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OZET

TEZIN BASLIGI: STREPTOMYCES COELICOLOR’DA OLASI POLI--
HIDROKSIBUTIRAT SENTAZ GENi (phaC) VE ANTIBIiYOTIK
BIYOSENTEZI ARASINDAKI ILISKI.

YAZARIN ADI: ZEYNEP DEMIR

Poli-B-hidroksibutirik asit (PHB) bakteri hiicrelerinde graniiller halinde
depolanan, geri doniisiimlii, suda ¢ozlinmeyen, toksik etki gdstermeyen, biyouyumlu
ve termoplastik Ozellik gosteren bir polyesterdir. Endiistriyel 6nemi diginda PHB,
hiicre i¢inde 6nemli bir karbon ve enerji kaynagi olarak da gorev yapar. Hiicre
zarlarina yapisal destek veren PHB, ayn1 zamanda sinyal iletiminde de 6nemli roller

oynar.

Literatiirde, PHB’nin antibiyotik {iretiminde karbon kaynagi olarak gorev
yapabilecegini One siiren ¢aligmalar bulunmaktadir. Bugiine kadar bilgimiz dahilinde
PHB iiretemeyen mutant suslarda antibiyotik Ol¢iimii gergeklestirilmediginden, bu
polimerin antibiyotik biyosentezi i¢in sagladigi diisiiniilen karbonun &nemli olup
olmadig1 bilinmemektedir. Bu konuya agiklik getirilmesi amaciyla, bu ¢aligmada, S.
coelicolor’m PHB sentezinden sorumlu PHA sentaz enzimini kodladigi diisiiniilen
olas1 phaC geni ‘PCR temelli’ bir metod kullanilarak kromozomdan silinmis ve PHB
liretemeyen mutant susta antibiyotik tiretimi (aktinorhodin, undesilprodigiosin)
Olciilmiistir. Calismadan elde edilen sonuglar, PHB’den saglanan karbonun

antibiyotik {iretimi i¢in olduk¢a 6nemli oldugunu gostermistir.



SUMMARY

TITLE OF THESIS: RELATION BETWEEN PUTATIVE POLY-B-
HDROXYBUTYRATE SYNTHASE GENE (phaC) AND ANTIBIOTIC

BIOSYNTHESIS IN STREPTOMYCES COELICOLOR.

AUTHOR: ZEYNEP DEMIR

Poly-B-hydroxybutyrate (PHB), which is stored as granules inside bacterial
cells, is a biodegradable, water insoluble, non-toxic, biocompatible and termoplastic
polyester. Other than industrial importance, PHB has an important role as carbon and
energy source inside the cell. PHB not only support cell membrane structures but

also has important roles in signal transduction.

In the literature, there are studies showing that PHB can function as carbon
source for the production of antibiotics. According to our information no antibiotic
measurement is carried out in PHB deficient mutant strains, so it is not known how
important is the carbon source supplied from PHB for antibiotic biosynthesis. In
order to clarify this point, a ‘PCR-based’ method was used to delete the putative
phaC gene, encoding PHA synthase responsible for PHB biosynthesis, of
Streptomyces coelicolor and antibiotic production by the mutant strain deficient in
PHB production was measured. The results of this study show that carbon source

supplied from PBH is rather important for antibiotic production.
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1.GIRIS
1.1. Streptomyces

Streptomyces’ler, actinomycetales ordosuna ait, toprakta yasayan Gram pozitif
filamentli bakterilerdir. Kati1 besiyerinde tam olarak bilinmeyen sinyallere tepki
olarak substrat iplikgik kiimeleri (substrate mycelium) septumlar olusturarak havaya
dogru uzayan spor zincirlerini meydana getirirler. Morfolojik degisim gosteren
kompleks bir yasam dongiisiine sahip olan bu grup bakteriler G+C orani yiiksek
(%70-74) uzun lineer bir kromozoma (~8 Mb) sahiptir (Garrity, 2002).

Sicaklik, pH, CO,, O, ve nem gibi diger cevresel faktorler topraktaki
Streptomyces’lerin hayat dongiisiinii etkiler (Vionis ve ark., 1998). Hayat dongiisii
(Sekil 1.1), sporlarin ¢imlenme tiipiinii olusturmasiyla baslar ve daha sonra bu tiipten

substrat misel olarak da adlandirilan vejetatif misellerin yayilmasi gerceklesir.
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Sekil 1.1. Streptomyces’lerin hayat dongiisii.



Bir¢ok bakteri tiirlinden farkli olarak dallanarak biiyliyen vejetatif misellere
sahiptirler. Besin miktarinin azalmasi ve diger fizyolojik stresler vejetatif misellerin
morfolojik olarak degismesine yol agar ve havaya dogru uzanan bulanik ve beyaz
renkli hiflere doniisiirler. Bu degisimle beraber sekonder metabolizma aktif hale
gelir. Hifler subtsrat icerisinde genisleyerek yogun miseller olustururlar. Daha sonra

bu hifler gri renkli sporlar1 olustururlar (Chater, 2001).

Streptomyces’ler, sahip olduklar1 farklt metabolik islevler sayesinde 6lii bitki,
hayvan ve mantar atiklarini bilesenlerine ayirarak toprak biyodegragasyonunda

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

Endiistriyel ag¢idan olduk¢a Onemli olan Streptomyces’ler cok genis
biyoaktivite araligma sahip c¢esitli sekonder metabolitleri yiiksek oranda
iretmektedirler. Bir ¢ok antibiyotik ¢esidi, antitiimor ilact olarak kullanilan
adriyamisin, African river blindness hastaliginin tedavisinde kullanilan ivermectin,
immiinosupresan siklosporin FK-506 ile rapamisin ve herbisid olarak kullanilan
biyolofos, bu sekonder yelpazesinin i¢inde yer alan iiriinlere 6rnek olarak verilebilir

(Champness ve Chater, 1994).

Streptomycetes’ler, diger ikincil metabolitlerin yani sira ticari antibiyotiklerin
%75’ini iretmeleri agisindan Ozellikle o6nemlidirler (Kieser ve ark, 2000).
Antibiyotik iiretimi, kati ortamda havasal miselyum gelisiminin sonlarinda, sivi
ortamda ise duragan faza gegcmeden hemen Once goriiliir (Bibb, 1996). Genellikle
kromozom tizerinde toplu halde bulunan antibiyotik biyosentez genlerinin ifadeleri

biiylime fazina bagli olarak koordine edilirler (Kieser ve ark., 2000).

Streptomyces genetik caligmalar1 1954 yilinda David Hopwood tarafindan
baglatilmigtir. Genetik ¢alismalarda, S. coelicolor A3(2) model organizma olarak
giintimiize kadar gelmistir. 1980 yilina kadar yapilan in vivo ¢alismalarda antibiyotik
biyosentezinde gorevli 100’den fazla gen belirlenmis ve bu cinse ait plazmit ve
bakteriyofajlarin izolasyonlart gerceklestirilmistir. 1990 yilina kadar olan in vitro
calismalarda ise ilk gen klonlanmasi, promotor dizilerinin izolasyonu, antibiyotik

sentez yollariin arastirilmasi ve ilk transpozonun kesfi yapilmistir. 1990 yilindan



giintimiize kadar yapilan ¢aligmalarda ise S. coelicolor A3(2) (Bentley ve ark., 2002)

ve S. avermitilis’in (Ikeda ve ark., 2003) genom dizileri belirlenmistir.

Kromozomunun biiyiikligi 8.667.507 bg¢ olan ve anlamli {iriin verdigi tahmin

edilen 7.825 geni bulunan S. coelicolor, genetik ve yapisal olarak birbiriyle iligkili

dort adet antibiyotik tiretmektedir (Sekil 1.2). Mavi aktinorhodin (Act) biyosentetik

yolagi (Malpartida ve Hopwood, 1986), kirmiz1 undesilprodigiosin (Red) (Feitelson
ve ark., 1985; Malpartida ve ark., 1990) ve kalsiyuma bagli antibiyotik (CDA)
(Chong ve ark.,1998) genleri kromozomda bulunurken, metilenomisin (Mmy)

sentezinden sorumlu genler SCP1 plazmidi iizerinde bulunur (Chater ve Bruton,
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Sekil 1.2. Streptomyces coelicolor A3 (2) tarafindan iiretilen antibiyotikler (Kieser
ve ark., 2000) A) Aktinorhodin; B) Metilenomisin; C) Undesilprodigiosin; D) CDA.

Streptomyces’lerde,

antibiyotik iretiminin nitrojen,

fosfor ve karbon

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

Hiicredeki enerji eksikliginin de antibiyotik biyosentezini tetikleyen bir faktor

olabilecegi daha onceki ¢aligsmalarla gosterilmistir (Martin ve ark., 1978; Lounes ve

ark., 1996; Ghorbel ve ark., 2006).



Antibiyotik biyosentetik genlerinin ekspresyonunun kompleks diizenleyici
mekanizmalar ile kontrol edildigi bilinmektedir. Baz1 regiilator genleri, genellikle
yolak spesifik olup antibiyotik gen kiimelerinde biyosentez, sekresyon ve direnglilik
genleriyle birlikte bulunurken diger regiilator genleri global diizenleyiciler olarak

gorev yapmaktadir (Martin ve ark., 2010).

Yolak spesifik antibiyotik regiilator genlerinin ¢ogu, molekiiler agirlig
yaklasik 25 kDa olan SARP (Streptomyces Antibiyotik Regiilasyon Proteini) ailesine
ait aktivatorleri kodlamaktadir (Wietzorrek ve ark., 1997). Ornegin, S. coelicolor’da,
act (aktinorhodin) ve red (undesilprodigiosin) genlerinin ifadesi SARP grubuna ait
olan sirasiyla Actll-ORF4 ve RedD spesifik transkripsiyonel aktivatorlerle
diizenlenir (Martinez-Hackert ve Stock, 1997; Mizuno ve Tanaka, 1997; Santamarta
ve ark., 2002). Mikroorganizmada, besiyerindeki fosfat, karbon wve nitrojen
miktarlarinin azalmasia cevap olarak bazi sinyal molekiilleri iiretilerek SARP
kodlayan genlerin ekspresyonu baslatilmaktadir. Streptomyces’lerde y-butirolakton

yapili 15 tane sinyal molekiilii bulunmustur (Martin ve ark., 2010).

Streptomyces’lerde ikincil metabolit biyosentezinin kontrolii iki bilesenli
sistemler (two-component systems=TCSs) araciligiyla da gergeklesmektedir. PhoR-
PhoP iki bilesenli sistemi, Streptomyces’lerde en iyi ¢alisilmis sistemlerden bir
tanesidir (Martin, 2003; Martin, 2004; Martin, 2010). Streptomyces’lerde antibiyotik
biyosentezinin regiilasyonu igin 6nemli olan bir diger iki bilesenli sistem ise AbsAl-
AbsA?2 sistemidir (Martin, 2010). Bu iki bilesenli sistemin, S. coelicolor’in trettigi
dort antibiyotigin biyosentezini ¢ok sik1 kontrol ettigi gosterilmistir (Ryding ve ark.,
2002).

1.2. Poli-p-hidroksialkanatlar (PHA) ve Poli-B-hidroksi
butirat (PHB)

Bakteriyel plastik veya biyoplastik de denilen ve petrokimyasal plastiklerin
neden oldugu cevresel kirlilige alternatif olarak ortaya ¢ikan poli-p-
hidroksialkanatlar (PHA), geleneksel plastik potansiyeline sahip, mikrobiyal olarak

tiretilen polimerlerdir (Anderson ve ark., 1990). Bazi prokaryotlar tarafindan hiicre



iginde depolanan hidroksialkonik asit polyesterleri olan PHA'lar bakterilerde enerji
ve karbon kaynagi olarak kullanilmaktadirlar (Pool ve ark., 1989).

PHA’lar geri doniisiimlii, suda ¢oziinmeyen, toksik etki gostermeyen,
biyouyumlu ve termoplastik 0Ozellik gostermeleri sebebiyle Onemlidirler. Bu
ozellikleri sayesinde paketleme, ilag, eczacilik, tarim ve gida endiistrilerinde

kullanilmaya uygundurlar (Anderson ve ark., 1990).

PHA’lar kisa zincir uzunluklu PHA’lar (C3-C5 hidroksiasit monomerleri) ve
orta boy zincir uzunluklu PHA’lar (C6-C16 hidroksiasit monomerleri) olmak iizere
iki grupta siniflandirilmaktadir (Valappil ve ark., 2006). Kisa boy zincir uzunluklu
alifatik bir polyester olan Poli-B-hidroksibutirik asit (PHB) (Maurice Lemoigne,
1920), yapisinda kisa zincirli B-hidroksi yag asitleri igeren ve tekrarlanan hidrofobik
birimlerden olusan en énemli PHA’lardandir (Findlay ve ark., 1983). Yan zincirinde
bir metil grubu bulunan PHB'in genel formiilii (C,HO,) seklindedir (Sekil 1.3). “n”

sayisinin 35000 gibi yliksek bir sayiya ulasabildigi bilinmektedir (Nickerson ve ark.,
1981).

O
H3C, /H I

c. _C
O~ CH5

n

Sekil 1.3. Poli-B-hidroksibutirik asit’in genel formiilil.

[k kez, Lemoigne tarafindan, 1920'li yillarda, topraktan izole edilen Bacillus
megaterium bakterisinde tanimlanan PHB’ye sonraki 30 yilda ilgi giderek artmistir.
1958 yilinda Macrae ve Wilkinson (1958), Bacillus hiicresi i¢inde bu polimerin
sentezi ve pargalanmasin1 yonlendiren hiicre i¢i sartlart ve mekanizmay1
aydinlatmiglardir. Termoplastik ve elastomerik bir materyal oldugu anlasilan bu
polimerin ilk endiistriyel iiretimi 1970'li yillarda gerceklesmis (Anderson ve ark.,

1990) ve ilk ticari iirtin BIOPOL adiyla patentlenmistir (Lafferty ve ark., 1988).



Hiicrede bir redoks diizenleyicisi olan PHB (Anderson ve ark., 1990),
bakteriyel hiicrelerde faz kontrast veya elektron mikroskobu (EM) ile graniiller
halinde kolaylikla gozlenebilir. PHB, genellikle kiire seklinde olup, her graniil gap
olarak 100-800 nm arasindadir. Bunlar 2-4 nm kalinliginda iiniter olmayan bir
membranla ¢evrilidir. Grantillerin yaklasik % 981 PHB, % 2'si ise protein
icermektedir (Dunlop ve ark., 1973). Kati ama kirilgan bir materyal olan PHB'In
erime sicakligi 157-188 °C olup, bu sicaklik polimerin termal olarak ayristigi

sicakliga yakindir (Dave ve ark., 1996).

PHB'In hiicrede teshisi ve konsantrasyonunun belirlenmesinde Gaz
Kromatografisi ve FTIR spektroskopi yontemleri kullanilabilmektedir (Kansiz ve
ark., 2000, Misra ve ark., 2000, Yan ve ark., 2000). Canl1 bakteri hiicresi igerisindeki
PHB graniillerinin tespit edilmesi i¢in ¢ogunlukla lipofilik boyalar (Nil Blue A,
Sudan Black B ve Sudan Ill) kullanilmaktadir (Spiekermann ve ark., 1998; Yilmaz
ve ark., 2003). Hiicreden aynistirllan PHB, siilfiirik asitle krotonik aside
dontistiirilmek  suretiyle 235 nm dalga boyundaki absorbansi o6lgiilerek

spektrofotometrik olarak da tayin edilebilir (Law ve ark., 1960).

PHB, p-ketotiolaz (phaA), asetoasetil-CoA rediiktaz (phaB) ve PHA sentaz
(phaC) tarafindan katalizlenen 3 dizi reaksiyon sonucunda Asetil CoA’dan
sentezlenmektedir (Sekil 1.4) (Anderson ve ark., 1990). Hiicre igerisinde Asetil
CoA’nin kaynag farkli metabolik yollardan saglanmaktadir (Sekil 1.5). S.
coelicolor’da PHB biyosentez yolunda gorevli bu {i¢ enzimden iki tanesi (asetoasetil-

CoA rediiktaz ve B-ketotiolaz) Packter ve Flatman (1983) tarafindan tanimlanmuistir.

Asetil-CoA

l B-ketotiolaz

Asetoasetil-CoA

l Asetoasetil-CoArediiktaz
3-HB-CoA
l PHA sentaz

PHB

Sekil 1.4. Poli-B-hidroksibutirik asit’in (PHB) biyosentez yolu.
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Sekil 1.5. Poli-p-hidroksibutirik asit’in (PHB) biyosentezinde olast metabolik
yolaklar.

Yapilan arastirmalarda, bakterinin liremesi ve PHB birikimi arasinda yakin bir
ilgi tespit edilmistir. Buna gore, bakteri gelisiminin eksponansiyel fazinda PHB

birikimi artmakta, ge¢ eksponansiyel-erken durgun dénemde ise maksimum diizeye



ulagmaktadir (McCool ve ark.,, 1996). Biiyiime sirasinda bdliinme olmayan
hiicrelerde de, PHB miktarinin yiiksek oranda arttigi bilinmektedir (Lee, 1996).
Sporlu bakterilerde PHB birikiminin spor olusumundan hemen o6nce oldugu ve
sporulizasyonda enerji kaynagi olarak kullanildigi belirtilmektedir (Nickerson ve
ark., 1981, Benoit ve ark., 1990). Baz1 Bacillus tiirlerinde spor olusumu i¢in énemli
oldugu gosterilen PHB’nin (Anderson ve ark., 1990) Clostridium sporlarinin
olgunlasmasi igin gerekli olan bilesiklerin sentezinde de karbon ve enerji kaynagi

olarak kullanildig: bilinmektedir (Emeruwa ve Hawirko, 1973).

Ayrica PHB’nin, nitrojen fiksasyonunda enerji kaynagi olarak goérev yaparak
Rhizobium ve Bradyrhizobium ile baklagiller arasindaki simbiyotik yasamda onemli
bir rol oynadigi bilinmektedir (Anderson ve ark., 1990). Bu polimer, Gram pozitif ve
Gram negatif bakterilerin  plazma membranlarinda, Okaryotik membran
fraksiyonlarinda  bulunmaktadir. ~ Mitokondri  ve  mikrozomlar  yiiksek
konsantrasyonlarda PHB i¢ermektedir. Hiicre zarlarinda bulunan PHB, polifosfatlar
ile birlikte hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunun regiilasyonunda ve kalsiyum sinyal
iletiminde rol oynayabilmektedir (Anderson ve ark., 1990). Methylobacterium
extorquens AMI1 ile yapilan bir ¢aligmada, PHB iiretemeyen mutant suslarin bazi

besiyerlerinde tireme kusurlar1 gosterdikleri bulunmustur ( Korotkova ve ark., 2002).

PHB’nin antibiyotik iiretiminde karbon kaynagi olarak gorev yapabilecegini
gbsteren calismalar da mevcuttur. {lk kez Kannan ve arkadaslari (1970), PHB nin
Streptomyces tiirlerinde karbon kaynagi olarak kullanildigin1 6ne stirmiislerdir. Daha
sonra, PHB nin, Streptomyces venezuelae’da kloramfenikol biyosentezinde primer
metabolit olarak kullanilan asetil-CoA’nin minor kaynag: olabilecegi gosterilmistir
(Ranade ve Vining, 1993). Streptomyces hygroscopicus ile yapilan baska bir
calismada ise PHB’nin degradasyonuyla agiga c¢ikan butryl-CoA’nin makrolid
ascomycin FK250 tiretiminde kullanildig1 gosterilmistir (Wu ve ark., 2000). Verma
ve arkadaglar1 (2002), S. coelicolor A3(2) M145°te aktinorhodin konsantrasyonunun
artisina  paralel olarak hiicre i¢inde PHB konsantrasyonunun diistiiglinii
gozlemleyerek, bu polimerin antibiyotik iiretiminde prekiirsor kaynagi olarak gorev
yapabilecegini One siirmiislerdir (Verma ve ark., 2002). Biitiin bu caligmalarda,
PHB’nin antibiyotik {iretimi i¢in karbon kaynagi sagladigi one siiriilse de bunun

kesinlesmesi i¢in PHB iiretemeyen mutant suslara ihtiya¢ vardir. Bu tez



calismasinda, S. coelicolor A3(2)’nin PHA sentaz enzimini kodlayan olas1 phaC
geninin kromozomdan silinmesi ve PHB iiretmemesi beklenen mutant sus ile yaban

susun antibiyotik tiretimlerinin karsilagtirilmasi1 amaglanmaistir.

1.3. Tez Cahismasinin Amaci

Literatiirde, PHB’nin antibiyotik {iretiminde karbon kaynagi olarak gorev
yapabilecegini 6ne siiren ¢aligmalar bulunmaktadir (Ranade ve Vining, 1993; Wu ve
ark., 2000; Verma ve ark., 2002). Bugiine kadar bilgimiz dahilinde PHB iiretemeyen
mutant suslarda antibiyotik Olglimii  gerceklestirilmediginden, bu polimerin
antibiyotik biyosentezi icin sagladigi disilinlilen karbonun ne kadar elzem
oldugu/olmadigi bilinmemektedir. Bu konuya aciklik getirilmesi amaciyla, bu
calismada, genetik olarak en iyi ¢alisilmis ve genom dizisi bilinen S. coelicolor’in
PHA sentaz enzimini kodlayan olast phaC geninin ‘PCR temelli’ bir metod
kullanilarak silinmesi ve PHB iiretemedigi gosterilen mutant susun antibiyotik

liretiminin yaban sus ile karsilastirilmasi1 amaglanmistir.
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2. GEREC VE YONTEMLER

2.1. Gerecler

2.1.1. Kullamlan Kimyasallar

NaHCO;3; (Merck), CaCl, (Merck), K,HPO, (Merck), K,SO4(Merck), Tris
(Merck), Dodesilsiilfat (Merck), Triton X-100 (Sigma Aldrich), L-arabinoz (Merck),
EDTA (Merck), Maleik asit (Merck), Pepton (Merck), MgCl,6H,0 (Merck), Agaroz
(Sigma Aldrich), Etidyum bromid (Sigma Aldrich), L-prolin (Applichem), Agar
(Merck), NaOH (Merck), Siikroz (Merck), KOH (Merck), %87 Gliserol (Riedel de
Haen), D (+) Glukoz (Merck), KH,PO, (Merck), KCI (Riedel de Haen), PIPES
(Fluka), NaCl (Sigma-Aldrich), Magnezyum siilfat heptahidrat (Fluka), Fenol
(Riedel de Haen), Kloroform (Riedel de Haen), izoamil alkol (Merck), 2-propanol
(Merck), Asetik asit (Riedel de Haen), % 99.5 Etanol (Riedel de Haen), Hidroklorik
asit(Riedel de Haen), Triptik soya besiyeri (Merck), Metanol (Riedel de Haen),
CTAB (Merck), Poli-B-Hidroksibiitirat (Sigma Aldrich) TES Buffer (Applichem),
Bacto kazamino asit (BD), Mannitol (Merck), Tween 20 (Merck), Sarkozil (Sigma
Aldrich), Aseton (Riedel de Haen), Eter (Merck), Siilfiirik Asit (Fluka)

2.1.2. Kullanilan Enzimler

Phusion DNA Polimeraz (Fynnzymes), Tag DNA polimeraz (Fermantas), Pfx®
Platinium DNA Polimeraz (Invitrogen), EcoRI Restriksiyon Endoniikleaz
(Fermantas), Xhol Restriksiyon Endoniikleaz (Fermantas), Xbal Restriksiyon
Endoniikleaz (Fermantas), Hindlll Restriksiyon Endoniikleaz (Fermantas), BamHI
Restriksiyon Endoniikleaz (Fermantas), DNA ligaz (Jena Bioscience), Riboniikleaz

A (Fermantas), Lizozim (Sigma), Kpnl (Fermantas).

Enzim reaksiyonlari tiretici firmalarin onerdigi tamponlarda

gerceklestirilmistir.



2.1.3. Kullanilan Kitler

Gfx DNA ve jel saflastirma kiti (GE Healthcare), DIG DNA isaretlemeve

tespit kiti (Roche).

2.1.4. Kullamilan DNA Molekiiler Belirtecleri

Bu ¢aligmada Sekil 2.1’de gosterilen molekiiler DNA belirtecleri kullanilmastir.
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Sekil 2.1. Molekiiler DNA belirtegleri. A. Lambda DNA/Pstl belirteci (Fermentas).
B. 1 kb Molekiiler DNA belirteci (Fermentas) C. 1 kb mavi DNA belirteci (Bioron)

2.1.5. Kullamilan Bakteri Soylari

Kullanilan bakteri soylar1 Tablo 2.1’de gosterilmistir.




Tablo 2.1. Calismalarda kullanilan bakteri soylar1
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Bakteri tiirleri

Genotip

Kaynaklar

E. coli BW25113

K12 derivative:
AaraBAD, ArhaBAD

Datsenko ve Wanner,
2000

E. coli ET12567

dam, dcm, hsdS, cat, tet

MacNeil ve ark., 1992

E. coli
ET12567/pUZ8002

OriT- RP4 derivative

Kieser ve ark., 2000

S. coelicolor A3(2)

Prototrofik yaban tip

Hopwood ve ark., 1999

S. coelicolor AphaC

phaC geninden yoksun
sus

Bu calisma

2.1.6. Kullanmilan Kozmit ve Plazmitler

Bu ¢alismada kullanilan kozmit ve plazmitler Tablo 2.2°de listelenmistir.

Tablo 2.2. Deneylerde kullanilan kozmit ve plazmitler

Kozmit ve | Direnglilik | Direnclilik oriT Biiyiikliik | Kaynaklar
Plazmidler | belirteci
St2H2 neo, bla Kanamisin - 43330bg Sanger
Ampisilin Enstitiisii
plJ773 aac(3)IvV Apramisin + 1382 bg Gust ve ark.,
2002
plJ790 cat, bla Kloramfenikoll, - 6084 bg Gust ve ark.,
Ampisilin 2002
puUZ8002 Neo Kanamisin + 70 bg Wang ve ark.,
2001
pBluescript | bla Ampisilin - 3000 bg Stratagene
11 SK (-)

plJ773 plazmiti (Sekil 2.2) iizerinde, iki FLP rekombinaz hedef bdlgesinin

(FRT) i¢inde yer alan aac(3)IV (apramisin diren¢ geni) ve RP4 plazmidinin oriT

bolgesi bulunmaktadir.




EcoRIl ,SstI*
d

/Xhol’

FRT

riming site
phming aac(3)IV

_.Sstl*

plJ773

4334 bps
onT
FRT

priming site " iin |

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

plazmidindeki bla geninin yerine cat geninin klonlanmasiyla elde edilmistir.

pKD20’nin aksine plJ790, Supercosl (kozmit) varliginda hiicre i¢inde varligini

koruyabilmektedir. plJ790 {izerinde bulunan genler ve gorevleri

listelenmistir:

araC: arabinoz aktivatorini kodlar.

bet: tek zincirli DNA’ya baglanan proteini kodlar.

cat: kloramfenikol diren¢ geni.

exo: bet geni ile birlikte rekombinasyonu baslatan ekzoniikleaz geni.

gam: konake1 ekzoniikleaz V’i inhibe eden {iriinii kodlar.

P araBAD: L-arabinoz ile indiiklenebilen promotor.

repA 101ts: sicaklik duyarl replikasyon orijini.

asagida



| oriR101
|

AN

repA101ts -
exo 7
A

Sekil 2.3. A Red rekombinasyon plazmidi p1J790.

2.1.7. Kullanmilan ¢ozeltiler
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Tiim sterilizasyon islemleri yiiksek basing altinda 121 °C’ta 20 dakika siireyle

gerceklestirilmistir.

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

e 242 g Tris Baz

e 57.1 ml Glasiyal asetik asit

e 100 ml 0.5 M EDTA (pH 8)

Tris-EDTA (TE) Tamponu

e 10 mM Tris-HCI (pH 8)

e 1mMEDTA (pH 8)

20x SSC (pH 7)

e 3 M NaCl

e 0.3 M Sodyum sitrat



Soliisyon I

e 25mM Tris (pH 8)

e 10 mM EDTA (pH 8)

e 50 mM Glukoz

Soliisyon 11

e 0.2 N NaOH

e % 1SDS

Soliisyon I1I

e % 60 5M Potasyum asetat

e 9% 11.5 Glasiyal asetik asit

Lizis Soliisyonu

e 0.3 N NaOH

e %2 SDS

CaCl; Soliisyonu

e 60 mM CaCl,

e 9% 15 Gliserol

e 10 mM PIPES

CTAB/NaCl Soliisyonu

e %10CTAB

e 0.7 M NaCl



Maleik Asit Tamponu (pH 7.5)

e 0.1 M Maleik asit

e 5M NaCl
Depiirinizasyon Soliisyonu

e 0.25MHCI
Denotralizasyon Soliisyonu

e 15M NaCl

e 0.5MNaOH

Notralizasyon Soliisyonu

e 15MNaCl

e 0.05M Tris-HCl pH 7.2

e ImMMEDTA

Pre-Hibridizasyon Soliisyonu

e 5xSSC

e % 1 Bloklama soliisyonu

e 9% 0.1 Sarkozil

e 9%0.02 SDS

Hibridizasyon Soliisyonu

e Prehibridizasyon soliisyonu + DIG ile isaretlenmis prob

Yikama Tamponu I

e 2xSSC

16



e 9%0.1SDS

Yikama Tamponu II

e 9%0.1SSC

e 9%0.1SDS

Belirleme (detection) Tamponu (pH 9.5)

e 0.1 M Tris-HCI

e 0.1 M NaCl

Yikama Tamponu

e 30 ml Maleik asit tamponu

e 90 pul Tween 20

Bloklama Soliisyonu

e 0.5 g bloklama ajani/ 50 ml maleik asit tamponu

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

Renk Olusturan Substrat

e Deteksiyon tamponu iginde seyreltilen NBT/BCIP soliisyonu

2.1.8. Kullamlan Besiyerleri

Luria Bertani Besiyeri (LB)

e 10 g NaCl

e 10 g Tripton



18

e 5 g Maya oziiti

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

2xYT Broth

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

e 5gNaCl

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

Maya Oziitii-Malt Oziitii Besiyeri (YEME)

e 3 g Difco maya 6ziitii

e 5 g Difco Bacto-pepton
e 3 g Oxoid malt 6ziitii

e 10 g Glukoz

e 340 g Siikroz

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

Otoklavlandiktan sonra;

e 5mM MgC|26H20
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e 9% 0.5 Glisin ilave edilir.

Tripton soya besiyeri (TSB)

e 9% 3 Oxoid Tripton Soya besiyeri

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

Mannitol Soya Unu Besiyeri (MS)

e 20 g Mannitol
e 20gAgar

e 209 Soyaunu

Cesme suyu ile 1 It’ye tamamlanir. Mannitol ¢esme suyunda ¢oziiliir ve 2 g
agar, 2 g soya unu iceren 250 ml’lik erlenlere 100’er ml olacak sekilde béliiniir. Iki

defa 115 °C’ta 15 dk otoklavlanir (Gust ve ark., 2002).

SOB Besiyeri

20 g Pepton

5 g Maya ozitu

0.5 g NaCl

10 ml 250mM KCI

dH,0 ile 1 1t’ye tamamlanir. SN NaOH ile pH 7’ye ayarlanir. Otoklavlandiktan
sonra 2M MgCl,’den 5 ml eklenir (Sambrook ve ark., 1989).
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R2YE Besiyeri

e 103 g Siikroz

e 0.25gK,SO,

e 10.12 g MgCl,.6H,0
e 10 g Glukoz

e 0.1 g Kazamino asit

o 22gAgar (% 2.2)

dH,0 ile 800 ml’ye tamamlanir ve 121 °C’ta 20 dakika otoklavlandiktan sonra
her 160 ml besiyeri igine asagidaki steril kimyasallar ilave edilir (Thompson ve ark.,
1980).

e 2ml KH,PO, (% 0.5)

e 16 ml CaCl,.2H,0 (% 3.68)

e 3 ml L-prolin (% 20)

e 20 ml TES Tampon (% 5.73, pH 7.2)
¢ 0.4 ml iz element soliisyonu*

e 1 ml NaOH (1N)

*iz Element Soliisyonu

e 40 mg ZnCl,
e 200 mg FeCl3.6H,0

e 10 mg CUC|2.2H20



10 mg MnCl,.4H,0

10 mg NazB407.10H20

10 mg (N H4)6M07024.4H20

TBO Besiyeri (pH 6.5)

20 g Salga

20 g Yulaf

25 g Agar
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dH,0 ile 1 It’ye tamamlanir ve 121 °C’ta 20 dakika otoklavlanir (Aparicio ve

ark., 1999).

2.1.9. Kullanilan Antibiyotikler

Calismada kullanilan antibiyotikler ve konsantrasyonlar1 Tablo 2.3’de

gosterilmistir.

Tablo 2.3. Kullanilan antibiyotikler

Antibiyotik Stok E.coli’de Streptomyces’de
konsantrasyonu kullanilan kullanilan
(mg/ml) konsantrasyon konsantrasyon
(ng/ml) (ng/ml)

Apramisin (Apr) 50 50 50
Ampisilin (Amp) 100 100 -
Kanamisin (Kn) 50 50 50
Kloramfenikol! 50 25 -
(Chl)
Nalidiksik asit? 25 - 25

(NA)
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'Coziicli: %100 Etanol, 2Coziicii: 0.15 M NaOH
2.1.10. Kullanilan Cihazlar

4 °C Buzdolab1 (Ariston), - 20 °C derin dondurucu (Ariston), -80 °C derin
dondurucu (Thermo, Forma -86 °C ULT Freezer), Buz Makinesi (BAR-LINE BF85),
Yatay Elektroforez Sistemi (BIO-RAD, Mmi-Sab Cell CT), Gii¢ kaynagi (BIO-
RAD, PowerPac Basic), Masa Ustii Santrifiij (Heraeus, Labofuge 400R), Masa Ustii
Santrifiij (BECKMAN COULTER, Microfuge 22R), Otoklav (HIRAYAMA,
HICLAVE HVE-50), pH Metre (Hana Instruments, pH 211 Microprocessor pH
Meter), Steril Kabin (Heraeus, HP48), Etiiv (BINDER, 9010-0078), Inkiibator
(Heraeus, D-63450 Herau), Calkalamali Inkiibator (Edmund Biihler, KS-15), Su
Banyosu (TECHNE, TE-10A Tempette), UV Goriintileme Cihaz1 (Vilmer
Lourmart), Mikrodalga Firin (Kumtel), Spektrofotometre (BIO-RAD, Smartspec
3000), Econo Gradient Pompa (BIO-RAD), Econo UV Monitér (BIO-RAD),
Blotlama sistemi (Amersham), Hibridizasyon firn1 (Amersham), PCR (Applied

Biosystems).
2.2. Yontemler

2.2.1. E. coli’den Plazmit izolasyonu

E. coli’den plazmit izolasyonu Sambrook ve arkadaslarinin (1989) yontemi ile
yapilmistir. Uygun antibiyotik iceren 100 ml LB’de 37 °C’ta 12-16 saat biiyiitiilmiis
kiltlir, oda sicakliginda 4500 rpm’de santrifiij edildikten sonra pelet tizerine 200 pl
soliisyon I (TEG) eklenmis, vortekslenmis ve ependorf tiipiine alinmistir. 5 dk
sonunda lizerine 400 pl Soliisyon II eklenerek karistirilmis ve her 2 dk’da bir
karistirillarak 5 dk boyunca buzda bekletilmistir. 5 dk buzda bekletildikten sonra 300
pl Soliisyon III eklenip, her 2 dk’da bir karistirilarak 10 dk boyunca buzda inkiibe
edilmistir. Daha sonra 14000 rpm’de, 4 °C’ta 20 dk santrifiij edilmistir. Siipernatant
baska bir tiipe alinarak, 0.6 hacim izopropanol eklenip, karigtirllmistir. En az 15 dk
kadar oda sicakliginda bekletildikten sonra, 11000 rpm’de 30 dk oda sicakliginda

santrifiijlenmistir. Santrifiij sonras1 slipernatant atilip, pelet dH,O’da ¢oziilmiistiir.
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Soliisyon {izerine RNaz (10mg/ml) eklendikten sonra 1 saat 37 °C’ta inkiibe
edilmistir. Bu sekilde izole edilen plazmit, DNA ve Jel Bant Piirifikasyon Kiti ile
(GE healthcare) saflastirilmistir.

2.2.2. E. coli’den Kozmit izolasyonu

E. coli hiicrelerinden St2H2 kozmitinin izolasyonu LiCl’lin kullandigi yontem
(Sambrook ve ark., 2001) ile yapilmistir. Uygun antibiyotik i¢ceren 100 ml LB’de 12-
16 saat tiretilen kiiltiir, oda sicaklifinda 4500 rpm’de 15 dk santrifiij edildikten sonra
pelet {izerine 5 ml Soliisyon | eklenmis, vorteks yardimiyla karistirilmis ve iizerine
son konsantrasyon 10 mg/ml olacak sekilde lizozim eklenerek 10 dk buz iginde
bekletilmistir. Daha sonra iizerine 10 ml Soliisyon II eklenerek karistirilmis ve her 2
dk’da bir kanstirilarak 10 dk boyunca buzda bekletilmistir. 10 dk buzda
bekletildikten sonra 7.5 ml Soliisyon III eklenip, her 2 dk’da bir karistirilarak 10 dk
boyunca buzda inkiibe edilmistir. Daha sonra 14000 rpm’de, 4 °C’ta 30 dk santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonrasinda siipernatant bagka bir falkona steril gazli bez
yardimiyla siiziilerek alinmis ve lizerine 12 ml izopropanol eklenip, karistirilmistir.
En az 30 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra oda sicakliginda 4500 rpm’de 10
dk santrifiij edilmistir. Pelet 2 ml dH,O’da ¢dziiliip, tizerine 2ml 5SM LiCl eklenerek
15 dk buz iginde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda 4 °C’ta 4500rpm’de 15
dk santrifiij edilmistir. Daha sonra bagska bir falkona alinan siipernatant iizerine 10 ml
%100 EtOH eklenerek -20 °C’ta  en az 2 saat bekletilmistir. Uzerine son
konsantrasyon 10 mg/ml olacak sekilde RNaz eklenerek 30 dk 37 °C’de inkiibe
edilmistir. RNaz asamasindan sonra fenol kloroform:izoamilalkol (CIA) (25:24:1)
ekstraksiyonu yapilmistir. Ust faz yeni bir ependorfa alinarak bu islem en az 3 kez
tekrarlanmistir. Ust faz alinarak {izerine esit hacimde CIA (24:1) karisimi eklenip
karistirildiktan sonra 11000 rpm’de oda sicakliginda 5 dk santrifiij edilerek fenoliin
uzaklastirilmasi saglanmistir. Su fazindaki DNA, 3 hacim etanol ile -20 °C’ta 2 saat
bekletilerek ¢oktiiriilmiistiir. 4 °C’ta 14000 rpm’de 30 dk santrifiij edildikten sonra
pelet kurutulup dH,O’da ¢6ziilmiistiir.
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2.2.3. S. coelicolor’dan Kromozomal DNA izolasyonu

S. coelicolor genomik DNA’s1t Hopwood ve arkadaslari’na (1985) gore izole
edilmistir. 20 ml TSB besiyerine stok spor soliisyonundan 50 pl inokiile edilerek, 4
giin boyunca 30 °C’ta 220 rpm’de iiretilmistir.

50 ml besiyerine bu 6n kiiltiirden 1/10 oraninda ekim yapilarak hiicreler 48 saat
30 °C’ta inkiibe edilmistir. Hiicreler oda sicakliginda 4500 rpm’de 15 dk
santrifiijlenmis ve 10 ml TE tamponunda ¢oziilen peletin iizerine lizozim (2 mg/ml)
eklenmistir. Karigimin 1.7 ml’si steril bir tiipe ayrildiktan sonra geri kalan1 -20 °C’ta
saklanmistir. 1.7 ml karigtmin tizerine 50 pl %20 SDS ve 50 ul (10mg/ml) RNaz
eklendikten sonra, 37 °C’ta 2 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra 6rnek tizerine 300 pl
5 M NaCl ve 240 pl CTAB/NaCl soliisyonu eklenerek 65 °C’ta 10 dk inkiibe
edilmigtir. Oda sicakligina sogutulan Ornek iizerine esit hacimde CIA (24:1)
soliisyonu eklendikten sonra oda sicakliginda 11000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir.
Ust faz fenol:CIA (25:24:1) soliisyonu ile muamele edilmis ve santrifiijlenmistir. Bu
islem iki kez tekrarlandiktan sonra ayrilan iist faz iizerine 0.6 hacim izoproponal
eklenerek 11000 rpm’de 30 dk santrifiijlenmistir. Pelet %70 etanol ile yikandiktan

sonra kurutulmus ve dH,0O’da ¢6ziilmiistiir.
2.2.4. Restriksiyon Endoniikleaz Kesimleri

Izole edilen plazmit, kozmit ve kromozomal DNA’larnin restriksiyon
endoniikleaz kesim reaksiyonlari, enzimlerin iiretici firmalarimin belirttigi kosullarda
ve Onerilen tamponlar kullanilarak gerceklestirilmistir. Kozmit ve plazmit kesimleri
yaklasik 2-5 saat siire ile kesilirken, kromozomal DNA’larin kesimleri gece boyunca

devam etmistir.
2.2.5. Agaroz Jel Elektroforezi

Niikleik asitlerin, elektroforez yontemi ile agaroz jelde biiyiikliiklerine bagh
olarak ayrilmalar1 saglanmistir. %0.8 veya %1’ lik agaroz jeli, IXTAE tamponu

kullanilarak hazirlanmis ve son konsantrasyonu 0.5 pg/ml olacak sekilde EtBr ilave
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edilmistir. DNA yilikleme tamponu ilave edilen ornekler, agaroz jele yiiklenerek,
icinde yiirlitme tamponu olarak 1XTAE bulunan elektroforez tankinda 80-120 Volt’ta

yiriitilmislerdir.
2.2.6. izole Edilen DNA’min Agaroz Jelden Geri Kazanilmasi

DNA fragmentlerinin agaroz jelden geri elde edilmesi protokolii, DNA ve Jel
Bant Piirifikasyon Kiti (GE Healthcare) kullanilarak, iiretici firmanm verdigi

kullanma talimatina uygun bir sekilde yapilmistir.
2.2.7. Mutasyon Kasetinin Hazirlanmasi

phaC geninin blokasyonu i¢in PCR temelli bir yontem kullanilmigtir (Gust ve
ark., 2003). Bu yontemde, segilen bir antibiyotik direng¢ geni S. coelicolor phaC
geninin yerini almaktadir. Bu calismada, apramisin diren¢ geni belirte¢ (marker)
olarak kullanilmistir. PCR reaksiyonlarinda apramisin direng genini (aac(3)IV) ve
konjugasyon sirasinda plazmitin mobilizasyonunu saglayan oriT bdlgesinin
bulundugu mutasyon kasetini tasiyan plJ773 plazmidi kalip (template) olarak

kullanilmuastir.

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

kaset jelden izole edilerek PCR reaksiyonlarinda kalip olarak kullanilmistir.

PHA sentaz enzimini kodlayan phaC geninin delesyonu i¢in HPLC ile
saflastirilmis uzun (59 ve 58 bp) primerler (Tablo 2.4) kullanilmigtir. Primerlerin 39
niikleotidlik kismi, S. coelicolor genom dizisine (http:// strepdb.streptomyces.org.uk)
birebir uygun olacak sekilde tasarlanmistir. Geri primerin (reverse) 39 bazlik kismi
phaC geninin 6n kismindaki boélgeye uyumlu olup ATG baslangic kodonuyla
bitirilmistir. Geri primerin 3 kismi (20 bg’lik) ise apramisin kasetinin 6n kismina

uyumlu olacak sekilde diizenlenmistir.
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Yine ayn sekilde ileri primerin (forward) 39 bazlik 5° kismi phaC geninin alt
kismindaki bélgeyle uyumlu olacak sekilde ve CTA bitis kodonuyla bitirilmistir. Tleri
primerin 3’ kismui (19 b¢’lik) ise apramisin kasetinin arka kismina uyumlu olacak
sekilde diizenlenmistir (Sekil 2.4). Bu iki primer, phaC geninde, sadece ATG ve
CTA kodonlar kalacak sekilde bir delesyona sebep olacaktir (Tablo 2.4)

Apremisin direnglilik geni

CTA

Sekil 2.4. Mutasyon kasetinin hazirlanmasinda kullanilacak primerlerin tasarlanmasi.

Tablo 2.4. Mutasyon kasetinin hazirlanmasinda kullanilan primerler

Ileri Primer 57 CAT GGC GGC CCC GCG

ACC TGA TCC GCC GGA CAG
CGC CTA TGT AGG CTG GAG
CTG CTT C 3’

Geri Primer 5/ ATG TCC CGA CGC GIG

GCG AGG ACC ACA CTC CGA
GGC ATG ATT CCG GGG ATC
CGT CGA CC 3’

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

dongiisii,

e denatiirasyon 94 °C’ta 2 dakika,
e primer baglanmasi 62 °C’ta 45 saniye ve

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

Reaksiyon, 94 °C’ta 2 dakikalik bir denatiirasyon islemi ile baslamis ve 68

°C’ta 5 dakikalik ek bir polimerizasyon agsamasi ile tamamlanmastir.

i —

Apramisin Mutasyon
Kaseti

GTA...NNN

Sekil 2.5. Apramisin mutasyon kasetinin olusturulmasi.

2.2.8. S. coelicolor St2H2 Kozmitinin E. coli BW25113/p1J790

Hiicrelerine Aktarilmasi

plJ790 plazmiti E. coli BW25113 iginde yer almaktadir ve bu plazmit
kloramfenikol direnglilik geni (cat) ve sicakliga duyarli replikasyon orijini
icermektedir. E. coli BW25113 kompetan hiicreleri CaCl, yontemiyle hazirlanmigtir
(Sambrook ve ark., 1989). Hiicreler, kloramfenikol igeren 10 ml LB besiyerine
ekilerek 30 °C’ta gece boyunca iiretilmistir. Kloramfenikol igceren 100 ml LB
besiyerine bu 6n kiiltiirden 1/100 oraninda ekim yapilmigtir. Hiicreler, 600 nm dalga
boyunda abzorbans degeri 0.4-0.6’ya ulasana kadar 30 °C’ta 200 rpm’de inkiibe
edilmistir. 2 santrifiij tiipiine esit bir sekilde bdliinen kiiltiir, 5 dk buzda bekletildikten
sonra 4 °C’ta 3000 rpm’de 7 dk santriflij edilmistir. Peletler 10’ar ml soguk CaCl,
sollisyonunda ¢oziilmiis ve ardindan 4 °C’ta 2500 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir.

Bu basamak 2 defa tekrar edilmistir. Son santrifiij isleminden sonra peletler 1ml
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soguk CaCl, soliisyonunda ¢o6ziilmiis ve soguk ependorf tiiplere dagitilmistir.

Hiicreler, s1vi azot i¢inde hizli bir sekilde dondurularak — 80 °C’ye kaldirilmiglardir.

phaC genini tasiyan St2H2 kozmiti, E.coli BW25113/pIJ790 hiicrelerine
transformasyon yontemi ile aktarilmistir (Sambrook ve ark., 1989). 50-80 ng
arasinda farkli konsantrasyonlarda St2H2 kozmiti, kompetan hiicrelerle birlestirilerek
bu karisim buzda 30 dk bekletilmistir. Hiicrelere, 42 °C’ta 45 sn 1s1 soku uygulanmis
ve ardindan buzda 2 dk bekletilmistir. Steril kosullarda tizerine 800 pul LB eklenen
hiicreler, 30 °C’ta 1 saat inkiibe edilmistir. Sonrasinda hiicreler, Amp (100 pg/ml) +
Kn (50 pg/ml) + Chl (25 pg/ml) iceren LB kati besiyerlerine ekilerek 30 °C’ta
gecelik inkiibasyona birakilmistir.

2.2.9. St2H2 Kozmitini I¢eren E. coli BW25113/pIJ790 Hiicrelerine

Mutasyon Kasetinin Aktarilmasi

St2H2 kozmitini iceren E. coli BW25113/plJ790 kompetan hiicreleri
Sambrook ve arkadaslarina (1989) gore yukarida (2.2.8) anlatildigi gibi 6n kiiltiirden
1/100 oraninda alinarak Amp (100 pg/ml), Kn (50 pg/ml), Chl (25 pg/ml) ve 10 mM
L-arabinoz iceren 100 ml SOB-MgSO4 besiyerinde abzorbans degeri 0.4-0.6’ya

gelinceye kadar tiretilip, hazirlanmistir.

Mutasyon kaseti, St2H2 kozmiti igeren E. coli BW25113/plJ790 hiicrelerine,
yine 2.2.8 boliimde anlatilan yontemle aktarilmistir. E. coli BW25113 igerisinde
mutasyon kaseti ile kozmit arasinda ¢ift rekombinasyon (double cross-over) olayinin
gerceklesmesi plJ790 plazmidinin gorevidir. phaC geni ile apramisin kasetinin yer
degistirdigi kozmiti tasiyan transformanlar Apr (50 pg/ml) + Kn (50 pg/ml) + Amp
(100 pg/ml) iceren LB agarda se¢ilmislerdir. Elde edilen mutant kozmitin dogrulugu

PCR reaksiyonu ile dogrulanmaigtir.
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2.2.10. Mutant Kozmitin Metilasyon Sistemi Olmayan E. coli
ET12567/pUZ8002 Hiicrelerine Aktarilmasi

CaCl, metodu (Sambrook ve ark., 1989) ile hazirlanan kompetan E. coli
ET12567/pUZ8002 hiicreleri, phaC geni ile apramisin kasetinin yer degistirdigi
kozmit ile transform edilmistir. Mutant kozmiti tagiyan transformanlar, Apr (50

pg/ml) ve Amp (100 pg/ml) iceren LB kat1 besiyerlerinde secilmislerdir.

2.2.11. Mutant Kozmitin S. coelicolor’a Konjugasyon ile Transferi

Mutant kozmiti tasiyan E. coli ET12567/pUZ8002 6n kiiltiiriinden, Apr (50
pg/ml) + Kn (50 pg/ml) + Chl (25 ug/ml) igeren 55 ml LB besiyerine, 1/10 oraninda
ekim yapilmistir. Hiicreler, 600 nm dalga boyunda abzorbans degeri 0.4’¢ ulasana
kadar 37 °C’ta 200 rpm’de inkiibe edilmistir. Daha sonra hiicreler iki kez antibiyotik
icermeyen LB ile yikanarak, 5 ml LB’de ¢6ziilmiistiir. Bu sirada, her bir konjugasyon
denemesi igin 500pl 2xYT besiyerine 10° sayida S. coelicolor sporu ilave edilerek,
sporlara 50 °C’ta 10 dk sicaklik soku uygulanmis ve sonrasinda oda sicakliginda
sogumaya birakilmiglardir. 0.5 ml E. coli ET12567/pUZ8002 hiicreleri ile 0.5 ml S.
coelicolor sporlar1 karigtirilarak, 14000 rpm’de 1 dk santrifiij edilmis ve sivinin
biiyiik bir kismi dokiilerek, hiicreler kalan ~50 ul sivida ¢oziilmiistiir. Hiicrelerden,
10"-10" arahiginda seri diliisyonlar hazirlanarak, her diliisyondan 100%er pl
antibiyotik icermeyen MS + 10 mM MgCl, agar besiyerine ekilmistir. 30 °C’ta 16-
20 saat inkiibasyondan sonra hiicrelerin iizerleri, besiyerindeki son konsantrasyon 25
pug/ml NA ve 50 pg/ml apramisin olacak sekilde antibiyotik i¢eren 1 ml dHO ile

kaplanarak inkiibasyona devam edilmistir.

Konjugasyon sonucunda NA ve apramisin iceren MS besiyerinde iireyen
hiicreler arasindan ¢ift rekombinasyon olaymin meydana geldigi (apramisine
direngli, kanamisine hassas) hiicreleri segebilmek i¢in konjugantlar hem NA (25
pg/ml) + Apr (50 pg/ml) igeren hem de NA (25 ug/ml) + Apr (50 pg/ml) + Kn (50
pg/ml) iceren TSA besiyerlerine ekilerek taranmistir. Bunlar i¢inden NA+Apr
besiyerinde {ireyip de NA+Apr+tKn besiyerinde iiremeyen S. coelicolor

konjugantlari, olasi ¢ift rekombinasyon mutantlari olarak segilmislerdir.
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2.2.12. Southern Blot

Southern blot yontemi Sambrook ve arkadaslari’na (1989) gore yapilmustir.
Oncelikle kromozomal DNA &rnekleri ayri ayri Xhol ve Xbal restriksiyon
endoniikleaz ile kesilerek %1 lik agaroz jelde yiiriitiilmiistiir. DNA fragmanlarinin
jelden membrana aktarimi blotlama sistemi (Amersham) ile saglanmistir. 2xSSC
soliisyonu ile yilkanan membranin iizerinde bulunan agaroz jelden DNA'’larin
aktarimi 40-50 mbar ile vakum altinda gergeklesmistir. Agaroz jelin yiizeyi, sirast ile
30’ar dk siireyle depiirinizasyon soliisyonu, dendtralizasyon soliisyonu, nétralizasyon
soliisyonu ile kaplanmis ve son olarak 90 dk siireyle 20xSSC soliisyonu ile
kaplanmistir. Membrana transfer edilmis DNA fragmanlar1t UV 15181 ile (4 dk)
membrana sabitlenmislerdir. Membran 2xSSC ile yikanarak adi filtre kagidi arasinda

4°C’ta saklanmuastir.

2.2.12.1. Prehibridizasyon ve Hibridizasyon

Xhol ve Xbal ile ayr1 ayr1 kesilmis kromozomal DNA Orneklerini tasiyan
membranlar prehibridizasyon soliisyonu iginde 42 °C’ta 5 saat hibridizasyon
firininda inkiibe edilmistir. Xhol ile kesilmis kromozomal DNA orneklerini tasiyan
membran, phaC probu ile Xbal ile kesilmis kromozomal DNA 6rneklerini tasiyan
membran ise apramisin probu ile gece boyunca 42 °C’ta hibridizasyon firininda
inkiibe edilmislerdir. Iginde prop bulunan hibridizasyon soliisyonlar: daha sonraki
kullanima kadar -20 °C’ta saklanmislardir. Hibridizasyondan sonra membran, yikama
tamponu I ile oda sicakliginda 2 defa 15’er dk ¢alkalanarak ve yikama tamponu II ile
42 °C’ta 2 defa 25’er dk calkalanarak yikanmistir. Yikamalardan sonra membran,
maleik asit yitkama tamponunda 5 dk durulanip, 100 ml bloklama soliisyonunda 30
dk inkiibe edilmistir. 30 dk blotlama soliisyonuyla inkiibasyonun ardindan, en az 2
saat siireyle 20 ml antikor soliisyonunda inkiibe edilmistir. Daha sonra 100 ml maleik
asit yitkama tamponunda 2 defa 15’er dk yikanan membran, 20 ml tespit tamponunda
5 dk inkiibe edilmistir. Membran, taze hazirlanmis 10 ml renk veren soliisyonla
(NBT/BCIP) kaplanarak karanlikta bekletilmistir. Renk reaksiyonu membranin dH,O

ile yikanmasiyla durdurulmustur.
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2.2.12.2. Prop DNA’larinin Hazirlanmasi

Prop olarak kullanilacak olan apramisin direng geni (aac(3)IV), plJ773
plazmitinin kalip olarak kullanilmasiyla kurulan Tagq polimeraz enzimi ve apramisin
genine uygun kisa primerler (Tablo 2.5) ile PCR sonucunda elde edilmistir (Sekil
2.6). 1369 bg¢’lik aac(3)IV’ye ait PCR iiriinii agaroz jelden, DNA ve Jel Bant
Piirifiikkasyon Kiti (GE Healthcare) kullanilarak elde edilmistir.

Tablo 2.5. aac(3)IV geni ile uyumlu primerler.

[leri Primer ATT CCG GGG ATC CGT CGA CC

Geri Primer TGT AGG CTG GAG CTG CTT C

10000 bg

|

6000 b

;

3000b¢
—_— 1369b¢’lik

aac(3)IV’ye ait

1500 bg PCR iirind

|

Sekil 2.6. Agaroz jelden saflastirilan 1369 bg¢’lik aac(3)IV’ye ait PCR iirlinii. M:1
kb’lik molekiiler DNA belirteci (Fermentas); 1: 1369 b¢’lik aac(3)IV’ye ait PCR

urinu
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Prop olarak kullanilacak olan phaC geni, St2H2 kozmitinin kalip olarak
kullanilmastyla kurulan Phusion polimeraz enzimi ve phaC genine uygun primerlerin
kullanildig1 (Tablo 2.6) PCR ile elde edilmistir. phaC genine ait 945 b¢’lik PCR
tirtinii agaroz jelden DNA ve Jel Bant purifikasyon Kiti (GE Healhtcare) kullanilarak
elde edilmistir (Sekil 2.7).

Tablo 2.6. AphaC geniyle uyumlu primerler uygun primerler.

fleri Primer ACC CGG GCC GAG AAC CAG TG
Geri Primer GCG GCC GCC CTT GTC CT
M 1
2000 bg

|

1500 bg
—l

1000 bg

Sekil 2.7. Agaroz jelden saflastirilan 945 bg’lik phaC genine ait PCR iiriinii. M:1
kb’lik molekiiler DNA belirteci (Fermentas); 1: 945 b¢’lik phaC genine ait PCR
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DIG DNA isaretleme ve tespit kiti (Roche) ile, iireticilerin onerdigi sekilde
isaretlenen aac(3)IV ve phaC problarinin seri diliisyonlar1 hazirlanarak (1 ng, 100pg,
10 pg, 1 pg ve 0.1 pg) I’er ul’si pozitif yiiklii naylon membrana sirasiyla emdirilmis
ve UV 15181 altinda membrana sabitlenmistir. Membran, oncelikle 20 ml maleik asit
tamponunda 15-25 °C’ta galkalanarak 2 dk inkiibe edilmistir. Daha sonra membran,
siras1 ile 10 ml bloklama soliisyonunda ve 10 ml antikor soliisyonunda 30’ar dk
bekletilmistir. Membran, 10 ml yikama tamponunda 2 kez 15’er dk yikandiktan
sonra, 10 ml tespit tamponunda 5 dk inkiibe edilmistir. Biitiin inkiibasyonlar diisiik

rpm’de gergeklestirilmistir.

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

durdurmak i¢in membran 1 dk steril dH,O ile yikanmistir.
Sekil 2.8’da goriildiigii gibi, kontrol DNA’s1 ile karsilastirildiginda, prop olarak

kullanilacak aac(3)IV ve phaC genleri digoksijenin ile basarili bir sekilde

isaretlenmistir.

Ing 100pg 10pg 1pg 0.1pg

(] O Kontrol
(#) © © Standart
‘® ®© © Apramisin

1ng 100pg 10pg 1pg 0.1pg
® [ ® Kontrol

®) () phaC

™

Sekil 2.8. aac(3)IV ve phaC proplarinin kontrol DNA’s1 ile karsilastirilmasi.
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2.2.13. Poli-B-hidroksibutirat’in Spektrofotometrik Olarak Olciimii

Yaban tip, tek ve ¢ift rekombinasyonun gergeklestigi mutant hiicreler ii¢ giin
siireyle YEME besiyerinde iiretilmistir. Ug giin sonunda 6n kiiltiirlerden esit agirlikta
hiicre almarak Nitrojen Bazal Medium’a ekilmis ve 72 saat boyunca 30 °C’de
inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra hiicreler 4500 rpm’de 20 dk santrifiij edilerek
¢oktiiriilmiistiir. ~ Siipernatantlar atilip, peletler 24 saat boyunca 80 °C’de
kurutulmustur. Kuruyan peletlerin {izerine 20 ml ¢amasir suyu eklenip 37 °C’de 12
saat inkiibasyona birakilmistir. Soliisyon 4500 rpm’de 20 dk santrifiij edilerek
¢oktliriilmiistiir. Siipernatant atilip, pelet sirasiyla 10 ml dH,O, aseton ve eter ile
yikanmistir. En son eter yikamasindan sonra pelet iizerine 5 ml kloroform eklenmis
ve eklenen kloroformun oda sicakliginda c¢eker ocak altinda ugmasi beklenmistir.
Kloroform uctuktan sonra kalan ¢okelti tzerine 10 ml H,SO, eklenerek 10 dk
boyunca kKkaynayan suda inkiibe edilmistir. Omekler oda sicakligma kadar
soguduktan sonra sirasiyla 235 nm, 250 nm, 280 nm ve 300 nm’de optikal

yogunluklar1 dl¢iilmiistiir.
2.2.14. Poli-B-hidroksibutirat’in (PHB) Sudan Siyahi1 ile Boyanmasi

Yaban tip, tek ve cift rekombinasyonun gerceklestigi mutant hiicreler ii¢ giin
siireyle YEME besiyerinde iiretilmistir. Ug giin sonunda &n kiiltiirlerden esit agirlikta
hiicre alinarak Nitrojen Bazal Medium’a ekilmis ve 72 saat boyunca 30 °C’de
inkiibasyona birakilmistir. 72 saat sonunda hiicreler 4500 rpm’de 20 dk santrifiij
edilerek ¢oktiiriilmiistiir. Peletten bir miktar alinarak lam iizerine yayilmis ve oda
sicakliginda kurutulmustur. Pelet kuruduktan sonra ates ile sabitlenerek preparat
hazirlanmis ve 10 damla “A-Glutaraldehid ¢ozeltisi” ile Ortiilmistiir. 1 dk sonra “A-
Glutaraldehid c¢ozeltisi” 1 dk boyunca distile suyla yikanarak uzaklastirilmistir.
Sonra preparat 10 damla “B-Sudan Siyahi ¢ozeltisi” ile 5 dk siire ile ortiilmiis,
ardindan 10 damla “C-Alkolik renksizlestirici” ile kaplanarak ve 15 saniye inkiibe
edilmistir. Bu islem 3 kez tekrarlanmistir. 15 saniye distile suyla yikanan preparat 10
damla “D- Hematoksilin ¢6zeltisi Gill-3” ile oOrtiilmiis ve 5 dk sonra ¢ozelti 1 dk
boyunca distile suyla yikanarak uzaklastirilmistir. Bu sekilde boyanan preparat

havada kurutulmus ve mikroskop altinda incelenmistir.
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2.2.15. Antibiyotik Olciimleri

phaC geninden yoksun mutant ve yaban suslar ile 96 saatlik bir fermentasyon
yapilmistir. Mutant sus antibiyotik eklenmemis R2YE besiyerinde iiretilmistir.
Fermantasyonun 24., 48., 72. ve 96. saatlerinde her bir sustan 5 ml 6rnek alinmais,
bunun 1 ml’si antibiyotik 6l¢timii i¢in -20 °C’a, 4 ml’si kuru agirlik 6lglimii igin 2

kez dH,0 ile yikandiktan sonra -20 °C’a kaldirilmustir.

Undesilprodigiosin ve aktinorhodin antibiyotikleri Kieser ve arkadaslarinin
(2000) spektrofotometrik yontemi ile dlgiilmiistiir. -20 °C’tan alinan 1 mI’lik érnekler
eritilerek, her birine 250 ul 5M KOH ilave edilip karistirildiktan sonra gece boyunca
4 °C’ta inkiibe edilmistir. Daha sonra &rnekler 14000 rpm’de 20 dk santrifiijlenerek,
pelet ve siipernatant birbirinden ayrilmistir. Aktinorhodin, siipernatantta 640 nm

dalga boyunda ol¢iilmiistiir.

Pelet 0.5 M HCl ile 2 kez yikanmis ve 1 ml 0.5 M metanol-HCI karisiminda 2
saat oda sicakliginda bekletilmistir. Karisim, 13000 rpm’de 15 dk santrifiijlendikten

sonra undesilprodigiosin siipernatantta 530 nm dalga boyunda 6l¢iilmiistiir.

Antibiyotik aktiviteleri, Abs = ¢ x [M] formiilii ile hesaplanmistir. Formiilde,
aktinorhodin i¢in saf 6rnegin € degeri 25230, undesilprodigiosin i¢in saf drnegin €

degeri ise 100500 olarak alinmistir.

Spesifik aktivite hesabi i¢in hiicrelerin kuru agirliklar1 kullanilmistir. Kuru
agirhik olgiimii igin -20 °C’a kaldirilan peletler eritilerek kurutma kaplarina alinmig
ve 4 giin boyunca 80 °C’ta kurutulduktan sonra agirhiklar1 (mg/ml) Slgiilmiistiir.
Antibiyotik aktiviteleri (nmol) kuru agirliga (mg) boliinerek spesifik aktiviteleri elde

edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. S. coelicolor Genomunda Olas1 phaC geninin tespit

edilmesi

S. coelicolor A3(2) genomu incelendiginde PHB iiretiminden sorumlu phaC
genine 6zgii herhangi bir agik okuma bolgesinin (ORF) tanimlanmadigi goriilmiistiir.
PHB iirettigi daha onceki ¢alismalarla (Kannan ve Rehacek, 1970; Manna ve ark.,
1999; Verma ve ark., 2002) gosterilmis olan S. coelicolor’da bu genin tespit edilmesi
icin Streptomyces tiirlerinde daha dnceden ¢alisilmig ve dizisi bilinen phaC genleri
taranmigtir. Tarama sonucunda sadece Streptomyces aureofaciens’e ait genom
dizisinde olas1 bir phaC geni bulunmus ve bu genin niikleotit dizisi ve kodladigi
diistiniilen protein dizisi kullanilarak S. coelicolor A3(2)’in genomu taranmistir.
Sonug olarak, S. aureofaciens’in olasi phaC geninin niikleotit dizisi ile, S. coelicolor
A3(2)’in genomundaki SCO7613 gen bolgesinin niikleotit dizisinin % 75 oraninda
benzedigi ortaya ¢ikmistir (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). Daha sonra S.
aureofaciens’in olast phaC geninin kodladigi disiiniilen protein dizisi ile S.
coelicolor A3(2)’m SCO7613 gen bolgesinden kodlanan protein dizisi
karsilastirilmis ve iki proteinin % 45 oraninda benzerlik gosterdigi tespit edilmistir

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/).
3.2. Mutasyon Kasetinin Hazirlanmasi

S. coelicolor genomundan olas1 phaC geninin silinmesi i¢cin PCR temelli bir
yontem (Gust ve ark., 2003) kullanilmig ve apramisin direng geninin phaC geninin
yerini almast saglanmistir. Mutasyon kasetinin hazirlanmas:1  i¢in, PCR
reaksiyonunda kalip olarak kullanilacak olan 1382 bg¢’lik apramisin direnglilik geni,
plJ773 plazmidinden EcoRI ve HindIII enzimleri ile kesilerek jelden izole edilmistir
(Sekil 3.1).


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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Sekil 3.1. 1382 bg¢’lik apramisin direncglilik geni. M: 1 kb’lik molekiiler DNA
belirteci (Bioron); 1: EcoRI-HindIIl endoniikleazlar ile kesilen plJ773 plazmidinin

agaroz jel goriintiisii.

Apramisin kasetinin kalip olarak kullanildigi PCR reaksiyonu sonucunda 1460
b¢’lik mutasyon kaseti elde edilmistir (Sekil 3.2).

2000bg

1500bg
—p

1000bg
—

Sekil 3.2. Agaroz jelden saflastirilan mutasyon kaseti. M: 1 kb’lik molekiiler DNA
belirteci (Bioron); 1: PCR sonucu elde edilen 1460 b¢’lik apramisin mutasyon

kasetinin agaroz jelden saflastirilmasi.
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3.3.E. coli BW25113/plJ790°’min St2H2 Kozmiti ile

Transformasyonu

Uzerinde olas1 phaC geni bulunan St2H2 kozmiti, E. coli BW25113/p1J790
hiicrelerine transformasyon yontemi ile aktarilmistir (Sambrook ve ark., 1989).
Ampisilin ve kanamisine direngli transformanlardan herhangi bir tanesi segilerek

kozmit varligi gosterilmistir (Sekil 3.3).

M 1

E. coli
BW25113/pI1790’danizole
edilen St2H2 kozmiti

10000bg

—

6000 bg

—)

3000bg

—

Sekil 3.3. E. coli BW25113/plJ790 hiicrelerinden izole edilen St2H2 kozmiti. M: 1
kb’lik DNA belirteci (Bioron), 1: St2H2 kozmiti.

3.4. St2H2 Kozmitini Tasiyan E. coli BW25113/p1J790

Hiicrelerine Mutasyon Kasetinin Aktarilmasi

St2H2 kozmitini tagiyan E. coli BW25113/plJ790 kompetan hiicrelerine, olasi
phaC geninin baslangi¢c kodonunun alt bdlgesiyle ve bitis kodonunun st bolgesiyle
ayni homolog dizileri tasiyan 1460 bg¢’lik mutasyon kaseti transformasyon yontemi
ile aktarilmisgtir. Ampisilin, kanamisin ve apramisine direngli transformanlar
arasindan, aac(3)IV ile kozmit {izerinde bulunan S. coelicolor phaC genleri arasinda

cift rekombinasyon olayinin gerceklestigi mutant kozmiti tagtyan Klonlar taranmis ve
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phaC geninden yoksun St2H2 kozmidi tasiyan E. coli hiicreleri elde edilmistir.
Transformanlar arasindan bir tanesi segilerek mutant kozmidin dogrulugu apramisin
mutasyon kasetiyle uyumlu primerler kullanilarak PCR ile ispatlanmustir (Sekil 3.4).
Pozitif kontrol olarak E. coli DH50’dan izole edilen phaC genini tasiyan St2H2
kozmitinin kullanildigt PCR reaksiyonlari sonucunda, sadece mutasyon kasetine

0zgiil 1460 be¢’lik DNA fragmani (mutasyon kaseti) gozlenmistir (Sekil 3.4).

10000 bg
o

3000bg

|

1460 b¢’lik

Apramisin

mutasyon kaseti
A—

1500 bg

|

Sekil 3.4. Mutant kozmitin dogrulanmasi i¢in yapilan PCR. M: 1 kb’lik DNA
belirteci (Bioron), 1: St2H2 kozmitinin kalip olarak kullanildigi PCR sonucu, 2: E.
coli BW25113/plJ790°dan izole edilen mutant kozmitin kalip olarak kullanildig

PCR sonucu.

3.5. Mutant Kozmitin S. coelicolor’a Transferi ve phaC

Mutantlarimin Taranmasi

E. coli BW25113/plJ790 hiicrelerinden izole edilen mutant kozmidin, ¢ok
giiclii metil spesifik restriksiyon sistemi bulunan S. coelicolor’a konjugasyon ile
aktarilabilmesi i¢in 6ncelikle metilasyon sistemi olmayan E. coli ET12567/pUZ8002
hiicrelerine aktarilmasi i¢in Sambrook ve arkadaslarinin (1989) transformasyon

yontemi kullanilmistir.
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Mutant kozmiti tasiyan E. coli ET12567/pUZ8002 ile S. coelicolor’in
konjugasyonu Kieser ve arkadaglarinin (2000) yontemiyle gergeklestirilmistir.
Nalidiksik asit (NA) ve apramisin (Apr) igeren MS besiyerinde iireyen konjugantlar
arasindan ¢ift rekombinasyon olayinin meydana geldigi (Apramisine direngli,
kanamisine hassas) olasi mutantlar hem NA (25 pg/ml) + Apr (50 pg/ml) iceren hem
de NA (25 pg/ml) + Apr (50 pg/ml) + Kn (50 ug/ml) iceren TSA besiyerlerinde
taranmistir. Sonugta, 360 konjugant arasindan ¢ift rekombinasyon olayinin meydana
geldigi 47 tane olast mutant hiicre elde edilmistir. Bunlardan 2 tanesi segilerek

mutasyon Southern blot ile ispatlanmistir.

3.6. Mutasyonun Southern Blot ile ispatlanmasi

Yaban tip S. coelicolor ve olas1 S. coelicolor AphaC suslarindan kromozomal
DNA izolasyonu yapilarak, DNA’lar phaC genini tespit etmek ic¢in Xhol ile ve

apramisin mutasyon kasetini tespit etmek ig¢in Xbal ile kesilmislerdir (Sekil 3.5).

1M2345 6M 78910

M

Sekil 3.5. Mutasyonun Southern Blot ile ispatlanmasi. 1: 945 b¢’lik phaC geni
(pozitif kontrol); 2: Xhol ile kesilmis yaban sus kromozomal DNA’sinin agaroz jel
goriintiisti; 3, 4: Xhol ile kesilmis ¢ift rekombinasyonun gergeklestigi olast mutant

suslarin kromozomal DNA’larinin agaroz jel goriintiisii; 5: Xhol ile kesilmis tek
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rekombinasyonun gerceklestigi mutant susun kromozomal DNA’sinin agaroz jel
goriintiisii; M: 1 kb’lik DNA belirteci (Bioron); 6: 1369 bg’lik apramisin direnglilik
geni (pozitif kontrol); 7: Xbal ile kesilmis yaban sus kromozomal DNA’sinin agaroz
jel goriintiist; 8, 9: Xbal ile kesilmis ¢ift reckombinasyonun gergeklestigi olasi mutant
suglarin kromozomal DNA’larinin agaroz jel goriintiisii; 10: Xbal ile kesilmis tek
rekombinasyonun gerceklestigi mutant susun kromozomal DNA’sinin agaroz jel

goruntisii.

Xhol ile kesilmis kromozomal DNA’larin phaC probu ile hibridizasyonu
sonucunda, yaban susta ve tek rekombinasyon olayinin meydana geldigi mutant
susta phaC genini i¢inde bulunduran 6094 b¢’lik DNA bandi gozlenirken, g¢ift
rekombinasyonun gerceklestigi mutant suslarda ayni bant gozlenmemistir (Sekil 3.6).
Xbal ile kesilmis kromozomal DNA’larmm aac(3)IV probu ile hibridizasyonu
sonucunda, tek ve cift rekombinasyonun gergeklestigi mutant suslarda 1382 bg’lik

DNA bandi gozlenmis, fakat yaban susta bu bant gézlenmemistir (Sekil 3.7).

1 M 2 3 4 5

phaC

Pozitif
kontrol

Sekil 3.6. phaC geninin prob olarak kullanildigi Southern Blot sonucu. M: 1 kb DNA
belirteci (Bioron); 1: 945 bg¢’lik phaC geni (pozitif kontrol); 2: Xhol ile kesilmis
yaban sus kromozomal DNA’si; 3, 4: Xhol ile kesilmis ¢ift rekombinasyonun
gerceklestigi mutant suslarin kromozomal DNA’lari; 5: Xhol ile kesilmis tek

rekombinasyonun gerceklestigi mutant susun kromozomal DNA’s1.
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1369 b¢’lik
Pozitif Apramisin
Kontrol

direnglilik geni

Sekil 3.7. Apramisin geninin prob olarak kullanildigi Southern Blot sonucu. M: 1 kb
DNA belirteci (Bioron) 1: 1369 b¢’lik Apr direnglilik geni (pozitif kontrol); 2: Xbal
ile Kkesilmis yaban sus kromozomal DNA’si; 3, 4: Xbal ile kesilmis ¢ift
rekombinasyonun gerceklestigi mutant suslarin kromozomal DNA’lar1; 5: Xbal ile

kesilmis tek rekombinasyonun gerceklestigi mutant susun kromozomal DNA’st1.

3.7.Yaban ve Mutant Suslarm PHB Uretimlerinin

Karsilastiriimasi

3.7.1. Yaban ve Mutant Suslarin Sudan Siyahi ile Boyanmasi

Yaban tip S. coelicolor ve tek ve gift rekombinasyonlarin ger¢eklestigi mutant S.
coelicolor  kolonileri 2.2.14 boéliimiinde anlatilan yontemle Sudan Siyahi ile
boyanmistir. Boyama sonucu hiicre i¢indeki PHB graniilleri koyu mavi renkli olarak
151k mikroskop altinda gozlenmistir. PHB graniilleri yaban S. coelicolor’da ve tek
rekombinansyon olaymin gergeklestigi mutant S. coelicolor susunda koyu mavi/siyah

renkli, yuvarlak, zincir seklinde gézlenmistir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. Hiicrelerin Sudan Siyahi ile boyanma sonuglart. A. Yaban tip S. coelicolor
hiicreleri. B. S. coelicolor AphaC (¢ift rekombinasyon olaymin gergeklestigi mutant
sus) hiicreleri. C. Tek rekombinasyonun gerceklestigi mutant S. coelicolor hiicreleri.
PHB graniilleri 151k mikroskopu altinda koyu mavi/siyah renkli boncuklar seklinde

gozlenmektedir.

3.7.2.Yaban ve Mutant Suslarm PHB  Uretimlerinin
Spektrofotometrik Olarak Olciilmesi

Yaban tip ve AphaC hiicrelerinin PHB {iretimlerini karsilastirmak i¢in 2.2.13
boliimiinde anlatilan spektrofotometrik yontem kullanilmistir. Sekil 3.9°da goriildiigii
gibi dlgimler 3 ayr1 dalga boyunda gergeklestirilmis ve hepsinde de yaban soyun
AphaC susuna gore daha az PHB iirettigi gozlenmistir.
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Sekil 3.9. S. coelicolor ve S. coelicolor AphaC hiicrelerinin PHB iiretimlerinin
spektrofotometrik olarak oOlgiilmesi. Sonuglar 3 ayr1 deneyin ortalamasi alinarak

olusturulmustur.

Yaban tip ve mutant susun PHB {iretimlerini sudan siyahi ile boyanarak ve
spektrofotmetrik olarak oOlgiilerek karsilastirilmistir. Bunun sonucunda mutant sustaki
PHB iiretiminin yaban susa goére azalmis oldugu gozlenmistir. Boylelikle S.
coelicolor A3(2)’in genomunda bulunan SCO7613 gen bolgesinin PHB {iretiminden

sorumlu PHA sentaz genine ait olabilecegi gosterilmistir.

3.8. Yaban ve AphaC suslarmmin  Aktinorhodin ve

Undesilprodigiosin Uretimlerinin Karsilastirilmasi

Hiicrelerin antibiyotik iiretimleri 2.2.15 bdliimiinde anlatilan yontemle R2YE
besiyerinde dlglilmistiir. Antibiyotik dl¢limlerinin yapildigi fermentasyon sirasinda,
antibiyotik iiretiminin bir gostergesi olan renk degisimlerine bakildiginda, yaban
susta, kirmiziya dogru gittikce koyulasan bir renk degisimi gozlenirken, mutant
susta renk degisimi gdzlenmemistir (Sekil 3.10). Fermantasyon boyunca yaban tip ve
mutant susun tiremeleri de karsilagtirilmis ve ¢ok biiyiik bir farklilik olmadig: hatta
mutant susun ayni kosullarda yaban susa gore biraz daha iyi iiredigi gézlenmistir

(Sekil 3.11).
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Antibiyotik 6l¢iim sonuglarina gére yaban susun aktinorhodin {iretiminin
AphaC susuna gore, 96. saatte yaklasik 3.5 kat daha fazla oldugu goriilmistiir (Sekil
3.12). Undesilprodigiosin iiretimleri karsilastirildiginda ise 96. saatte yaban susun,

mutant susa gore yaklasik 2.5 kat daha fazla antibiyotik tirettigi gézlenmistir (Sekil

3.13).

AphaC
““ " Yaban tip -

Sekil 3.10. Yaban tip ve AphaC suslarinin fermentasyon sirasinda, 96. saatte R2YE
besiyerindeki renk farkliliklari.
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Sekil 3.11. S. coelicolor ve S. coelicolor AphaC suslarmin kuru agirliklarinin

karsilastirilmasi. Sonuglar 3 ayr1 deneyin ortalamasi alinarak olusturulmustur.
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Aktinorhodin

w—meS. coelicolor
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Sekil 3.12. S. coelicolor ve S. coelicolor AphaC suslarmin aktinorhodin

tretimlerinin  karsilastirilmast.  Sonucglar 3 ayr1 deneyin ortalamasi alinarak

olusturulmustur.

Spesifik Aktivite (nM/mg)

Undesilprodigiosin S coelicolor
S. coelicolor AphaC

RE

T T T T T T T T —
20 30 40 S0 60 70 80 90 100

Zaman (saat)

Sekil 3.13. S. coelicolor ve S. coelicolor AphaC suslarinin undesilprodigiosin

tiretimlerinin  karsilastirilmast.  Sonuglar 3 ayr1 deneyin ortalamast alinarak

olusturulmustur.
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4. TARTISMA ve SONUC

Streptomyces ‘ler, Actinomycetes ordosuna dahil bir¢ok tiirii ve varyetesi olan
gram pozitif bakterilerdir (Brock ve Madigan, 1988). GC orami yiiksek (% 60-70)
olan bu bakteriler, Ozellikle toprakta bulunan, filamentli, kompleks bir hayat

dongiisiine sahip mikroorganizmlardir.

Cok sayida biyoaktif madde fiireten Streptomyces’ler endiistriyel agidan
oldukca &nemli bakterilerdir. Urettikleri maddeler arasinda, basta antibiyotikler
olmak lizere anti-tirozinazlar, anti-oksidanlar, anti-tiimér ajanlari, enzim inhibitorleri,
glukoz izomerazlar, transglutaminazlar gibi endiistriyel agidan onemli bilesikler
sayilabilir (Anzai ve ark., 2008, Whitehurst ve ark., 2009). Streptomyces’de
antibiyotik ve diger ikincil metabolitlerin tiretimi, kat1 besiyerinde hava misellerinin

gelisiminin son fazinda, sivi besiyerinde ise duragan faza girmeden Once baslar

(Chouayekh ve Virolle, 2002).

Polihidroksialkanatlar (PHA) bazi prokaryotlar tarafindan hiicre iginde
depolanan hidroksialkonik asit polyesterleridir. PHA’lar geri doniisiimlii, suda
¢coziinmeyen, toksik etki gdstermeyen, biyouyumlu ve termoplastik 6zellik gosteren
polyesterlerdir. Bu 6zellikleri sayesinde PHA’lar paketleme, ilag, eczacilik, tarim ve
gida endiistrilerinde kullanilmaya uygundur (Anderson ve ark., 1990). Alifatik bir
polyester olan Poli-B-hidroksibutirik asit (PHB) (Maurice Lemoigne, 1920) en
onemli PHA’lardandir (Lenz ve ark., 2004). PHB, B-ketotiolaz (phaA), asetoasetil-
CoA rediiktaz (phaB) ve PHA sentaz (phaC) tarafindan katalizlenen 3 dizi reaksiyon

sonucunda Asetil CoA’dan sentezlenmektedir (Anderson ve ark., 1990).

Bu tez caligmasi, S. coelicolor’da PHB’den saglanan karbon kaynaginin
antibiyotik iiretimi i¢in 6nemini ortaya ¢ikaran bulgulari icermektedir. Calismada, S.
coelicolor’in PHB iiretiminden sorumlu kilit enzimi kodladig: diisiiniilen olas1 phaC
geni PCR temelli bir yontem ile kromozomdan silinmistir. Mutasyonun
olusturulmasi igin oncelikle, phaC geninin baslangic kodonunun 6niindeki ve bitis
kodonunun altindaki diziler ile homoloji gosteren diziler tasiyan secgici kaset

(apramisin kaseti) ile kozmit (St2H2) iizerinde bulunan phaC geninin yer
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degistirmesi saglanmistir. Rekombinasyon olayi, A red (gam, bet, ex) genlerini
tastyan plJ790 plazmidi ile (Datsenko ve Wanner, 2000) E. coli’de gergeklestirilmis,
bu sayede oOncelikle phaC geninden yoksun mutant kozmit elde edilmistir. S.
coelicolor’in giiglii bir metil-spesifik restriksiyon sistemi bulundugundan mutant
kozmidin S. coelicolor’a konjugasyon ile aktarilmasinda DNA metilasyon
sisteminden yoksun E. coli ET12567/pUZ8002 hiicreleri kullanilmistir. Mutant
kozmidin E. coli’den Streptomyces’e konjugasyon ile transferi “tra” genlerini tasiyan
pUZ8002 plazmidi sayesinde gergeklesmistir. Actinomycete’lerde konjugasyon ile
gen aktarimi oldukca pratik, az zaman alan ve giivenilir bir yontemdir. Bu tez
caligmasinda mutant kozmidin S. coelicolor’a konjugasyon ile aktarilmasinda ve
ekskonjuganlar arasindan mutant sus AphaC’nin se¢ilmesinde 6nemli bir problem ile
karsilagilmamistir. Calismada kullanilan PCR bazli yontem daha 6nce de birgok
calismada basarili bir sekilde uygulanmistir (Tunca ve ark., 2007; Mendes ve ark.,
2007; Lu ve ark., 2007)

Gergeklestirilen mutasyon PCR ve “Southern hibridizasyon yontemi” ile
dogrulanmistir. Mutasyonun PCR ile ispatlanmasi i¢in apramisin direnglilik geniyle
uyumlu primerler kullanilmis ve sadece ¢ift ve tek rekombinasyonun gergeklestigi
mutant suslarda istenilen bantlar gbézlenmis, yaban sus kromozomal DNA’sinin
kullanildig1 reaksiyonda ise apramisin genine spesifik bant ¢ogalmamistir. Boylece

apramisin diren¢ geninin sadece mutant suslarda oldugu PCR ile gosterilmistir.

Mutasyonun Southern Blot ile ispatlanmasinda ise phaC (PHA sentaz) ve
aac(3)IV (apramisin) genlerine 0zgii 2 ayri prop kullanilmistir. Hibridizasyon
sonucunda, aac(3)IV genine 6zgii bant sadece mutant sus kromozomal DNA’sinda
gozlenirken, yaban susta gozlenmemistir. Ayni sekilde phaC genine spesifik bant
sadece yaban sus DNA’sinda bulunurken, mutant susta s6z konusu DNA bandi

gozlenmemistir.

phaC geninden yoksun S. coelicolor susunda (AphaC) oncelikle PHB iiretimi
Olgtilmistiir. PHB graniilleri Sudan Siyahi, Nile Red ve Nile Blue gibi boyalar ile
boyanarak (Y1lmaz ve ark., 2003) g6zlenebilirken, PHB’nin spektrofotometrik olarak
Ol¢iilmesi (Law ve ark., 1960), Gaz kromatografisi (GC) (Braunegg ve ark., 1978) ve
FTIR spektroskopi ile analiz edilmesi (Zagreba ve ark., 1990) de miimkiindiir. Bu
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calisma kapsaminda PHB hem boyanarak gézlenmis hem de spektroskopik olarak

Olciilmiistiir.

Besiyerine eklenerek, agarli petrilerde PHB’nin gézlenmesi i¢in kullanilan Nile
Red ve Nile Blue boyalarmin Gram-negatif bakteriler i¢in daha uygun oldugu
bilindiginden (Spiekermann ve ark., 1998), bu ¢alismada, yaban sus ile mutant susun
irettigi PHB graniillerini gozlemleyebilmek i¢in Sudan siyahi kullanilmistir. Boyama
sonuglarina gore, yaban tip S. coelicolor kolonilerinde ¢ok sayida koyu mavi/siyah
renkli, yuvarlak, zincir seklinde PHB graniilleri goézlenirken, S. coelicolor AphaC

kolonilerinde PHB graniillerinin sayisinin olduk¢a az oldugu gézlenmistir.

PHB’nin spektrofotometrik olarak tayininde Law ve arkadaslarinin (1960)
yontemi kullanilmistir. 235 nm, 250 nm, 280 nm ve 300 nm’de yapilan dl¢iimlere
gore mutant susun yaban susa gore daha az PHB irettigi gosterilmis, 235 nm’de bu
farkin yaklagik 2 kat kadar oldugu bulunmustur. Hem boyama sonuglari hem de
spektrofotometrik sonuglar, bu ¢alismada elde edilen mutant susun PHB iiretiminin
azaldigin1 gostermistir. Her ne kadar FTIR, gaz kromatografisi ve enzim aktivitesi
Ol¢lim sonuglarina gore daha saglikli karar verilebilirse de bu ¢alisma kapsaminda S.
coelicolor genomunda bulunan SCO7613¢iin PHB iiretiminden sorumlu olan PHA

sentaz enzimini kodladig1 yani olasi phaC geni oldugu onerilebilir.

Mutant sus ile yaban susun antibiyotik dl¢iimleri karsilastirildiginda ise mutant
susta hem aktinorhodin hem de undesilprodigiosin antibiyotiklerinin iiretiminde
azalma oldugu bulunmustur. Fermentasyonun 96. saatinde mutant susun yaban susa
gore yaklasik 3.5 kat daha az aktinorhodin ve 2.5 kat daha az undesilprodigiosin

tirettigi gorilmiuistiir.

Literatiirde, Streptomyces’lerin iirettigi PHB polimerinin antibiyotik iiretimiyle
baglantisi olup olmadigi konusunda bilgimiz dahilinde sadece birkag yaymn
bulunmaktadir. PHB’nin degredasyonuyla olusan butryl-CoA ve asetil-CoA’nin
kloramfenikol ve makrolid ascomycin FK250 biyosentezinde kullanildig:
gosterilmistir (Ranade ve ark., 1993; Wu ve ark., 2000). Verma ve arkadaslar1 (2002)
ise, S. coelicolor A3(2) M145°te aktinorhodin konsantrasyonunun artigina paralel

olarak hiicre i¢inde PHB konsantrasyonunun diistiigiinii gozlemleyerek, bu polimerin
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antibiyotik iretiminde prekiirsor kaynagi olarak gorev alabilecegini One
stirmiislerdir. Bu caligmalarda, PHB’nin antibiyotik iiretimi i¢in karbon kaynagi
sagladig1 one siirtilse de bu bilginin kesinlik kazanmasi i¢in PHB iiretemeyen mutant
suglara ihtiya¢ vardir. Bu tez ¢alismasiyla, yaban susa gore PHB iiretemi oldukga az
olan mutant bir sus elde edilmis ve antibiyotik 6l¢lim sonuglart PHB’den saglanan
karbonun S. coelicolor’da antibiyotik iiretimi igin olduk¢a Onemli oldugunu

gostermistir.
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