin kaynagimin azalmasi ve agligin baslangicinda E. coli,
ortofosfat rezidiilerinin dogrusal bir polimeri olan poliP'yi biriktirir. PoliP, Lon'a
baglanir ve aktivitesini serbest ribozomal proteinlere, ornegin S2, L9, L13'e
yonlendirir. Bu nedenle, poliP, serbest ribozomal proteinlerin pargalanmasini Lon
araciligi ile uyararak E. coli hiicrelerinin amino asit agligindan kurtulmasina yardimci
olur (Sekil 4.1) [62], [68]. PoliP'nin sadece Lon’un substrat tercihini etkilemekle
kalmayip, ayn1 zamanda enzimin oligomerik durumunu da etkiledigi goriiliiyor [62],
[75]. Sasirtict bir sekilde ppGpp, poliP birikimi ig¢in de gerekli olup amino asit aglig1
sirasinda RelA proteini tarafindan sentelenen ppGpp, poliP’yi pargalayan enzim olan
ekzopolifosfataz enziminin (PPX) aktivitesini inhibe ederek poliP’nin birikmesini

saglamaktadir. pppGpp ve ppGpp alarmonlarinin sentezinden sorumlu olan relA ve
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spoT genleri mutasyona ugratilmis olan bir E. coli mutanti, poliP birikimini
gerceklestiremedigi goriilmistiir[88], [91], [92]. Bu sebeple amino asit agligi gibi stres
kosullarinda poliP-Lon kompleksinin yonlendirilmis olarak amino asit kaynagi
olusturmak {iizere protein parcalamasmin hiicre i¢in hayati éneme sahip oldugu

gorilmektedir.

Amino asit

achig
< Ribosome { '
Amino acids | \ |

Ribosomal proteins
Degradasyon l Sirlandiriimig

“’" pppGpp < P
J_ Inhibisyon

‘&’ %,-/—P"?.—

Lon-poliP kompleksi (Sinirlandirilmis cevap)

Sekil 4.1: Sinirlandirilmis cevap mekanizmasinda PoliP-Lon kompleksi.
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5. GEREC VE YONTEMLER

5.1. Kullamilan Kimyasallar

Tris (Merck), EDTA (Merck), D (+) Glukoz (Merck), KOAc, izopropanol,
Agaroz (Sigma Aldrich), Pepton (BactoTM), NaCl (Sigma-Aldrich), % 99.5 Etanol
(Riedel de Haen), Triptik soya besiyeri (Merck), KoHPO4 (Merck), K2SO4 (Merck),
TES Buffer (Applichem), Maya oziitii (BactoTM), Agar (Merck), NaOH (Merck),
SDS (Merck), MBISafe DyeTM niikleik asit boyama soliisyonu (INtRON
Biotechnology), Asetik asit (Riedel de Haen), Mannitol (Merck), Bacto kazamino asit
(BD), Fenol (Sigma Aldrich), Kloroform (Sigma Aldrich), Izoamil alkol (Sigma
Aldrich), %99 Gliserol (Sigma Aldrich). Pepton (Merck), Siikroz (Merck), Triton X-
100 (Sigma Aldrich), MOPS (Sigma Aldrich), CaClz (Merck), MgCl. (Merck), KCI
(Riedel de Haen), Metanol (Sigma Aldrich), CTAB (Cetyl trimethylammonium
bromide) (Merck).

5.2. Kullanilan Enzimler

T4 DNA ligaz (Jena Bioscience), Riboniikleaz A (Thermo Scientific™),
Lizozim (Sigma), ECORV Restriksiyon Endoniikleaz (Thermo Scientific™), Xhol
Restriksiyon Endoniikleaz (Thermo Scientific™), EcoRI Restriksiyon Endoniikleaz
(Thermo Scientific™), Sall Restriksiyon Endoniikleaz (Jena Bioscience), Hindlll
Restriksiyon Endoniikleaz (Thermo Scientific™), Ndel Restriksiyon Endoniikleaz
(Thermo Scientific™), BamHI Restriksiyon Endoniikleaz (Thermo Scientific™),
Klenow Fragment (Merck) ve Q5 DNA polimeraz (NEB, Biolabs), Spel Restriksiyon

Endoniikleaz (Thermo Scientific™).

5.3. Kullanilan Kitler

NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Kiti (MN, Germany), NucleoSpin®
Plasmid QuickPure Plazmit Izolasyon Kiti (MN, Germany), NucleoSpin® RNA
Izolasyon Kiti (MN, Germany), In-Fusion® HD Klonlama kiti (Clontech®), His-
tagged rekombinant protein purification His60 Ni Superflow Resin (Clontech®),
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iPierce™ Coomassie Plus (Bradford) Assay Kiti (Thermo Scientific™), Iscript
Advanced ¢cDNA Synthesis KIT, ¢cSYBR Green qPCR ana karisimi (Bio-rad
Laboratories, ABD).

5.4. Kullanilan Cihazlar

-80 °C derin dondurucu (Thermo, Forma -86 °C ULT Freezer), Steril Kabin
(Heraeus, HP48), +4 °C ve -20 °C Buzdolab1 (Argelik), Masa Ustii Santrifiij (VWR,
Microsent 17R), Ultrasantrifiij (Beckman CoulterTM AvantiTM J-30I Centrifuge),
Dikey Elektroforez Sistemi (Bio-Rad Mini-Sab Cell CT), Agaroz Jel Goriintiileme
Cihaz1 (Azure Biosystem, ¢600), Yatay Elektroforez Sistemi (Biorad, Mini-Sab Cell
CT), Glig¢ kaynag1 (Biorad, PowerPac Basic), Otoklav (Hirayama, Hicla HVE-50),
BioSpec-nano (UV1800 Shimadzu/Biotech), pH Metre (Hana Instruments, pH 211
Microprocessor pH Meter), Spektrofotmetre (Biorad, Smartspec 3000), Su banyosu
(Techne, TE-10A Tempette), Buz makinesi (Bar-Line BF85), UV Spektrofotometre
(Beckman Coulter DU 530), Mikrodalga Firin (Samsung), Western Blot Transfer
Tanki (Hoefer TE22), Western Blot Yiiriitme Tanki (Hoefer SE260), Western Blot
Gli¢ Kaynagi (Hoefer RS300 B), Membran Goriintiileme Cihazi (Biorad), RT-PCR
StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems).

5.5. Kullanilan DNA ve Protein Molekiiler Belirtecleri

Agaroz jel yiritilmesi deneyinde DNA molekiiler belirte¢ olarak (MBI
Fermantas, O’GeneRulerTM 1 kb DNA Marker, SM0311); SDS-PAGE c¢aligsmasinda
ise Protein Belirteci (Thermo Fisher Scientific, PageRulerTM Plus Prestained Protein
Ladder,10 to 250 kDa, SM0671 ve BiolLab, Protein Ladder 10-250kDa, P7703S)
kullanilmistir (Sekil 5.1).
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Sekil 5.1: Calismada kullanilan belirtegler. A) 1 kb Molekiiler DNA Belirteci
(Fermantas, SMO311), B) Protein Belirteci (Fermantas SM0671).

5.6. Bakteri Soylan

Yapilan ¢alismada kullanilan ve genetik manipiilasyon yapilan bakteri soylari

Tablo 5.1°de verilmistir.

Tablo 5.1: Calismada kullanilan bakteri soylart.

Bakteri Tiirleri Genotip Ozellikleri Kaynak
A(lac-pro) supE thi hsd5/F’
E. coli TG-1 traD36 proA*B*lacl®A(lacz) [78]
M15

F-recAl, endAl, gyrA96, thi-
1, hsdR17 (rK—, mK+), sup44,

E. coli DH5« relAl}-(80 dLacZAM15), (771
D(lacZYA-argF)U169
E. coli ET12567 dam, dcm, hsdS, cat, tet [79]
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Tablo 5.1: Devam.

lon

rekombinant sus

E. coli ET12567 (pUZ8002) dam, dcm, hsdS, cat, tet/ tra, [80]
neo, RP4
Streptomyces coelicolor A3(2) Prototrofik yaban tip [81]
E. coli TG-1/pET6xHN-C/ lon |  PETEXHN-C/lon plazmidi Bu calisma
tasiyan rekombinant sus
E. coli TG-1/pET6XHN-N PET6xXHN-N/lon plazmidi Bu calisma
/lon° tasiyan rekombinant sus calls
opt e
E. coli TG-1/pET28a/lon®t PET28a/lon p!azmldlnl Bu ¢alisma
tasiyan rekombinant sus
E. coli TG-1/pSPG/ lon pSPG/lon plazmidi tagtyan Bu calisma
rekombinant sus
E. coli ET12567/ pSPG/lon pSPG/lon plazmidi tagtyan Bu calisma
rekombinant sus
E. coli ET12567 (pUZ8002) pSPG/lon plazmidi tagiyan
pSPG/lon rekombinant sus Bu caligma
S. coelicolor A3(2)/pSPG/ pSPG/lon plazmidi tastyan Bu calisma

5.7. Besiyerleri

Sunulan ¢aligmada E. coli hiicrelerinin biiyiitiilmesi i¢in Luria Bertani ve bu

besiyerinin kati hali olan Luria Bertani Agar kullanilmigtir. S. coelicolor A3(2)

mikroorganizmasi i¢in ise daha kompleks ve zengin besiyerleri kullanilmistir (Tablo

5.2). Calisilan bakteri soyuna gore gerekli miktarlarda besiyerilerine ampisilin (100

pg/mL), apramisin (50 pg/mL), kanamisin (50 pg/mL) ve/veya kloramfenikol (25
121 °Cta 20 dk

mg/ml) antibiyotikleri eklenmistir.

otoklavlanarak steril edilmistir.

Hazirlanan besiyerleri
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Tablo 5.2: Calismada kullanilan besiyerleri.

Besiyeri Adi Besiyeri Icerigi
Luria Bertani (LB) (pH7.0)-1L 10 g Pepton, 5 g Maya 6ziitii, 10 g NaCl
Tripton Soya Broth (TSB) Toz halde bulunan besiyerinin 30 grami1 1 L

dH,0’da ¢oziiliir.
Mannitol Soya Unu Besiyeri (MS) - 1 L | 20 g Mannitol, 20 g Soya Unu, 20 g Agar

2%YT Broth 59 NaCl, 10 g Difco Bacto maya oziitii, 16 g
Difco Bacto pepton

0.25 K2S0s, 10 g Glukoz, 103 g Siikroz,
R2YE (1L) 10.12 g MgCl,.6H,0, 0.1 g Kazamino asit

25 ml TES Tamponu (% 5.73, pH 7.2), 20 ml
CaCl2.2H20 (% 3.68), 2.5 ml KH2PO4 (% 0.5),
3.75 ml L-Prolin (% 20), 1.25 ml NaOH (1 N),
0.5 ml iz Element Soliisyonu (40 mg ZnCl,
R2YE’ye Eklenen Soliisyonlar 200 mg FeCl3.6H-0, 10 mg CuCl».2H-0, 10
mg MnCl,.4H,0, 10 mg Na,B,0-.10H.0 , 10
mg (NH4)6M07024.4H,0)

20 g Salga, 20 g Yulaf, 25 g Agar
TBO Besiyeri (1 L)

3 g Maya 6ziitii, 5 g Pepton, 3 g Malt 6ziitii, 10
g Glukoz , 340 g Sukroz, 5 mM MgCl,.6H,0,
% 0.5 Glisin

Maya 6ziitii-Malt 6ziitli Besiyeri
(YEME)

5.8. Kullanilan Soliisyon ve Antibiyotikler

Bu calisma kapsaminda kullanilan soliisyon ve antibiyotik gesit ve isimleri

sirasiyla Tablo 5.3 ve Tablo 5.4’de gosterilmistir.

Tablo 5.3: Calismada kullanilan antibiyotikler.

E. coli’de kullanilan Streptomyces’de
R Stok konsantrasyon Konsantrasyon Kullamlan
ntibtyott (mg/mi) kansantrasyon
g (ng/mi) (ng/ml)

Apramisin (Apr) 50 50 50
Ampisilin (Amp) 100 100 -
Kanamisin (Kn) 50 50 50
Kloramfenikol* (Chl) 50 25 -
Nalidiksik asit? (NA) 25 - 25
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Tablo 5.4: Calismada kullanilan soliisyon ve tamponlar.

Soliisyon ve Jeller

Tamponlar

Soliisyon I (4 °C)

¢25mM Tris (pH 8)

10 mM EDTA (pH 8)

«50 mM Glikoz

Soliisyon IT

«0.2 N NaOH

% 1 SDS

Soliisyon III (4 °C)

*% 60 5M Potasyum asetat
#9% 11.5 Glasiyal asetik asit
Liziz Soliisyonu (4 °C)

o1 M Tris-HCI (pH 8)

0.5 M EDTA (pH 8)

o] M Siikroz

Alkalin Soliisyonu (4 °C)
10 N NaOH

*% 20 SDS

SDS Jeli (%12°lik):
Ayirma jeli (4 ml)

¢1.28 ml dH,0

1.6 ml %30 Akrilamid
©1.04 ml 1.5 M Tris

40 ul %10 SDS

40 ul %10 APS

o5 ul TEMED

Commasie Blue (SDS
PAGE icin)

*% 50 Metanol

*% 0.05 Commasie

*% 10 Asetik asit

% 40 dH.0

Protoplast P (-) Soliisyonu
(800 ml)

¢103 g Siikroz

024 g K2804

¢2.02 g MgCl.6H,0

2 ml iz element soliisyonu
TBS-Tween Soliisyonu
%0.1’lik Tween-20, 1X TBS
Soliisyonuna eklenir.
Bloklama Soliisyonu

%35 (w/v) yagsiz siit tozu,
%0.1 Tween-20, 1X TBS
icinde

Coziiliir.

Tibl (4 °C)

1M MnCl,

1 M KCI

e1 M CaCl,

*% 75 Gliserol

Tibll (4 °C)

o1 M Na-MOPS

e1 M CaCl,

1 M KCI

*% 75 Gliserol

STET (4 °C)

o8 g Siikroz

¢% 0.5 Triton X-100

o1 M Tris-HCI

0.5 M EDTA

% 40 Gliserol (50 ml) (4 °C)
023 ml % 99 gliserol

27 ml dH,O
Yogunlastirma jeli (1.5 ml)
¢1.28 ml dH,O

1.6 ml %30 Akrilamid
¢1.04 ml 1.5 M Tris

40 ul %10 SDS

40 ul %10 APS

o5 ul TEMED

Destaining Soliisyonu (SDS
PAGE ic¢in)

*% 50 Metanol

*% 10 Asetik asit

*% 40 dH,O

Protoplast P(+) Soliisyonu
80 ml P(-) soliisyonu + steril
1 ml KH2PO4 (% 0.5) + 10 ml
CaCl,.2H,0 + 10 ml TES
buffer (% 5.73, pH 7.2)

5M KOH (200 ml)

©56.11 g KOH

© 200 ml dH20

0.5 M HCI (200 ml)

©9.85 ml %37 HCI

©190.15 ml dH20
0.5 M Metanol-HCI (200 ml)

©9.85 ml %37 HCI
©190.15 ml Metanol

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

0242 g Tris Baz

¢57.1 ml Glasiyal asetik asit
¢100 ml 0.5 M EDTA (pH 8)
Tris-EDTA (TE) Tamponu
10 mM Tris-HCI (pH 8)
¢1mM EDTA (pH 8)

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

0242 g Tris baz

¢57.1 ml Glasiyal asetik asit
¢100 ml 0.5 M EDTA (pH 8)
Liziz Tamponu (Sonikasyon)
(pH 7.4)

20 mM Sodyum fosfat tamponu
50 mM Sodyum kloriir

o5 mM Imidazol

Sodyum fosfat Tamponu
(Sonikasyon) (20 mM)

¢0.185 g NaH,PO4

00.427 g Na;HPO4.2H,0
SDS-PAGE:

2X Yiiriitme tamponu (1 L)
028.8 g Glisin

©6.04 g Tris

¢2 g SDS

¢1.8 L dH,0

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

o4 ml % 100 gliserol

0.4 ml B-merkaptoetanol
¢1.0ml0.5MEDTA

8 mg bromofenol mavisi

2.6 ml dH,0

Islak Transfer Tamponu (1 Lt)
©3.03 g Tris

o144 g Glisin

o1 ml %10 SDS

%10 metanol

10X TBS Tamponu (1L) (pH:
8.0)

30 g Tris

«380 g NaCl

o? g KCI
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5.9. Kullanmilan Plazmidler

T7 promoter’una sahip pET6XHN-C (5765 bg) (Sekil 5.2 ve Sekil 5.3) plazmidi
lon geninin fazlaca ekspresyonu i¢in kullanilmistir. Sahip oldugu ampisilin direnglilik

geni sayesinde rekombinant (pET6xHN-C/lon) plazmidin E. coli’de se¢ilmesini

saglamaktadir.

6xHN tag
MCS

D

17 lac

Swal
(1081)

. . 1.
lacl P[lT()\l IN-C

5765 bp pBR322 ori

Sekil 5.2: pET6XHN-C ekspresyon vektorii (5765 bg).

RBS Ncol Stul Sall Belll HindIII
5313 AGA AGG AGA TAT ACC ATG GGT AAG GCC TCT GTC GAC CAG ATC TCT ARG CTT
Met Gly Lys Ala  Ser Val  Asp  Gin e Ser Lys Leu
EcoRI Notl Thrombin cleavage site Pstl

5364 GCG AAT TCT GGC GGC CGC CTG GTT CCG CGT GGC TCT CCG GGC GCT GCA GGT
Ala  Asn  Ser Gly Gly Arg Leu WVal Pro Arg Gly Ser Pro Gly Ala Ala  Gly

Pacl
6xHN tag Pacl
5415 CAT AAT CAT AAT CAT AAT CAT AAT CAT AAT CAC AAT TAA TTA ATT AAT CTA GAG

His Asn His Asn His Asn His Asn His Asn His Asn ‘:l:;p
codon

Xbal

Sekil 5.3: pET6XHN-C plazmidinin ¢oklu klonlama bolgesi (MCS).
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Ayrica niikleotitleri optimize edilen lon geninin (lon°®) klonlama ve
ekspresyonu i¢in birer ekspresyon vektorleri olan pET28a(+) (5369 bg) (Sekil 5.4 ve
Sekil 5.5) ve pET6XHN-N (5754 bg) (Sekil 5.6) plazmidleri kullanilmistir. Segilimi

saglamak tizere bu plazmidler sirasiyla kanamisin ve ampisilin direngilik geni

bulundurmaktadirlar.

T7 promoter primer #50248-3
) S
pET upsirea.ln Iprlmerﬁﬁﬂ 4-3 T7 promoter lac operator bal ths
Neo | His*Tag _Nde| Nhel T7+Tag
thrombin
——  BamH 1 EcoR| Sacl Sall Hind Il __Notl  Xhol His+Tag
Bpuil10Z |1 T7 terminator
-~
T7 terminator primer #58337-3
pET-28a-c(+) cloning/expression region

Sekil 5.4. pET28a(+) plazmidinin ¢oklu klonlama bolgesi (MCS).

Xho {158)
Not I{168)
Eag {166)
Hind [11{173}
Sal 1j179)
Sac lj190)
EcoR I{132)
BamH lj138)
Bpu1102 I(g0) | Nhe {231}

Dra llig127) l [ Hﬂﬁ I{ig:{
, - [ Xba I(335)
- Bgl llj401)
(4903-5358) — SorA 1442)
o - Sph li528)

Pwu li4426) / é\h\'
Sof {4428) \.‘; Sﬁ‘-‘

Sma 1{4300) // #/5? \ \\
ST I \n? VAL Ml 1123
{{f Yy

i e g, \\ ~Bel ian)
Clalnny | [ & =4
Nru I4022) J' 3 | || BstE 111304)
a2
Ly ET-28a(+ 2 |‘-Apa 1(1334)
|
|| (5368bp) 2 II
R
I". =~/ ,“I."ESSH 11{1534)
EcoS7 Ija772) 4 | MEcoR W(1573)
5\ -"/f Hpa I(1622)
AN 13840) A
Q.
s
Gf"ﬂ?
BssS 1(3307) 6y Psha |(1083)
BspLU11 |.;3zzii_}\ P
Sap lj3oe) / "\ “Fsp l{2205)

Bst1107 l{2005) / ,?”"-———__ —

\Psp5 1liz230)
Tth111 I(zaea) ! o

Sekil 5.5: pET28a(+) ekspresyon vektorii (5369 bg).
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A B
6xHN tag__MCS RBS Neol Stul Sall Bglll Hindlll
— 5313 AGA RGG AGA TAT ACC ATG GGT AAG GCC TCT GTC GAC CAG ATC TCT AAG CTT

Mer Gly Lys Ala Ser Vol Asp Gln e Ser Lys Lew

EEcoRl Natl Thrombin cleavage sile Psil
5364 GCG AAT TCT GGC GGC CGC CTG GTT CCG CGT GGC TCT CCG GGC GCT GCA GGT
PETGxHN-N Al Asn Ser Gly Gly Arg Lew Val Pro Az Gly Ser Pro Gly Al Ala Gly
facl
BR322 ori
5754bp i el
GxlIN tag Pacl Xbal

His Asn His Asn His  Asn  His Asn His  Asn His  Ase Stop
codon

5415 CAT AAT CAT AAT CAT RMAT CAT AAT CAT AAT CAC AAT TAA TTA ATT ART CTA GAG

Sekil 5.6: A) pET6XHN-N ekspresyon vektorii (5754 bg), B) pET6xHN-N
plazmidinin ¢oklu klonlama bolgesi (MCS).

Calismada kullanilan pSPG plazmid vektorii 19 Mayis Universitesi Dog. Dr.
Aslihan Kurt Kizildogan’dan temin edilmistir. pSPG plazmidi (Sekil 5.7) 40-300

arasinda degisen kopya sayisina sahip, plJ699 tiirevli bir E. coli/Streptomyces mekik

vektoriidiir [83]. Bu vektor, gliserol alim yolaginda gorevli bir promotora (Pgipr)

sahiptir. Promotorun indiiklenmesi, gliserol araciligiyla diizenlenir [84]. Caligma

kapsaminda kullanilan plazmid vektorler Tablo 5.5°de siralanmustir.

() Spel Rev-PglpF.2 (1 .. 300
(7725) Nspl Ndel (7}

(7721) Pcil \ /7 KfIL (50
_Bsu36I (72)

v " _[PolpF promoten
oS T ~ BsaBI* (216)
BspDI - Clal (zz0)
] — EcoRI {327}
__——— Dir-PglPF (309 .. 332)
Misc_Feature_1
~ T |Misc_Feature_Z

 Bsml (438)
~PaslI 498
~ Afel (511}
MIul (B44)

- Xcml (730}

___“' Dapr (909 .. 930}
_BsiWI (1349)

" Orit (1540 .. 1560)

A

O\ BamHI (1693)
\HindIII (1709}

[secuencia ignota del pIJ699)

(6352) ScaI--...____

(5815} Psil—

(4829) Mscl oS

(4e11) Bpuiol S [ [ PFIMI (3270}
(4541 SAT S
(4508) Mfel | | \
(4439) AsSISI PmlI (3558)
(4339) BspEI BbsI (3908}

Sekil 5.7: pSPG mekik vektorii (8149 be).
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Tablo 5.5: Calismada kullanilan plazmidlerin genel dzellikleri.

Plazmidler Promoter Dlre.n Ghl!k Direnglilik | Biiyiikliik Kaynak
belirteci

PET6xXHN-C T7 amp Ampisilin 5765 bg Clontech

PET6XHN-N T7 amp Ampisilin 5754 bg Clontech

PET28a(+) T7 kn Kanamisin 5369 bg GenScript
Amp Ampisilin

pSPG Pgipr . 8149 be [83]

apr Apramisin

5.10. Tasarlanan Primerler

Yapilan tez c¢alismasi kapsaminda tasarlanan primerler Tablo 5.6’da
listelenmistir. StCB12 kozmidi tizerinde yer alan S. coelicolor A3(2)’ye ait olan lon
(SC05285) geni Hindlll restriksiyon enzim kesim bolgesinde pET6xHN-C ekspresyon
plazmidine klonlamak iizere Lon Cterm Infusion F ve Lon Cterm Infusion R
primerleri tasarlanmistir. Bununla birlikte niikleotit dizisi optimize edilmis olan lon
geninin (Ion°") EcoRI ve HindlII restriksiyon enzim kesim bolgesine klonlamak iizere
Lon OPTM HindIll F ve Lon OPTM _ EcoRI R primerleri tasarlanmistir. S.
coelicolor lon geninin overekspresyon galismasi i¢in mekik plazmid vektor olan
pSPG’ye lon genini Ndel ve Spel restriksiyon enzim kesim bolgelerine klonlamak
tizere pSPG lon F histaq ve pSPG lon R primerleri tasarlanmistir. Ayrica lon
geninin RNA seviyesinde ekspresyonunu gostermek tizere qPCR’da kullanilmak iizere
lon qPCR_F ve lon_qPCR_R primerleri tasarlanmistir. Bununla beraber kontrol i¢in
kullanilacak Housekeeping genleri i¢in ise gyrA F ve gyrA R primerleri

tasarlanmistir.
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Tablo 5.6: Calisma kapsaminda tasarlanan primerler.

Primer Ismi Primer Dizisi

:B?]”—FCterm—'”f”S 5* CCAGATCTCTAAGCTTATGGCTGCTGAGTCCGCC 3’

Lon_Cterm_Infus 5> CAGAATTCGCAAGCTTCGCTGCGACCGGAACCTC
ion_ R 3’

'JIOIT—S PTM_HIN 5. - CCAAGCTTATGGCGGCGGAAAGCGCG 3°
'éggﬁ?'g'\"— 5" CGGAATTCTTACGCCGCCACCGGCAC 3’
0SPG_lon_F_hist  5’ATAATTCCATATGCATCATCATCATCACCATATGGC
aq TGCTGAGTCCGCC 3’

0SPG_lon_R 5° ACTAGTTCACGCTGCGACCGGAACCT 3’
lon_gPCR_F 5" AGCTGGTGAAGGAGTACA 3’

lon_gPCR R 5" TCAGGAACGGCGAGTAG 3’

ayrA_F 5" GGTACACCGAGTGCAAGAT 3’

gyrA_R 5" GTCGTAGTTGTCCGTGAAGT 3°
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6. YONTEMLER

6.1. S. coelicolor A3(2)’den Kromozomal DNA izolasyonu

S. coelicolor A3(2) genomik DNA’s1t Hopwood ve arkadaslari’na (1985) gore
izole edilmistir. 20 ml TSB besiyerine stok spor soliisyonundan 50 pl inokiile edilerek,
4 giin boyunca 30 °C’ta 220 rpm’de iiretilmistir. 50 ml besiyerine bu 6n kiiltiirden 1/10
oraninda ekim yapilarak hiicreler 48 saat 30 °C’ta inkiibe edilmistir. Hiicreler oda
sicakliginda 4500 rpm’de 15 dk santrifiijlenmis ve 10 ml TE tamponunda ¢6ziilen
peletin iizerine lizozim (2 mg/ml) eklenmistir. Karistmin 1.7 ml’si steril bir tiipe
ayrildiktan sonra geri kalam1 -20 °C’ta saklanmistir. 1.7 ml karisimin tizerine 50 pl
%20 SDS ve 50 pl (10 mg/ml) RNaz eklendikten sonra, 37 °C’ta 2 saat inkiibe
edilmistir. Daha sonra 6rnek iizerine 300 ul 5 M NaCl ve 240 ul CTAB/NaCl
soliisyonu eklenerek 65 °C’ta 10 dk inkiibe edilmistir. Oda sicakligina sogutulan 6rnek
tizerine esit hacimde CIA (24:1) soliisyonu eklendikten sonra oda sicakliginda 11000
rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Ust faz fenol:CIA (25:24:1) soliisyonu ile muamele
edilmis ve santrifiijlenmistir. Bu islem iki kez tekrarlandiktan sonra ayrilan iist faz
tizerine 0.6 hacim izoproponal eklenerek 11000 rpm’de 30 dakika santrifiijlenmistir.
Pelet %70 etanol ile yikandiktan sonra kurutulmus ve dH>O’da ¢oziilmiistiir. Elde
edilen genomic DNA, ‘PZR Temizleme (clean-up) Jel Ekstraksiyon Kiti (MN)’

yardimiyla kolonla saflagtirilmistir.

6.2. S. coelicolor A3(2) lon Geninin Restriksiyon Enzim
Haritasimin Cikarilmasi

S. coelicolor A3(2) genom dizisi (NCBI Gene Databank AL645882.2) dikkate
alinarak lon gen dizisini iceren bolgenin restriksiyon enzim haritasinin ¢ikartilmasi
NEBcutter program ile gerceklestirilmistir. Yapilan biitiin klonlamalarda secilecek
olan restriksiyon enzim bolgeleri gen igerisinde bulunmayan fakat kullanilacak olan

plazmid vektorlerin ¢oklu klonlama bélgelerinde bulunanlardan segilmistir (Sekil 6.1).
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Sekil 6.1: S. coelicolor A3(2) lon (2424 bg) genine ait restriksiyon enzim kesim
bolgesi.

6.3. S. coelicolor A3(2) lon Geninin PZR ile Cogaltilmasi

Klonlama ve ekpresyon calismalarinda kullanilacak lon genine ait DNA
fragmanlari, S. coelicolor A3(2)’den elde edilen kromozomal DNA’nin kalip olarak
kullanildigi Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile ¢ogaltilmstir. S. coelicolor A3(2)
genom dizisi (NCBI Gene Databank AL645882.2) dikkate alinarak lon gen dizisini
iceren bolgeyi cogaltmak tizere primerler tasarlanmistir (Tablo 5.6). S. coelicolor lon
geni 2424 b¢ uzunlugundadir. Klonlama stratejisi i¢in In-Fusion® HD Cloning Kit’i
kullanildi. Tasarlanan primerler kullanilan kitin kullanma talimatina gore hazirlanmis
olup, primerlerin 15 baz1 vektore komplement, 18 bazi ise lon genine komplement
olarak tasarlanmis ve 1 bazi restriksiyon endoniikleaz kesim bolgesini tamamlamak
tizere eklenmistir.

Olusacak PZR {iiriiniiniin vektor ile ligasyonunun saglanmast igin ileri (Forward)
ve geri (Reverse) primerlerin 5’ ucuna, kullanilan ekspresyon vektoriiniin ¢oklu
klonlama bolgesine uygun sekilde yerlestirmesini saglayacak HindlIl restriksiyon
endoniikleazina ait tanima dizileri (Hindl11-5’-AAGCTT-3’) eklenmistir. Restriksiyon
endoniikleazlarin se¢iminde, kullanilacak enzimlerin lon geninde kesim yapmamasina
ve vektoriin ¢oklu klonlama bdlgesinde kesim bolgesinin olmasina dikkat edilmistir.

PZR reaksiyonu toplam 25 pl hacimde yapilmis olup PZR igerigi ve programi
Tablo 6.1’ de 6zetlenmistir.
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Tablo 6.1: lon genini ¢ogaltmak tizere kurulan PZR reaksiyonu.

PZR ICERIGI (25 uL) PZR PROGRAMI
5 uL 5X Q5 Reaksiyon Tamponu 98 °C 3dk
5 uL 5X Q5 High GC Enhancer 98 °C 10 sn denatiirasyon
1,25 pL 10 pM Ileri Primer 55°C-70°C30sn tutunma (annealing) 35
1,25 uLL 10 uM Geri Primer Dongii
0,5 pL Kalip Genomik DNA 72 °C 100 sn uzama
0,5 puL 10MM dNTPs 72°C 5dk
0,25 uL Q5 DNA Polimeraz 4°C
11,5 uL dH20

Reaksiyon, bir termal dongii (MJ Research INC, PTC-200 USA) cihazinda
toplam 35 dongii olarak yiiriitilmiistiir.
PZR fdriinleri %0.8’lik agaroz jel elektroforezi yiiriitiilmiis ve sonug jel

goriintlileme cihaz1 gozlenmistir.
6.4. Agaroz Jel Elektroforezi

Niikleik asitleri, biiyiikliiklerine gore ayirmak icin agaroz jel elektroforezi
yontemine bagvurulmustur. % 0.8’lik (w/v) agaroz jel, 1X TAE tamponu kullanilarak
hazirlanmis ve 100 ml’ye 5ul olacak sekilde Red Safe kimyasali ilave edilmistir.
Kasete dokiildiikten sonra yiikleme tamponu ilave edilen DNA ornekleri 1/10
hacminde 6X yiikleme boyasi eklenip, karistirilarak jele yiiklenmistir. Daha sonra
ornekler, icinde 1X TAE yiiriitme tamponu bulunan elektroforez tankinda 90-95
Volt’ta 45-50 dk yiirtitiilmiistiir.

6.5. PZR Uriiniiniin Agaroz Jelden Saflastirilmasi

PZR ile ¢ogaltilan lon genine ait DNA fragmani, %0.8’lik agaroz jele yiikklenmis
ve jeldeki fragman yaklasik 45 dakika 95 V’da elektroforez ile yiiriitilmiistiir.
Elektroforezden sonra, jel goriintiileme cihazi ile goriintiilenen uygun bantlar steril
bistiiri ile kesilerek ependorf tiiplere aktarilmistir. Kesilen jel parcaciklarinda bulunan

DNA fragmanin1 saflagtirmak i¢in Jelden DNA Saflastirma Kiti kullanilmistir
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(Nucleospin Gen and PCR Clean-Up, MN). Uretici firmanin tavsiye ettigi sekilde

saflastirilan DNA, konsantrasyonu 6l¢iildiikten sonra -20 °C’de saklanmustir.
6.6. Restriksiyon Endoniikleaz Kesim Reaksiyonu

Ligasyon reaksiyonu i¢in gerekli olan gen fragmenti ve plazmidin kesimi uygun
enzim/ enzim kombinasyonlar1 kullanilarak yapilmistir (Tablo 6.2). Kesim reaksiyonu
iretici firmanin Onerdigi tampon ¢ozeltiler icerisinde ve uygun sicaklikta
gerceklestirilmistir. Gen fragmenti uygun kosullarda 3-4 saat kesilirken, yogunlugu

fazla olan plazmid ise gece boyu kesime birakilmustir.

Tablo 6.2: lon geninin restriksiyon enzim kesimi reaksiyonu.

RESTRIKSIYON SON HACIM
BILESENLERI KONSANTRASYON

pET6XHN-C plazmid DNA 7500 ng 30 pl (250 ng/pl)
Hindlll (NEB) 100 Unite 5ul

Fast Digest Tamponu 1X Sl

dH20 10 pl 10 pl

Toplam 50 pl 50 ul

6.7. “In Fusion Klonlama” Protokolii

lon geninin pET6XHN-C vektoriine klonlanmasi, ticari olarak satilan “In-Fusion
HD Cloning Kit” ile gerceklestirilmistir. Klonlama isleminde T4 DNA ligaz enzimi
yerine “In-Fusion” enzimi kullanilmaktadir. Bu enzim, PZR ile iiretilmis DNA
fragman1 ve belirlenen restriksiyon enzimi ile kesilerek dogrusal (linear) hale
getirilmis vektoriin birlestirilmesinden sorumludur. Bu islemi, s6z konusu DNA
fragmanlarinin (PZR iirlinii ile vektor) u¢ kisimlarindaki 15°er niikleotitlik ¢akisan
(overlap) DNA dizilerini tamiyarak gergeklestirir. Bu dizilerin s6z konusu PZR
iirlinline eklenmesi i¢in, primer tasarlanirken, dogrusal hale getirilmis vektoriin ug
kisimlarindaki 15°er niikleotitlik DNA dizileri iireticinin belirledigi sekilde primer
dizilerine eklenir. Bu cakisan DNA dizileri sayesinde, yonlii klonlama kolaylikla

gerceklestirilebilmektedir. pET6XHN-C vektoriine “In Fusion HD Cloning Kit”

32



araciligiyla lon geninin klonlanmasi igin, vektoriin ¢oklu klonlama bélgesinde yer alan
enzimlerden biri olan ve lon genini kesmeyen HindIII enzimi kullanilmistir.
Oncelikle pET6xHN-C plazmiti, Hindlll enzimi ile kesilmis ve jelden izole
edilerek saflastirilmistir. Saflastirilan pET6xHN-C plazmidi ve PZR sonucu elde
edilen lon geni, agaroz jele yiiklenerek, ng/ul cinsinden miktar tayini yapilmistir. Kitte
onerildigi tizere, her iki 6rnek de 100 ng olacak sekilde reksiyona eklenmis (Tablo 6.3)
ve 50 °C’ta 15 dakika inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun ardindan ligasyon

reaksiyonu E. coli TG-1 hiicrelerine transformasyon yontemi kullanilarak transforme

edilmistir.
Tablo 6.3: “In fusion” klonlama reaksiyonu.
REAKSIYON KARISIMI 10 pLL
5x “in fusion” enzimi 6n karisimi 2 uL
HindIII enzimi ile kesilerek dogrusal hale getirilmis pET6xHN-C plazmidi 3 uL (~100 ng)
(jelden saflagtirilmis)
Pzr sonucu elde edilen lon geni (jelden saflastirilms) 2 uL (~ 100 ng)
dH20 3puL

6.8. Ligasyon Protokolii

S. coelicolor A3(2) lon genini pSPG plazmidine Ndel ve Spel restriksiyon
endoniikleaz bolgelerine klonlamak, ayrica niikleotitleri optimize edilen lon®" genini
de pet6xHN-N plazmid vektére EcoRI ve HindIIl restriksiyon endoniikleaz
bolgelerinden klonlamak iizere Sambrook ve arkadaglarinin (1989) gelistirdikleri
ligasyon protokolii uygulanmistir. Ligasyonda kullanilacak plazmit (vektor) ve genin

(insort) konsantrasyonlart asagida belirtilen formiile gore hesaplanmustir (Sekil 6.2).

ng (plazmit) X lon (kb)
plazmit (kb)

ng (lon) =

Sekil 6.2: Ligasyon protokoliinde kullanilan formiil.

Ligasyon reaksiyonlar1 vektor:insort orani 1:3, 1:5, 1:7 ve 1:10 olacak sekilde

kurulmustur. Hesaplanan oranlarda plazmid vektdr ve genin tizerine 1 pul T4 DNA
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Ligaz tamponu eklenmistir. Daha sonra her bir reaksiyona 1 pul T4 DNA Ligaz enzimi
eklenerek son hacim dH>0 ile tamamlanmistir. Reaksiyon karigimi 16 °C’ta gece boyu

inkiibasyona birakilmigtir.
6.9. E. coli Kompetan Hiicrelerinin Hazirlanmasi

Klonlama ¢alismalarinda konakg1 olarak E. coli TG-1 hiicreleri kullanilmistir.
Hiicrelerin kompetan hale getirilmesi ve transformasyonu i¢in Green ve ark. (2013)
tarafindan Onerilen yontem kullanilmistir. Bu prosediire gore, kompetan hale
getirilecek hiicreler 5 ml LB besiyerine ekilerek gece boyunca 37 °C sicaklik ve 180
rpm’de biiylimeye birakilmistir. Biiyiliyen bu 6n kiiltiiriin 1 ml’si 50 ml antibiyotiksiz
LB besiyerine inokiile edilmis ve bu sekilde 37 °C sicaklik ve 180 rpm’de inkiibasyona
birakilmistir.

Spektrofotometrik dl¢iimlerle hiicre yogunluklarindaki artig diizenli olarak takip
edilmis ve 600 nm dalga boyundaki absorbans degerleri (OD600) 0.4-0.5 araligina
ulastiginda, kiiltiirler 4 °C’ta, 3000 rpm’de 10 dk santrifijjlenmistir. Supernatanti
uzaklagtirilan peletler buza alinarak 40 ml TtbI soliisyonunda ¢oziinmiistiir. Buzdaki
10 dk’lik inkiibasyonun sonunda 4 °C’ta, 3000 rpm’de, 8 dk santrifiij yapilmistir.
Peletler tekrar buza alindiktan sonra 1 ml TfbII soliisyonu igerisinde ¢oziilmiistiir.
Hiicreler, her birinde 100 pl olacak sekilde ependorf tiiplerine paylastirilip, sivi azot
i¢inde hizli bir sekilde dondurularak -80 °C’a kaldirilmistir.

6.10. Transformasyon Yontemi

-80 °C’de 100 pl olarak ependorf i¢inde bulunan E. coli TG-1 ve ET12567
kompetan hiicreleri alinarak tizerlerine 5 pl In Fusion veya Ligasyon reaksiyonundan
eklenmistir. Daha sonra buzda 30 dakika bekletilmis ve hemen ardindan hiicrelere 42
°C’de 45 saniyelik 1s1 soku uygulanmis ve sonrasinda buzda 2 dakika bekletilmistir.
Her bir tlipe 900 pl antibiyotiksiz LB besiyeri eklenip 37 °C’de, 180 rpm’de 80 dakika
inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan hiicreler ampisilin iceren LB agar (50 pg/ml
amp) besiyerine tek koloniler elde etmek iizere ekilmistir. 37 °C’de gece boyu
inkiibasyondan sonra LB/Ampisilin (50 pg/ml amp) igeren besiyerinde iireyen olasi

rekombinant hiicreler toplanmis ve yeni besiyerine ekilerek saf kiiltiir hazirlanmistir.
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6.11. Plazmid Izolasyonu

Olasi1 plazmitleri i¢eren kolonilerin tespitinde Holmes ve arkadaglarinin (1981)
gelistirdigi yontemden yararlanilmistir [85]. Bu yontem kapsaminda 1 ml
LB/Ampisilin (50 pg/ml amp) besiyerinde gece boyu biiyiitiilen hiicreler, 4 °C’ta 4500
rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir. Peletlere, 250 pl STET eklendikten sonra
vortekslenerek hizlica c¢oziilmiistiir. Kaynar suda 45 sn inkiibasyona birakilan
ependorf tiipleri sonrasinda 4°C’ta 13000 rpm’de 15 dk santrifiij edilmistir. Protein ve
hiicresel atiklarin bulundugu pelet kismi uzaklastirilarak, sivi faz yeni ependorflara
aktarilmistir. Her bir tiipe 250 pl izopropanol eklenerek en az 15 dakika inkiibasyona
birakilmis ve inkiibasyonun ardindan izopropanol tamamen uzaklastirilip, peletler
25%er ul dH20 ile ¢oziinmiistiir. Izolasyon sonrasi elde edilen plazmitler agaroz jel’de

yiritiiliip goriintiilenmistir.

6.12. Olas1 Rekombinant Plazmidlerin Restriksiyon
Analizleri

Izole edilen olasi rekombinant plazmidin dogrulugu tek (pET6xHN-C/lon
HindIll) ve ¢ift (pET6xHN-C/lon BamHI ve EcoRI) restriksiyon endoniikleaz
kesimleri ile belirlenmistir. Tek enzim kesimleri i¢in 100 ng pET6xHN-C/lon DNA’s1,
1X Fast Digest Tamponu, 20 U endoniikleaz HindIIIl igeren 10 pl’lik reaksiyon
karisimi 37 °C’de 2 saat boyunca kesilmistir. Cift kesim reaksiyonu icin ise 100 ng
PET6XHN-C/lon DNA’s1, 1X Fast Digest Tamponu, 20 U endoniikleaz BamHI ve 20
U endoniikleaz EcoRI igeren 10 pl’lik reaksiyon karigimi 37 °C’de 2 saat boyunca
kesilmistir. Kesim reaksiyonu bittikten sonra reaksiyon karisimi %0.8’°lik agaroz jele,
molekiiler DNA belirteci varliginda ytliklenmis ve 95 V’da 1 saat yiirtitiilerek genin

varlig1 UV altinda goriintiilenmistir.
6.13. Klonlanan lon Geninin Niikleotit Dizisinin Belirlenmesi

E. coli TG-1 hiicrelerine transforme edilen pET6xHN-C/lon rekombinant
plazmidindeki lon geninin niikleotit dizisi lontek Ltd. Sti. firmasima yaptirilan dizi
analizi ile belirlenmistir. Universal T7 promoter ve T7 Terminator primerleri

kullanilarak yapilan dizi analizleri sonucunda lon geninin pET6XHN-C vektoriine
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dogru bir bicimde (in frame) klonlandig1 kanitlanmistir. Ayrica dizileme sonucu elde
edilen gen dizisi Blast programina yiiklendiginde S. coelicolor A3(2) lon genine %

100 oranda benzedigi gdsterilmistir.
6.14. Rekombinant Lon Proteaz Enziminin Ekspresyonu

PET6XHN-C, pET6xHN-N, pET28a(+) ve pSPG plazmitleri iizerinde S.
coelicolor A3(2) lon veya lon®! genini igeren rekombinant BL21 (DE3) ve Rosetta
(DE3) E. coli hiicreleri ampisilin veya kanamisin (50 pg/ml amp) igeren sivi LB’de
gece boyu biiyiitiildiikten sonra 1/20 oraninda taze LB besiyerine ekilmislerdir. ikincil
Kiiltirler 37 °C’de, 200 rpm’de, optik yogunluklari 600 nm’de 0.6’ya gelene kadar
biiytimeye birakilmislardir. Kiiltirler istenen OD (optical density) degerine ulastigi
zaman kiiltir son konsantrasyonu 0.5 mM olacak sekilde IPTG ile uyarilmastir.
Kiiltiirlerden 2’ser saat arayla 1’er ml 6rnek alinarak 37 °C’de, 200 rpm’de 4 saat
biyitialmistiir. Kontrol grubu olarak lon geni igermeyen ve bos plazmid igeren E. coli
hiicreleri benzer sekilde 0.5 mM IPTG ile uyarilarak 4 saat buyutilmdastiir. Kiiltirlerin
IPTG ile uyariimasindan 6nceki ve sonraki protein ekspresyon profilleri %12’lik SDS-
PAGE’de gozlenmistir.

6.15. S. coelicolor A3(2) lon Geninin RNA Diizeyinde
Ekspresyonunun Gosterilmesi (RT-qPCR)

RNA ekstraksiyonu i¢in hiicre peletleri, lizozim igeren TE ¢o6zeltisinde
¢oziildiikten sonra 37 °C'ta 60 dakika siireyle inkiibe edilmistir. Ureticinin
talimatlarina gore kiiciik modifikasyonlarla RNA Izolasyon Kiti (Macherey-Nagel,
Almanya) ile toplam RNA izolasyonu yapilmistir. RNA izolasyonu sirasinda olasi
DNA kirlenmesi, Deoxyribonuclease | (Thermo Scientific, ABD) kullanilarak elimine
edilmistir. RNA numunelerinde kontamine olmus DNA yoklugu, PZR reaksiyonlari
ile dogrulanarak RNA konsantrasyonu ve safligi, spektrofotometrik Olglimle
belirlenmistir.

cDNA, 300 ng toplam RNA kullanilarak Iscript Advanced cDNA Synthesis
KIT’i (Bio-rad Laboratories, ABD) ile sentezlenmistir. Ureticinin &nerilerine gore
hazirlanan reaksiyon karisimlari primer dimer olusumunu ortadan kaldirmak i¢in 70

°C'ta 5 dakika inkiibe edilmistir. Birinci sarmal i¢in cDNA sentezi kosullar1 sirasiyla
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sOyledir: 5 dakika boyunca 25 °C'de, 60 dakika boyunca 46 °C'de ve 5 dakika boyunca
85 °C. Kantitatif RT-PCR i¢in RT-PCR StepOnePlus™ Real-Time PCR System
(Applied Biosystems), toplam 20 ul hacimde 500 nM primer (her biri) ve 25 ng cDNA
iceren cSYBR Green qPCR ana karisimi (Bio-rad Laboratories, ABD) kullanilmustir.
Termal profil, 98 © C'de 10 dakikalik baslangi¢ denatiirasyonundan sonra 95 °C'de 15
saniyelik 40 devir ve 60 °C'de 1 dk olarak belirlenmistir. Her bir cDNA 0Ornegi
bagimsiz deneylerde iki kez Olglilmiistiir. Transkripsiyonel analiz igin kullanilan
primerler, web tabanli bir ara¢ olan “primer 3” ile tasarlanmis olup primer ¢iftlerin
sekanslar1 Tablo 5.6.'da verilmistir. Hedef genin ekspresyon seviyesi, gyrA geninin

2—AACt

seviyesine normallestirilmis olup gen ekspresyon seviyeleri, formiili

kullanilarak hesaplanmistir. Deneyler iki bagimsiz biyolojik drneklerle yapilmistir.

6.16. Western Blot

S. coelicolor A3(2) lon geninin protein seviyesinde ifadesinin belirlenmesi igin
uygun antibiyotik ve gliserol konsantrasyonu iceren R2YE besiyerine yaban sus (WT),
pSPG plazmidini tasiyan rekombinant sus (WT+pSPG) ve lon’un ¢oklu kopyasini
tasityan rekombinant sus (WT+LON) ekilerek belirli saatlerde 5 ml’lik 6rnekler
alinmistir. Alinan 6rnekler 2-3 defa TE tamponunda yikanmis olup hiicre peletleri
protein izolasyonu i¢in s1v1 azotta dondurularak — 80 °C sicaklikta saklanmistir. Hiicre
peletlerinden protein izolasyonu yapmak i¢in sonikasyon yontemine basvurulmustur.
Her bir 6rnege 1 ml liziz tamponu eklenerek peletlerin sonikasyon cihazi yardimiyla
mekanik olarak par¢alanmasi saglanmistir. Sonikasyon islemi siiresince Ornekler
buzda bekletilmis olup hiicre peletleri %30 genlik (amplitude) ve 20 sn siireyle 3 kez
sonikasyona maruz birakilmislardir. Sonikasyon ile parcalanan hiicreler +4 °C sicaklik
13.00 rpm’de 20 dk santrifiij edilmistir. Elde edilen supernatantlar protein Ornegi
olarak kullanilmis olup total protein dl¢limii ile miktarlart belirlenmistir.

Stipernatantlar steril ependorflarda toplanip, igerdikleri protein miktarini
belirlemek i¢in ‘Commassie Plus (Bradford) Assay’ yontemi kullanilmistir. Bradford
deneyi ornekler 3 tekrarli olacak sekilde uygulanmistir. Mikroplaka kuyucuklarina
20’ser pl dH20 eklenmis ve iizerine farkli konsantrasyonlardaki BSA standartlarindan
(250 pg/ml, 500 pg/ml, 750 pg/ml, 1000 pg/ml, 1500 pg/ml ve 2000 pg/ml) 10’ar pl
yiiklenmistir. Sonikasyon sonucu elde edilen protein drnekleri ise 1:5 oraninda diliie

edilerek her bir kuyucuga 2’ser ul konulmustur. Mikroplaka i¢erisindeki her bir 6rnege
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200’er pul ‘Coomassie Plus Reagent’ eklenip, mikroplakalar en az 30 dk karanlik bir
ortamda inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun ardindan 595 nm’de o6lgiimler
gerceklestirilmistir.

Sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) % 0.1
aniyonik deterjan SDS varliginda, Laemli (1970) tarafindan tanimlanan % 12 ayirma
jeli ve % 5 yiikleme jeli izerinde gergeklestirilmistir. Dikey jel elektroforezi i¢in Bio-
Rad Mini-Slab Cell CT kullanilmistir. 15 pl hiicre peleti 6rnekleri %1 SDS igeren 4X
ornek tamponu ile karistirilarak kaynar suda 5 dakika bekletilmislerdir. Daha sonra
protein ornekleri molekiiler agirlik belirtegi ile birlikte jele yiiklenmistir ve jel 120
V’da yiiritiilmiustiir. Elektroforez tamamlandiktan sonra jel Coomassie Brillant Blue-
R250 ile boyanmis ve daha sonra boyadan arindirma ¢ozeltisi ile birkag kez yikanarak
boyadan arindirilmistir. Proteinlerin  olusturdugu bantlar molekiiler agirlik
belirtecindeki agirligi bilinen protein bantlar1 ile karsilastirilmis ve proteinlerin
molekiiler agirliklart belirlenmistir.

Proteinler SDS-PAGE’te yiiriitiildiikten sonra direkt olarak jelden nitroseliiloz
membrana yar1 1slak sistemi kullanilarak aktarilmistir. Pozitif (+) kutuba yakin
koyulan Membran iki whatman kagidinin arasina sikistirilarak sandvi¢ yapilmistir.
Transfer islemi 12 V’ta 60 dakika boyunca ger¢eklestirilmistir.

Spesifik olmayan baglanmalar1 engellemek i¢in Protein transfer edilmis olan
nitroseliiloz membran TBS-T tamponu i¢erisinde hazirlanan %5°lik siit tozu ile en az
60 dakika inkiibe edilmistir. Bloklama isleminden sonra membran gece boyu +4 °C’de
birincil antikor ile miiamele edilmistir. Antikor uygulanmis membran TBS-T tamponu
ile li¢ defa yikanmistir. Daha sonrasinda HRP- konjuge ikincil antikor (anti-mouse
veya anti-rabbit, TBS-T’de 1:5000 diliie edilmis) oda sicakliginda shaker tizerinde 60
dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan membran ii¢ defa TBS-T tamponu
ile yikanmustir.

Membran Femto ECL substrati kullanilarak ChemidocTM XRS+ cihazinda
goriintiilenmigtir. 300 saniyede 25 fotograf alinmistir. Goriintiiniin islenmesi Image

Lab Software 3.0. programi ile gergeklestirilmistir.
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6.17. Rekombinant pSPG/lon Plazmidin Alic1 E. coli
ET12567 Hiicrelerine Aktarimi

E. coli TG-1 hiicrelerinden izole edilen pSPG/lon rekombinant plazmidi,
pUZ8002 plazmidi i¢eren ve icermeyen metilasyon yoksunu E. coli ET12567
hiicrelerine aktarilmistir. pUZ8002 plazmidi igermeyen E. coli ET12567 hiicrelerine
plazmidin aktarimi 1s1 soku transformasyon yontemi ile gergeklestirilmisken,
pUZ8002 plazmidini tagiyan E. coli ET12567 hiicrelerine ise elektroporasyon yontemi
ile transfer edilmistir. pUZ8002 plazmidi sahip oldugu oriT bélgesi ve tasidigr tra
genleri sayesinde tasman plazmitlerin farkli alict hiicrelere aktariminda rol
oynamaktadir [86].

Elektroporasyonda her 100 pl elektokompetan hiicrenin iizerine ~ 200 ng/pl
pSPG/lon rekombinant plazmidi eklenmistir. Hiicre ve plazmit karistirilip, soguk
elektroporasyon kiivetlerine alinmistir. Hiicreleri i¢eren kiivet Bio-Rad GenePulser |1
elektroporatdriine yerlestirilip E. coli i¢in tanimli bir program segilerek (200 Q, 25 uF
ve 2.5 kV) elektrik akim1 uygulanmistir. Akim uygulanmasi sonucunda beklenen ‘time
constant’ degeri 4.5-4.9 ms araligindadir ve c¢alismada bu deger beklenen araligin
i¢inde ¢ikmustir.

Elektroporasyon isleminin ardindan kiivet i¢erisinde bulunan hiicrelere 700 pl
antibiyotiksiz soguk LB besiyeri eklenip hiicreler yeni ependorf tiipiine alinmustir. 37
°C’ta 1 saatlik inkiibasyonun ardindan hiicreler, Chl (25 pg/ml), Kn (50 pg/ml) ve Apr
(50 pl/ml) iceren LB kat1 besiyerlerine ekilip, 37 °C’ta gece boyu inkiibasyona

birakilmustir.

6.18. Yaban Sus S. coelicolor A3(2)’ye Rekombinant
pSPG/lon Plazmidinin Aktarilmasi

Konjugasyon Yontemi i¢in Gust ve arkadaglarinin  (2002) protokolii
uygulanmistir [93]. Rekombinant (pSPG/lon) plazmidi tasiyan pUZ8002 E. coli
ET12567 hiicresi, Chl (25 pg/ml), Kn (50 pg/ml) ve Apr (50 pg/ml) iceren LB
besiyerine ekilerek 37 °C’ta gece boyu inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin bu 6n
kiiltiirden, antibiyotikli 10 ml LB besiyerine 1/100 oraninda ekim yapilarak ve
hiicrelerin 600 nm dalga boyutundaki absorbans degeri (OD600) 0.4’e ulasana kadar
37 °C’ta inkiibasyona birakilmistir. OD600 degeri saglandiginda, kiiltiirler 4 °C’ta,
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4500 rpm’de 10 dk santrifiijlenmis ve 2 kez 10’ar ml antibiyotiksiz LB besiyeri ile
yikanmistir. Yikama iglemleri devam ederken, her bir konjugasyon denemesi i¢in 500
ul 2xYT besiyerine 1 ul ve 1.5 pl 108S. coelicolor A3(2) sporu eklenip, 4 °C’ta 10 dk
1s1 sokuna maruz birakilmistir. Yikama isleminin ardindan E. coli ET12567/pUZ8002
hiicreleri tekrar 4500 rpm’de 10 dk c¢oktiriilerck pelet, 1 ml LB besiyerinde
¢Oziinmiistiir. Sporlarin sogutulmasinin ardindan, 500 pl S. coelicolor A3(2) sporu ile
500 pul E. coli ET12567/pUZ8002 hiicresi karistirilmistir. Daha sonra 6000-7000
rpm’de 1-2 dk santrifiij uygulanip, siipernatant bosaltilmis ve pelet dipte kalan ~ 50
ul’lik stvida ¢oziilmiistiir. Hiicreler 10 ve 10 oranlarinda seyreltilip, 10 mM MgCl
iceren antibiyotiksiz MS agar besiyerlerine ekilmistir. 30 °C’ta 20 saatlik
inkiibasyonun ardindan MS besiyerine son konsantrasyonu 25 pg/ml olacak sekilde

NA ve apramisin uygulanmistir.
6.19. S. coelicolor A3(2)’dan Plazmid izolasyonu

Rekombinant plazmidi tasiyan S. coelicolor A3(2) konjugantlarindan plazmid
izolasyonu icin, Hopwood ve arkadaslarinin (1985) yontemi uygulanmistir [81].
Gerekli antibiyotikleri igeren (Nalidiksik asit (NA) ve apramisin) 50 ml TSB
besiyerinde biiyiitillen S. coelicolor A3(2) kiiltiirii 4500 rpm’de 20 dk santrifiij
edilmistir. Olusan pelet 10 ml STE soliisyonunda ¢6ziiliip lizerine 200 pl (50 mg/ml)
lizozim eklenmistir. 37 °C’ta, 45-60 dk’lik inkiibasyonun ardindan 5 ml taze
hazirlanmis alkalin soliisyonu ilave edilip, 20-30 sn vortekslenerek iyice karigmasi
saglandi. Oda sicakliginda, 10 dk’lik inkiibasyonun ardindan 65 °C’ta 20 dk bekletilen
ornek, 5 dk buzda sogutulmustur. Daha sonra {izerine 10 ml soguk soliisyon III eklenip,
10 dk buzda inkiibasyona birakilmistir. Bekleme siiresi boyunca her iki dakikada bir
yavasca karistirilmistir. Daha sonra, 4500 rpm’de, 4 °C’ta, 15 dk santrifiij uygulanip,
falkona 0,6 hacim izopropanol eklenmistir. -20°C’ta gece boyu inkiibasyonun
ardindan, oda sicakliginda 4500 rpm’de, 15 dk santrifiij islemi uygulanmigtir. Daha
sonra siipernatant atilip, kurutulan pelet 40 ul dH>O’da ¢oziilmiistiir. 14 pl RNaz
(10mg/ml) eklenip, 37 °C’ta, 30 dk inkiibe edilmistir. izole edilen plazmid, PZR
Temizleme (clean-up) Kiti (MN) yardimiyla kolon ile saflagtirilmistir.

Olgiilen absorbans degerlerine gore her bir 6rnekten 60 pg protein alinarak steril
ependorflara aktarilmis ve tizerine 4X SDS yiikleme boyasi eklenmistir. Boya ve 6rnek

karisimi 5 dakika kaynar suda inkiibe edildikten sonra 6rnekler % 10’luk SDS-PAGE
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jellerine ytliklenmis ve 110-115 voltta yiiriitiilerek proteinlerin ekspresyon profilleri

belirlenmistir.

6.20. S. coelicolor A3(2)’de Antibiyotik Olciimii

Antibiyotik 6l¢lim deneyinde 6n kiiltiirden ekim yapilmadan 6nce miktarlar
esitlenen rekombinant ve yaban tip hiicreler 3’er tekrarli olacak sekilde 100 ml R2YE
besiyerine ekilmistir. pSPG/lon rekombinant plazmidi tasiyan ve sadece pSPG
plazmdini tasiyan hiicrelerin kiiltiirerine Apr (50 pg/ml) eklenmistir. Yaban tip
kiiltiirlerin bir kismina (WT/0.25) %0.25 gliserol eklenirken, kalan kismina (WT)
herhangi bir sey uygulanmamistir. pSPG plazmidini (WT+pSPG) ve pSPG/lon
rekombinant plazmidini tasiyan rekombinant hiicrelerin (WT+LON) ise tamami
9%0.25 gliserolle uyarilmistir. Fermentasyon siiresi boyunca 24 saatte bir (24, 48, 72,
96 ve 120 saat) her bir hiicre kiiltiiriinden 5 ml 6rnek alinmistir. Alinan 6rnegin 1 ml’si
antibiyotik Ol¢limiinde, kalan 4 ml’si ise kuru hiicre agirliginin belirlenmesi i¢in
kullanilmistir.  Antibiyotik Olglimii i¢in ayrilan Ornekler dogrudan -20 °C’a
kaldirilmistir.  Agirhik tayininde kullanilacak ornekler ise 4500 rpm’de 20 dk
santrifiijlenmis ve peletler 2 kez dH20 ile yikanip —20 °C’a birakilmustir.

Kuru agirlik 6l¢timii i¢in peletler —20 °C’tan alinip, 1’er ml dH2O ile ¢oziilerek
agirhiklarn belirli olan kurutma kaplarma alinmigtir. Ornekler, 80 °C’ta 3-4 giin
kurutulup agirliklart (mg/ml) Olclilmistir. Kap agirliklari, toplam agirliktan
cikartilarak kuru hiicre agirliklar1 belirlenmistir.

Antibiyotik 6l¢lim deneylerinde Kieser ve arkadaslarinin (2000) gelistirdigi
spektrofotometrik 6l¢iim yontemi uygulanmistir [87]. -20 °C’tan alinan 6rneklerin
tizerine 250 ul 5 M KOH eklenip, karistirilarak bir gece boyunca 4 °C’ta inkiibasyona
birakilmigtir. Inkiibasyonun ardindan &rnekler 4 °C’ta, 13.000 rpm’de 20 dk
santrifiijlenmis olusan siipernatantlar yeni ependorflara aktarilmistir. Aktinorhodin
antibiyotigi 640 nm dalga boyunda dogrudan silipernatant iizerinden 6l¢iiliirken (blank
olarak R2YE kullanilarak), undesilprodigiosin antibiyotiginin 6l¢timii pelet izerinden
gerceklesmistir. Oncelikle pelet 2 kez 0.5 M HCl ile yikanmis (4 °C, 13.000 rpm, 5
dk) ve her bir 6rnege 1 ml 0.5 M metanol-HCI eklenerek, 2 saat oda sicakliginda
inkiibasyona birakilmigtir. Daha sonra karisim 4 °C’ta, 13000 rpm’de 15 dk
coktiirtiliip, undesilprodigiosin antibiyotigi siipernatantta, 530 nm dalga boyunda
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Olclilmiistiir. Blank olarak metanol-HCI soliisyonunun kullanildigi undesilprodigiosin
Ol¢iimlerinde ihtiya¢ halinde disliisyonlar da bu soliisyon ile yapilmistir.

Abs = & x [M] formiili, farkli kiltirlerdeki antibiyotik aktivitelerinin
hesaplanmasinda kullanilmistir. Formiilde yer alan € degeri aktinorhodin igin 25230,
undesilprodigiosin antibiyotigi i¢in ise 100500’diir. Formiilden hesaplanan molarite
degerleri 10° ile carpilarak, nM cinsinden konsantrasyonlar belirlenmistir. Daha sonra
bulunan sonuglar mg cinsinden kuru agirliklara boliinerek her bir hiicre kiiltiirii i¢in
spesifik antibiyotik aktivite degerleri tespit edilmistir. Rekombinant ve yaban tip
hiicrelerin antibiyotik aktiviteleri arasindaki farkliliklarin istatistiksel acidan anlamli

olup olmadiginin belirlenmesinde t-test yontemi kullanilmistir.
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/. BULGULAR

7.1. S. coelicolor A3(2) lon Geninin pET6xHN-C Ekspresyon
Vektoriine E. coli’de Klonlanmasi

S. coelicolor A3(2) lon genini gogaltmak i¢in kalip DNA olarak S. coelicolor A3(2)
organizmasina ait kromozomal DNA ve Tablo 5.6’de verilen ileri ve geri primerler
kullanilmistir. Primerlerin baglanma sicakliklart 55, 60, 65 ve 70 °C olmak iizere 4
farkli PZR reaksiyonu kurulmus olup en iyi baglanma 65 °C sicaklikta gdzlenmistir.
Hindlll enzimi ile kesilmis pET6xHN-C plazmidi ve lon geni jelden saflastirilmistir
(Sekil 7.1). In Fusion kitinin 6nerdigi sekilde ligasyon reaksiyonu kurulmus ve
ligasyon driinleri E. coli TG-1 hiicrelerine transformasyon ile aktarilmistir.
Transformantlardan olas1 rekombinant plazmidler izole edilerek Hindlll ile
kesilmistir. Kesim sonucunda Sekil 7.2A’nin 2. kuyusundaki plazmidin dogru
olabilecegi goriilmiis, bunun tizerine ayni plazmid BamHI ve EcoRI restriksiyon
endontikleazlar ile kesilmistir. Kesim reaksiyonu sonucunda beklenildigi tizere 6658
b¢ ve 1561 bg olmak iizere iki adet bant gozlenmistir (Sekil 7.2B). Dizi analizi
sonucunda pET6XHN-C vektoriine klonlanmis DNA fragmaninin S. coelicolor A3(2)
lon genine ait oldugu dogrulanmistir (Sekil 7.3). Boylece lon geni pET6XHN-C
vektoriinde bulunan T7 promotorunun altina ¢erceve kaymasi olmayacak sekilde

klonlanmigtir. Rekombinant plazmide bu ¢alismada pET6xHN-C/lon ad1 verilmistir.
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Sekil 7.1: izole edilen pET6XHN-C vektorii ve jelden saflastirilan S. coelicolor A3(2)
lon geninin agaroz jel goriintiisii. M. 1 kb’lik molekiiler DNA belirteci (Thermo 1 kb
Plus DNA ladder); A) 1. pET6XHN-C plazmid vektoriiniin Hindll1 ile kesimi; B) 1.
S. coelicolor A3(2) lon geni (60 ng/ul); 2. S. coelicolor A3(2) lon geni (90 ng/ul); 3.

PET6XHN-C vektorti.

5765 b ——P

24245 ——Pp

A B

Sekil 7.2: In Fusion reaksiyonun transformasyonu sonrasinda biiyiiyen kolonilerden
plazmid izolasyonu ve restriksiyon endoniikleaz kesimi. A) M. 1 kb’lik molekiiler
DNA belirteci (Thermo 1 kb Plus DNA ladder); 1-4. Olas1 pET6xHN-C/lon
rekombinant plazmidleri; B) M. 1 kb’lik molekiiler DNA belirteci (Thermo 1 kb Plus
DNA ladder); 1. pET6xXHN-C/lon plazmidinin BamHI ve EcoRlI ile kesimi.
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AAGCTTATGGCTGCTGAGTCCGCOGCCTTICACACCGCTCACCCTGCCOGTGCTGCC
GCTCGACGACGAAGTGGTCCTGCCCGGCATGGTCGTCCCCCIGGACCTGAGCGAC
GCCGAGGTACGGGCCGOGGTGGAGGCOGCCCAGGCCGCCGCCAGGTCCGAGCCC
GGCAAGCCCCGCGTICCTCCTCGTCCCG OGCATCGACGG CACG CACGOCGCCACCG
GCGTGCTCGGCACGGTCGAGCAGGTCGGCCGCCTGGCCGACGGCGACCCGGGCG
CCCTGATCCOGCGGLCG GGG CCGGGTIGCGCATCGGCGCOGGCACCACCGGLCCGG
GCGCOGOGCTCTG GG TCGAGGGCACCCGGGTCGACGAGACCGTTCCCGATCCGC
TGCCCGGCCAGGTCGCCGAGCTGETGAAGGAGTACAAGGCGCTCGCCACCGCCT
GGCTGCGCAAGCGCGGOCGCCTGGCAGTCGTCGACCGGGTCCAGGCCATCGACGA
CCTGTCCGCGCTOGCCGACAACTCCCGGCTACTCGCCGTICCTGACCACCGAGCA
GAATGTCGAACTGCTGGAGACCACCGACCOCGGTCGCCCGCCTGAGATCGCCACCC
AGCAGCTGCGCGACCACTCGCCGAGCAGACGTCGCCGAGACCATCGCCAAGACGT
CCAGGAGGUGTCGACAGCAGCAGCCGCGAGTTICTIGCTGCTCGCAGCTCGAAGCGT
CCGCAGGACTGGCCGAGATCAACGGCGAGCAGGAGGCAGGGTICOGACGACTAC
GCGCCCTGGTCCAAGCCGCACTGCOGGAAGTICCCGAGCCGCCTCAGAGTGCCAA
CTGAACGTCTCCAGTCCAGGTCTGAATCACTGGGTCAGAA

Sekil 7.3: S. coelicolor A3(2) lon genine ait 2424 bg’lik fragmaninin DNA dizisi.
Kalin olarak gdsterilen diziler agik okuma cergevesini ifade etmektedir. ATG:
baslangi¢ kodonu.

7.2.lon Geninin Heterolog Ekspresyonu Icin Farkh
Esherichia coli Hiicreleriyle Yapilan Calismalar

7.2.1. lon Geninin E. coli BL21 (DE3) Hiicrelerinde ifadesi

Elde edilen rekombinant pET6xXHN-C/lon plazmidi, ekspresyon susu olan E. coli
BL21 (DE3) hiicrelerine aktarilmis ve plazmidin varligi BamHI ve EcoRI enzimleriyle
kesilerek dogrulanmustir (Sekil 7.4). Rekombinant plazmidi tasiyan E. coli BL21
(DE3) hiicreleri farkli besiyerlerinde, farkli IPTG konsantrasyonlarinda, farkli
sicakliklarda biiyiitiilmiis ancak SDS-PAGE’de Lon proteaz’in molekiiler agirligina
denk gelen (87 kDa) bir protein bandi elde edilememistir (Sekil 7.4).
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Sekil 7.4: E. coli BL21(DE3) hiicrelerinden izole edilen pET6xHN-C/lon
rekombinant plazmidin dogrulanmasi ve rekombinant hiicreden protein izolasyonu.
A) M. 1 kb’lik molekiiler DNA belirteci (Thermo 1 kb Plus DNA ladder); 1-2.
pET6xHN-C/lon plazmidinin BamHI ve EcoRl ile kesimi; B) M. Protein marker
(Fermantas SM0671). Sirayla; 1-3. BL21-pET6XHN-C/lon, BL21-pET6XHN-C ve
BL21 hiicrelerinin 2. saat 6rnekleri; 4-6. BL21-pET6XHN-C/lon, BL21-pET6XHN-C
ve BL21 hiicrelerinin 4. saat 6rnekleri; 6-9. BL21-pET6XHN-C/lon, BL21-
PET6XHN-C ve BL21 hiicrelerinin 6. saat 6rnekleri.

7.2.2. lon geninin E. coli Rosetta (DE3) Hiicrelerinde ifadesi

E. coli BL21 (DE3) hiicresinde ekspresyonun gerceklesmeme nedeni translasyon
asamasinda bir problemin neden olabilecegi diisiiniilmiistiir. Organizmalarin kodon
kullanma sikliklar1 ve gesitleri birbirinden farklidir. SDS jelde lon genine ait protein
band1 goriilmemesinin, E. coli BL21 susunda bulunan tRNA’larin S. coelicolor A3(2)
lon mRNA’sinda var olan kodonlara uygun olmadigindan kaynaklandig
diisiiniilmiigtiir. Bu sebeple, ekspresyonu saglamak ve ekspresyon diizeyini
yiikseltmek amaciyla AGG, AGA, AUA, CUA, CCC ve GGA kodonlarini taniyacak
tRNA’lar1 kodlayan genleri tasiyan bir E. coli susu olan Rosetta (DE3) hiicresi
kullanilmigtir. Rekombinant plasmid bu hiicrelere aktarilarak, restriksiyon
enzimleriyle kesilerek dogrulanmais, ardindan farkli kosullarda yapilan deneylerde Lon

proteaz’a ait olabilecek protein bandi yine elde edilememistir (Sekil 7.5).

46



130kDa —p
95 kDa —p N
72 kDa —p )

1361

Sekil 7.5: E. coli Rosetta (DE3) hiicrelerinden izole edilen pET6xHN-C/lon
plazmidinin dogrulanmasi ve protein seviyesinde ekspresyon deneyi. A) M. 1 kb’lik
molekiiler DNA belirteci (Thermo 1 kb Plus DNA ladder); 1. pET6xHN-C vektorii;

2. pET6XHN-C plazmidinin Hindlll ile kesimi; 3. pET6XHN-C/lon plazmidi; 4.
pPET6xHN-C/lon plazmidinin BamHI ve EcoRl ile kesimi; B) M. Protein marker
(Fermantas SM0671). Sirayla; 1-3. Rosetta, Rosetta-pET6XHN-C ve Rosetta-
pPET6XHN-C/lon hiicrelerinin 2. saat 6rnekleri; 4-6. Rosetta, Rosetta-pET6xXHN-C
ve Rosetta-pET6XHN-C/lon hiicrelerinin 4. saat érnekleri; 6-9. Rosetta, Rosetta-
PET6xXHN-C ve Rosetta-pET6XHN-C/lon hiicrelerinin 6. saat rnekleri.

Karsilagilan bu problemi ¢6zmek i¢in Genscript sirketi araciligi ile S. coelicolor
A3(2) lon mRNA’sinin kodonlari E. coli’ye gore optimize ettirilmistir (Sekil 7.6).
Kodonlar1 optimize edilmis lon genini tastyan pET28a/lon° plazmidi ile ekspresyon

deneylerine devam edilmistir.
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Sekil 7.6: E. coli’de S. coelicolor A3(2) lon geninin ekspresyonunun gerceklesmesi
icin degistirilmesi gereken niikleotitleri gosteren rapor. Kirmizi renk ile isaretlenmis
niikleotitler degisen niikleotitleri ifade etmektedir.

7.3. Kodonlar1 E. coli’de ifade edilecek sekilde optimize
edilmis lon geni ile Yapilan Calismalar

7.3.1. Kodon optimize lon geninin E. coli BL21 (DE3) Hiicrelerinde
ifadesi

Genscript sirketi araciligiyla pET28a(+) vektoriine klonlanmis kodon optimize

lon geni, optimizasyondan sonra kaybolan ya da olusan restriksiyon enzim kesim
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bolgeleri dikkate alinarak farkli restriksiyon enzimleri ile kesilip dogrulanmistir (Sekil

7.7).
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Sekil 7.7: pET28a/lon®" plazmidinin dogrulanmasi 1. pET28a/lon®" plazmidi; 2.
PET28a/lon®! plazmidinin Ndel ve Xhol ile kesimi; 3. pET28a/lon°"* plazmidinin
BamHI ile kesimi; 4. pET28a/lon°" plazmidinin HindIII ile kesimi; M. 1 kb’Iik
molekiiler DNA belirteci (Thermo 1 kb Plus DNA ladder); 5. pET6xHN-C/lon
plazmidi; 6. pPET6xXHN-C/lon plazmidinin BamHI kesimi; 7. pET6xHN-C/lon
plazmidinin Hindlll ile kesimi.

Optimize lon geninin ekspresyonunu saglamak igin pET28a/lon%" vektorii E.
coli BL21 (DE3) hiicrelerine aktarilmistir. Promotorun uyarilmasi i¢in 0.5 mM IPTG
kullanilmis ve uyarilan hiicrelerden ¢esitli zaman araliklarinda 6rnekler alinmistir. Bu
orneklerden proteinler izole edilmis ve SDS-PAGE sonucunda Lon proteaz’a ait

olabilecek protein bandi yine elde edilememistir (Sekil 7.8).
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Sekil 7.8: E. coli BL21-pET28a/lon®" hiicrelerinin 0.5 mM IPTG ile indiiklenmesiyle
yapilan ekspresyon deneyi. M. Protein marker (Fermantas SM0671). Sirayla; 1-2.
BL21 ve BL21- pET28a/lon° hiicrelerinin 0. saat drnekleri; 3-4. BL21 ve BL21-

PET28a/lon hiicrelerinin 2. saat rnekleri; 5-6. BL21 ve BL21- pET28a/lon
hiicrelerinin 4. saat; 7-8. BL21 ve BL21- pET28a/lon°" hiicrelerinin 6. Ornekleri.

Deney, farkli IPTG konsantrasyonlarinda, farkli tireme sicakliklarinda ve farkli
zamanlarda alinan Orneklerle tekrarlanmis fakat yine ekspresyon godzlenmemistir.
Ekspresyon denemelerine devam etmek i¢in bu kez farkli bir ekspresyon hiicre hatti

olan E. coli BL21 (DE3) pLysS hiicresi kullanilmustir.

7.3.2. Kodon optimize lon geninin E. coli BL21 (DE3) pLysS
Hiicrelerinde Ifadesi

lon geninin yiiksek diizeyde ifade edildiginde hiicre igin toksik olabilecegi
diisinildiigiinden, E. coli BL21(DE3) pLysS hiicre hattinin kullanilmasina karar
verilmistir. Bu E. coli susunun genomunda lacUV5 promotoru kontrolii altinda T7
RNA Polimeraz geni bulunmaktadir. T7 RNA Polimeraz enzimin aktivitesi, pLysS
plazmidi tizerinde bulunan T7 lizozimi ile kontrol altinda tutulmakta, boylece T7
promotoru altinda var olan genin bazal seviyede ekspresyonu saglanmaktadir.
PET28a/lon®" rekombinant plazmidi E.coli BL21 (DE3) pLysS hiicrelerine aktarilmis
ve ekspresyon deneyi yapilmistir (Sekil 7.9).

50



<+— 130 kDa

<4— 130 kDa
o <— 95 kDa ‘ <4— 95kDa
¥ o—n 8 “— T2k
’ -~ d ‘ ' k&
; - -
: T .
{
ae" @
S i N
A B

Sekil 7.9: E. coli pLysS- pET28a/lon®"! hiicrelerinin sirasiyla 0.5 mM ve 1.0 mM
IPTG ile indiiklenmesiyle yapilan ekspresyon deneyi. A) M. Protein marker
(Fermantas SM0671). Sirayla; 1-2. pLysS ve pLysS- pET28a/lon°"* hiicrelerinin 0.
Saat drnekleri; 3-4. pLysS ve pLysS- pET28a/lon° hiicrelerinin 2. saat drnekleri; 5-
6. pLysS ve pLysS- pET28a/lon° hiicrelerinin 4. saat érnekleri; 7-8. pLysS ve
pLysS- pET28a/lon°" hiicrelerinin 6. saat drnekleri.

Deney, farkli IPTG (0,5 mM ve 1,0 mM) konsantrasyonlari, farkli iireme
sicakliklart ve farkli 6rnek alma saatleri gibi faktorler degistirilerek tekrarlanmig fakat

Lon proteaz’a ait olabilecek protein bandi yine elde edilememistir.
7.3.3. Lon proteininin Western Blot Analizi ile tespit edilmesi

Lon Proteaza ait protein bantlart SDS-PAGE’de goriilemeyince daha spesifik
sonu¢ alabilmek i¢in western blot analizi gerceklestirilmistir. pET28a(+) plazmidine
klonlanmis olan kodon optimize lon geni, N-terminus ucunda His-tag takis1 olacak
sekilde ifade edilmektedir. Anti-his antikoru kullanilarak yapilan western blot

analizinde Lon proteaza ait protein band1 goriilememistir (Sekil 7.10).
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Sekil 7.10: E. coli pLysS- pET28a/lon°" hiicrelerinin 1.0 mM IPTG ile
indiiklenmesiyle yapilan ekspresyon deneyi. M. Protein marker (Fermantas
SM0671). Sirayla; 1-2. pLysS ve pLysS- pET28a/lon®" hiicrelerinin 2. saat 6rnekleri;
3-4. pLysS ve pLysS- pET28a/lon°" hiicrelerinin 4. Saat érnekleri; 5-6. pLysS ve
pLysS- pET28a/lon° hiicrelerinin 6. saat drnekleri; 7-8. pLysS ve pLysS-
pET28a/lon°" 24, saat 6rnekleri.

7.4. Kodon optimize lon geninin pET6xXxHN-N Plazmidine
Klonlanmasi ve E. coli’de Heterolog Ekspresyon Calismalari

7.4.1. Kodon optimize lon geninin pET6xXxHN-N plazmidine
klonlanmasi

pET28a(+) vektoriine klonlanmig halde olan kodon optimize lon geninin farkli
E. coli suslarinda ekspresyon ¢alismalarindan bir sonug alinamayinca genin baska bir
plazmide klonlanmas1 kararlagtirilmistir. Bu karar dogrultusunda lon®* geni,
PET6xXHN-N plazmidinin EcoRI ve Hindlll restriksiyon enzim kesim bolgelerine
klonlanmigtir. Bunun igin &ncelikle PCR ile gogaltilmig lon®* geni ve pET6XHN-N
vektori  Hindlll ve ECcORI restriksiyon endoniikleaz ile kesilerek, jelden
saflagtirilmistir (Sekil 7.11).

52



M

10000bg —» <«—— 6000bg

6000bg —>

5700hg —»

«—— 3000bg

v

3000bg —» 2400b¢ —>»

T o 24000

I [ ETEECEN

Sekil 7.11: Optimize lon geninin PZR ile ¢ogaltilmasi ve izole edilen pET6XHN-N
vektori. A) M. 1 kb’lik molekiiler DNA belirteci (Thermo 1 kb DNA ladder); 1-4.
Sirastyla lon geni (Primer baglanma sicakligi 55 °C, 60 °C, 65 °C, 70 °C); B) M. 1
kb’lik molekiiler DNA belirteci (Thermo 1 kb Plus DNA ladder); 1. pPET6xHN-N
plazmidinin Hindlll ve EcoRI kesimi (90 ng/ ul) 2. S. coelicolor A3(2) optimize lon
geni Hindlll ve EcoRI kesimi (250ng/ul).

Ligasyon reaksiyonu sonrasi gerceklestirilen transformasyon ile elde edilen
transformantlardan izole edilen olasi rekombinant plazmidler (Sekil 7.12A) Ncol
restriksiyon endoniikleaz ile kesilerek agaroz jelde yiiriitiilmiislerdir (Sekil 7.12B). Bu
kesim sonucunda 8100 b¢ uzunlukta DNA fragmani goriilen plazmidler dogru kabul

edilmis ve rekombinant plazmide pET6XHN-N/lon° ad1 verilmistir.
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Sekil 7.12: Olas1 pET6XHN-N/lon°"* plazmidi izolasyonu ve restriksiyon
endoniikleaz kesim sonuglari. A) M. 1 kb’lik molekiiler DNA belirteci (Thermo); 1-
24. Mini Prep. Sonuglari; B) M. 1 kb’lik molekiiler DNA belirteci (Thermo 1 kb Plus

DNA ladder); 2-4. Olas1 pET6xHN-N/lon°" rekombinant plazmidlerinin Ncol ile
kesimi.

7.4.2. pET6XHN-N/lon°t Uzerindeki Kodon Optimize lon Geninin E.
coli BL21 (DE3) pLysS Hiicrelerinde Ifadesi

PET6XHN-N plazmid vektdriine klonlanan lon°® geninin ekspresyonu igin ilk
olarak ekspresyon susu olan E. coli pLysS hiicresi denenmistir. Promotorun uyarilmasi
icin 1.0 mM IPTG kullanilmis ve uyarilan hiicrelerden ¢esitli zaman araliklarinda
ornekler alinmistir. Bu 6rneklerden proteinler izole edilmis ve SDS-PAGE sonucunda
Lon proteaz’a ait olabilecek protein bandi elde edilememistir (Sekil 7.13).

E. coli BL21 (DE3) pLysS hiicrelerinde yapilan ekspresyon deneyi farkli IPTG
konsantrasyonlari, farkli tireme sicakliklar1 ve farkli 6rnek alma saatleri gibi faktorler

degistirilerek tekrarlanmig fakat yine ekspresyon gozlenmemistir.
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Sekil 7.13: E. coli pLysS-pET6XHN-N/lon®" hiicrelerinin 1.0 mM IPTG ile
indiiklenmesiyle yapilan ekspresyon deneyi. A) M. Protein marker (Fermantas
SMO0671). Sirayla; 1-2. pLysS hiicrelerinin 0. Saat indiiklenmemis ve indiiklenmis
ornekleri; 3-4. pLysS- pET6XHN-N/Ion° hiicrelerinin 0. saat indiiklenmemis ve
indiiklenmis 6rnekleri; 5-6. pLysS hiicrelerinin 2. Saat indiiklenmemis ve
indiiklenmis 6rnekleri; 7-8. pLysS- pET6xXHN-N/lon°" hiicrelerinin 2. saat
indiiklenmemis ve indiiklenmis 6rnekleri; B) M. Protein marker (Fermantas
SMO0671). Sirayla; 1-2. pLysS-hiicrelerinin 4. Saat indiiklenmemis ve indiiklenmis
ornekleri; 3-4. pLysS- pET6XHN-N/lon®" hiicrelerinin 4. Saat indiiklenmemis ve
indiiklenmis 6rnekleri; 5-6. pLysS hiicrelerinin 6. Saat indiiklenmemis ve
indiiklenmis 6rnekleri; 7-8. pLysS- pET6XHN-N/lon®* hiicrelerinin 6. Saat
indiiklenmemis ve indiiklenmis 6rnekleri.

7.4.3. pET6XHN-N/lon°?t Uzerindeki Kodon Optimize lon Geninin
E. coli BL21 (DE3) Rosetta Hiicrelerinde ifadesi

Ekspresyon denemelerine devam etmek icin bu kez farkli bir ekspresyon hiicre
hatt1 olan E. coli BL21 (DE3) Rosetta hiicresi denenmistir (Sekil 7.14). Rosetta hiicre
hattinda da ekspresyon goriilemeyince, lon geninin S. coelicolor A3(2)’da homolog
ifadesinin biiylimeye ve antibiyotik iiretimi iizerine etkisini arastirmak iizere

calismalar yon degistirmistir.
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Sekil 7.14: E. coli Rosetta/pET6XHN-N/lon°"* hiicrelerinin 1.0 mM IPTG ile
indiiklenmesiyle yapilan ekspresyon deneyi. A) M. Protein marker (Fermantas
SMO0671). Sirayla; 1-2. Rosetta hiicrelerinin 0. Saat indiiklenmemis ve indiiklenmis
ornekleri; 3-4. Rosetta/pET6XHN-N/lon° hiicrelerinin 0. saat indiiklenmemis ve
indiiklenmis 6rnekleri; 5-6. Rosetta hiicrelerinin 2. Saat indiiklenmemis ve
indiiklenmis 6rnekleri; 7-8. Rosetta/pET6XHN-N/lon°* hiicrelerinin 2. saat
indiiklenmemis ve indiiklenmis 6rnekleri; 9-10. Rosetta hiicrelerinin 4. Saat
indiiklenmemis ve indiiklenmis 6rnekleri; 11-12. Rosetta/pET6XHN-N/lon®
hiicrelerinin 4. saat indiiklenmemis ve indiiklenmis 6rnekleri; B) M. Protein marker
(Fermantas SM0671). Sirayla; 1-2. Rosetta hiicrelerinin 6. Saat indiiklenmemis ve
indiiklenmis 6rnekleri; 3-4. Rosetta/pET6XHN-N/Ion°" hiicrelerinin 6. Saat
indiiklenmemis ve indiiklenmis 6rnekleri; 5-6. Rosetta hiicrelerinin 24. Saat
indiiklenmemis ve indiiklenmis drnekleri; 7-8. Rosetta/pET6xHN-N/lon°"
hiicrelerinin 24. Saat indiiklenmemis ve indiiklenmis 6rnekleri.

7.5. lon geninin Streptomyces/E. coli Mekik vektorii pSPG’ye
Klonlanmas1 ve Rekombinant Plazmidin S. coelicolor
A3(2)’ye Aktarilmasi

S. coelicolor A3(2) lon geninin ¢oklu kopyasinin Streptomyces’te ikincil
metabolit tiretimi lizerindeki etkisini arastirmak iizere lon geni bir mekik vektorii olan
pSPG plazmidinin Ndel ve Spel restriksiyon enzim kesim bolgelerine gliserol ile
uyrarilabilen bir promotor altina klonlanmistir. pSPG plazmidine lon genini klonlamak
tizere tasarlanan primerlere, daha sonraki protein ¢alismalarinda kullanilmak tizere
HisTag’1 ifade eden niikleotit dizisi de eklenmistir (Tablo 5.6). S. coelicolor A3(2) lon
geninin pSPG plasmid vektoriine klonlanmasi i¢in lon geni PZR reaksiyonu ile
cogaltilip, Ndel ve Spel restriksiyon enzimleri ile kesilmistir. pSPG vektorii de ayni
enzimlerle kesilerek ligasyona hazir hale getirilmistir (Sekil 7.15). Ligasyon firiinleri

E. coli TG-1 hiicrelerine aktarilmig ve transformant hiicrelerden plasmidler izole
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edilerek, olas1 rekombinant plasmid Ndel ve Spel kesimi ile dogrulanmistir (Sekil
7.16). Rekombinant plazmide bu calismada pSPG/lon adi verilmis ve E. coli
ET12567/pUZ8002 hiicreleri araciligr ile S. coelicolor A3(2)’ye konjugasyon ile
aktarilmistir. S. coelicolor A3(2)’dan izole edilen plazmidler Ndel/Spel enzimleriyle
kesilerek, beklenen pSPG plazmidine ait ~ 8 kb ve lon genine ait ~ 2.4 kb’lik iki bant
gozlenmistir (Sekil 7.17).
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Sekil 7.15: S. coelicolor A3(2) lon geninin ve pSPG plazmid vektoriiniin Ndel ve
Spel kesimi. A) M. 1 kb’lik molekiiler DNA belirteci (Thermo 1 kb Plus DNA
ladder); 1. S. coelicolor A3(2) lon geninin Ndel ve Spel kesimi. B) M. 1 kb’lik

molekiiler DNA belirteci (Thermo 1 kb Plus DNA ladder); 1. pSPG plazmid
vektoriiniin Ndel ve Spel kesimi.
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Sekil 7.16: Olas1 pSPG/lon rekombinant plazmidini tagiyan E. coli hiicrelerinde
plazmid izolayonu ve Ndel ve Spel restriksiyon enzim kesimi. A) ) M. 1 kb’lik
molekiiler DNA belirteci (Thermo 1 kb Plus DNA ladder); 1. pSPG/lon plazmidinin
Ndel ve Spel ikili kesimi; B) M .1 kb’lik molekiiler DNA belirteci (Thermo 1 kb Plus
DNA ladder); 1-24. Olas1 rekombinat pSPG/lon rekombinant plazmidleri.
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Sekil 7.17: S. coelicolor A3(2)’den izole edilen pSPG/lon rekombinant plazmidin
Ndel ve Spel restriksiyon enzimleri ile ikili kesimi. M. 1 kb’lik molekiiler DNA
belirteci (Thermo 1 kb Plus DNA ladder); A) 1-2. S. coelicolor A3(2)’den izole

edilen pSPG/lon rekombinant plazmidi; B) 3-4. pSPG/lon rekombinant plazmidinin
Ndel ve Spel ikili kesimi.
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7.6. S. coelicolor A3(2) lon Ekspresyonunun
Transkripsiyonel Seviyede Gosterilmesi

pSPG/lon vektoriinde bulunan promotoru uyarmak igin rekombinant S.
coelicolor A3(2) hiicreleri % 0.25 gliserol varliginda biiyiitiilmiis ve fermentasyonun
48. saatinde alinan drneklerden RNA izolasyonu yapilmis ve DNA kontaminasyonunu
yok etmek lizere DNaz uygulanmistir. DNaz uygulanmigs RNA 6rnekleri kalip olarak
kullanilarak yapilan PZR sonucunda, 6rneklerde DNA kontaminasyonu olmadigi teyid
edilmistir. Yapilan RT-qPCR deneyi sonucunda rekombinant susun yaban tip sus’a

gore 48. saatte lon genini 56 kat daha fazla ifade ettigi bulunmustur (Sekil 7. 18).

lon geni
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Sekil 7.18: S. coelicolor A3(2) yaban sus ve rekombinant susta lon geninin
ekspresyon diizeyi.

7.7. Homolog Lon Ekspresyonunun Protein Seviyesinde
Gosterilmesi

Cok kopyali olan pSPG plazmid vektorii tizerindeki lon geninin S. coelicolor

A3(2)’de protein diizeyinde ifadesinin gosterilmesi amaciyla yaban tip hiicre (WT) ve
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lon’u ¢ok kopyali olarak ifade eden rekombinant hiicre hattt (WT+LON) %0.1 gliserol
ile uyarilmastir.

Fermentasyon sonucunda alinan hiicre 6rneklerinden elde edilen proteinler SDS-
PAGE’de yiriitilmiistiir (Sekil 7.19). Commasie blue boyast ile boyanan protein
jelinde lon genini ¢ok kopyali olarak tasiyan hiicre hatlart (WT+LON ve
WT+LON/0.1) yaban tip hiicre hattinda olmayan bir band profili gostermektedir.
Goriintiilenen jele gore lon ekspresyonu az da olsa yaban tip hiicre hattina gore daha
fazla olup yapilan klonlama calismasi sonucunda pSPG plasmid vektorii lizerinde olan

lon geninin eksprese oldugu kanitlanmustir.

Sekil 7.19: S. coelicolor A3(2) pSPG/lon rekombinant hiicrelerinin % 0.1 gliserol ile
uyarilmastyla elde edilen 24 ve 48. Saat protein ornekleri. M. Protein marker
(Fermantas SM0671).

7.8. Lon Ekspresyonunun Antibiyotik Uretimine Etkisi

Antibiyotik tiretiminin dl¢iilmesi amaciyla yapilan fermentasyon deneyi R2YE
besiyerinde gergeklestirilmis olup rekombinant hiicrelerin bulundugu kiiltiirlere

apramisin (50 pg/ml) antibiyotigi eklenmistir. 3 tekrarli yapilan antibiyotik 6l¢lim
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deneyinde % 0.1 gliserol ile indiiklenen ve indiiklenmeyen yaban tip ve rekombinant
hiicreler 120 saat boyunca inkiibatorde biiyiitiilmistiir. Her 24 saatte kiiltiirlerden
ornek alinarak biiyiime grafigi (Sekil 7.20) ve antibiyotik 6l¢lim grafigi (Sekil 7.21 ve
Sekil 7.22) olusturulmustur. Hiicrelerin 120 saatlik biiyiime profili incelendiginde
cogunlukla gliserol ile uyarilmanin hiicrelerde biliylimeyi tetikledigi ve ozellikle 48.
saatten sonra lon’u fazla ifade eden hiicre hattinin (WT+LON/%0.1 Gliserol)
biiyiimesinin tetiklendigi goriilmiistiir. Gliserol ile uyarilan yaban tip hiicrelerin
gliserol ile uyarilmayanlara kiyasla daha cok biiyldiigi gozlenmistir. Ayrica
rekombinant plazmidleri i¢eren hiicrelerin yaban tip hiicrelere kiyasla biiylimelerinin

tetiklendigi goriilmiistiir.

S. coelicolor Biiyiime Egrisi
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Kuru Agulik (mg)
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0 24 48 72 96 120

Zaman (Saat)

WT WT/%0.1 Gliserol WT+pSPG  ——WT+pSPG/%0.1 Gliserol =——WT+LON —WT+LON/%0.1 Gliserol

Sekil 7.20: Yaban tip ve rekombinant S. coelicolor A3(2) hiicrelerinin zamana bagli
bliylime egrisi.

%0.1 gliserollii ortamda biiytitiilen rekombinant ve yaban tip hiicrelerin spesifik
aktinorhodin aktivitesi kiyaslandiginda; ozellikle 72. saatten itibaren aralarinda
istatistiksel agidan anlamhi bir fark oldugu gorilmistir (p-degeri < 0.05).
Rekombinant hiicreler, yaban tip suslara gore ~15-25 kat daha fazla aktinorhodin

tiretmistir. Ozellikle 120. saate bakildiginda gliserol ile uyarilmis rekombinant susun
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gliserol ile uyarilmig yaban tip hiicreye gore aktinorhodin antibiyotigini 25 kat daha

fazla tirettigi gozlenmistir (Sekil 7.21).

AKTINORHODIN

35
30
25
20

15

Spesifik aktivite (nM/ing)

10

Zaman (Saat)

—WT WT/%0.1 Gliserol WT+pSPG WT+pSPG/%0.1 Gliserol =———=WT+LON ====WT+LON/%0.1 Gliserol

Sekil 7.21: Yaban tip ve rekombinant S. coelicolor A3(2) hiicrelerinin aktinorhodin
antibiyotigini liretme profilleri.

Undesilprodigiosin antibiyotiginin spesifik aktivitesinin incelenmesinde yine
bagimli orneklem testi uygulanmistir. Test sonucunda gliserollii ve gliserolsiiz
ortamda biiyiitiilen yaban tip hiicrelerin undesilprodigiosin aktivitelerinde anlamli bir
farklilik bulunmustur. Ozellikle 48. saat itibariyle lon’u ¢ok kopyali olarak ifade eden
rekombinant susun yaban tip ve pSPG plazmidini tasiyan suglara gére ¢ok fazla
antibiyotik irettigi ve bu oranin bazi saatlerde 21 kata kadar yiikseldigi
gozlemlenmistir. 96. saate kadar antibiyotik iiretim profilleri benzerlik gosteren
suslarda, bu saatten sonra lon’u ¢okea ifade eden susta antibiyotik iiretiminde ani bir
artig gorilmistiir (Sekil 7.22).

Sonug olarak, lon’nun yiiksek diizeyde ifade edildigi rekombinant hiicreler her

iki antibiyotigi de ayn1 kosuldaki yaban tip hiicrelerden daha fazla tiretmistir.
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Sekil 7.22: Yaban tip ve rekombinant S. coelicolor A3(2) hiicrelerinin
undesilprodigiosin antibiyotigini iiretme profilleri.

7.9. Farkh Besiyerlerinde Lon Yiiksek Ifadesinin Antibiyotik
Uretimine EtKkisi

lon genini ¢ok kopyali olarak bulunduran S. coelicolor A3(2) rekombinant
hiicresinin farkli besiyerlerindeki biiylime, sporlanma ve antibiyotik tiretim profilini
gozlemlemek tizere petri kaplarinda hazirlanmig olan R2YE, TSA, NBM besiyerlerine
ekim yapilmistir (Sekil 7.23, Sekil 7.24 ve Sekil 7.25). TSA besiyerine ekilen
rekombinant susun yaban tip hiicreye gore daha erken sporlanmaya basladigi ve
antibiyotik tretimi agisindan ciddi bir artis gosterdigi gézlenmistir. Kontrol olarak
kullanilan pSPG plazmidini tagiyan rekombinant susun da yaban tip hiicreye gore daha
fazla antibiyotik tirettigi gézlemlenmis ancak lon’u ¢ok kopyali tagiyan rekombinant

susa gore daha az bir tiretim profili sergilemistir (Sekil 7.25).
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3.GUN 4.GUN 5.GUN 6.GUN 7.GUN 10. GUN 11.GUN  12.GUN  13.GUN

WT

WT+pSPG

WT+LON

Sekil 7.23: WT, WT+pSPG ve WT+LON hiicre hatlarinin TSA besiyerinde
sporlanma ve antibiyotik tiretim profilleri.

R2YE zengin besiyerinde biiyiitiilen rekombinant susun yaban tip hiicreye gore
daha erken antibiyotik trettigi ve sporlanmaya basladigi gozlemlenmistir. TSA
besiyeri ile karsilastirildiginda R2YE besiyerinde ti¢ farkli hiicre hattinin daha ¢ok
antibiyotik tUrettigi gozlemlenmistir. Stvi R2YE besiyerinde WT+LON hiicre hattinin
her ne kadar ¢ok daha fazla antibiyotik tirettigi gézlemlense de kati R2YE besiyerinde
blyiitilen WT+pSPG ve WT+LON hiicre hatlarinin antibiyotik iiretimi agisindan
benzerlik gosterdigi saptanmustir (Sekil 7.26).

3.GUN 4.GUN 5.GUN 6. GUN 7.GUN 10.GUN  11.GON 12.GUN  13.GUN

WT

WT+pSPG

WT+LON

Sekil 7.24: WT, WT+pSPG ve WT+LON hiicre hatlarinin R2YE besiyerlerinde
sporlanma ve antibiyotik tiretim profilleri.

NBM minimal besiyerine ekilen hiicrelerin TSA besiyerindeki hiicrelere gore

daha az biiyiidiigii ve antibiyotik liretmedigi gozlemlenmistir. NBM besiyerinde lon’u
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cok kopyali olarak ifade eden susun yaban tip hiicreye gore daha iyi biiylidiigi ve

sporlanma evresine daha erken gectigi gozlemlenmistir (Sekil 7.27).

3.GUN 4.GUN 5.GUN 6. GUN 7.GUN  10.GUN 11.GUN  12.GON

WT

WT+pSPG

WT+LON

Sekil 7.25: WT, WT+pSPG ve WT+LON hiicre hatlarinin NBM besiyerlerinde
sporlanma ve antibiyotik lretim profilleri.
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8. TARTISMA VE SONUC

ATP bagimhi Lon proteaz, bakterilerin hiicresel farklilasmasi da dahil olmak
tizere farkli fizyolojik siireclerde 6nemli roller oynayan enzim olup stres yaniti
regulonu olan HspR/HAIR’1n bir pargasidir. Bakterilerden insana kadar ATP bagiml
Lon proteaz, protein kalite kontroliinde énemli enzimlerden biridir. Bu ¢alisma, S.
coelicolor A3(2) lon geninin E. coli’de heterolog ekspresyonu ve S. coelicolor
A3(2)’de homolog ekspresyonu i¢in yapilan ¢caligmalar1 kapsamaktadir.

Oncelikle S. coelicolor A3(2) lon geni, E. coli’de bir ekspresyon vektdrii olan
PET6XHN-C’de HindIII restriksiyon enzim kesim bdlgesine klonlanmig fakat farkli
konak hiicrelerle yapilan tim denemelerde lon geninin protein seviyesinde ifade
edildigine dair herhangi bir bulguya rastlanilmamistir. Heterolog ekspresyon
calismalarinda yasanilan en onemli problemlerden birinin klonlanan genin kodon
dizileri ile klonlamanin yapildigr konak hiicrenin kodonlar1 taniyan t-RNA’larinin
uyusmamasidir [96]. Bu bilgi dahilinde, GenScript sirketi araciligr ile lon geninin
protein seviyesinde ekspresyonunu kolaylastirmak iizere kodon optimizasyonu
yaptirilmigtir. pET28a(+) plazmid vektériine klonlanmis olan optimize lon geni (lon°")
cesitli E. coli ekspresyon hiicrelerinde ve farkli IPTG konstrasyonlarinda uyarilmasina
ragmen protein seviyesinde yine ekspresyona rastlamlmamustir. lon® geni T7
promotoru iceren pET6XxHN-N plazmid vektoriine klonlanmig ve bu rekombinant
plazmid kullanilarak farkli E. coli suslarinda ekspresyon deneyleri yapilmistir. Yapilan
tiim deneylerde protein seviyesinde rekombinant susla yaban sus arasinda bir farklilik
goriilmemistir.

Baneyx ve ark.’nin belirttigi gibi E. coli’de heterolog olarak ifade edilen biiyiik
ve fazlaca domaine sahip olan proteinlerin tranlasyon asamasinda tam olarak ifade
edilemedigi bunun i¢in bazi modiilatér ve saperonlarin gerekli oldugu sdylenmistir
[97]. Bununla beraber katlanma problemlerinin goriildiigii ve yanlis katlanan
rekombinant proteinlerin konak hiicrede inkllizyon pargaciklari olusturdugu
bilinmektedir [98]. E. coli’deki basarisiz ekspresyon caligmalarinin sebebi olarak
yanlig katlanan proteinlerin hiicre igerisinde inkliizyonlar halinde birikmesinden
kaynaklandig1 diistiniilerek tez calismasina, lon geninin S. coelicolor A3(2)’de

homolog ekspresyon ¢alismalari ile devam edilmistir. Bunun i¢in 6ncelikle lon geni,
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tizerinde S. clavuligerus’a ait gliserol ile uyarilabilen Pgpr promotoru bulunan E. coli-
Streptomyces mekik vektorii pSPG’ye klonlanmis ve S. coelicolor A3(2)’ye
konjugasyon yontemi ile aktarilmistir. Rekombinant susta lon’un yiiksek diizeyde
ifade edildigi RTqPCR ile gosterilmis ve Lon yliksek iiretiminin bakteriyel biiyiimeyi
baskilamadigi gozlenmistir. Hatta besiyerine antibiyotik eklenmesine ragmen
rekombinant susun yaban tip hiicrelerden daha iyi biiyiidiigli gézlenmistir. Ayrica,
besiyerine eklenen gliseroliin yaban tip hiicrelerde de belli saatlerde biiylimeyi tesvik
ettigi gozlenmistir. Ilic” ve arkadaslar1 da gliseroliin Streptomyces hygroscopicus CH-
7 susunda biiyiimeyi tetikledigini gostermislerdir [99]. Bizim bulgularimizin tersine E.
coli gibi canlilarda lon’un yiiksek seviyede ifadesinin biiyiimeyi negatif olarak
etkiledigi bulunmustur [17], [33]. Streptomyces’lerin farkli gelisim evrelerine sahip
cok kompleks bir yasam dongiisiine sahip olmalar1 sebebiyle, metabolizmalarini E.
coli’den farkli olarak diizenlendikleri i¢in boyle bir farkliligin bulunmasi normal
karsilanmistir.

Rekombinant susta yaban susa gore aktinorhodin antibiyotiginde 25 kat ve
undesilprodigiosin antibiyotiginde 21 kat daha fazla antibiyotik iiretimi
gozlemlenmistir. Genomunda ektra 1 kopya lon geni bulunan S. coelicolor A3(2)’nin
(Sco-pRAIlon) da ayni antibiyotikleri sirasiyla 34 ve 9 kat daha fazla tirettigi
bilinmektedir [103]. Bu tez ¢alismasinda olusturulan rekombinant susun aktinorhodin
tiretiminin, Demir ve arkadaslarinin (2019) bulgularindan daha az oldugu
bulunmustur. Bu durum, lon’un plazmit {izerinde yiiksek ifade edilmesi yiiziinden,
hiicre i¢inde metabolik bir diizensizligin olusmus olmasindan kaynaklanabilecegi
diistiniilmiistiir. Ayn1 zamanda rekombinant plazmidin hiicre iginde stabil kalabilmesi
icin eklenen antibiyotigin de bu farka sebep olmus olabilecegi ihtimali iizerinde
durulmustur.

Rekombinant susta Lon’un yiiksek konsantrasyonda bulunmasinin biiylimeyi
olumsuz etkilememesi, hatta tesvik edici olmasi, bununla beraber yiiksek diizeyde
antibiyotik iiretmesi, biiylime ve ikincil metabolit iiretimi arasindaki iligki
diistintildiiglinde ilging bir bulgudur. Sinirlandirilmis cevap mekanizmasinda Lon
proteazin amino asit aglig1 stresi sirasinda amino asit kaynagi olusturmak tizere protein
degradasyonu yapmak gibi ¢ok énemli bir gorevi vardir. S. coelicolor A3(2)’de ¢ok
kopyali olarak lon’un bulunmasi, dogrudan protein degradasyonu yoluyla antibiyotik
biyosentezi i¢in daha fazla onciiliin iiretilmesini saglayarak tiretimi arttirmis olabilir.

Ayrica, hiicre stres altindaysa, stres ile sentezlenen alarmonlarin (ppGpp ve
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pppGpp'in), aktinorhodin de dahil olmak {izere bazi sekonder metabolitlerin Onciisii
olan birka¢ amino asit biyosentetik geninin transkripsiyonunu dogrudan uyardigi da
gosterilmistir [95]. Ama hiicre ¢ok stres altindaysa biiylimesinin de etkilenmesi
gerektigi halde bu ¢alismada, rekombinant hiicrenin biiyiimesinin olumlu etkilendigi
bulunmustur. Rekombinant hiicredeki stres ile ilgili genlerin transkripsiyonel analizi
ile bu durum aydinlatilabilir.

Yiiksek miktarda sekonder metabolit iireten stabil Streptomyces suslarinin
gelistirilmesi, biyoteknoloji alaninda oldukga dikkat ¢ekici hale gelmistir. Bilgimiz
dahilinde S. coelicolor A3(2)’nin tirettigi renkli antibiyotik olan aktinorhodin medikal
alanda kullanilmamasina ragmen son zamanlarda toksik etkiye sahip boyalar yerine
endiistride kullanilmak {izere test edildigi bilinmektedir [102]. Bu ¢ercevede, tez
calismasi kapsaminda elde edilen yiiksek antibiyotik tireticisi susun endiistriyel alanda
kullanilma potansiyeli olabilir.

Gelecekteki calismalarda, bu rekombinant susun daha detayli karakterize
edilmesiyle, Lon’un, Streptomyces’lerin morfolojisini ve hiicre béliinmesini nasil
etkiledigi, daha farkli metabolik yolaklar etkileyip etkilemedigi ortaya g¢ikarilabilir.
Bu ¢alismada her ne kadar lon geninin protein seviyesinde ekspresyonu gosterilmigse
de iretilen proteinin islevsel olup olmadigi incelenmemistir. Sonraki ¢aligmalarda,
saflastirilan proteinin aktif Lon proteaz oldugu gosterilmelidir. Ayrica kapsamli bir
aragtirmayla, yiiksek seviyede lon ifadesinin hiicrenin genel proteomuna etkisi
incelenebilir.

Ozetle bu tez calismasinda, sinirlandirilmis cevapta énemli rol oynayan ve
protein yikimindan sorumlu olan Lon proteazi kodlayan gen, S. coelicolor A3(2)’de
yiiksek diizeyde ifade edilmis ve rekombinant susun antibiyotik iiretiminde ciddi bir

artis saglanmistir.
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