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OZET

Enfeksiyon hastaliklarinin ana kaynagi olan bakterilerin islahi konusunda
karsilagilan en biiyiik problem bakterilerin adaptasyon gosterip diren¢ kazandigi
antibiyotiklerdir. Antibiyotik direngliliginin her gegen giin arttig1 gercegine ragmen,
antibiyotiklerin medikal énemi ve ticari degeri tartisilamaz. Giiniimiizde kullanilan
antibiyotiklerin yaklasik dortte ii¢li Streptomycetes’ler tarafindan iiretilmektedir.
Antibiyotik iiretimi, genel olarak farklilasma, besin kithgr ve/veya farkli bir
organizmanm varh@ gibi kosullardan etkilenir. Inorganik fosfatlarin birbirine
eklenmesi ile olusan polifosfat (poliP) polimerinin de antibiyotik iiretimine etkisinin
oldugu siirli sayida ¢alisma ile gosterilmistir.

Bu c¢alisma kapsaminda, poliP sentezinden sorumlu ana gen olan ppk
(polifosfat kinaz) Streptomyces coelicolor’un ikincil metabolit {iretme kapasiteleri
birbirinden farkli olan M145 ve A3(2) suslarindan silinmis ve mutasyon PZR ve
southern blot ile dogrulanmistir. A3(2) Appk mutantinin yaban tipten yaklasik 8.5
kat, M145 Appk mutantinin ise yaban tipten yaklasik 2.6 kat daha fazla aktinorhodin
drettigi bulunmustur. Suslarin PHB biriktirme kapasitelerinde anlamli bir fark
bulunamamis ancak mutant hiicrelerdeki TAG miktarinin yaban suslardan daha az
oldugu gozlenmistir. Mutant A3(2) susunun R2YE’de sporlanmas1 dikkat ¢cekmistir.
Bu tez ¢aligmasinda elde edilen mutant suglar antibiyotik iiretimi ve polifosfat
metabolizmasi arasindaki iliskiyi aydinlatmaya yonelik ¢aligmalarda kullanilacak

olmas1 bakimindan deger tasimaktadir.

Anahtar Kelimeler: Streptomyces coelicolor, antibiyotik, ppk, polifosfat, A3(2)
M145.



SUMMARY

The biggest problem in the treatment of bacteria that cause infection diseases is
the antibiotic resistance that bacteria gain through adaptation. Despite the fact that
antibiotic resistance increases day by day, the medical and commercial value of
antibiotics cannot be discussed. About three-quarters of antibiotics that we use today
are produced by Streptomycetes. Antibiotic production is generally affected by
conditions such as differentiation, nutrient shortage and/or the presence of a different
organism. A limited number of studies have shown that polyphosphate (polyP)
polymer formed by the incorporation of inorganic phosphates also has an effect on
antibiotic production.

In this study, the main gene responsible for polyP synthesis, ppk
(polyphosphate kinase), was deleted from Streptomyces coelicolor M145 and A3(2)
strains, which are different from each other by their secondary metabolite producing
capacities. Mutation was confirmed by PCR and southern blot. It was found that
A3(2) Appk mutant produced about 8.5 times more actinorhodin than the wild type,
and M145 Appk mutant produced about 2.6 times more actinorhodin than the wild
type. There was no significant difference in PHB accumulation between strains,
however the amount of TAG in mutant cells was less than the wild type strains. It has
been noted that the mutant A3(2) strain is sporulated in R2YE. The mutant strains
obtained in this thesis are valuable in the sense that they will be used in future studies
to elucidate the relationship between antibiotic production and polyphosphate

metabolism.

Keywords: S. coelicolor, antibiotic, ppk, polyphosphate, A3(2), M145.
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TESEKKUR

Tez calismam boyunca tecriibesi, anlayisi ve sabriyla beni dinleyip bana
katlanan ve yasanan biitiin olumsuzluklara ragman her zaman ¢alismam konusunda
beni motive edip bana giivenen, giiler yiiziiyle destegini her zaman hissetigim degerli
hocam Prof. Dr. Sedef TUNCA GEDIK ’e sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Laboratuvarda birlikte ¢alismaktan biiyiik mutluluk duydugum c¢alisma
arkadaslarim (Miiberra Fatma CESUR, Miige Didem ORHAN, Aslt BAYRAKTAR,
Halil YILMAZ, Nagihan GENEL, Buse CINAR ve Zeynep Tansu ATASAVUM) ile
bilgi ve tecriibeleriyle her daim yanimizda olan degerli hocalarima (Ars. Gor. Tugrul
DORUK, Ars. Gér. Zeynep GIRGIN ERSOY, Ars. Gor. Zeynep DEMIR OKSUZ,
Ars. Gor. Tuba KORKMAZ ve Ogr. Gor. Serif YILMAZ) tim maddi, manevi
desteklerinden dolay1 tesekkiirii bir borg bilirim.

Ayni laboratuvari paylastigimiz, bizden ictenlik ve giiler yiiziinli esirgemeyen
sevgili hocam Yrd. Dog. Dr. Inci OZDEMIR e ¢ok tesekkiir ederim.

Benden manevi destegini hic esirgemeyen sevgili arkadaglarim Berker Atagiin,
Sahika Hanci, Ridvan Cakmakgi, Onur Ozden, Ersin Ceylan, Yigit Koray Babal,
Erdem Ergiin, Mecbure Nur Akg¢a, Furkan Kogogullari, Mesut Bunaldi’ya ve bu
hayattan erken emekli olmus F. Ali Tiirk, Vedat Ellidokuzoglu, Ahmet Enes Giirbiiz,
Alparslan Karagiiney, Emre Ozgiin, Nurullah Giindogdu’ya minnetlerimi sunarim.

Son olarak, beni biiylitlip yetistiren, sadece bu calisma boyunca degil biitiin
yasamim boyunca yanimda olup kosulsuz beni destekleyen annem, babam ve

abilerime sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

Streptomycetes tiirleri toprak bakterileri olup gram pozitif filamentoz yapilar
ile vejatatif olarak {ireyen aerobik sporlu bakterilerdir. Streptomycetes’ler
biyoteknolojik ve medikal degeri olan birgok ikincil metaboliti tretebilmekte ve
kullanilan antibiyotiklerin dortte iigiinii {ireten canlilar olmalar1 bakimindan dikkat
cekmektedirler. Ozellikle antibakteriyel, antifungal ve antiparazitik ilaglarin ve
immiinosupresan ve antitiimor ajanlar1 gibi birgok biyoaktif materyalin iiretiminde
genis capta kullanimi Streptomycetes’leri biyoteknolojinin vazgecilmez canlilari
kilmaktadir [33], [32]. Medikal ve biyoteknolojik degeri ¢ok yiiksek olan bu tiir
bakteriler bircok bilim insani tarafindan model organizma olarak kullanilmaktadir

62].
1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve I¢cerigi

Inorganik fosfatin ikincil metabolizma iizerindeki negatif etkisi bircok ¢alisma
ile gosterilmistir [51], [23], [64]. Chouayekh ve Virolle hiicrede polifosfat
sentezinden sorumlu temel gen olan ppk genini silerek elde ettikleri S. lividans TK24
mutant susta kati besiyerinde antibiyotik iiretiminde artis gormiisler, bdylece
PPK’nin bu organizmada antibiyotik iiretimini negatif yonde etkiledigini iddia
etmislerdir [49]. ppk geni silinmis S. coelicolor A3(2) susu (Appk) daha Once
laboratuvarimizda hazirlanmis, yaban susa gore daha fazla antibiyotik iirettigi sivi
kiiltirlerde olgiilerek gosterilmis ve ppk’nin ikincil metabolizmaya negatif etkisinin
bu sus i¢in de gegerli oldugu bulunmustur [70].

S. coelicolor M 145 susu, S. lividans ya da S. coelicolor A3(2)’ye gore ¢ok daha
fazla antibiyotik {iretmektedir. Antibiyotik iiretimi ile polifosfat metabolizmasi
arasindaki iliskiyi aydinlatmaya yonelik caligmalar kapsaminda PPK’nin, yiiksek
antibiyotik iireticisi bir susta da ayni negatif etkiyi gosterip gostermeyecegi merak
konusudur. Bu tez ¢aligmasinda, A3(2) susuna gore daha fazla antibiyotik iirettigi
bilinen M 145 susunda ppk geninin PCR temelli bir metod ile silinmesi, mutasyonun
dogrulanmasi ve elde edilen mutant susun A3(2) Appk susu ile karsilastirilarak

karakterizasyonu amaglanmistir. Laboratuvar stoklarimizda bulunan ppk geni

1



silinmis S. coelicolor A3(2) susunun iiretilmesinde sorunlar yasandigindan, tez
calismasi kapsaminda s6z konusu A3(2) mutant susun, M 145 mutant susu ile beraber
tekrar olusturulmasi planlanmistir. Yiiksek antibiyotik treticisi S. coelicolor M145
susunda ppk delesyonunun ikincil meabolizmaya etkisi ilk defa bu tez ¢alismasiyla

gosterilecektir.



2. POLIFOSFAT POLIMERI

Organizmalar yasamsal faaliyetlerine devam etmek i¢in enerji gerektiren
temel biyosentez ve sinyal iletimini siirdiirebilmek amaciyla yiiksek enerjili fosfat
kaynagina ihtiya¢ duyarlar. Fosfat, hiicrelerde ortofosfat, serbest fosfat ve
polifosfat (poliP) olarak bilinen uzun zincirler formunda bulunur [2]. PoliP hiicre
igindeki gorev ve yapisina gore uzunlugu 3 ile 1000 arasinda degiskenlik gosteren
fosfat [PO*] gruplarinin birbirine yiiksek enerjili fosfoanhidrit (P—O—P) baglar ile
eklenmesiyle olusan dogrusal, negatif ytiklii polimerlerdir [1].

Kimyasal yapilar1 goz oOniine alindiginda poliP ¢ smifa ayrilir:
metafosfatlar, lineer polifosfatlar ve son olarak, dalli polifosfatlar (ultra fosfatlar)
(Sekil 2.1) [5]. PoliP’nin, volkanlarin ve okyanuslarin derinlerinde bulunan
hidrotermal yariklar gibi sicakligin olduk¢a yiliksek oldugu kosullarda fosfat
kayaglarinin dehidrasyonu ile olustugu bilinmektedir. Bu nedenle, prebiyotik
zamanlardan beri mevcut oldugu tahmin edilmekte ve bununla birlikte poliP’nin
makromolekiillerin bir araya getirilmesinde polianyonik, yiiksek enerjili iskelet
olarak gorev aldig1 diistiniilmektedir [1], [6]. Biitiin bu bilgilerin 1s181nda yagamin
kokenleri hakkinda spekiilatif bir yorumla, poliP’yi iceren ve kullanabilen bir
vezikill tarafindan kazanilmis bir 6zelligin bugiinkii fosfat diinyamizin kaynagi

haline geldigi diisiiniilebilir [1].
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Sekil 2.1: Ug ana poliP grubunun yapisal gdsterimi a) Lineer polifosfatlar, b)
Metafosfatlar ve c) Dall1 polifosfatlar.



19. yiizyilin sonunda Babes tarafindan kesfedilen, ancak birka¢ yillik aktif
calismadan sonra diger fosil molekiiller gibi poliP ile ilgili ¢alismalar da rafa
kaldirilmistir [4]. RNA ve DNA gibi diger daha karmasik polianyonlarin evrimi
sirasinda olusan bir kalinti, hatta kayip bir dal olarak kabul edilmistir [2], [3]. Bunun
temel nedeni, hiicrede 6nemli bir metabolik rol oynadigmni gosteren kanitlarin
eksikligi ve diisiik konsantrasyonlarda poliP’nin varligim1 ve boyutunu belirlemek
igin gerekli yontemlerin heniiz kesfedilmemis olmasidir [2].

Polifosfat; arkea, bakteriler, algler, mantarlar, protistler, bitkiler, bocekler ve
memeliler gibi biitiin canli organizmalarda bulunan ve canlinin bir¢ok yasamsal
faaliyetinde rol oynayan onemli bir polimerdir [1], [5], [7]. Canli organizmalar
arasinda bu yaygin dagilimin yani sira, poliP rezervlerinin miktar1 ve kimyasal
yapisi, tiirlere ve belirli biiylime kosullarina bagli olarak degisebilir. Genel olarak,
prokaryotlar ve protistler, ¢ok hiicreli Okaryotlarla karsilastirilinca daha yiiksek
oranda poliP biriktirebilirler [5].

Inorganik fosfat zincirleri, potansiyel fosforile edici ajanlar olarak hem aktif
alkil gruplart hem de amino asitler ile reaksiyona girerek yag asitleri ve
polipeptidlerin iiretiminde rol oynamalarinin yani sira PoliP’nin hem prokaryotik

hemde oOkaryotik hiicrelerde ¢ok sayida gorevi vardir. Bunlar listeleyecek olursak

[1]1, [5]. [7], [16], [31];

e Fosfor deposu olarak kullanilir, hiicrelerde fosfor homeostazisinde gorev alir
ve bunlarin disinda biyosferdeki fosfor dongiisiine katilir.

e Ihtiyag halinde kullanilmak {izere enerji deposu olarak kullanilir.

e Agir metal detoksifikasyonunda selatlayici ajan olarak kullanilir.

e Duragan biiylime fazinda ve organizmanin maruz kaldigi cesitli stres
kosullarinda hiicrenin adaptasyon ve ilgili yanitin olusumunda gorev alan
genlerin ifadesinden sorumlu olan bakterilerde bir RNA-polimeraz alt birimi
olarak islev gosteren RpoS’in ¢esitli sigma faktorleri yardimiyla sentezinin
indiiklenmesi ve kontroliinde gorev alir.

e Bakteriyel hiicre hareketinin diizenlenmesi, biyofilm olusumu, sporulasyon ve
viriilans gibi hiicrenin yasamsal faaliyetlerinin diizenlenmesinde gorev alir.

e Ogzellikle amino asit kithg gibi stres kosullarinda devreye girerek

sinirlandirilmis cevabin RelA, SpoT ve Lon ile birlikte diizenlenmesinde
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gorev alir. Alarmonlarin (ppGpp) hiicre icindeki seviyelerini diizenleyerek
hiicre i¢indeki ikincil mesajlarin olusumunu kontrol eder.

e Organizmalarin birgogunda hiicre i¢i tasima islemlerinde gorev alan
poliP/poli-B-hidroksibutirat/Ca?* kanallarinin olusumunda gorev alir.

e Mayalarda  glukoz  transferaz ~ enzimleri,  ribozom  proteinlerin
pargalanmasindan sorumlu Lon-proteaz, bakterilerdeki SulA/SfiA proteinleri
ve hayvanlarda bulunan bazi protein kinazlar1 igeren enzimlerin aktivitelerinin
diizenlenmesinde rol oynar.

e PoliP, ozellikle patojenik bakterilere ve gidalarin bozulmasma sebep olan
bakterilere kars1 antiseptik 6zellikler gostermektedir.

o (Cesitli mikroorganizmalarda su tutucu olarakkullanilir bununla birlikte
endistriyel olarak atik sularin temizlenmesinde de kullanilir.

e Insanda kemik dokusu gelisimi de dahil olmak iizere biomineralizasyona
gorev aldigr tespit edilmistir.

e Kan pihtilagmasi mekanizmasinda ve apoptozda gorev aldigi tespit edilmistir.

2.1. Prokaryotlarda Polifosfat Sentezi

Prokaryotlarda ve bazi mikrobiyal 6karyotlarda da poliP esas olarak polifosfat
kinaz 1 (ppkl; polifosfat: ADP fosfotransferaz) ile sentezlenir. Bu enzim ATP’den
enerji bakimmdan zengin y-fosfatin geri doniisiimlii transferini katalize eder ve poliP

zincirini uzatir. Reaksiyon iki yonliidiir ancak genellikle sentez yoniinde ilerler [8],

[5]
- poliPy + ATP «> poliPns1 + ADP (2.1)

ppk1, fosfotransferazlar siiper ailesinin bir tiyesidir ve ATP kullanilarak poliP
sentezinde, niikleosidifosfat kinaz sentezinde, guanosin 5'-tetrafosfat sentezinde
gorev alir ve otofosforilasyon da yapabilir [9], [5]. Yapilan birgok ¢alisma ppkl’in
hiicre icinde yasamsal faaliyetlerin diizenlenmesinde rol alan 6nemli bir enzim
oldugunu gostermistir. ppkl eksikligi bilyiimenin duragan evresindeki birgok

bakterinin hiicresel canliligina ve 1s1, UV, pH, antibiyotik gibi c¢esitli stres



faktorlerine karsi etkili cevaplar olusturmasina ciddi oranda zarar vermistir [1], [10].
Benzer sekilde, ppkl geni silinmis bakteriyel mutantlarin hiicre hareketliliginde,
quorum sensing mekanizmalarinda, biyofilm olusumu ve viriilans gibi yasamsal
faaliyetlerini etkileyen o6zelliklerinde bozulmalar meydana geldigi gosterilmistir.
Bazi mutant hiicrelerin sekillerinde ve hiicre duvarlarinda yapisal kusurlar da
gozlenmistir [10], [11], [12], [13].

Fraley ve arkadaslarimin Pseudomonas aeruginosa ile yaptigi calismayla
ppk1’in, poliP sentezinden sorumlu tek enzim olmadigi anlagilmistir [11]. Ciinkii
poliP sentezinin temel enzimi olan ppk1’in eksikligine ragmen, mutant hiicrelerdeki
poliP’nin yaban tip (YT) hiicrelerdeki poliP’nin %20’si kadar oldugu goriilmiis ve bu
alternatif enzim ppk2 olarak adlandirilmistir. ppkl ile benzer sekilde, ppk2’ye de
bitkilerde ve metazoanlarda rastlanmamis ve bakteriyel patojenlerin viriilansinda rol
oynadigi gosterilmistir. Yine Appk2 mutanlarinin ozmotik, besin kitligi, aerobik ve
antimikrobiyal stres kosullarinda yasamsal faaliyetlerine devam edemedikleri
gozlenmistir [1], [16], [17]. ppk2’nin gosterdigi aktivite iki yonden ppkl’den
farklidir. Birincisi ppkl sadece ATP’yi kullanabilirken, ppk2 GTP ve ATP’yi esit bir
bigimde verimli olarak kullanabilir. ikinci olarak da ppk2 poliP sentezinde Mn2*
yerine Mg?* tercih etmektedir [14]. Bunun yaninda ppk2 poliP: AMP fosfotransferaz
ve poliP: ADP fosfotransferaz olarak da gorev yapabilir [15].

- poliPn +AMP <poliPn1 + ADP (2.2)

PPK2’nin katalizledigi poliP’den GTP sentezlenmesinin (poliP odakli niikleosit
difosfat kinaz aktivitesi, PNDK) ters reaksiyon olan GTP’den poliP

sentezlenmesinden 75 kat daha hizli oldugu da gosterilmistir [14].
2.2. Okaryotlarda Polifosfat Sentezi

Bir civik mantar olan D. discoideum, ppkl homologuna (Ddppk1) sahip oldugu
bilinen birkag Okaryottan bir tanesidir [3], [1]. E. coli’nin ppkl’i ile
karsilastirildiginda, Ddppkl, ATP baglanmasi ve otofosforilasyon igin korunmus
bolgeler igerir ancak bilinen herhangi bir protein ile homolojiye sahip olmayan 370

amino asitlik bir N-terminal uzantisina sahiptir [1]. Ddppkl’in mutantlarinda
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gelisme, sporulasyon ve diger hiicreleri yeme (avcilik) faaliyetlerinde bozukluklar
oldugu ayrica sitokinesis ve hiicre boliinmesinin ge¢ asamalarinda hiicrelerde ¢esitli
defektler meydana geldigi goriilmiistiir. Neredeyse tiimii tek ¢ekirdekli olan yaban tip
hiicrelerinin aksine, Ddppkl mutant hiicrelerinin yaklasik %30’unun ¢ok g¢ekirdekli
oldugu tespit edilmistir [8], [1]. Ddppk1 icermeyen D. discoideum mutantlarinin ppk
aktivitesine sahip oldugu gozlenmis ve bu aktivitenin Ddppk2 tarafindan
gerceklestirildigi  gosterilmistir [8], [11]. Ddppk2 aktivitesine ozellikle yiiksek
miktarda poliP iceren ve hiicrelerdeki Ca?* akisinda gorev alan asidokalsizomlarda
rastlanmistir [18]. Hiicrede Ddppkl ile birlikte poliP seviyesinin diizenlenmesinden
sorumlu olan Ddppk2 enziminin, ayn1 zamanda aktin benzeri bir filamenti polimerize
eden aktin-iliskili bir protein (Arp) kompleksi olarak gorev aldigi gosterilmistir [1]
[8], [16].

Mayalarda, hiicre ¢eperinde yer alan mannan biyosentezinde gorev alan
Dolichyl Diphosphate (polifosfat fosfotransferaz) ve Neurospora crassa’da poliP
sentez aktivitesi gosteren 3-fosfo-D-gliserol-fosfat (polifosfat fosfotransferaz)
proteinleri tespit edilmisse de heniiz izole edilip karakterize edilmedikleri ig¢in bazi
bilimsel otoriteler tarafindan poliP ile iligkileri gozardi edilmektedir. Bununla birlikte
yine mayalarda VTC4’iin ATP’den poliP sentezledigi goriilmiis, VTC4 proteini
olmayan mutant maya hiicrelerinin vakuollarinda poliP miktarinda 6nemli bir diisiis

goriilmistiir [16], [19], [20].
2.3. PoliP’yi Degrede Edebilen Enzimler

PoliP’y1 degrede edebilen baslica enzimler Endopolifosfataz (polifosfat
depolimeraz), Ekzopolifosfataz (polifosfat fosfohidrolaz), Polifosfat-Glukoz
Fosfotransferaz, NAD Kinaz ve PoliP: AMP Fosfotransferaz (PAP) enzimleridir.

PoliP’nin  pargalanmasinda ve hiicre i¢i poliP metabolizmasinin
diizenlenmesinde gorev alan en 6nemli enzimlerden biri olan Exopolifosfataz enzimi

poliP zincirinin ucundan Pi’yi uzaklastiran enzimdir.

- poliPy+ H20 — poliPn.1 + Pi (2.3)



Bakteriler biri ppx geni tarafindan digeri ise gppA geni tarafindan kodlanan
exopolifosfataz aktivitesine sahip iki proteine sahiptir [1], [16]. Pseudomonas’in
ppX’1 asir1 ifade eden mutant susunun biyofilm olusumunda ve kolonilerinin seklinde
baz1 kusurlara sahip oldugu gosterilmistir [24].

gppA geni tarafindan kodlanan enzim, seker kinaz/aktin/hsp 70 siiper ailesine
aittir. Bakteriler ve arkea arasinda yaygin olarak bulunur, degradasyon i¢in uzun
zincirli poliP tercih eder ve lineer poliP’yi 3’lii gruplara kadar ya da binlerce Pi
rezidiisine kadar hidrolize eder. Enzim ayrica asagidaki reaksiyonu gerceklestirerek
pppGpp (Guanozin 5’-trifosfat, 3’-difosfat) ve ppGpp (Guanozin 5’-difosfat, 3’-
difosfat) olarak bilinen alarmon molekiillerini sentezler. Bu alarmonlar stres
kosullarinda 6zellikle “stringent response” olarak bilinen amino asit aghigina bagh

bakteriyel hiicre cevabinin olusumunda 6nemli rol oynarlar [16], [25].

- Guanozin 5’- trifosfat, 3°- difosfat — Guanozin 5°- difosfat, 3° difosfat + Pi (2.4)

Aktivitesi ilk 6nce Mycobacterium phlei’de tespit edilen sonra diger birgok
bakteri tiirtinde varligi gosterilen Polifosfat-Glukoz fosfotransferaz enzimi fosfat

donorii olarak poliP’yi kullanarak glikoz fosforilasyonunu katalizler [16], [21].

- poliPy+ D-glukoz — poliPn.1 + D-glukoz 6-fosfat (2.5)

Brevibacterium ammoniagenes, Micrococcus luteus ve Corynebacterium
ammoniagenes gibi bazi bakteri tiirlerinde NAD Kinaz enzimi fosfat dondrleri olarak
hem ATP hem de poliP’yi kullanarak NAD’nin fosforilasyonunu katalize eder [16]
[22].

- poliPy + NAD—poliPy.1+ NADP (2.6)
- ATP +NAD — ADP + NADP (2.7)
Okaryotlarda ise Saccharomyces cerevisiae’nin exopolifosfatazi (PPX1) en iyi

calisilmig olan enzimdir. Daha sonra cesitli ortologlari mayalar, mantarlar ve

protistlerde de tanmimlanmig [16] olan PPX1’in hiicre zarinda, sitozolde ve
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mitokondriyel matrikste bulundugu belirlenmigtir [28]. ppxl geni silinmis
mutantlarin yaban tip ile karsilagtirildiginda hiicre i¢indeki polifosfatlarin miktar ve
Ozelliklerinde 6nemli degisiklikler olmadigi gézlenmis ve bunun nedeninin bir
endopolifosfataz olan PPN1 oldugu anlasilmistir [16], [27]. PPN1, Calcineurin
benzeri fosfoesteraz siiper ailesine ait olan bir bitopik transmembran protein olup
serbest Pi residiileri olusturmadan sadece uzun poliP molekiillerini daha kisa poliP
zincirlerine boler [29]. Enzim hayvan hiicrelerinde yaygin olarak bulunur ancak en

cok mayalarda goriilmektedir [1].

- poliP, + H2O — Oligopolifosfat (2.8)

Bir endopolifosfataz olan maya PPN1, zengin biiyiime kosullarinda, Mg?*
varliginda bir ekzopolifosfataz olarak davranir. Toksik agir metallerin bulundugu
ortamda, PPN1’in Co?* bagimli exopolifosfataz aktivitesi gosterdigi tespit edilmistir
[30].

PoliP’yi degrede edebilen diger bir enzim olan PAP (PoliP: AMP
Fosfotransferaz) polifosfattan kopardigi Pi’yi AMP’ye aktararak ADP olusumda
gorev alir [65].

AMP + Poly P, — ADP + Poly Py (2.9)



3.ACTINOMYCETES

Hem bakteri hem de mantar 06zelliklerini gdsteren Actinomycetes’ler
morfolojik Ozellikleri gdz Online alinarak 151n demeti (aktis) ve mantar (mykes)
anlamma gelen actinomyces olarak adlandirilmiglardir. Actinomycetes’ler gram
pozitif bakteriler olup yiiksek oranda G+C baz ¢iftine sahip DNA’lar1 bulunmaktadir.
Hem kara hem de su ekosistemlerinde ¢okca rastlanmakla birlikte genel olarak
toprak bakterileri olarak bilinmektedirler [33].

Actinomycetes’ler olii bitki, hayvan ve mantarlarin yapilarinda bulunan
karmasik polimer yapilarii ayrigtirarak dogada parcalanmasi uzun zaman alan
malzemelerin geri doniistimiinde 6nemli rol oynarlar. Kimi tiyeleri bitki, hayvan,
insan  patojeni  olan  Rhodococcus,  Streptomycetes,  Propionibacterium,
Mycobacterium vb. gibi 15 alt takima ayrilmistir. Sekonder metabolit {iretiminde
kullanildiklarindan biyoteknoloji i¢in oldukc¢a degerli bakteriler olarak kabul
edilirler. Tim biyoaktif mikrobiyal metabolitlerin %45’1 olan yaklasik 10.000
biyoaktif metabolit Actinomycetes’ler tarafindan tretilmektedir [32], [33]. Mevcut
klinik kullanimda olan ve dogal olarak bakteriler tarafindan iiretilen antibiyotiklerin
tcte ikisini ve bircok antikanser, antiparazitik ve antifungal bilesikleri
iiretebilmektedirler. Ozellikle Streptomycetes tiirleri, uygulamalari olan genis
yelpazede bircok faydali biyoaktif dogal {irlin {rettikleri icin endiistriyel olarak
onemli mikroorganizmalardir [32], [33]. Streptomycetes’lerin karmasik hayat
dongiistiniiniin  sicaklik, pH, CO2, O2 ve nem gibi diger cevresel faktdrlerden

etkilendigi bilinmektedir [32], [37].

3.1. Streptomycetes’lerin Fizyolojisi ve Antibiyotik
Uretimleri

Gram pozitif filamentli toprak bakterileri olan Streptomycetes’ler bilinen bes
ylizden fazla iiyesiyle Aktinomycet’ler ordosunun {iiyesi en ¢ok olan
Streptomycetaceae sinifindadir. 8 Mb uzunlugunda ve G+C baz ¢ifti oram yiiksek
(%70-78) lineer bir kromozoma sahip olan Streptomycetes’ler 6zellikle seliiloz, kitin,
ksilen, agar gibi gesitli polisakkaritleri hidrolize etme yeteneklerinden dolayi toprak

ekolojisinde anahtar rol oynarlar [32] [35], [34].
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Streptomycetes’ler doganin en yetkin kimyagerlerinden biri sayilir ¢iinki
antibiyotikler, immiin baskilayici ajanlar ve antikanser ajanlar1 gibi cesitli biyoaktif
ikincil metabolitleri yliksek miktarlarda tiretebildikleri i¢in medikal ve endiistriyel
calismalarda biiytik ilgi gormektedirler [32].

Streptomycetes’in yasam dongiisii, vejetatif hifler olusturacak sekilde biiyiiyen
bir sporun ¢imlenmesiyle baslar, daha sonra hiflerin biiyiime ve dallanma siireci ile
devam eder, son olarak karmasik dalli vejetatif miselyum ile sonuglanir (Sekil 3.1,
a). Bu klasik yasam dongisiiniin  yaninda Jones ve arkadaslarinin
Streptomycetes’lerin biiyiime ortaminda bulunan mantarlarin varligi ile birlikte
kesifsel (exploratory) biiyiime olarak adlandirdiklari yeni bir biiylime bigimini
baglattigint gostermislerdir [36]. Kesifsel biiylimede, Streptomycetes’in bilinen
yasam dongiisii olan vejetatif hif olusumu ile baslayip aerial hiflerin olusumu ile
devam eden sporulasyonla sonlanan yasam dongiisiiniin disina ¢iktigi gozlenmistir.
Explorer (kasif) ad1 verilen hiicrelerin dallanmayan vejetatif hifler gibi bliyltidiigii ve
kat1 besiyeri ylizeylerini hizli1 gegme yetenegine sahip oldugu gdsterilmistir. Kesifsel
bliyiimenin klasik Streptomycetes yasam dongiisii i¢in kritik olan gelisim
diizenleyicilerinden bld ve whi gen gruplarina ihtiyag duymadigi gosterilmistir (Sekil
3.1, b) [36].

low glucose
amino acids
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Sekil 3.1: Streptomycetes’in klasik ve kesifsel biiylime dongiisti.

Streptomycetes ile ilgili genetik calismalar David Hopwood tarafindan 1954°te
baglatilmis olup genomu hakkindaki bilgilere ise Bentley ve arkadaslarinin S.
coelicolor A3(2) ve Ikeda ve arkadaslarmin S. avermitilis ile yaptigi ¢alismalar 151k
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tutmustur [38], [39], [40]. Onaka’nin 2017’de yaptig1 ¢alismada Streptomycetes’in
30°’dan fazla ikincil metabolit iiretme potansiyeline sahip oldugu ancak c¢ogu
metabolit biyosentetik gen kiimesinin ifadesinin kriptik veya sessiz oldugu
gosterilmistir [41].

Model organizma olarak kabul edilen S. coelicolor farkli kimyasal karakterler
gosteren 5 c¢esit antibiyotik Ttretir. Bir poliketit tlirevi benzoizokromanquinon
yapisinda olan ve ortamin pH’sina gére mavi/kirmizi renk gosteren zayif bir
antibiyotik olan Actinorhodin (ACT) bunlardan ilki ve en iyi bilinenidir. ACT
genlerinin ifadesi Actll-ORF4 transkripsiyonel faktorleri ile kontrol edilmektedir
[43]. Pembe/kirmizi renkli olan Pirol bazli undesilprodigiosin (RED) geninin ifadesi
iki bilesenli redD ve redZ genlerinin kontrolii ile diizenlenir [43]. Yapisi hala
belirlenmemis bir poliketit tiirevi antibiyotik olan Kkriptik poliketid (CPK) ile sar
pigment (yCPK) S. coelicolor tarafindan iiretilen bir diger grup antibiyotiktir ve
tiretimleri cpk gen kiimesi tarafindan kontrol edilir. Sar1 renkli pigment olusumunun
besiyeri ortamina bagl oldugu, glikoz bulunmayan ortamda ve yiiksek oranda spor
inokiilasyonu ile gergeklestigi gosterilmistir [42]. Lipopeptid kalsiyum bagiml
antibiyotigin (CDA) biyosentezi, peptit antibiyotikleri {ireten biiyiik modiiler non-
ribozomal peptid sentetazlarini igerir [43]. S. coelicolor’un irettigi diger bir
antibiyotik olan metilenomisin (MM) biiyiik bir dogrusal plasmid olan SCP1
plazmidi tizerindeki mmy genleri tarafindan kodlanmaktadir. Bu plazmidin otonom
olarak kalabildigi veya kromozoma entegre olabildigi bilinmektedir [44].

Bilimsel ¢aligmalarda S. coelicolor A3(2)’nin disinda S. coelicolor M145 susu
model organizma olarak kullanilmaktadir. S. coelicolor M145 susu, S. coelicolor
A3(2)’den lineer 365 kb’lik SCP1 ve dairesel 31 kb’lik SCP2 iki plazmidin
cikarilmasiyla elde edilen yiiksek antibiyotik tireticisi sustur [40 ].

Streptomycetes’lerde antibiyotik {iretimi sivi kiiltlirlerde genellikle duragan
fazin baglangicinda baslar, kati besiyerlerinde ise morfolojik farklilasmanin
baslangici ile baglar. Streptomycetes’lerde antibiyotik liretimini etkileyen faktorler

siralanacak olursa;

e Farklilasma ve spor olusumunu kontrol eden bld ve whi genleri ile birlikte

programlanmis hiicre 6liimiinii kontrol eden DasR sistemi [43].
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e  Smurlandirilmis cevap mekanizmasini diizenleyen (p)ppGpp ile birlikte RelA
proteini [32].

e Besi ortaminda bulunan azot ve fosfor kaynaklarinin azligimin bazi
antibiyotiklerin iremini arttirdig1 gézlenmistir. Bununla birlikte ortamda kolay
metabolize edilen glikoz gibi karbon kaynagi, amonyum ve fosfat iyonlarinin
bulunmasinin antibiyotik tretimini negatif yonde etkiledigi goriilmistiir.
Ayrica disardan besi ortamina eklenen inorganik fosfatin da antibiyotik
tiretimini baskiladig1 gorillmiistiir [46], [47], [48].

e S coelicolor’da 67 tane iki bilesenli kontrol sistemi oldugu bilinmektedir.
Bunlardan AbsA1A2, PhoPR, DraRK, AfsQ1Q2 ve CutRS antibiyotik
tiretiminin diizenlenmesinde rol aldig1 bilinen sistemlerden bazilaridir [45].

e AtrA ve TetR-Like gibi global ve AdpA gibi master regiilatorlerin de

antibiyotik sentezinde rol oynadigi gosterilmistir [43].

Inorganik fosfatin ikincil metabolizmaya olan etkisi bir ¢ok calisma ile
gosterilmistir. Lounes ve arkadaglar1 besiyerine digardan eklenen inorganik fosfatin
antibiyotik {retimini azalttigini gostermiglerdir [51]. Benzer sekilde Hobbs ve
arkadaglar1 diisiik fosfat konsantrasyonunda antibiyotik {retiminin arttigim
bulmuslardir [23]. Sola - Landa ve arkadaslari S. /ividans 'da fosfat metabolizmasiyla
ilgili genlerin ekspresyonunu kontrol eden iki bilesenli PhoR/PhoP sistemi silinmis
mutantlarda hiicre icindeki fosfat miktarinin azaldigini ve bunun antibiyotik
tiretimini arttidigint gostermislerdir [64].

Chouayekh ve Virolle hiicrede polifosfat sentezinden sorumlu temel gen olan
ppk genini silerek elde ettikleri S. lividans Appk mutantinin antibiyotik iiretiminde
artis gérmislerdir [49]. PPK’nin bu organizmada antibiyotik iiretimini negatif yonde
etkiledigi bulunmus ve bunun sebebinin PPK tarafindan sentezlenen poliP’nin
degredasyonu sonucu olugan Pi’mn antibiyotik iiretim yolaklarimi baskilamasi oldugu
ileri stirilmustiir. Ghorbel ve arkadaslar1 S. lividans yaban tip ve Appk mutant1 ile
yaptiklar1 calismada ortamda Pi kalmadiginda, hiicrenin, poliP stoklarini PPK
bagimli olarak ATP eldesinde kullandigini ifade etmislerdir [50]. Appk mutantinda
enerji agig1 olustugundan, bu ac¢ig1 kapatmak i¢in mutant hiicrenin, diger metabolik
sentez yolaklarin1 devreye sokarak NADH, NADPH ve karbonil yapilarinin miktarin
arttirdigi ve bunlarin da antibiyotik sentezinde kullanildigi gosterilmistir [50].
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Bu calisma kapsaminda, poliP sentezinden sorumlu enzimi ifade eden
polifosfat kinaz geni (ppk) S. coelicolor’un ikincil metabolit iiretme kapasiteleri
birbirinden farkli olan M145 ve A3(2) suslarindan silinmis ve bu mutasyonun

hiicrelerin antibiyotik {iretimlerine etkisi gosterilmistir.
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4. MATERYAL VE METOD

4.1. Materyaller

4.1.1. Kullamilan Kimyasallar

Pepton (Bacto™), NaCl (Sigma-Aldrich), Maya o&ziiti (Bacto™), Agar
(Merck), NaOH (Merck), SDS (Merck), Tris (Merck), EDTA (Merck), D (+) Glukoz
(Merck), Izopropanol, Agaroz (Sigma Aldrich), RedSafe (intron), Kloroform
(Merck), Siikroz (Merck), Triton X-100 (Sigma Aldrich), MOPS (Sigma Aldrich),
Gliserol (Riedel de Haen), CaCl, (Merck), MgClz (Merck), KCI (Riedel de Haen),
KCI (Riedel-de Haen), Asetik asit (Riedel de Haen), % 99.5 Etanol (Riedel de Haen),
Triptik soya besiyeri (Merck), K:HPOs (Merck), K>SOs(Merck), TES Buffer
(Applichem), Mannitol (Merck), Bacto kazamino asit (BD), EDTA (Merck), %84-88
Gliserol (Sigma Aldrich), Pepton (Merck).

4.1.2. Kullanilan Enzimler

Phusion DNA Polimeraz (Fynnzymes), Q5 DNA polimeraz (NEB, Biolabs),
Pfx® Platinium DNA Polimeraz (Invitrogen), ECORI Restriksiyon Endoniikleaz
(Fermantas), Xhol Restriksiyon Endoniikleaz (Fermantas), Xbal Restriksiyon
Endoniikleaz (Fermantas), HindIIl Restriksiyon Endoniikleaz (Fermantas), BamHI
Restriksiyon Endoniikleaz (Fermantas), ECORV Restriksiyon Endoniikleaz
(Fermentas), DNA ligaz (Jena Bioscience), Riboniikleaz A (Fermantas), Lizozim
(Sigma).

Enzimler ile kurulan kimyasal reaksiyonlar iiretici firmalarin tavsiye ettigi

kosullarda gerceklestirilmistir.
4.1.3. Kullanilan Kitler

DNA’larin saflastirilmasi islemlerinde PZR Temizleme (clean-up) Jel

Ekstraksiyon kiti (MN) kullanilmistir.
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4.1.4. Kullanilan DNA Molekiiler Belirtecleri

Bu calismada Sekil 4.1’de gosterilen 1 kb molekiiler DNA belirteci

kullanilmistir.

GeneRuler™ 1kb DNA ladder
0'GeneRuler™ 1kb DNA ladder,
ready to use

bp ng/0.5p0 %
00 140
Uy 6.0
20 B
25

60.0 12,0

Sekil 4.1: Calismada kullanilan 1 kb Molekiiler DNA Belirteci (Thermo, SMO311).

4.1.5. Kullanilan Bakteri Soylari

Kullanilan bakteri soylar1 Tablo 4.1’de gdsterilmistir.

Tablo 4.1: E. coli ve S. coelicolor suslari.

Genotip Kaynaklar
K12 derivative: [63]
AaraBAD, ArhaBAD

dam, dcm, hsdS, cat, tet | [71]

Bakteri Tiirleri
E. coli BW25113
E. coli ET12567

S. coelicolor A3(2) Prototrofik yaban tip [54]
A3(2) derivative SCP1,

S. coelicolor M145 SCP2 plazmitleri [40]
cikarilmig

S. coelicolor A3(2) Appk | ppk geninden yoksun sus | Bu ¢alisma

S. coelicolor M145 Appk

ppk geninden yoksun sus

Bu ¢alisma
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4.1.6. Kullanilan Kozmit ve Plazmidler

Tablo 4.2°de ¢alismada kullanilan kozmit ve plazmidler 6zellikleriyle beraber

verilmisgtir.
Tablo 4.2: Kullanilan kozmit ve plazmitlerin bazi 6zellikleri.
Kozmit ve | Direnglili )
) o Direnclilik oriT Biiyiikliik | Kaynaklar
Plazmidler | k belirteci

Stds4 kn Kanamisin - 38491 bg [55]
pl773 aac(3)IVvV Apramisin + 1382 bg [57]
tra, neo, o 69
puZ8002 RP4 Kanamisin + 70 kb [69]

4.1.7. Kullamlan Cozeltiler

Calismada kullanilan ¢ozeltiler ve igerikleri Tablo 4.3’de gosterilmistir.

Sterilazyon islemi yiiksek basing altinda 121°C’ta 15-20 dakika otoklavlanarak

yapilmistir.
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Tablo 4.3:

Kullanilan ¢ozeltiler ve igerikleri.

KULLANILAN COZELTILER

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

242 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)
1 mM EDTA (pH 8)

20X SSC (pH 7)
*3 M NaCl
0.3 M Sodyum sitrat

Soliisyon I

25 mM Tris (pH 8)
«10 mM EDTA (pH 8)
*50 mM Glukoz

Soliisyon II
0.2 N NaOH
*%1 SDS

Soliisyon III

%60 5M Potasyum asetat
*%11.5 Glasiyal asetik
asit

STE+ Lizozim

*%10.3 siikroz

25 mM Tris-HCI (pH 8)
*25 mM EDTA (pH 8)
2 mg/ml Lizozim

Lizis Soliisyonu
+0.3 N NaOH
*%2 SDS

CTAB/NaCl Soliisyonu
*%10 CTAB
0.7 M NaCl

STE Tamponu
*%10.3 Siikroz
*25 mM Tris-HCI pH 8
«25 mM EDTA

Maleik Asit Tamponu
(pH 7.5)

0.1 M maleik asit,

*5 M NaCl

Depiirinizasyon
Soliisyonu
+0.25 M HCI

Dendétralizasyon
Soliisyonu

1.5 M NaCl
0.5 M NaOH

Notralizasyon Soliisyonu
1.5 M NaCl

+0.05 M Tris-HCI (pH
7.2)

1 mM EDTA

Pre-Hibridizasyon
Soliisyonu

*5X SSC

*%]1 Bloklama soliisyonu
*%0.1 Sarkosil

+%0.02 SDS

Hibridizasyon
Soliisyonu
*Prehibridizasyon
sollisyonu+ prob

Yikama Tamponu I
*2X SSC
*%0.1 SDS

Yikama Tamponu II
*%0.1 SSC
*%0.1 SDS

Deteksiyon Tamponu
(pH 9.5)

0.1 M Tris-HCI

0.1 M NaCl

Yikama Tamponu
+30 ml Maleik asit
Tampon

*90 pul Tween 20

Bloklama soliisyonu
+0.5g bloklama
soliisyonu/ 50 ml maleik
asit tamponu

Antikor soliisyonu
*Bloklama soliisyonu
kullanilarak 5000 defa
seyreltilen Anti-
Digoksigenin-AP

Renk olusturan substrat
*Deteksiyon tamponu
icinde seyreltilen
NBT/BCIP soliisyonu
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4.1.8. Kullanilan Besiyerleri

Calismada kullanilan besiyerleri ve igerikleri Tablo 4.4°de gosterilmistir.
Sterilazyon islemi yliksek basing altinda 121 °C’ta 15-20 dakika otoklavlanarak
yapilmustir.

Tablo 4.4: Kullanilan besiyerleri ve igerikleri.

KULLANILAN BESIYERLERI

Luria Bertani Besiyeri

10 g NaCl

10 g Tripton

*5 g Maya oziitii

dH,0 ile 1 It’ye tamamlanir ve
121 °C’ta 20 dakika steriledilir
[57].

2xYT Broth

+16 g Difco Bacto tripton

+10 g Difco Bacto maya oziitil
*5 g NaCl

dH,0 ile 1 It’ye tamamlanir ve
121°C’ta 20 dakika
otoklavlamr [57].

R2YE Besiyeri

103 g Siikroz

+0.25 g K2S04

*10.12 g MgCl>.6H20

10 g Glukoz

+0.1 g Kazamino asit

*22 g Agar (% 2.2)

dH.0 ile 800 ml’ye tamamlanir
ve 121°C’ta 20 dakika
otoklavlandiktan sonra her 160
ml besiyeri i¢ine asagidaki
steril kimyasallar ilave edilir
[66].

'2 ml KH2P04 (%05)

16 ml CaCl2.2H20 (%3.68)
*3 ml L-prolin (%20)

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

+0.4 ml iz element soliisyonu*
1 ml NaOH (1N)

Mannitol Soya Unu Besiyeri
(MS)

*20 g Mannitol

*20 g Agar

*20 g Soya nu

Cesme suyu le 1 1t’ye
tamamlanur.

Mannitol ¢esme suyunda
¢oziliir ve 2 g agar, 2 g soya
unu igeren 250 ml’lik erlenlere
100’er ml olacak sekilde
boliiniir. Tki defa iist iiste 115
°C’ta 15 dk otoklavlanir [S7].

SOB Besiyeri

+20 g Pepton

*5 g Maya oziitii

0.5 g NaCl

10 ml 250mM KClI

dH20 ile 1 1t’ye tamamlanur.
5M NaOH ile pH 7.0’
ayarlanir. Otoklavlandiktan
sonra 2M MgCl;’den 5 ml
eklenir [52].

Maya oziitii-Malt 6ziitii
Besiyeri (YEME)

3 g Difco maya 0ziitii

5 g Difco Bacto-pepton

3 g Oxoid malt 6ziitii

+10 g Glukoz

*340 g Siikroz

dH20 ile 1 1t’ye tamamlanir ve
121 °C’ta 20 dakika
otoklavlanir [57].

Otoklavlandiktan sonra;
*5 mM MgCl,.6H,0
*%0.5 Glisin ilave edilir.

*jz Element Soliisyonu

*40 mg ZnCl,

+200 mg FeCls.6H,0

10 mg CuCl,.2 H,0

*10 mg MnCl.4 H,O

*10 mg NazB407.1OH20

«10 mg (NH4)6M07024.4H20

TBO Besiyeri (pH 6.5)

*20 g Salga

20 g Yulaf

25 g Agar

dH.0O ile 1 1t’ye tamamlanir ve
121 °C’ta 20 dakika
otoklavlanir.

Protoplast P (-) Soliisyonu
103 g Siikroz

24 g KzSO4

+2.02 g MgCl,.6H,0

+2 ml iz element soliisyonu
dH20 ile 800 ml’ye tamamlanir
ve 121°C’ta 20 dakika
otoklavlanir [57].

Protoplast P (+) Soliisyonu
Her 80 ml P(-) soliisyonu i¢ine
asagidaki steril kimyasallar
ilave edilir:

1 ml KH2PO4 (%0.5)

*10 ml CaCl,.2H,0

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

Tripton soya besiyeri (TSB)
*%3 Oxoid Tripton Soya
besiyeri

dH20 ile 1 1t’ye tamamlanir ve
121°C’ta 20 dakika steril edilir
[57].
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4.1.9. Kullanilan Antibiyotikler

Calismada kullanilan antibiyotikler ve konsantrasyonlar1 Tablo 4.5’de

gosterilmistir.

Tablo 4.5: Kullanilan antibiyotikler ve konsantrasyon degerleri.

E. coli” de Streptomycetes’de
Antibiyotik Stok kullanilan Kullamlan
konsantrasyon konsantrasyon
konsantrasyonu
(mg/ml) u (ng/ml)
_ (ng/ml)

Apramisin (Apr) 50 50 50

Ampisilin (Amp) 100 100 i

Kanamisin (Kn) 50 50 50
Kloramfenikol®

(Chl) 50 25 -
Nalidiksik asit?

(NA) 25 - 25

1Coziicii: %100 Etanol, 2Coziicii: 0.15 M NaOH

4.1.10. Kullanilan Cihazlar

4°C Buzdolab1 (Ariston), -20°C derin dondurucu (Ariston), -80°C derin
dondurucu (Thermo, Forma -86 °C ULT Freezer), Buz Makinesi (BAR-LINE BF85),
Yatay Elektroforez Sistemi (BIO-RAD), Gii¢ kaynagi (BIO-RAD, PowerPac Basic),
Masa Ustii Santrifiij (Heraeus, Labofuge 400R), Masa Ustii Santrifiij (BECKMAN
COULTER, Microfuge 22R), Otoklav (HIRAYAMA, HICLAVE HVE-50), pH
Metre (Hana Instruments, pH 211 Microprocessor pH Meter), Steril Kabin (Heraeus,
HP48), Etiiv (BINDER, 9010-0078), Inkiibatér (Heraeus, D-63450 Heraus),
Calkalamali Inkiibator (Edmund Biihler, KS-15), Su Banyosu (TECHNE, TE-10A
Tempette), UV Goriintiileme Cihazi (Vilmer Lourmart), Mikrodalga Firin (Kumtel),
Spektrofotometre (BIO-RAD, Smartspec 3000), Econo UV Monitér (BIO-RAD),

Blotlama sistemi (Amersham), Hibridizasyon firin1 (Amersham).
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4.2. Metodlar

4.2.1. E. coli’den Plazmit izolasyonu

E. coli’den plazmit izolasyonu Sambrook ve arkadalarmin metodu takip
edilerek yapilmistir [52]. Plazmit izole edilecek suslar uygun antibiyotik igeren 50 ml
LB’de 37°C’ta 12-16 saat biiyiitiilmiis, sonrasinda bakteri kiiltlirii oda sicakliginda
4500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant uzaklastirilmis ve pelet
tizerine 800 pl solisyon I (TEG) eklenmis, vortekslenmis ve 5 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildikten sonra, karisimlar ependorf tiiplerine paylastirilmistir. 5
dakika sonunda her 200 ul’lik karigimin tizerine 400 ul soliisyon II eklenerek 5
dakika boyunca buzda bekletilmis ve her 2 dakikada bir ters-diiz edilerek
karistirtlmistir. Sonrasinda 300 pl soliisyon III ilave edilip, her 2 dakikada bir
yavasca ters-diiz edilerek 10 dakika boyunca buzda inkiibe edilmistir. 10 dakikalik
inkiibasyonun ardindan 14000 rpm’de, 4°C’ta 20 dakika santrifiij uygulanmis ve
supernatantlar pipet yardimiyla bagka ependorflara aktarilmistir. Her birinin iizerine
0.6 hacim izopropanol eklenip karistirilmig ve 15-60 dakika kadar oda sicakliginda
inkiibasyondan sonra 25°C’ta 11000 rpm’de 30 dakika santrifiij islemi uygulanmustir.
Santrifiij islemi sona erdikten sonra siipernatant uzaklastirilip pelet dH20’da
¢ozlilmistiir. Her bir tiipte bulunan soliisyonun tizerine RNaz (10 mg/ml) eklenerek
37°C’ta 30 dakika boyunca inkiibe edilmistir. Izolasyon sonucu elde edilen plazmit,
‘PZR Temizleme (clean-up) Jel Ekstraksiyon Kiti (MN)’ yardimiyla kolonla

saflagtirilmistir.
4.2.2. E. coli’den Kozmit Izolasyonu

E. coli hiicrelerinden Std84 kozmidinin izolasyonu i¢in, plazmit izolasyonunda
kullanilan metod uygulanmistir, fakat kozmit kolonlardan gecemeyecek kadar biiyiik
oldugundan (yaklasik 40.000 bp) RNaz basamaginin ardindan fenol-
kloroform:izoamilalkol (CIA) (24:23:1) ekstraksiyonu yapilarak saflastirma islemi
yapilmistir. 1:1 oraninda ilave edilen fenol-CIA ile karistirilan soliisyon, 25°C’ta

11.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Ust faz yeni bir ependorfa aktarilarak bu
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islem 1 kez daha tekrarlanmistir. Sonrasinda iist faz tekrar yeni bir tiipe alinmis ve
tizerine esit hacimde CIA (24:1) karisimi eklenip karistirildiktan sonra 11.000
rpm’de 25°C’ta 5 dakika santrifiij edilerek fenoliin soliisyondan iyice
uzaklastirilmasi saglanmistir. Santrifiij sonunda soliisyon bagka bir tiipe aktarilmis ve
tizerine 3 hacim etanol eklenip -20°C’ta gece boyu ya da -80°C’ta 2 saat bekletilerek
DNA ¢oktiiriilmiistiir. Son olarak 4°C’ta 14000 rpm’de 30 dakika santrifiij edildikten

sonra elde edilen pelet kurutulup dH20’da ¢6ziilmiistiir.
4.2.3. Elektroporasyon Yontemi

Gust ve arkadaglarinin metoduna gore hazirlanip -80°C’ta kullanima hazir bir
sekilde tutulan 50 pl’lik elektrokompetan hiicreye yaklagik 100 ng DNA eklenerek,
karisima 200 Q, 25 uF ve 2,5 kV degerlerinde elektrik akimi uygulanmistir [53].
Sonrasinda iizerlerine, antibiyotiksiz 1 ml soguk LB eklenip hiicreler 30°C’ta 1 saat
inkiibasyona birakilmistir. Ardindan segici antibiyotikleri iceren agar besiyerlerine

yayilmis ve 30°C’ta gece boyunca inkiibasyona birakilmistir.
4.2.4. S. coelicolor’dan Kromozomal DNA izolasyonu

S. coelicolor yaban tip ve mutant suslarindan genomik DNA izole etmek i¢in
Hopwood ve arkadaglarinin hazirladiklar: metod kullanilmustir [54]. Oncelikle 50 ml
TSB besiyerine spor stoklarindan 100pul inokiile edilmis ve 72 saat boyunca 30°C’ta
220 rpm’de hiicreler ¢ogaltilarak 6n kiiltiir hazirlanmugtir.

100 ml besiyerine 3 giinliikk 6n kiiltiirden 1/10 oraninda ekim yapilmis ve
hiicreler 48 saat boyunca 30°C’ta 220 rpm’de inkiibasyona birakilarak
biiyiitiilmiistiir. 2 gilinlin sonunda hiicreler 50 ml falkonlara alinip oda sicakliginda
4500 rpm’de 15 dakika santrifiijlenmis, siipernatant uzaklastirilmis ve 8 ml TE
tamponunda ¢oziilen hiicre peletinin iizerine lizozim (2 mg/ml) eklenmistir. Elde
edilen yaklasik 8.5 ml karigimin tizerine 500 pl %20 SDS ve 500 ul (10mg/ml) RNaz
eklenip 37°C’ta 2 saat inkiibasyona birakilmistir. 2 saatin sonunda karigimin iizerine
I.5 ml 5 M NaCl ve 1.2 ml CTAB/NacCl soliisyonu eklenerek 65°C’ta 10-25 dakika
inkiibasyona birakilmistir. Ardindan oda sicakliginda sogutulan Ornek iizerine esit

hacimde CIA (24:1) soliisyonu eklendikten sonra 24-25°C’ta 11000 rpm’de 5 dakika
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santrifiij edilmistir. Ust faz yeni bir falkona almmis ve 1:1 oraninda fenol:CIA
(25:24:1) soliisyonu ile muamele edilmis ve santrifiijlenmistir. Ayn1 islem iki defa
tekrarlandiktan sonra ayrilan iist faz yeni bir falkona aktarilmis ve iizerine 3 hacim
etanol eklenip -20°C’ta gece boyu ya da -80°C’ta 2 saat bekletilerek DNA
¢oktiiriilmisstiir. Son olarak 4°C’ta 14000 rpm’de 30 dakika santrifiij edildikten sonra
elde edilen pellet %70 etanol ile yikandiktan sonra kurutulmus ve dH20’da

¢Ozilmiistiir.

4.2.5. Restriksiyon Endoniikleaz Kesimleri

S. coelicolor ve E. coli hiicrelerinden izole edilen plazmit, kozmit ve
kromozomal DNA’larinin restriksiyon endoniikleaz kesim reaksiyonlari, enzimlerin
tiretici firmalariin 6nerdigi konsantrasyonlar ve kosullarda tavsiye edilen tamponlar
kullanilarak yapilmistir. Kozmit ve plazmit kesimleri 2-5 saat siire ile yapilirken, S.

coelicolor kromozomal DNA’larin kesimleri gece boyunca yapilmistir.

4.2.6. Agaroz Jel Elektroforezi

%0.8, %1 veya %1.5’lik konsantrasyonlarda hazirlanmis agaroz jellerde
DNA’lar biyiikliiklerine gore ayrilmistir. Jeller 1X TAE tamponu kullanilarak
hazirlanmis ve son konsantrasyonu 0.05 upl/ml olacak sekilde Red-Safe ilave
edilmistir siv1 jel kasete dokiilmiis, donduktan sonra DNA o&rnekleri 6X DNA
yiikkleme boyasi ilave edilip jele yiiklenmis ve iginde yiiriitme tamponu olarak
1xTAE bulunan elektroforez tankinda 90-120 Volt’ta yiirttilmislerdir.

4.2.7. DNA’larn Jelden Geri Kazanilmasi

DNA fragmentleri agaroz jelden geri elde edilirken, “PZR Temizleme
(cleanup) Jel Ekstraksiyon” kiti (MN) kullanilmis ve iiretici firmanin tavsiye ettigi

kullanim talimatlarina uyulmustur.
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4.2.8. E. coli Kompetan Hiicrelerinin Hazirlanmasi

E. coli hiicrelerinin kompetant hale getirilmesinde Sanders Laboratuvarinda
gelistirilen metod baz1 degisiklikler yapilarak kullanilmistir [55]. Oncelikle E. coli
hiicrelerinden tek koloni secilip 10 ml LB besiyerine ekilerek 37°C’ta 180 rpm’de
16-20 saat cogaltilmistir. Elde edilen bu saf 6n kiiltiirden 1/100 oraninda, 50 ml
antibiyotiksiz LB besiyerine ekim yapilarak 37°C’ta, 180 rpm’de inkiibasyona
birakilmistir. Diizenli spektrofotometrik olgtimlerle takip edilen kiiltir OD600’de
0.4-0.5 degerine ulastiginda falkonlara aktarilmig ve 4°C’ta, 3000 rpm’de 10 dakika
santrifiijlenmistir. Siipernatant uzaklastirilmis ve pelletler buza alinip 40 ml Tfbl
soliisyonunda ¢6ziilmiistiir. Buzda 10 dakika inkiibe edildikten sonra tekrar 4°C’ta,
3000 rpm’de, 8 dakika santrifiijlenmistir. Stipernatant atildiktan sonra pelletler tekrar
buza alinip, 1 ml T1bll ile ¢6ziilmiistiir. Daha sonra hiicreler, her birinde 50-100er ul
olacak sekilde buzda bekletilen ependorf tiiplerine paylastirilip, sivi azot iginde

dondurularak -80°C’ta muhaza edilmistir.

4.2.9. Mutasyon Kasetinin Hazirlanmasi

ppk geninin ifadesini sonlandirmak i¢in PZR tabanli Gust ve arkadaslarinin
gelistirdigi metod kullanilmistir [53]. Kullanilan bu metod kapsaminda segilen bir
antibiyotik direng geni S. coelicolor ppk geninin yerini almaktadir. Calismamizda,
apramisin diren¢ geni marker olarak se¢ilmistir. PZR reaksiyonlarinda apramisin
direng  genini  (aac(3)IV) ve konjugasyon  gerceklesirken  plazmidin
mobilizasyonunda gorev alan oriT sekansinin bulundugu mutasyon kasetini tasiyan
plJ773 plazmidi kalip olarak kullanilmistir.

plJ773 plazmidi, iki restriksiyon endoniikleaz (EcoRI ve HindIII) ile kesilmis
ve mutasyon kasetinin hazirlanmasi esnasinda yapilacak PZR reaksiyonlarinda kalip
olarak kullanilacak olan apramisin kaseti elde edilmistir. 1398 b¢ uzunlugundaki bu
kaset jelden izole edilerek PZR reaksiyonlarinda kalip olarak kullanilmstir.

HPLC ile saflastirilan 59 bg ileri primerin (5’aac cat cga ttc agc cag cct tgc gag
gct cac cga atg ATT CCG GGG ATC CGT CGA CC 3’) ve 58 bg geri primerin
(5’gtt tcc got gga aag tcc gtc gga atg tcc gtc ggg tca TGT AGG CTG GAG CTG

CTT C 3’) 39 nikleotidlik kismi, S. coelicolor genom dizisine (http://
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strepdb.streptomyces.org.uk) birebir uygun olacak sekilde tasarlanmistir (Sekil 4.2).
fleri primerin (forward) 39 bazlik kism1 ppk geninin 6n kismindaki bélgeye uyumlu
olup ATG baslangi¢ kodonuyla bitirilmis, geri primerin 39 bazlik kismi ise ppk
geninin alt kismindaki bolgeye uyumlu olacak sekilde tasarlanmuistir.

fleri primerin 3' 20 bp’lik bdlgesi ise mutasyon kasetinin én kismima uyumlu
bir bigimde tasarlanmisken geri primerin 3' kism1 (19 bp’lik) mutasyon kasetinin
arka kismina uyumlu olacak sekilde olusturulmustur. Bu iki primer ile hazirlanan
mutasyon kaseti, ppk geninde, sadece ATG ve TGA kodonlar1 kalacak sekilde bir
delesyona sebep olacaktir (Sekil 4.2).

100 pl’lik PCR reaksiyonu, 1X Pfx Amplifikasyon tamponunda, 1 mM
MgSO4, 10mM dNTP karisimy, ileri ve geri primerlerin her birinden 50 pmol, 80 ng
kalip DNA ve 2.5 U Taq DNA polimeraz ile gerceklestirilmistir. Toplam 35

dongiiden olusan polimeraz zincir reaksiyonunun bir dongiisii,

e denatiirasyon 94°C’ta 120 saniye,
e primer baglanmasi 65°C’ta 45 saniye ve

e polimerizasyon 70°C’ta 90 saniye olacak sekilde kurulmustur.

Apramisin direnglilik geni

Sekil 4.2: Primerlerin dizayn ve mutasyonun gergeklesme bigimi.

4.2.10. S. coelicolor Std84 Kozmidinin E. coli BW25113/p1J790
Hiicrelerine Aktarilmasi

E. coli BW25113 iginde yer alan, plJ790 plazmidi, kloramfenikol direnglilik

geni (cat) ve sicakliga duyarli replikasyon orijini i¢ermektedir. E. coli BW25113
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kompetan hiicreleri Sanders Laboratuvarinda gelistirilen metod ile hazirlanmigtir
[55]. Uzerinde ppk geni bulunan Std84 kozmidi, E. coli BW25113/ plJ790
hiicrelerine Gust ve arkadaslarinin hazirladiklar1 elektroporasyon metodu ile
aktarilmistir [53]. 30°C’ta 1 saat inkiibe edildikten sonra hiicreler, Amp (100 pg/ml)
+ Kn (50 pg/ml) + Chl (25 pg/ml) iceren LB agar besiyerlerine ekilerek 30°C’ta bir
gece inkiibe edilmistir.

4.2.11. Mutasyon Kasetinin Std84 Kozmidini Iceren E. coli
BW25113/p1J790 Hiicrelerine Aktarilmasi

Std84 kozmidini i¢eren E. coli BW25113/plJ790 kompetan hiicreleri Sanders
Laboratuvarinda gelistirilen metod ile hazirlanmistir [55]. Hiicreler, Amp (100
pg/ml), Kn (50 pg/ml), Chl (25 pg/ml) igeren 100 ml LB besiyerinde {iretilmistir.
Mutasyon kaseti Std84 kozmidi igeren E. coli BW25113/p1J790 hiicrelerine Gust ve
arkadaglarinin hazirladiklar elektroporasyon metodu ile aktarilmis ve transformanlar
Apr (50 pg/ml) + Kn (50 pg/ml) + Amp (100 pg/ml) igeren LB kat1 besiyerinde
secilmislerdir [53].

4.2.12. Std84 Appk Mutant Kozmidinin Metilasyon Yoksunu E. coli
ET12567/pUZ8002 Hiicrelerine Aktarilmasi

Sanders Laboratuvarinda gelistirilen metod ile hazirlanan kompetan E. coli
ET12567/pUZ8002 hiicreleri, ppk geni ile apramisin kasetinin yer degistirdigi mutant
kozmit (Std84 Appk) ile transform edilmistir [55]. Transformanlar Kn (50 pg/ml)
+Apr (50 pg/ml) + Chl (25 pg/ml) +Amp (100 pg /ml) iceren LB kati besiyerlerinde
37°C’de biiyiitiilmiistiir.

4.2.13. Mutant ve Yaban Tip S. coelicolor Hiicrelerinde Antibiyotik
Olciimleri

TSB’de 2 giin boyunca sonrasinda hiicre sayilar1 esitlenerek antibiyotik
icermeyen 100 ml R2YE besiyerine 3’er tekrarli olacak sekilde ekilmistir. 144 saatlik
fermantasyonun 24., 48., 72., 96., ve 144. saatlerinde her bir kiiltiirden 5 ml 6rnek

alinmig, alinan 6rneklerin 1 ml’si antibiyotik dl¢timiinde kullanilmak {izere -20°C’ta
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saklanmistir. Geri kalan 4 mI’lik kisim ise kuru agirlik dl¢iimiinde kullanilmak tizere
2 defa dH20 ile yikandiktan sonra -20°C’a kaldirilmustir.

Spesifik  aktivitenin  belirlenmesinde kullanilacak pellet miktarlarinin
belirlenmesi i¢in -20°C’ta saklanan 6rnekler 1 ml dH20’da ¢oziilmiis ve daha once
agirliklart hassas terazi ile belirlenmis kurutma kaplarina aktarilmis ve 80°C’ta 3-4
giin kurutulmustur. Kurutma igleminden sonra hiicre agirliklar1 6l¢iilmiistiir.

Aktinorhodin ve undesilprodigiosin antibiyotiklerinin olgimii  Kieser ve
arkadaglarinin spektrofotometrik yontemi ile yapilmistir [56]. -20°C’taki 6rnekler
alinip eritildikten sonra iizerlerine 250 ul 5 M KOH eklenmis ve gece boyunca
4°C’ta tutulmustur. Inkiibasyonun sonunda &rnekler 13000 rpm’de 20 dakika
santrifiijlenmis, stipernatantlar aktinorhodin miktarinin tayini i¢in 640 nm dalga
boyunda olgilmistiir. Blank olarak bakterilerin biyiitildigiic R2YE besiyeri
kullanilmastir.

Uretilen undesilprodigiosin miktarmin belirlenmesi igin peletler iki defa 0.5 M
HCI ile yikanmig sonrasinda 4°C, 13.000 rpm, 5 dakika santrifiij edilmistir. Son
olarak her 6rnege 1 ml 0.5 M metanol-HCI eklenmis ve 2 saat oda sicakliginda
inkiibasyona birakilmistir. 2 saatin sonunda 6rnekler 4°C’ta, 13000 rpm’de 15 dakika
santrifiij edilip silipernatanlar spektro kiivetlerine alinarak 530 nm dalga boyunda
Olciilmiistir. Blank olarak 0.5 M metanol-HCI kullanilmistir.  Antibiyotik
Ol¢iimlerinde ihtiya¢ halinde diliisyonlar blank olarak kullanilan soliisyonlar ile
yapilmistir. Antibiyotik aktivitelerinin 6l¢timiinde;

Abs = e.x [M] (4.1)
formiiliinden yararlanilmistir. Aktinorhodin igin & degeri 25230, undesilprodigiosin
icin ise € degeri 100500 olarak alinmistir. Formiiller kullanilarak hesaplanan molarite
degerleri 108 ile carpilarak, nM cinsinden konsantrasyonlar elde edilip kuru agirliga
boliinerek spesifik aktiviteler belirlenmistir. Mutant ve yaban tip arasindaki
antibiyotik {retim farkinin istatistiksel olarak anlamli olup olmadigmin

belirlenmesinde t-test yontemi kullanilmistr.
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4.2.14. Southern Blot

Southern blot Sambrook ve arkadaslarimin onerdikleri prosediire gore
yapilmustir [52]. Oncelikle mutant ve yaban tip suslardan izole edilen kromozomal
DNA ornekleri Xhol ve Xbal restriksiyon endoniikleazlar ile ayr1 ayri kesilerek
%1.5’lik agaroz jelde vyiiritilmiistiir. Elde edilen DNA fragmantlarinin jelden
membrana aktarilmasi blotlama sistemi (Amersham) kullanilarak 40-50 mbar vakum
altinda gerceklestirilmistir. 2xSSC soliisyonu ile yikanan membranin {izerinde
bulunan agaroz jelin yiizeyi 30’ar dakika siirelerle sirasiyla depiirinizasyon
sollisyonu, dendtralizasyon sollisyonu, ndtralizasyon soliisyonu ile kaplanmis ve
ardindan 90 dakika boyunca 20xSSC solisyonu ile kaplanan jeldeki DNA
fragmanlarinin membrana aktarimi gerceklestirilmistir.  DNA’larin  membrana
sabitlenmesi i¢in membranin her bir yiizyeyine 4 dakika boyunca UV 15181
uygulanmistir. Son olarak membran 2xSSC soliisyonu ile yikanip filtre kagidi

arasinda 4°C’ta saklanmustir.

4.2.15. Prehibridizasyon ve Hibridizasyon

Xhol ve Xbal restriksiyon endoniikleazlari ile ayr1 ayri kesilen DNA
orneklerinin aktarildigi membranlar prehibridizasyon soliisyonu igerisinde 37°C’ta 5
saat boyunca hibridizasyon firminda inkiibasyona birakilmigtir. Xhol ile kesilmis
kromozomal DNA orneklerine sahip membran ppk probu ile Xbal ile kesilmis olan
kromozomal DNA Orneklerine sahip membran ise apramisin probu ile 37°C’ta
hibridizasyon firininda gece boyunca inkiibasyona birakilmistir. ilgili DNA’lart
isaretlemek icin kullandigimiz problar1 iceren hibridizasyon soliisyonlar: tekrar
kullanilmak tizere -20°C’ta muhafaza edilmistir. Hibridizasyon basamagindan sonra
membran yikama tamponu I ile calkalanarak 15°er dakikalik siirelerle 2 defa
yikanmig, yikama islemi yikama tamponu II ile 55°C’ta 25 dakikalik 2 tekrarla
devam etmistir. Daha sonra membran maleik asit yikama tamponunda 5 dakika
durulanmig ve sonrasinda 100 ml blotlama soliisyonunda 30 dakika boyunca
inkiibasyona birakilmistir. 2 saat boyunca 20 ml antikor muamele edilen membran
100 ml maleik asit yikama tamponunda 15’er dakikalik siire ile 2 defa yikandiktan

sonra 20 ml tespit (detection) tamponu ile 5 dakika inkiibe edilmistir. Membranin
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yiizeyi taze hazirlanmig 10 ml renk veren soliisyonla (NBT/BCIP) kaplanarak
karanlikta bantlarin olusumu goézlenene kadar bekletilmistir. Renk reaksiyonu

membranin dH20 ile yikanmasiyla sonlandirilmistir.
4.2.16. ppk Prop DNA’simin Hazirlanmasi

Hibridizasyon deneylerinde kullanilacak ppk probunun hazirlanmasi igin, 1815
b¢ uzunlugundaki ppk geni pSK-ppk plazmidinden (Ummiihan Savas’m yiiksek
lisans tez ¢aligmasi) Xhol restriksiyon endoniikleaz kesiminden sonra agaroz jelden

saflastiriimistir.
4.2.17. Apramisin Prop DNA’simin Hazirlanmasi

Appk mutantinin ispatlanmasinda prop olarak kullanilacak olan 1382 bg
uzunlugundaki apramisin diren¢ geni (aac(3)IV), plJ773 plazmidinden EcoRI ve

Hindlll fragmani olarak elde edilmis ve jelden saflagtirilmistir.
4.2.18. Prop’larin isaretlenmesi, Sinyal Olusumu ve Tespit Edilmesi

Digoksigenin DNA isaretleme ve tespit kiti (Roche) ile iireticilerin tavsiye
ettigi sekilde isaretlenen aac(3)IV ve ppk problarinin seri diliisyonlar1 hazirlanmis ve
pozitif yikli naylon membrana 1’er pl’si 1ng, 100pg, 10pg, 1lpg ve 0,1pg
konsantrasyonlarinda sirasiyla emdirilmistir. DNA’lar 4 dakika UV 15181 altinda
tutularak membrana sabitlenmistir. Membran ilk olarak 20 ml maleik asit
tamponunda 15-25°C’ta ¢alkalanarak 2 dakika boyunca inkiibasyona birakilmistir.
Ardindan sirasi ile 10 ml bloklama ve 10 ml antikor soliisyonlarinda 30’ar dakika
boyunca oda sicakliginda bekletilmistir. Membran, 10 ml yikama tamponunda 15’er
dakikalik siirelerle 2 defa yikandiktan sonra, 10 ml tespit (detection) tamponunda 5
dakika boyunca inkiibasyona birakilmistir.

Son olarak 5 dk’lik inkiibasyonun bitiminde taze hazirlanmis 2 ml renk veren
soliisyonla (NBT/BCIP) kaplanarak karanlikta inkiibe edilmis 15 dakikalik

periyotlarla kontol edilmistir. Boyama reaksiyonunu sonlandirmak i¢in membran 1
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dakika steril dH20 ile yikanmigtir. Prob DNA’larinin digoksin ile isaretlendigi,

kontrol ve standart sonuglarina bakilarak degerlendirilmistir (Sekil 4.3).

M 1
10 kb

6kb Ing 100pg 10pg 1pg 0.1pg

Kontrol L] * ® >
- Ik
i Standart ° L4
1768 b¢
13825 Apramisin A
1kb
1kb
prk L ®
b) )

Sekil 4.3: Hibridizasyon deneylerinde kullanilacak problarin hazirlanmasi. a) ppk
geninin i¢ bolgesinden PCR ile ¢ogaltilan DNA fragmani b) aac(3)IV (apramisin)
genine ait fragman c) aac(3)IV ve ppk proplarinin etkinliklerinin kontrol DNA’s1 ile
karsilagtirilmasi.

4.2.19. Mutant Kozmidin S. coelicolor’a Transferi

4.2.19.1. Konjugasyon

Konjugasyon i¢in Gust ve arkadaslarinin hazirladiklar1 metod takip edilmistir
[57]. Std84 Appk mutant kozmiti tasiyan E. coli ET12567/pUZ8002 hiicreleri
37°C’ta gece boyu, Kn (50 upg/ml) +Apr (50 pg/ml) + Chl (25 ug/ml)
antibiyotiklerini igeren LB besiyerinde biyiitiilmiis ve ertesi giin 1/10 oraninda
olacak sekilde ayni antibiyotikleri igceren 55 ml LB’ye ekim yapilmistir. Hiicre
kiltirii, 600 nm dalga boyunda abzorbans degeri 0.4’e¢ ulasana kadar 37°C’ta
inkiibasyona birakilmigtir (200 rpm). Kiiltiirler istenilen OD600 degerine ulastiginda
4°C’ta, 4500 rpm’de 10 dakika santrifiijlenmis, sonrasinda hiicreler 2 defa igerisinde
antibiyotik bulunmayan LB ile yikanarak, 1 ml LB’de c¢oziilmiistiir. Yikama
islemlerinin devam ettigi esnada, her bir konjugasyon denemesi i¢in 500 pl 2xYT
besiyerine 1 ul ve 1.5 ul 108 S. coelicolor sporu eklenip, 4°C’ta 10 dakika 1s1 sokuna
maruz birakilmig sonrasinda oda sicakliginda sogumaya birakilmigtir. Sporlar
sogutulduktan sonra, 500 ul E. coli ET12567/pUZ8002 hiicresi ile karigtirilmistir.
Akabinde 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapilip, siipernatant uzaklastirilmis ve
pellet dipte kalan ~50 pl’lik besiyerinde ¢oziilmiistiir.
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Hiicrelerden, 101-10* araliginda seri diliisyonlar yapilmis ve 100’er pul
antibiyotiksiz R2YE agar besiyerine ekilmistir. 30°C’ta 16-20 saat inkiibe edilen
hiicrelerin tlizerleri, R2YE agar besiyerindeki son konsantrasyonu 25 ug/ml NA ve 50
ug/ml apramisin igerecek sekilde antibiyotikli 1 ml dH2O ile kaplanarak inkiibasyona
devam edilmistir.

Elde edilen konjugant koloniler, ¢ift rekombinasyon olayinin meydana gelip
gelmedigini anlamak i¢in hem NA (25 pug/ml) + Apr (50 pg/ml) iceren R2YE
besiyerine hem de NA (25 pg/ml) + Apr (50 pg/ml) + Kn (50 pg/ml) iceren R2YE
besiyerine ekilmis ve bunlardan NA+Apr’ye direngli NA+Apr+Kn hassas olan olasi

mutant suslar taranmstir.

4.2.19.2. Protoplast Transformasyonu

S. coelicolor A3(2) ve MI145 suslarmin protoplastlart Hopwood ve
arkadaglarinin metodu kullanilarak hazirlanmistir [54]. TSB besiyerinde biiyiitiilmiis
S. coelicolor 6n kiiltiirinden, 100 pl 2.5 M MgCl2.6H20 ve 1.25 ml %20 glisin
iceren 50 ml YEME besiyerine 1/10 oraninda ekim yapilmistir. 20 saat boyunca
30°C’ta 250 rpm’de biiyiitiilen hiicreler, sonrasinda oda sicakliginda 4500 rpm’de 20
dakika boyunca santrifiij edilip %10.3 siikroz ile iki defa yikanmistir. Elde edilen
pelet, 20 ml 2 mg/ml lizozim igeren P(+) soliisyon ile ¢6ziilmiis sonrasinda hiicreler
30°C’ta, her 5 dakikada bir dikkatlice karistirilarak 45 dakika boyunca inkiibasyona
birakilmigtir. Her 15 dakikada bir mikroskop altinda protoplast olusumu
gozlenmistir. Daha sonra bu karigim, protoplastlari misellerinden ayirmak igin igerisi
pamuk ile gevsekce doldurulmus 5 ml’lik pipet ucu yardimiyla filtre edilmis
devaminda 3300 rpm’de 4°C’ta 7 dakika santrifiij edilmis ve ardindan pellet P(+)
sollisyonu ile 2 defa yikanmistir. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra kalan pelet 300
pl P(+) buffer’da coziilerek, ependorf tiiplerine 50°ser pl olacak sekilde dagitilmis ve
buz i¢inde -80°C’ta yavasca dondurulmustur.

Her bir transformasyon deneyi igin, dncelikle -80°C’tan alinan 50 pl protoplast,
¢cesme suyuna tutularak hizlica ¢6ziillip buza alinmistir. Her bir protoplastin {izerine
hizlica 5 pl rekombinant plazmitin DNA’s1 eklenmis (E. coli ET12567 hiicrelerinden
izole edilmistir) ve 200 pl %25 PEG + P(+) karisimi ilave edilmis ve tiim bilesenler
pipet yardimiyla 2-3 defa karistirilmistir.
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Protoplastlar iki R2YE agar besiyerine esit hacimde yayilarak ekilmis ve
30°C’ta 20 saat inkiibasyona birakilmistir. 20 saatlik inkiibasyonun ardindan petriler,
agar besiyerindeki son konsantrasyonu 50 pug/ml olacak sekilde apramisin igeren 1

ml dH20 ile kaplanmis ve 30°C’ta inkiibasyona devam edilmistir.
4.2.20. Poli-p-hidroksibutirat’in Spektrofotometrik Olarak Ol¢iimii

Hiicreler {ic giin boyunca TSB besiyerinde 30°C’ta cogaltilmistir. On
kiiltirlerden esit agirlikta hiicre alinarak Nitrojen Bazal Besiyeri ve R2YE besiyerine
3 tekrarhi ekilmis ve 72 saat boyunca 30°C’de inkiibasyona birakilmistir. 72 saatin
sonunda hiicreler 4500 rpm’de 20 dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriilmistiir.
Stipernatantlar uzaklastirilip peletler 2 defa dH2O ile yikanmis ve sonrasinda peletler
48 saat boyunca 80°C’de kurutulmustur. 2 giin boyunca kuruyan peletlerin iizerine
10 ml ¢amasir suyu eklenmis ve 37°C’de 12 saat boyunca inkiibasyona birakilmaistir.
12 saat sonra soliisyon 4500 rpm’de 20 dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriilmistiir.
Stipernatant uzaklastirilmis ve peletler sirasiyla 10 ml dH20, aseton ve dietil eter ile
yikanmistir. Eter ile yikandiktan sonra peletlerin iizerine 5 ml kaynar kloroform
eklenmis ve eklenen kloroformun oda sicakliginda g¢eker ocakta buharlagmasi
beklenmistir. Kloroform tamamen ugtuktan sonra kalan ¢okelti tizerine 10 ml H2SOq4
eklenerek 10 dakika boyunca kaynayan suda inkiibasyona birakilmis sonrasinda
orneklerin oda sicakligina kadar sogumasi beklenmis devaminda 6rneklerin sirasiyla

280 nm ve 300 nm’de optikal yogunluklari 6l¢tilmiistiir.
4.2.21. Neisser Boyama Yontemi

Hiicre icindeki polifosfatlarin gdzlenmesi i¢in neisser boyama yapilmistir.
R2YE ve NBM besiyerlerinde 3 giin boyunca biiyiitiilen bakterilerden 3. giiniin
sonunda bir miktar alinip lam f{izerine yayilmigs ve fikse edilmistir. Sonrasinda
Neisser-A ve Neisser-B boya c¢ozeltilerinden hazirlanan karisim ile 30 saniye
muamele edilmistir. Distile su ile yikanan preparata 10 damla lugol damlatilip 5
saniye beklenmis, ardindan tekrar yikanan preparata 10 damla Neisser- C ¢ozeltisi
damlatilmig, 10 saniyelik inkiibasyonun ardindan distile su ile yikanip kurutulan

ornek mikroskop altinda incelenmistir.
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4.2.22. Fourier Kizil Otesi Isin Doniisiim Spekroskopisi (FTIR)

R2YE ve NBM besiyerlerinde 3 giin boyunca biiyiitiilen bakteriler distile su ile
2 defa yikandiktan sonra -80°C’de muhafaza edilmistir. Sonrasinda yiiksek basing

altinda dondurulup toz haline getirilmis bakteriler FTIR ile taranmustir.
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5. BULGULAR

5.1. Mutasyon Kasetinin Hazirlanmasi

Hiicrede poliP iiretiminden sorumlu ana gen olan ppk geninin silinmesi igin
Gust ve arkadaglarmin gelistirdigi PZR temelli REDIRECT metodu kullanilarak
secici direng geni apramisinin ppk geni ile yer degistirmesi saglanmistir [57].
Apramisin geni plJ773 plazmidinden (Sekil 5.1, a) EcoRI ve Hindlll ile kesilmis
(Sekil 5.1, b) ve mutasyon Kkasetinin hazirlanmasi i¢in yapilacak PZR
reaksiyonlarinda kalip olarak kullanilmistir. Apramisin direng geni ve ppk geninin
baslangi¢ ve bitis kodonlarinin st ve alt bolgeleriyle uyumlu dizilere sahip olan
primerler kullanilarak yapilan PZR sonucu 1476 bg¢’lik mutasyon kasedi elde
edilmistir (Sekil 5.1, ).

EcoRI.  SstI*

4, Xho!*
FRT
priming site aac(3)IV
Sstl® 10000 bg —»

plJ773
4334 bps

oriT 1500 b¢——»
FRT -
priming site

<—— 1398 bg apr kaseti

Hindlll

a)

10000 bg ——»

¢ 1476 bg apr
mutasyon kaseti

1500 bg >

c)

Sekil 5.1: Mutasyon kasetinin hazirlanmasi a) plJ773 plazmidinin yapisi. b)
plJ773 plazmidinin apramisin geni igeren ECORI ve HindIII fragman1 M: Marker
(Thermo). 1: 1398 bg apr kaseti. ¢) PZR ile elde edilmis apr mutasyon kaseti. M:

Marker (Thermo). 1: 1467 b¢ mutasyon kaseti.
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5.2. S. coelicolor A3(2) ve S. coelicolor M145 Appk
Mutantlarinin Hazirlanmasi

5.2.1. S. coelicolor Std84 Kozmidinin E. coli BW25113/ p1J790
Hiicrelerine Aktarilmasi

E. coli BW25113 susu iginde yer alan plJ790 plazmidi, kloramfenikol direng
geni (cat) ve sicakliga duyarli replikasyon orijini (30°C’de replike olabilirken,
37°C’de replike olamamaktadir) tasimaktadir. Bu plazmit ayrica arabinoz
operonunun kontrolii altinda bulunan ve homolog rekombinasyonun ger¢eklesmesini
saglayan rekombinazlari da igermektedir. Uzerinde ppk geni bulunan Std84 kozmidi
izole edilerek (Sekil 5.2) kompetan E. coli BW25113 hiicrelerine aktarilmigtir. Std84
kozmidini tasiyan hiicreler Amp (100 pg/ml) + Kn (50 pg/ml) + Chl (25 pg/ml)
iceren LB kati1 besiyerlerinde 30°C’de secilmislerdir.

10.000 bg—»

Sekil 5.2: Kozmit izolasyonu. M: Marker (Thermo). 1,2: Std84 Kozmidi.

5.2.2. Mutasyon Kasetinin Std84 Kozmidini Tasiyan E. coli
BW25113/p1J790 Hiicrelerine Aktarilarak Mutant Kozmidin
Olusturulmasi

Std84 kozmidini igeren E. coli BW25113/plJ790 hiicreleri Amp (100 pg/ml),
Kn (50 pg/ml), Chl (25 pg/ml) ve 10 mM L-arabinoz i¢eren 100 ml SOB-MgSO4
besiyerinde tiretilerek kompetan hale getirilmistir. PCR ile olusturulan 1476 bg¢’lik
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mutasyon kaseti bu kompetan hiicrelere elektroporasyon metodu ile aktarilmis ve
hiicreler Apr (50 pg/ml) + Kn (50 pg/ml) + Amp (100 pg/ml) igeren LB agarda
secilmislerdir.

Kozmit iizerinde ppk geninin silindigini ispatlamak igin olas1 Std84 Appk
kozmitlerini tasiyan hiicrelerden kozmit izolasyonu yapilmis (Sekil 5.3, a) ve
bunlardan bir tanesi PZR’da kalip olarak kullanilmistir. Mutant kozmitte ppk geninin
(2542 bg) yerini apramisin direng geni (1382 bg) alacagindan mutant kozmitin kalip
olarak kullanildig1 reaksiyonda 3.1 kb yerine beklenildigi gibi 2.1 kb’lik DNA
fragmani elde edilmistir (Sekil 5.3, b).

LR = PR

L e
10.000 b¢ —» &
LR —— «-—31h

Pu— XYY

| ] 5

a) b)

Sekil 5.3: Appk kozmitlerinin izolasyonu ve dogrulanmas a) izole edilen piitatif
Appk kozmitleri. b) Farkli baglanma sicakliklarinda (50°C, 55°C, 60°C, 65°C) F-ppk
ve R-ppk primerlerinin (Tablo 5.1) kullanildigi PZR reaksiyon sonuglari. M: Belirteg

(Fermentas) 1-4: Yaban tip Std84 ile yapilan PZR sonuglar1 5-8: Std84 Appk ile

yapilan PZR sonuglari.

5.2.3. Appk Mutant Kozmidinin Metilasyon Sistemi Olmayan E. coli
ET12567/pUZ8002 Hiicrelerine Aktarilmasi

S. coelicolor’in oldukga giiglii bir metil-spesifik restriksiyon sistemi
bulunmaktadir. Elde edilen mutant kozmidin S. coelicolor’a transferi ancak DNA
metilasyon sisteminden yoksun bir ara konakg1 (E. coli ET12567) sayesinde miimkiin
olacagindan, bu asamada pUZ8002 plazmidini tasiyan E. coli ET12567 hiicreleri
kullanilmistir. Sanders Laboratuvari’nda gelistirilen metod ile hazirlanan kompetan

E. coli ET12567/pUZ8002 hiicreler, mutant kozmit (Std84 Appk) ile transform
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edilmistir [55]. Transformantlar, Apr (50 pg/ml) + Kn (50 pg/ml) + Chl (25pug/ml)
antibiyotiklerini i¢eren besiyerinde se¢ilmislerdir. Dogrulanan transformantlardan bir
tanesi segilerek S. coelicolor A3(2) ve M145 suslan ile konjugasyon deneylerine

saklanmustir.

5.3. Appk Mutant Kozmidinin S. coelicolor A3(2) ve S.
coelicolor M145°e Aktarilmasi

Mutant kozmit, S. coelicolor’in iki ayr1 susuna (A3(2) ve M145) hem
konjugasyon hem de protoplast transformasyonu yontemleriyle aktarilmistir [56].
Degisik kosullarin denendigi farkli konjugasyon ve protoplast transformasyonu
deneyleri sonucunda NA (nalidiksik asit) ve apramisin igeren R2YE besiyerinde
tireyen hiicreler sec¢ilmis ve bunlarin arasindan ¢ift rekombinasyon olaymin meydana
geldigi (apramisine direncli, kanamisine hassas) hiicreler taranmistir. Bunun i¢in ayni
hiicre hem NA+Apr igeren hem de NA+Apr+Kn igeren R2YE besiyerlerine ekilmis
ve bunlarin icinden NA+Apr besiyerinde iireyip de NA+Apr+Kn besiyerinde
tiremeyen S. coelicolor hiicreleri, olasi ¢ift rekombinasyon mutantlar1 olarak

secilmiglerdir (Sekil 5.4).
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M145

R2YE+APR R2YE+APR+KN

a)

Sekil 5.4: Olas1 S. coelicolor Appk suslarinin segici besiyerlerinde taranmasi. a)
M145 olas1 mutantlarin NA ve APR igeren ve ayni hiicrelerin NA, APR ve KN
iceren R2YE besiyeri tizerindeki iireme durumlari. b) A3(2) olasi mutantlarin NA ve
APR igeren ve ayn1 hiicrelerin NA, APR ve KN iceren R2YE besiyeri lizerindeki
ireme durumlart.

5.4. Appk Mutasyonunun Dogrulanmasi

5.4.1. Mutasyonun PZR ile Dogrulanmasi

Cift rekombinasyon olaymin meydana geldigi olast mutant suglarin
dogrulanmasi i¢in PZR yapilmistir. NA+Apr besiyerinde iireyip de NA+Apr+Kn
besiyerinde iiremeyen rastgele iki koloniden yapilan PCR sonucunda beklenen bant
biiyiikliikleri (Tablo 5.1) elde edildiginden (Sekil 5.5, a), bu iki sustan kromozomal
DNA izole edilmis (Sekil 5.5, b) ve Southern Blot hibridizasyon deneyleri igin hazir
hale getirilmistir. Ayni basamaklar olas1 S. coelicolor A3(2) mutantlar igin de
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yapilmis ama 6rnek olarak sadece M145 mutasyonunun dogrulanmasi i¢in yapilan

PZR sonuglar1 verilmistir.

Tablo 5.1: PZR’da kullanilan primerler ve PZR sonucunda beklenen bant

buyiikliikleri.
Uriin boylar
Primer
. Kullanildiklar1 deney ve dizisi Rekombinant
Cifti Yaban sus
sus
F-ppk Yaban tipte ppk geninin ¢ogaltilmasi.
Rekombinant suslarda ise ppk geni 3.1kb 2.1 kb
R-ppk yerine gegen apr geninin ¢cogaltilmasi.
F-ppk Yaban tipte ppk geninin iginden
(prob) secilen bolgenin ¢cogaltilmasi.
Rekombinant suslarda ise ppk geni 1.7 kb -
R-ppk olmayacagidan iiriin
(prob) beklenmemektedir.
Rekombinant suslarda apr genlerinin
F_apr 3 i i
- cogaltilmasi. Yaban susta ise apr geni
- 1.4 kb
R_apr olmayacagindan {iriin

beklenmemektedir.
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a) b)

Sekil 5.5: Olas1 S. coelicolor M 145 olast Appk suslarinin PZR ile taranmasi. a)
Apramisin ve ppk primerleri ile yapilan PZR sonuglar1 M: 1 kb’lik molekiiler DNA
belirteci (Thermo), 1, 2, 3: 1 no’lu koloni i¢in yapilan PZR sonuglari; 4, 5, 6: Yaban
tip ile yapilan PZR 7, 8, 9: 2 no’lu koloni i¢in yapilan PZR sonuglar1 b) M145 yaban
tip ve olast mutant genomik DNA izolasyon sonuglari. M: 1 kb’lik molekiiler DNA

belirteci (Thermo), 1: Yaban tip, 2: 1 no’lu koloni; 3: 2 no’lu koloni.

5.4.2 Mutasyonun Southern Blot Yontemi ile Dogrulamasi

PZR reaksiyonlari ile dogrulanan olas1 ppk mutant suslarindan ve yaban tip S.
coelicolor A3(2) ve M145 hiicrelerinden genomik DNA izolasyonu yapilmistir. Elde
edilen genomik DNA’lar, Xhol ve Xbal restriksiyon endoniikleazlar ile kesilmis ve
gece boyunca yliriitilmiistiir (Sekil 5.6).

Kesilmis DNA’lar, southern blot yontemi ile naylon membrana aktarilmis, ppk
ve apr problar1 kullanilarak hibridizasyon gergeklestirilmis ve mutant suslarda ppk
geninin olmadig1 onun yerine apramisin geninin bulundugu gosterilmistir (Sekil 5.7,

Sekil 5.8).
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Xhol Xod Xhol Xbal
M PYT1 2 34 M PYT1 2 3 4 M P YT12 M PYT 12

10000 bg ——»

a) b)

Sekil 5.6: Southern blotta kullanilmak tizere restriksiyon enzimlerle kesilerek
hazirlanmis kromozomal DNA goriintiileri 8) Farkli konsantrasyonlardaki M 145
Mutant ve yaban tip DNA 6rneklerinin Xhol ve Xbal RE ile kesim goriintiileri. Xhol
ile yapilan kesim i¢in; P: ppk prop YT: yaban tip 1, 2, 3, 4: Olas1 Appk mutantlari.
Xbal ile yapilan kesim igin; P: apr prop YT: yaban tip 1, 2, 3, 4: Olas1 Appk
mutantlart. b) Farkli konsantrasyonlardaki A3(2) olast mutant ve yaban tip DNA
orneklerinin Xhol ve Xbal RE ile kesim goriintiileri. Xhol ile kesim igin; P: ppk prob,
YT: yaban tip, 1, 2: Olas1 Appk mutantlar1. Xbal ile kesim igin; P: apr prob, YT:
yaban tip, 1, 2: Olas1 Appk mutantlari.

Sekil 5.7: M 145 susu igin yapilan hibridizasyon sonuglar1 @) M145 Appk mutant ve
yaban tip genomik DNA’larinin ppk prob ile hibridizasyonu. P: ppk prob, YT: yaban
tip, 1, 2, 3, 4: Olast Appk mutantlari. b) M145 mutant ve yaban tip genomik
DNA’larinin apr prob ile hibridizasyonu. P: apr prob, YT: yaban tip, 3: apr band:.
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Sekil 5.8: A3(2) i¢in yapilan hibridizasyon sonuglar1 a) A3(2) Appk mutant ve yaban
tip genomik DNA’larinin ppk prob ile hibridizasyonu. P: ppk prob, YT: yaban tip, 1,
2: Olas1 Appk mutantlar1. b) A3(2) Appk mutant ve yaban tip genomik DNA’larinin
apr prob ile hibridizasyonu. P: apr prob, YT: yaban tip, 1, 2: Olas1 Appk mutantlari.

5.5. Yaban Tip ve Appk Mutant Suslarinda PoliP’nin
Neisser Boyama ile Gosterilmesi

ppk mutantlari ve yaban tip hiicrelerin poliP biriktirme karakterindeki degisimi
gbzlemek icin neisser boyama metodunu kullanilmistir. Bunun i¢in bakteriler NBM
ve R2YE besiyerlerine ekilmis 72 saat sonra boyanmustir.

Isik mikroskopu ile yapilan incelemelerde M145 Appk ve A3(2) Appk
hiicrelerinde poliP birikiminin yaban suslara gore ¢ok daha az oldugu goézlenmistir

(Sekil 5.9, Sekil 5.10).
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a) b)

Sekil 5.9: A3(2)’nin NBM besiyerinde 72. saatte elde edilen mikroskop goriintiileri.
a) A3(2) yaban tip hiicresinde biriken poliP miktar1 b) ppk mutant hiicresinde biriken
poliP miktar1. Ornekler 100X mercek altinda gozlenmistir.

a) b)

Sekil 5.10: M145’in NBM besiyerinde 72. saatte elde edilen mikroskop gortintiileri.
a) M 145 yaban tip hiicresinde biriken poliP miktar1 b) ppk mutant hiicresinde biriken
poliP miktari. Ornekler 100X mercek altinda gozlenmistir.

5.6. Yaban Tip ve Appk Mutant Suslarin MS ve R2YE
Besiyerlerinde Uremesi

S. coelicolor M145 yaban tip ve A3(2) yaban tip suslar1 ile Appk mutant
suslarinin, hem antibiyotik tiretimlerindeki farklarini daha iyi ayirt etmek i¢in hem de
farkl1 besiyerlerindeki davranislarim1  gozlemlemek icin farkli katt ve sivi
besiyerilerine ekim yapilip genel karakteristik 6zellikleri incelenmistir. Yaban tip ve

mutant suslarin R2YE sivi besiyerinde 144 saatlik fermentasyon sonrasindaki
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goriintlileri Sekil 5.16°da verilmistir. Mutant suslarin yaban suslardan ¢ok daha fazla

antibiyotik {irettigi goriillmektedir.

A3(2) YT Appk

Sekil 5.11: a) A3(2) yaban tip ve Appk mutant suslarinin R2YE’deki 144 saatlik
fermentasyonu sonucu b) S. coelicolor M 145 yaban tip ve Appk mutant suslarinin
R2YE’deki 144 saatlik fermentasyonu sonucu.

S. coelicolor M145 ve A3(2) yaban tip suslar1 ile Appk mutant suslart R2YE ve
MS+10mg/ml Ca?" kat1 besiyerlerine ekilmis ve 9 giinliik inkiibasyon boyunca
fotograflanarak hem antibiyotik {iretimi hem de sporlanma karakterleri incelenmistir.

A3(2) yaban tip hiicrelerinin R2YE’de sporlanmadig1 ve antibiyotik {liretiminin
mutant A3(2) Appk mutanta gore daha az oldugu goézlenmistir (Sekil 5.12). MS
besiyerinde ise A3(2) yaban tipin mutant gore daha ge¢ sporlandigi ve antibiyotik

iretiminin mutant susa gore daha az oldugu tespit edilmistir (Sekil 5.13).
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2. Gln 3. Gin 4. Giln 5. Giln 7. Gin 9. Giln

Sekil 5.12: R2YE kat1 besiyerindeki 9 giinliik inkiibasyon. a) A3(2) yaban tip.
b) A3(2) Appk mutant.

3.Gun 4. Gin 5. Gin 7.Giln 9.Giln

Sekil 5.13: MS kat1 besiyerindeki 9 giinliik inkiibasyon. b) A3(2) yaban tip.
b) A3(2) Appk mutant.

M145 yaban tip ve mutant susu hem R2YE’de hem de MS’de sporlanmistir.

Mutant ve M 145 yaban tip susunun antibiyotik {iretimlerinde gozle goriiliir derecede

bir fark goriilmemistir (Sekil 5.14, Sekil 5.15).
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2. Giin 3. Gln 4, Gin 5. Glin 7. Gln 9. Gin

Sekil 5.14: R2YE kati1 besiyerindeki 9 giinliik inkiibasyon. a) M145 yaban tip.
b) M145 Appk mutant.

3.Giln 4. Gin 5. Gln 7.Giln 9. Gin

Sekil 5.15: MS kat1 besiyerindeki 9 giinliik inkiibasyon. a) M145 yaban tip.
b) M145 Appk mutant.

5.7. Yaban Tip Mutant Suslarin Aktinorhodin ve
Undesilprodigiosin Uretimlerinin Karsilastirilmasi

S. coelicolor M145 ve A3(2) yaban tip suslar1 ile Appk mutant suslarinin,
undesilprodigiosin ve aktinorhodin antibiyotiklerinin {retimlerindeki farklari
gorebilmek icin besiyeri icerigi oldukca zengin olan R2YE sivi besiyeri
kullanilmistir. 144 saat devam eden fermentasyon siiresince farkli zaman
araliklarinda Ornekler alinmis, hiicrelerin iiremeleri ve antibiyotik Olglimleri
karsilagtirilmistir. Yaban tip ve mutant hiicrelerinin iiremelerinde gok biiyiik bir fark
goriilmemistir (Sekil 5.16). Sadece A3(2) Appk mutantinin ilk 48 saatte yaban susa
gore daha az iiredigi tespit edilmistir. Bu fark fermentasyonun ilerleyen saatlerinde

kapanmustir.
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M145 yaban susun aktinorhodin iiretimi 120. saatte en yiiksek degerine ulagmis
ve bu noktadan sonra aktinorhodin iiretiminde az bir miktar azalma meydana gelmis
ve bu durum fermentasyonun son saatine kadar devam etmistir. M145%in Appk
mutant susun aktinorhodin iiretimi ise 24. saatten itibaren artmaya baslamis, 48. ve
72. saatler arasinda artis miktarinda bir azalma meydana gelmisse de 72. saatten
sonra yine artarak devam etmistir. Fermentasyonu sonlandirdigimiz 144. saatte en
yiiksek degerine ulasmistir. 144. saatte Appk mutant susun yaban tip sustan yaklasik
6 kat daha fazla aktinorhodin tirettigi gézlenmistir (Sekil 5.17). Biitiin fermentasyon
degerlendirildiginde ise yapilan iki uglu t-testine gore M145 Appk mutant susun
yaban tipten yaklasik 2.5 kat daha fazla aktinorhodin tirettigi bulunmustur (Sekil
5.17).

A3(2) yaban tip susun aktinorhodin tiretimi 96. saatte en yiiksek degerine
ulagsmig ve ilerleyen saatlerde aktinorhodin {iretimi bu seviyeye yakin bir seyir
izlemis ve bu durum fermentasyonun son saatine kadar devam etmistir. A3(2)’in
Appk mutant susu ise en yiiksek aktinorhodin antibiyotik {iretim seviyesine 72. saatte
ulagmis, bu noktadan sonra iiretim miktarinda biraz azalma olmustur. Fermantasyonu
sonlandirdigimiz 144. saatte mutant susun yaban tipe gore yaklasik 5 kat daha fazla
aktinorhodin  drettigi  tespit  edilmistir.  Ancak  biitin =~ fermentasyon
degerlendirildiginde yapilan iki uglu t-testine gore mutant sus yaban tipten yaklasik
8.5 kat daha fazla aktinorhodin tiretmistir (Sekil 5.17).

Undesilprodigiosin spesifik tliretim degerleri karsilastirildiginda A3(2) yaban
tip ve Appk mutant suslarmin undesilprodigiosin iiretiminde yapilan t-test (two-
paired) sonuglaria gore anlamli bir fark goriilmemistir (Sekil 5.18).

M145 yaban tipin en yiiksek undesilprodigiosin iiretim degerine 96. saatte
ulagsmis oldugu, bu saatte mutant sustan yaklasik 3 kat daha fazla undesilprodigiosin
trettigi goriilmistiir. M145 Appk mutant susu ise en yiiksek tiretim degerine 72’nci
saate ulasmis ve bu saatten sonra undesilprodigiosin tiretimi fermentasyonun sonuna
kadar yatay bir seyir izlemistirr M145 yaban tip ve Appk mutant suslarinin
undesilprodigiosin iiretim degerleri ile yapilan t-test (two-paired) sonuglarina gore
M145 Appk mutant susun undesilprodigiosin iiretiminde yaban tipe gore yaklasik 2.5
kat bir diistis gozlenmistir (Sekil 5.18).
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BUYUME EGRISI
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——YT A3(2) A3(2) Appk  ==———=YT M145 == NM145 Appk

Sekil 5.16: S. coelicolor yaban tip ve S. coelicolor Appk suslarinin tireme egrisi.
30°C’ta calkalamali 3 tekrarli olarak 2 farkli zamanda fermentasyon deneyi yapilip
ortalamalar1 alinmistir.

AKTINORHODIN

= = =
N N )]

[uny
o

Spesifik Aktivite (hm/mg)
(o)}

Zaman (saat)

—— YT A3(2) A3(2)Appk

YT M145 ——M145 Appk

Sekil 5.17: Mutant ve yaban tipi hiicrelerin Aktinorhodin spesifik aktivitesi. 30°C’ta
calkalamali1 3 tekrarh olarak 2 farkli zamanda fermentasyon deneyi yapilip
ortalamalar1 alinmistir.
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UNDESILPRODIGIOSIN
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Spesifik Aktivite (hm/mg)

Zaman (saat)

—— YT A3(2) A3(2) Appk —— YT M145 —— M145 Appk

Sekil 5.18: Yaban tip ve mutant suslarinin spesifik Undesilprodigiosin spesifik
aktivitesi. 30°C’ta galkalamali 3 tekrarli olarak 2 farkli zamanda fermentasyon
deneyi yapilip ortalamalari alinmistir.

5.8. Yaban Tip ve Appk Mutant Suslarin PHB Uretimlerinin
Karsilastirilmasi

Streptomyces’lerin {irettigi PHB’nin antibiyotik {retimiyle iligskisi olup
olmadig1 konusunda bilinen sadece birka¢ yayin bulunmaktadir. PHB’nin degrede
edilmesiyle elde edilen butryl-CoA ve asetil-CoA’nin kloramfenikol ve makrolid
ascomycin FK250 biyosentezinde Onciil olarak kullanildigi yapilan ¢aligmalar ile
gosterilmistir [67], [68]. Verma ve arkadaslar1 yaptiklari caligmayla S. coelicolor
M145°te aktinorhodin {retiminin artmasi ile birlikte hiicre icinde PHB
konsantrasyonunun diistiigiinii gozlemis ve PHB nin degrede edilmesi ile elde edilen
asetil-CoA’nin aktinorhodinin dnciilii olarak kullanildigini iddia etmistir [60].

Aktinorhodin iiretiminde O6nemli oranda artig goriillen Appk suslarinin PHB
tiretimlerinde bir farklilik olup olmadigini anlamak i¢in, biitiin suslar R2ZYE ve NBM
stvi  besiyelerinde biiyiitiilmiis ve PHB {retimleri spektrofotometrik yontem

kullanilarak kargilastirilmustir. Iki ayri dalga boyunda gergeklestirilen &lgiimler
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sonucunda yaban tip ve Appk suslarin PHB iiretiminde t -test sonucuna gore anlamli

bir degisim gozlenmemistir (Sekil 5.19; Sekil 5.20).
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Sekil 5.19: S. coelicolor M 145 yaban tip ve A3(2) yaban tip ve Appk mutant
hiicrelerinin PHB tiretimlerinin 280 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak

Olglimii.
Lo 13,15666667 13 23 13,85
T 14 12,76333333
< 1 11,425 1143666667 1133 11,60333333
2 10
[J]
o g
e
c 6
2
o 4
2
< 2
0
A3(2) A3(2)Appk M145 M145Appk  A3(2) A3(2)Appk M145 M145Appk
R2YE NBM
300 nm

Dalga Boyu (nm)

Sekil 5.20: S. coelicolor M 145 yaban tip ve A3(2) yaban tip ve Appk mutant
hiicrelerinin PHB iiretimlerinin 300 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak
Olgtimii.
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5.9. Yaban Tip ve Appk Mutant Suslarin Triacilgliserol
(TAG) Miktarlarmin FTIR ile Ol¢iimleri

Esnault ve arkadaglar1 farkli seviyelerde aktinorhodin iireten suslarin TAG
birikimlerini ve antibiyotik {iretim miktarlarin1 karsilastirmistir [61]. Zayif bir
antibiyotik ireticisi olan S. lividans’in, glikolitik metabolizmanin gostergesi olan
yiilksek TAG igerigine sahip oldugu, buna karsilik yiiksek antibiyotik {iireticisi S.
coelicolor M145’in ise polifosfat (PoliP) depolarin1 aktif olarak tiikettigi ve son
derece yiiksek ATP / ADP oranina ve diisik TAG igerigine sahip oldugu
gosterilmistir.

Tez kapsaminda mutant suslarin TAG miktarlarindaki degisimlerin tespit
edilmesi i¢in biitiin suslar R2ZYE ve NBM besiyerlerinde 3 giin iiretilmis ve peletler
liyofilize edilip toz haline getirilerek Fourier kizil Otesi 151 doniisim
spekroskopisinde (FTIR) 4000 cm™ ile 650 cm™ arasinda taranmustir. TAG’de
bulunan yag asitlerindeki CH> ve ester karbonilin spesifik bantlarma bakilmistir.
2959 cm™ ve 2852 cm™ arasinda yer alan C-H ve 1740 cm™ yakininda bulunan C =
O ester germe bandinin yerleri incelenerek TAG miktarinda meydana gelen
degisimler gozlenmistir (Sekil 5.23-5.30).

R2YE ve NBM besiyerlerinde biyiitillen A3(2) Appk mutant hiicrelerinde
yaban tipten farkli olarak s6z konusu bantlarin goriilmedigi tespit edilmistir. Benzer
durum belirgin olmamakla beraber M145 Appk mutant ve yaban tipte de

gozlenmistir.
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Sekil 5.21: R2YE besiyerinde 72 saat inkiibe edilen A3(2) yaban tip susunun FTIR
analiz sonucu. Oklar 2959 ve 2852 cm™ arasinda yer alan C-H ve 1740 cm™

yakininda bulunan C = O ester germe bandin1 gdstermektedir.
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Sekil 5.22: R2YE besiyerinde 72 saat inkiibe edilen A3(2) Appk mutant susunun
FTIR analiz sonucu. Oklar 2959 ve 2852 cm™ arasinda yer alan C-H ve 1740 cm™
yakininda bulunan C = O ester germe bandin1 géstermektedir.
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Sekil 5.23: NBM besiyerinde 72 saat inkiibe edilen A3(2) yaban tip susunun FTIR
analiz sonucu. Oklar 2959 ve 2852 cm™ arasinda yer alan C-H ve 1740 cm™?
yakininda bulunan C = O ester germe bandin1 géstermektedir.
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Sekil 5.24: NBM besiyerinde 72 saat inkiibe edilen A3(2) Appk mutant susunun
FTIR analiz sonucu. Oklar 2959 ve 2852 cm™ arasinda yer alan C-H ve 1740 cm™
yakininda bulunan C = O ester germe bandin1 gdstermektedir.
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Sekil 5.25: R2YE besiyerinde 72 saat inkiibe edilen M 145 yaban tip susunun FTIR
analiz sonucu. Oklar 2959 ve 2852 cm™ arasinda yer alan C-H ve 1740 cm™
yakininda bulunan C = O ester germe bandin1 gdstermektedir.

1010

e

- N

05 ] \

\ f \

90 | \ f‘.\ I/ \
\ | .
85 \ ,/ I I ,-"\. \
1 ‘ J mme | I\ f-’“—/ \/ |

| [

8] \/ AN Y

(I A
6 L A
5T 2o

II Iy N

\fea22
60
10436
55
50

45

30,0 T T T T T
4000.0 3600 3200 2800 2400 2000

1300 1600 1400 1200 1000 800
an-1

Sekil 5.26: R2YE besiyerinde inkiibe edilen M145 Appk mutant hiicresinin FTIR

analiz sonucu. Oklar 2959 ve 2852 cm™ arasinda yer alan C-H ve 1740 cm™
yakininda bulunan C = O ester germe bandin1 gdstermektedir.
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Sekil 5.27: NBM besiyerinde 72 saat inkiibe edilen M 145 yaban tip susunun FTIR
analiz sonucu. Oklar 2959 ve 2852 cm™ arasinda yer alan C-H ve 1740 cm™
yakininda bulunan C = O ester germe bandin1 gdstermektedir.
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Sekil 5.28: NBM besiyerinde 72 saat inkiibe edilen M 145 Appk mutant susunun
FTIR analiz sonucu. Oklar 2959 ve 2852 cm™ arasinda yer alan C-H ve 1740 cm™
yakininda bulunan C = O ester germe bandin1 géstermektedir.
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6. SONUC

Bakterilerden yliksek oOkaryotlara kadar biitiin organizmalarda bulunan
polifosfatin (poliP) hiicre icerisinde ¢ok dnemli gorevleri bulunmaktadir. Enerji ve
fosfat kaynagi olmasinin yaninda poliP’nin enzim aktivitelerini diizenledigi, ¢ok
sayida genin kontroliinde gorev aldigi, bakterilerde viriilans ve biyofilm olusumunu
etkiledigi, okaryotlarda, apoptoz, kan pihtilasmasi ve kemik gelisiminde énemli rol
oynadig1 bilinmektedir [1], [5], [16], [31]. Biitiin bu rollerinin disinda poliP’nin
bakterilerde ikincil metabolizmay1 etkiledigini gosteren siirli sayida ¢alisma da
bulunmaktadir. Ornegin, Chouayekh ve Virolle hiicre i¢inde polifosfat sentezinden
sorumlu temel gen olan ppk genini sildiklerinde S. lividans’in antibiyotik iiretiminde
artts gormislerdir [49]. Her ne kadar antibiyotik olglimii yapmamis olsalar da,
hiicrenin kat1 kiiltiirdeki davranisindan ve olusturdugu renk degisikliginden PPK’nin
antibiyotik tiretimini negatif yonde etkiledigini iddia etmislerdir. Bu negative etkinin
sebebinin ise PPK tarafindan sentezlenen poliP’nin degredasyonu sonucu olusan
Pi’nin antibiyotik iretim yolaklarin1 baskilamasi sonucunda oldugunu ileri
stirmiislerdir.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda S. coelicolor’in antibiyotik iiretme kapasiteleri
birbirinden farkli olan A3(2) ve MI145 suslarinda ppk geni silinmis ve bu
mutasyonun antibiyotik iiretimine etkisi incelenmistir. Oncelikle Std84 kozmidi
tizerinde bulunan S. coelicolor ppk geninin, baslangi¢ ve bitis bdlgelerinin
yukarisinda ve asagisinda bulunan dizilerle homoloji gosteren apramisin kaseti ile
yer degistirmesi saglanmistir. Rekombinasyon, A RED (gam, bet, ex) rekombinasyon
plazmidi plJ790 kullanilarak yapilmistir [63]. Elde edilen Appk Std84 kozmidi S.
coelicolor A3(2) ve S. coelicolor M145°¢ aktarilmis ve Appk mutantlart hem PZR
hem de southern blot yontemleri ile dogrulanmistir. Appk mutant suslarinda daha az
poliP biriktigi Neisser boyama yontemiyle gosterilmistir.

Mutant suslarin farkli besiyerlerinde lireme, sporlanma ve antibiyotik tiretim
profilleri incelenmistir. A3(2) Appk mutantinin yaban tipten farkli olarak R2YE kati
besiyerinde sporlanmasi dikkat ¢ekmistir. 144 saatlik fermentasyon sonucunda
yapilan antibiyotik Ol¢timleri S. coelicolor A3(2) Appk mutantinin yaban tipten

yaklagik 8.5 kat daha fazla aktinorhodin iirettigini ve undesilprodigiosin iiretiminde
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yapilan t-test sonucunda anlamli bir degisimin olmadigin1 gdstermistir. Bu sonug
Chouayekh ve Virolle’iin 2002 yilinda S. lividans TK24 ile yaptiklart ¢alismayla
ortismektedir [49]. Hem S. coelicolor A3(2) Appk hem de S. lividans TK24 Appk
suslarinda aktinorhodin biyosentezinde artis gozlenmis, undesilprodigiosin {liretimi
ise bu mutasyondan etkilenmemistir. Chouayekh ve Virolle fosfat kitligi durumunda
aktinorhodin biyosentezini diizenleyen actll-ORF4 geninin ifadesinin arttigini, redD
geninin ifadesinde bir degisiklik olmadigin1 bulmuslar, bdylece mutasyonun
transkripsiyonel diizeyde etki yaratarak antibiyotik {retimini etkiledigini
gostermislerdir  [49].  Aktinorhodin  tretimi  fosfat ile  diizenlenirken
undesilprodigiosin tretiminin fosfat yoklugundan etkilenmedigi goriilmiistiir.
Aktinorhodin ve undesilprodigiosin iiretimlerinin farkli besin kaynaklarina gore
farkl1 sekilde diizenlendigi daha 6nceki ¢aligmalarla da gosterilmistir [51], [23].

S. coelicolor M145 Appk mutantinin ise aktinorhodin iiretiminde yaklasik 2.6
katlik bir artis gdzlemlenmesine karsin undesilprodigiosin iiretiminde yaklagik 2.5
kathik bir disiis gozlenmistir. Undesilprodigiosin iiretiminde diisiis goriilmesi
aktinorhodin  ve undesilprodigiosin  biyosentezlerinin  farkli  bir  sekilde
diizenlenledigini destekleyen sonuglardir.

Yapilan antibiyotik Olglimlerinde M145 ve A3(2) yaban tip hiicrelerinin
antibiyotik tiretimleri ve sporlanma karakterlerinin farkli oldugu gozlenmistir. Sekil
5.14°de goriildiigii gibi 144 saatlik inkiibasyonun sonunda M 145 yaban tip sus A3(2)
yaban tip sustan yaklasik 3 kat daha fazla antibiyotik tiretmistir. Ayrica 144. saatte S.
coelicolor M145 Appk mutantinin aktinorhodin iiretim miktarinin A3(2) yaban tip
sustan yaklagik 10 kat daha fazla oldugu gozlenmistir.

Bunun yani sira M145 yaban tipin R2YE kat1 besiyerinde sporlanmasina kargin
A3(2) yaban tip susun sporlanmadigi gorilmistir. M145 ve A3(2) arasindaki
sporlanma ve antibiyotik iiretim farkinin sebebi olarak M 145 susunun lineer SCP1 ve
halkasal SCP2’den yoksun olmasi gosterilebilir. Ciinkii SCP1 plazmidinin iizerinde
antibiyotik tretimiyle dogrudan iliskili olan sporlanma ve aerial hif olusumunu
kontrol eden bldA bagimli TTA operonu ile Wbl ve SapC, D, E gibi antibiyotik
tiretimini etkileyen bazi genlerin oldugu bilinmektedir [58].

S. coelicolor A3(2) ve M145 yaban ve Appk mutant suslarinda antibiyotik
iiretimde meydana gelen degisikliklerin molekiiler sebeplerini aydinlatmak icin

hiicrede antibiyotik sentezinden ve stres kosullarina verilecek cevaplarin
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diizenlenmesinden sorumlu olan relA spoT gibi temel genlerin trankripsiyonel
analizlerinin yapilmasi 6nem tagimaktadir. Bununla birlikte mutasyonun hiicrede
protein diizeyinde meydana getirdigi degisimlerin gézlenmesi i¢in proteomik
analizlerin yapilip poliP metabolizmasi ile antibiyotik {liretimi arasindaki iliskiye 151k
tutulmasi da yapilmasi gerekenler arasindadir.

Verma ve arkadaglar1 S. coelicolor M145 susunda enerji ve karbon kaynagi
olarak kullanilan PHB’nin miktarinin duragan faza kadar arttigin1 sonrasinda
aktinorhodin ve undesilprodigiosin iiretiminin artis1 ile azalmaya basladigini
gostermigler ve antibiyotik iiretiminde kullanilan acetil-CoA’nin onciil kaynaginin
PHB oldugunu 6ne siirmiiglerdir [60]. Bunun i¢in tez ¢alismasi kapsaminda yaban ve
mutant suslarin PHB miktarlar karsilastirilmistir. Appk mutant ve yaban tip suslar
besince zengin (R2YE) ve fakir (NBM) besiyerlerine ckilmis ve 72 saatlik
inkiibasyon sonucu PHB miktarlar1 Ol¢iilmiistiir. Suslarin PHB miktarlarinda
istatistiksel agidan anlamli bir degisim gozlenmemistir. Calismamiz kapsaminda
sadece iiremenin 72. saatindeki PHB miktarlarina bakilmistir. Daha saglikli veriler
elde etmek igin fermentasyon boyunca daha sik araliklarla 6rnekler alinarak deney
tekrar edildiginde aktinorhodin tiretimi ile PHB birikimi arasindaki iliski daha iyi
anlagilacaktir.

Le Marechal ve arkadaslart yiliksek antibiyotik {ireticisi suglarda TAG
miktarinin daha az oldugunu gozlemlemis ve bunun temel sebebinin TAG’nin
degredasyonu ile elde edilen acetil-CoA’nin antibiyotik iiretiminde kullanilmasi
oldugunu ileri siirmiistiir [59]. Esnault ve arkadaslar1 da S. lividans yaban tip, Appk
mutant ve M 145 yaban tip suslarinin TAG miktarlarinin tespitinde FTIR tekniginin
kullanilabilecegini gostermistir [61]. Bu ¢alisma kapsaminda TAG’de bulunan yag
asitlerindeki CHz’lerin gerilmesi ile elde edilen 2959 ve 2852 cm™ arasinda yer alan
C-H bantlariin ve ester karbonilin 1740 cm™ yakininda bulunan C=0 ester germe
bandinin hiicrede bulunan TAG’lerin miktarinin belirlenmesinde kullanilabilecegi
gosterilmistir. [61].

Tez kapsaminda R2YE ve NBM besiyerlerinde 3 giin biyiittiigiimiiz S.
coelicolor A3(2) ve M145 yaban tip ve Appk suslarimin TAG miktarlarin
karsilastirmak icin FTIR metodu kullanilmis ve Esnault ve arkadaslarinin (2017)

aldigr sonucu destekleyen veriler elde edilmistir. Ozellikle R2YE besiyerinde
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biiyiiyen A3(2) Appk susunda 2959, 2852 cm™ ve 1740 cm™ bantlariin kayboldugu
gozlenmistir.

Besince fakir NBM besiyerinde biiyiiyen suslarin TAG miktarlarina
bakildiginda A3(2) Appk susunda 2853 cm™ ve 1740 cm™ bantlarinin R2YE’deki
kadar belirgin olmasa da azaldig1 gézlenmistir.

M145 yaban ve mutant tip suslar1 besince fakir NBM besiyerine ekilmis ilgili
bantlarin yaban tipte bile belirginligi az oldugundan saglikli bir degerlendirme
yapilamamustir.

Kisaca yapilan TAG o6l¢iimlerine gore zengin besiyerinde daha fazla miktarda
antibiyotik iireten hiicrelerde TAG miktarinin daha az oldugu goriilmiistiir. Ancak
ayni deney besince fakir NBM’de yapildiginda benzer sonuglar alinamamis ve TAG
birikimi ile antibiyotik iiretimi arasindaki iligskinin besin ortamina gore degistigi
sonucuna varilmistir. Ayrica TAG ve antibiyotik liretimi arasindaki iligki arasindaki
iliskiyi aydinlatmak icin sadece 72. saat Ornekleriyle yapilan Sl¢timlerin yeterli
olmayabilecegi hatta FTIR yerine TAG miktarmin tayininde GS-MS gibi daha hassas
metodlarin kullanilabilecegi diigiiniilmektedir.

Kisaca bu tez calismasi kapsaminda S. coelicolor A3(2) ve M145 yaban tip
Appk suslar1 PZR tabanli REDIRECT metodu kullamilarak olusturulmus ve mutasyon
PZR ve southern blot yontemleriyle ispatlanmistir. Olusturulan Appk mutant suslarin
aktinorhodin tiretiminde yaban tiple karsilastirildiginda 6nemli bir artis gézlenmistir.
Yine bu ¢alisma kapsaminda hiicrede karbon kaynagi olarak kullanilan PHB ve TAG
miktarlar1 ile antibiyotik {iretimi arasindaki iligski incelenmistir. PHB biriktirme
kapasitelerinde mutant ve yaban suslar arasinda anlamli bir fark bulunamamis ancak
R2YE sivi besiyerinde antibiyotik iiretimi fazla olan mutant hiicrelerdeki TAG

miktarinin yaban tipten daha az oldugu gozlenmistir.
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