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Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. H. Mehtap KUTLU
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Streptomisetler antibiyotikleri de iceren sekonder metabolitleri iiretme yetenegine
sahip olmalariyla bilinen baslica toprak bakterileridir. Bu grubun iiyeleri ayn1 zamanda
sporulasyon olarak bilinen diizenli boliinme islemi geciren havasal hiflerin ereksiyonunu
iceren cok kompleks morfolojik farkliliklar gostermektedirler. Streptomyces coelicolor
Streptomiset genetik ¢alismalari i¢in model organizmadir ve genom dizisi belirlenmistir.

SCO2836 ve SCO2837°nin acik okuma cerceveleri Streptomyces coelicolor
A3(2) genomunun temel hiicresel fonksiyonlar icin gerekli genleri iceren korunmus
merkez ¢ekirdek bolge icerisinde bulunmaktadir. SCO2836 ve SCO2837 genleri sirasiyla
glikozil transferaz ve galaktoz oksidaz domaini icerdigi sanilan proteinleri kodlar. Bu
calismada SCO2836 ve SCO2837 genleri in vitro olarak Tn5062 transpozonu ile
mutasyona ugratildi ve bu mutasyonlarin fenotipik etkileri farkli ortamlarda arastirildi.
Her iki mutantta da ortam kosullarina bagl olarak havasal gelismede gecikme gosterdi.
Bu mutasyonlar Southern Blot ile dogrulandi. Ayrica bu iki genin promotor bolgesinin
oldugu kisim pRLux87 plazmitine aktarilarak farkli besiyerlerinde lusiferaz aktivitesine

de bakildi.

Anahtar Kelimeler: Streptomyces, mutant, transpozon, glikozil transferaz, galaktoz
oksidaz
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AN INVESTIGATION ON METABOLIC CHANGES
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Streptomyces are soil bacteria mainly known by their ability to produce secondary
metabolites including antibiotics. The members of this genus also display a very complex
morphological differentiation, involving the erection of aerial hyphae that undergo a
coordinated septation process known as sporulation. Streptomyces coelicolor is a model
organism for Streptomyces genetics studies and its genome sequence has been
determined.

The SCO2836 and SCO2837 open-reading frames are located within the
conserved central core region of the Streptomyces coelicolor A3(2) genome, which
contain genes required for essential cellular functions. The SCO2836 and SCO2837 genes
encode for putative proteins containing glycosyl transferase and galactose oxidase
domains, respectively. In this study, SCO2836 and SCO2837 were mutagenised in vitro
by Tn5062 transposon and phenotypic effects of these mutations were investigated in
different media. Both mutants showed delayed aerial development in a mediun-dependent
manner. These mutations were confirmed by Southern Blot. Additionally, promoter
region of these two genes was transferred to pRIux87 plasmid and looked at luciferase

activity in different media.

Keywords: Streptomyces, mutant, transposon, glycosyl transferase, galactose oxidase
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1. GIRiS

1.1. Aktinomisetler

Aktinomiset terimi aktis (1sin demeti) ve mykes (mantar) kelimelerinin
birlesmesiyle olusmustur ve bu terim organizmalarin morfojileri dikkate alinarak
verilmigtir. Aktinomisetler Gram pozitif toprak bakterileri olup topraktaki
populasyonlart toprak tipine gore degismektedir. G+C oran1 oldukga yiiksek olup
(> %55), seliilaz, kitinaz ve lignin peroksidaz gibi ekstraseliiler enzimlere sahip
olduklarindan dolay1 dekompozisyon ve mineralizasyon dongiilerinde cok dnemli
rol oynarlar. 16S rRNA’lan dikkate alinarak yapilan siniflandirmada 10 alt takima
ayrilmisgtir ve hala bu grubun biiyiik bir c¢ogunlugu siniflandirilmayi
beklemektedir (Cizelge 1.1). Aktinomisetlerin bazi iiyeleri (Mycobacterium
tuberculosis, Mycobacterium leprae ve Corynebacterium diphtherae gibi) insan

patojenleridir (Embley ve Stackebrandt 1994).

1.2. Streptomisetler

Streptomisetler, Aktinomiset familyasinin en ¢ok calisilan ve en iyi bilinen
cinsini olusturmaktadir. Streptomisetler yiiksek oranda G+C (%70-74) igerigine
sahiptirler ve hayat dongiileri ¢cok komplekstir. Streptomisetler; Gram-pozitif
miselli toprak bakterileri olup, cok miktarda sekonder metabolit iiretirler. Bunlar
tip ve tarimda yaygin olarak kullanilmaktadir (Miyadoh 1993).

Streptomiset cinsi hem kemotaksonomik olarak hem de fenotipik
karakterler bakimindan belirlenmistir. Ana 6zellikleri 16S rRNA dizileri, hiicre
duvar analizleri, yag asit ve lipit bilesimleridir (Williams ve ark. 1989; Wellington
ve Saunders 1992). Streptomiset cinsi iizerinde son 30 yil boyunca ¢ok sayida
sistematik calismalar yapilmis olmasina ragmen izole edilen tiirler ¢evrede
bulunan tiirlerin ¢ok kiiciik bir boliimiinii olusturmaktadir. 1964 yilinda yapilan
Uluslararas1 Streptomiset Projesi’nden itibaren, standart fenotipik kriterleri

kullanarak gecerli tiir tamimlar1 yapilmaya baslanmistir. Buna ragmen bu kriterler



Cizelge 1.1. Aktinomisetales takimmnin taksonomik simiflandiriimast’

Altakim Aile

Cins

Micromonosporineae | Micromonosporaceae

Micromonospora, Actinoplanes,
Catellatospora, Couchioplanes,
Catenuloplanes, Pilimelia

Dactylosporangium
Frankineae Frankiaceae Frankia
Sporichthyaceae Sporichthya
Geodermatophilaceae Geothermatophills, Blastococcus
Microsphaeraceae Microsphera
Acidothermaceae Acidohermus
Pseudonocardineae Pseudonocardiaceae Pseudonocardia, Actinopolyspora,
Actinosynnema, Amycolatopsis,
Kibdelosporium, Kutzneria, Lentzea,
Saccharomonospora, Saccharopolyspora,
Saccarothrix, Streptoalloteichus,
Thermocrispum.
Streptomycineae Streptomycetaceae Streptomyces
Corynebacteriuam Nocardiaceae Nocardia, Rhodococcus.
Gordoniaceae Gordonia
Mycobacteriaceae Mycobacterium
Dietziaceae Dietzia
Tsukamurellaceae Tsukamurella
Corynebacteriaceae Corynebacterium, Turicella
Micrococcineae Micrococcaceae Micrococcus, Arthrobacter, Kocuria,
Nesterenkonia, Rorhia, Renibacterium,
Stomatococcus
Brevibacteriaceae Brevibacterium
Cellulomondaceae Cellulomonas, Oeskovia, Rarobacter
Dermabacteraceae Dermatobacter, Brachybacterium
Intrasporangiaceae Intrasporangium, Sanguibacter,
Jonesiaceae Terrabacter
Microbacteriaceae Jonesia

Promicromonosporaceae

Microbacterium, Agrococcus, Agromyces,
Aureobacterium, Clavibacter,
Curtobacterium, Rathaybacter
Promicromonospora

Actinomyineae Actinomycetaceae

Actinomyces, Mobiluncus,
Arcanobacterium

Propionibacterianeae | Propionibacteraceae

Propionibacterium, Luteococcus,
Microlunatus, Propioniferax

Streptosporangineae | Streptosporangiaceae

Streptosporangium, Herbidospora,
Microbispora, Microtetraspora,
Planobispora, Planomonospora

Thermomonosporaceae Thermomonospora, Actinomadura,
Nocardiopsaceae Spirillospora
Nocardiopsis
Glycomycineae Glycomycetaceae Glycomyces

" http://www.ncbi.nlm.nih./ 2006




oldukg¢a diisiik cikmistir. Ciinkii bir tiirii diger biitiin tiirlerle karsilastirmadan

tiirlerin iiremesi devam etmektedir (Williams ve ark. 1983).

1.2.1. Streptomisetlerin ekolojik nisleri

Streptomisetler toprak bakterileri arasinda en cok ve her yerde bulunan
grubu teskil ederler (Hodgson 2000). Sahip olduklar ¢ok cesitli metabolik islem
ve biyotransformasyon yeteneklerinden dolay1 ¢ok ©Onemli olaylarin
gerceklesmelerini  saglarlar. Olii bitki, hayvan ve mantar polimerlerini
bilesenlerine ayirmak suretiyle toprak biyodegragasyonunda onemli rol oynarlar
(McCarthy ve Williams 1992; Wang ve ark. 1989). Asidik topraga kitin ilavesi
asidofilik Streptomisetlerin kitinolitik aktivite kazanmasina yol acarak topragin
amonifikasyonuna sebep olur ve neticede notrofiller tarafindan kolonizasyon
gerceklesir (Williams ve Robinson 1981).

Streptomisetler besin varliginda toprakta cok uzun siire varliklarini
siirdiiriirler. Ancak topraktaki besin miktan siireksiz oldugu i¢in Streptomisetler
besin durumuna gore sporulasyon ve ¢imlenme periyodunu izlerler. Sicaklik, pH,
CO,, O, ve nem gibi diger cevresel faktorler de topraktaki Streptomisetlerin

aktivitesini etkiler (Vionis ve ark. 1998).

1.2.2. Streptomisetlerin hayat dongiisii

Streptomisetlerin ~ hayat  dongiisi  Sekil  1.1'de  gosterilmistir.
Streptomisetler hiicre farklilagmasi, antibiyotik olusumu, sporulasyon ve
programlanmis hiicre 6liim mekanizmasini igeren belirli bir hayat dongiisiine
sahiptir. Hayat dongiisii sporlarin ¢imlenme tiipiinii olusturmasiyla baglar ve
buradan substrat misel olarak da adlandirilan vejetatif misellerin yayilmasi
gerceklesir. Bircok bakteri tiiriinden farkli olarak dallanarak biiyiiyen vejetatif
hifleri filamentlidir ve hifler subtsrat icerisinde genisleyerek yogun miselyumlari
olustururlar. Bu hiicreler hareketli olmadiklar1 i¢cin ortamdaki besin miktari
azaldig1 zaman acglik tehlikesi ile kars1 karsiya kalirlar. Besin miktarinin azalmasi

ve diger fizyolojik stresler vejetatif misellerin morfolojik ve fiziksel olarak



degismesine yol acar. Bu duruma karsi Streptomiset kolonileri ikincil filament
hiicre tipi olan havasal miselleri ve antibiyotik gibi bir¢cok sekonder metabolitleri
olustururlar. Koloni yiizeyinde biiyiiyen havasal hifler bulanik ve beyaz renklidir.
Olusan havasal hifler ise gri renkli sporlar olusturur (Chater 2001; Miguélez ve

ark. 2000; Flardh 2003; Willey ve ark. 2006; Challis ve Hopwood 2003).

Sekil 1.1. Streptomisetlerin hayat dtingiisii2

1.2.3. Streptomiset genetigi

Streptomiset genetik ¢aligmalart 1954 yilinda David Hopwood’un doktora
calismasiyla birlikte baslamistir. Model organizma olarak mavi renkli sekonder
metabolit lirettigi i¢cin S. coelicolor A3(2) secilmistir ve bu tiir giiniimiize kadar
Streptomiset genetik caligmalarinin temelini olusturmustur. 1980 yilina kadar in

vivo ¢alismalarda 100’den fazla genin detayli genetik calismalari yapilmis ayrica

? http://home.hiroshima-u.ac.jp/mbiotech/hosenkin_lab/Strepto-E.html 2006



plazmit ve bakteriyofajlarin izolasyonlart gerceklestirilmistir. 1990 yilina kadar
olan in vitro caligmalarda ise ilk gen klonlanmasi, promotor dizilerinin
izolasyonu, antibiyotik sentez yollarinin arastirilmasi ve ilk transpozonun kesfi
yapilmis, 1990 yilindan sonraki boliim olan in silico ¢calismalarda ise S. coelicolor

A(3) ve S. avermitilis’in genom dizilisleri ¢ikartilmistir (Hopwood 1999).

1.2.3.1. Streptomyces coelicolor A3(2)

Streptomyces coelicolor A3(2) terimi ilk defa Hopwood (1999) tarafindan
mavi pigmentli ve agar eriten tiir olarak tanimlanmistir. Streptomyces coelicolor
diger Streptomisetlere benzer sekilde, kimyasal yonden farkli cesitli
antibiyotiklere sahiptir (Sekil 1.2). Aktinorhodin ilk defa Almanya’nin Gottingen
sehrinde Brockman ve Hieronimus (1955) tarafindan Strepromyces coelicolor’dan
izole edilmis ve genetik olarak Wright ve Hopwood (1976a) tarafindan
calistimistir. Bu bilesik pH 8.5’in altinda kirmizi renkli iken {iistiinde mavi
renklidir. Andosilprodigiosin kirmizi renkli bir pigmenttir ve ilk olarak diger
tiirlerden izole edilmistir. Streptomyces coelicolor’da ise ilk defa Rudd ve
Hopwood (1980) tarafindan tamimlanmistir. Kalsiyum bagh lipopeptit antibiyotik
(CDA) Streptomyces coelicolor A3(2)’de Lakey ve ark. (1983) tarafindan
tanimlanmis ve 1997 yilinda da kimyasal olarak karakterize edilmistir (Kempter
ve ark. 1997). Metilenomisin ilk olarak S. violaceoruber’de Haneishi ve ark.
(1974) tarafindan tanimlanmigtir. Wright ve Hopwood (1976b) Streptomyces
coelicolor A3(2)’nin SCP1 plazmiti tasiyanlarda bu antibiyotigin olustugunu

gostermislerdir.
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Sekil 1.2. Streptomyces coelicolor A3(2) tarafindan iiretilen antibiyotikler (Kieser ve ark. 2000)



1.2.4. Streptomisetlerin genom yapisi

Streptomisetlerin kromozomlar1 diger bakterilerden farkli olarak diizdiir.
Streptomiset kromozomlar1i hakkindaki bilgilerin ¢ogu S. coelicolor A3(2)
(Bentley ve ark. 2002) ve S. avermitilis’in (Ikeda ve ark. 2003) genom
dizilislerinin belirlenmesiyle elde edilmistir.

S. coelicolor A3(2) kromozomunun yapist Sekil 1.3’de gosterilmis olup
biiytikliigii 8667507 bp’dir. G+C icerigi oldukga yiiksektir (%72.12) ve
kodlandig1 tahmin edilen 7825 geni vardir. Kromozomun ortasina yerlesmis olan
replikasyon orijini (oriC), u¢ kisimlarda ise ters cevrilmis tekrarlardan olusur ve
bu kisimlarin 5' uglarina terminal proteinler kovalent olarak baglanir. Ters
cevrilmis tekrarlarin uzunlugu S. avermitilis’de 174 bp iken, S. griseus’da 24 kb,
S. coelicolor’da 21.6 kb, S. rimosus’da ise 550 kb’dir (Volff ve Altenbucher
1998). oriC merkezin 61 kb solundadir. Kromozomun merkez ¢ekirdek bolgesi
1.5-6.4 Mb arasinda bulunur ve bu kisim yasam icin gerekli olan temel genleri
(hiicre boliinmesi, DNA replikasyonu, transkripsiyon, translasyon gibi) kapsar.
Diger iki kol ise (1.5 Mb sol kol, 2.3 Mb sag kol) temel olmayan genleri
(sekonder metabolit, hidrolitik ekzoenzimler ve gaz vezikiil proteinleri gibi)
kapsar.

Kromozomun %12.3’lik bolimii protein kodlayan genleri (sigma
faktorleri, iki-bilesimli diizenleyici sistemleri, DNA’ya bagh oldugu diisiiniilen
proteinler ve bircok serin/threonin protein kinazlar), %7.3’liikk bolimii transport
proteinlerini (ABC transport, ABC permeaz, ATP bagli proteinler ve akinti
protenleri) ve %10.5°lik bolimii ise salgi proteinlerini (proteaz/peptidaz,
kitinaz/kitizonazaz, seliilaz/endoglukanasaz, amilaz ve pektat lizas) kodlar. Ayrica
kromozomun bir kismi sekonder metabolizma (antibiyotik, siderofor, lipit ve
diger molekiiller) i¢in gerekli olan genleri kodlar. Streptomyces coelicolor
A3(2)’nin gen dizilisi ve muhtemel iriinleri hakkindaki daha genis bilgilere

http://streptomyces.org.uk/S.coelicolor/index.html adresinden ulasilabilir.



Sekil 1.3. S. coelicolor A3(2) kromozomunun dairesel gosterimi (Bentley ve ark. 2002). Distaki
Olcek saat yoOniiniin tersinde Mb seklinde numaralandirilmis olup kromozomun
¢ekirdek kismi koyu mavi ile kollari ise agik mavi ile gosterilmistir. Disdan iceri dogru;
1. ve 2. daireler sirasiyla arkadaki ve lider iplikleri isaret eder ve siyah enerji
metabolizmasini, kirmizi transfer bilgi ve sekonder metabolizmasini, koyu yesil
yiizeyde bulunan genleri, cam gobegi biiyiik molekiillerin degradasyonunu, mor kiiciik
molekiillerin degradasyonunu, sar1 merkez yada araci metabolizmalari, soluk mavi
diizenleyicileri, turuncu korunmus hipoetikleri, kahverengi psodogenleri, soluk yesil
bilinmeyen genleri, yesil ise ¢ok yonlii genleri isaret eder.

3. daire temel genleri (hiicre boliinmesi, DNA replikasyonu, transkripsiyon, translasyon
ve amino asit sentezi)

4. daire olasilik genlerini (kirmizi sekonder metabolizma, soluk mavi ekzoenzimleri,
koyu mavi konservonlari, yesil gaz vezikiil proteinleri)

5. daire hareketli elementleri (kahverengi transpozonlari, turuncu lateral olarak elde
edildigi diisiiniilen genleri)

6. daire G+C igerigini

7. daire GC sapmasini [(G-C/G+C), haki renk >1 degerleri, pembe <1 degerleri]
gosterir. Replikasyon orijini (Ori) ve terminal proteinler de (mavi daireler)
gosterilmistir.



1.3. Morfolojik Farkhliklarin Fizyolojisi ve Molekiiler Genetigi

Streptomisetler ¢cok kompleks bir hayat dongiisiine sahiptir. Substrat
(vejetatif) miseller olustuktan sonra havasal miseller olusur ve bunlarda sporlari,
sporlar ise vejetatif miselleri meydana getirirler. Boylece hayat devri
tamamlanmis olur (Chater 1993). Streptomiset hayat dongiisiiniin morfolojik
olaylar i¢in gerekli olan genler iki simifta (b/d ve whi mutantlar) toplanmistir. Bld
(bald = kel) mutantlar havasal misel olusmadan Once hayat dongiisiinii bloke
ederken (Nodwell ve Rosick 1998; Willey ve ark 1993; Champness 1988;
Nodwell ve ark. 1999), whi (white = beyaz) mutantlar havasal hiflerde hiicre
boliinmesi ve sporlarin olgunlagmasi i¢in gereklidir (Kelemen ve ark. 1998;

Chater 1993).

1.3.1. Bld mutantlar

Mutasyona ugratildigni zaman bld fenotiple sonuglanan genler Cizelge
1.2’de gosterilmistir. Bld mutantlar havasal hiflerin olusmasim engelleyerek
yabani tipte goriilen karakteristik bulanik morfolojik olusumun goriilmesini
engellerler (Chater ve Horinouchi 2003; Elliot ve Talbot 2004; Wosten ve Willey
2000). Ayrica bld mutantlarin bazilar1 antibiyotik iiretimi (Champness 1988),
katabolit represyon (Pope ve ark. 1996) ve hiicre-hiicre haberlesmesi (Willey ve
ark. 1993) iizerinde de etkilidir. Bld mutantlarinin diger bir 6nemli bir 6zelligi de
bircogunun kiiltiir ortamina baglh olmasidir. Zengin ortamlarda bld olarak
tanimlanan bircok bld gen, zayif karbon kaynaklarinda (mannitol gibi) yabani
tiple aynm 6zellik gostermektedir (Champness 1988).

BldA, nadir bir kodon olan UUA’nin translasyonu i¢in gerekli olan 16sil
tRNA’y1 kodlar (Lawlor ve ark. 1987; Leskiw ve ark. 1991). BIdA geni simdiye
kadar 4 Streptomiset tiirii (S. coelicolor, S. lividans, S. griseus ve S. clavuligerus)
izerinde calisilmis ve bu gendeki mutasyon sirasiyla ilk ii¢ Streptomiset tiiriinde
hem havasal hif olusumunu hem de sekonder metabolit iiretimini etkilerken, S.
clavuligerus’da sadece havasal hif olusumunu etkilemektedir. Ciinkii S.

clavuligerus sephamisin C, klavulanik asit gibi bircok sekonder metabolit iiretir



fakat bu sekonder metabolitler; TTA kodonu tasiyan ve spesifik bir diizenleyici

olan ccaR yoluyla sentezlenirler (Kwak ve ark.1996; Lawlor ve ark. 1987; Leskiw

ve ark. 1991; Trepanier ve ark. 2002).

Cizelge 1.2. Streptomyces coelicolor’da mutasyona ugratildigr zaman bld fenotiple sonuglanan

genler (Claessen ve ark. 2006)

Gen Gen iiriinii(leri) Referans
Klasik bld mutantlar
bldA UUA kodonu igin 16sil tRNA Lawlor ve ark. 1987, Leskiw
ve ark. 1991

bldB Muhtemelen homodimer olusturan heliks-cevirme- | Pope ve ark. 1998;
heliks motifi iceren DNA-baglanici protein Champness 1988

bldC MerR familyasinin muhtemel transkripsiyonal Hunt ve ark. 2005; Merrick
aktivatorii 1976

bldD whiG, bldN ve sigH promotorlaria baglanan Elliot ve ark. 1998; Elliot ve
kiicik DNA-bagl protein ark. 2001

bldG Muhtemelen anti-anti-sigma faktor Champness 1998; Bignell ve

ark. 2000

bldH TTA kodonu i¢ceren AdpA homologu Champness 1998

bldl Bilinmiyor Leskiw ve Mah 1995

bldJ Bilinmiyor Nodwell ve ark. 1996

bldK Indirekt olarak bldJ geni tarafindan kodlanan 655 Nodwell ve ark. 1996;
Dalton’luk signal peptini igeri alan oligopeptit Nodwell ve Losick 1998
permeaz

bldL Bilinmiyor Nodwell ve ark. 1999

bldM Gelismenin muhtemelen 6nceki ve gec Molle ve Buttner 2000
safhalarinda aktif olan cevap diizenleyici

bldN Gelismenin muhtemelen Onceki ve geg Elliot ve ark. 2001; Yamazaki
safhalarinda aktif olan bldM promotor bolgesini ve ark. 2000
taniyan ECF sigma faktorii
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Cizelge 1.2. (Devam) Streptomyces coelicolor’da mutasyona ugratildigi zaman bld fenotiple

sonuglanan genler (Claessen ve ark. 2006)

Gen Gen iiriinii(leri) Referans

Havasal hif olusumunu aksatan diger mutantlar

citA Sitrat sentaz. Kiiltiir ortaminin geri doniisiimsiiz Viollier ve ark. 2001a
asidifikasyonundan dolayr havasal hif olusumunda

aksama olur.

cya Adenilat siklaz. Kiiltiir ortaminin geri doniisiimsiiz | Siisstrunk ve ark. 1998
asidifikasyonundan dolayr havasal hif olusumunda

aksama olur.

acoA Akonitat sitraz. Kiiltiir ortaminin Viollier ve ark 2001b

asidifikasyonundan dolay fenotipte kismen

bozulma

catB Katalaz. Mutantlar osmotik strese asir1 duyarlilik Cho ve ark. 2000
gosterirler.

sigB catB’nin ifade edilmesinin kontroliinden sorumlu Cho ve ark. 2001

RNA polimeraz sigma faktorii (c*)

ChpA-H Caplin familyasi proteinlerini kodlayan genler Claessen ve ark. 2003;
Claessen ve ark. 2004; Elliot
ve ark. 2003

ramCSABR | RamS onciisii SapB’nin sentezi, modifikasyonu ve | Kodani ve ark. 2004; Keijser

muhtemelen taginmasiyla ilgili gen kiimesi ve ark. 2002, Ma ve Kendall
1994
brgA Bilinmiyor Shima ve ark. 1996
rsuA Anti-sigma faktor Gehring ve ark. 2001
amfC Bilinmiyor, Havasal gelismeyi azaltir ve geciktirir. | Yonekawa ve ark. 1999
clpPl ATP-bagimli proteazin alt tinitesi de Crecy-Lagard 1999
relA (p)ppGpp sentetaz, havasal bilyiimesi geciktirir Sun ve ark. 2001a

Bld mutantlar1 arasinda en pleiotropik olam bldB’dir. BldB, 99
aminoasitlik kiiciik bir protein kodlar. BldB mutantlar1 ayrica antibiyotik iiretimi
ve katabolit represyonunu da etkiler (Champness 1988). Diger bld genlerinden
farkli olarak bldB’nin fenotipi karbon kaynagia bagl degildir (Pope ve ark.
1996). Ayrica bldB, Willey ve ark. (1993) hiyerarsik sinyal akisina da

uymamaktadir.
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BIdC, S. coelicolor’da bld mutantlar arasinda genetik olarak incelenen ilk
4 genden birisi olmasina ragmen karakterizasyonu ancak 2005 yilinda yapilmistir
(Hunt ve ark. 2005). BldC’nin fenotipik karakterizasyonu, diger bld mutantlarda
oldugu gibi havasal misel olusumu kiiltiir ortamina baglidir. Havasal hif ve spor
olusumu mannitol, galaktoz ya da maltoz iceren minimal ortamda geri kazanilir
(Merrick 1976). Hunt ve ark. (2005) bldC’nin MerR familyasinin transkripsiyonal
aktivatorii olarak bulunan DNA baglanici domaini ile ilgili kiiciik DNA baglanici
proteinleri (68 aminoasit uzunlugunda) kodladiklarin1 bulmuglardir. Ayrica
bldC’nin farklilasma sirasinda aktinorhodin ve andosilprodigiosin aktivitesi
tizerine de etkili olduklarini belirtmislerdir.

BldD hem antibiyotik iiretimi hem de morfolojik farklilagma icin gerekli
olan bir gendir. BldD 167 aminoasitlik DNA-baglanict protein kodlar ve bu
protein dimer olustururak kendi promotoruna baglanarak ifade edilmesi bu sekilde
diizenlenir. BldD repressor protein iireterek bazi genlerin (bldN, whiG ve sigH)
ifade edilmesini engeller (Elliot ve ark. 1998; Elliot ve ark. 2001).

BIdN ekstrasitoplazmik fonksiyon (ECF) o faktoriinii kodlar ve ¢”“" diger
o faktorlerinde bulunmayan N-terminal bolgesinde 86 aminoasitlik bir kisim (pro-
6"y bulundurur. Meydana gelen bu proprotein ¢”*¥ daha sonra 86 aminoasitlik
kismi1 uzaklastirarak olgun 6" haline déniisiir. BldN transkripti vejetatif biiyiime
siiresince goriilmezken, havasal misel olusumu sirasinda sasirtict derecede artar.
BIdN transkripsiyonunun aktivasyonu direkt ya da indirekt olarak bldG ve bldH’a
baghdir. BldD, bldN promotoruna iki bolgeden baglanmak suretiyle bldN
transkripsiyonunu direkt olarak baskilamaktadir. ¢”*" havasal misel olusumu icin
gerekli olan diger bir genin (bldM) transkripsiyonunu da direkt olarak
etkilemektedir (Elliot ve ark. 2001; Maureen ve ark. 2003). Streptomyces
griseus’da bldN benzeri adsA’da havasal misel olusumu gereklidir ve AdpA (A
faktor bagimli protein A) tarafindan direkt olarak aktive edilmektedir (Yamazaki
ve ark. 2000).

WhiG, sporulasyonun baslamasi i¢in kritik bir rol oynar ve yabani tipte
vejetatif biiylime siiresince bldD tarafindan baskilanmaktadir. sigH, strese cevap

sigma faktorii, iki tane promotora (sigHpl ve SigHp2) sahiptir. BldD sigHp2’ye
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vejetatif bilyiime siiresince baglanarak sigH’1 baskilamaktadir (Kelemen ve ark.
2001, Elliot ve ark. 2001).

BIldG, spesifik sigma faktorlerin aktivitesi ile diizenlenen anti-anti-sigma
faktoriinii kodlar ve Bacillus subtilus ve Staphylococcus aureus anti-anti-sigma
faktor/anti-sigma faktorleri ile benzerlik gosterir. S. clavuligerus bldG’si, S.
coelicolor bldG’si ile %92 o6zdeslik %94 benzerlik gosterirken S. avermitilis
bldG’si ile %91 6zdeslik %94 benzerlik gosterir. S. coelicolor ve S. clavuligerus
bldG’sinin ifade edilmesi ii¢ ayr1 promotor tarafindan gerceklestirilir. S.
clavuligerus bldG’si sephamisin C ve klavulanik asit iiretimi icin gerekli olan
ccaR ve claR’nin ifade edilmesini de kontrol ettiginden bldG hem morfolojik
farklilagma i¢in hem de sekonder metabolit iiretimi i¢in gereklidir (Dawn ve ark.
2005; Bignell ve ark. 2000).

BIdK oligopeptitlerin hiicre igerisine transferi i¢in gerekli olan ABC (ATP-
binding casette = ATP-baglanic1 kaseti) tasiyicilarimi kodlar. BldK, bldJ tarafindan
tiretilen 655 Da’lik sinyalin kontrolii altindadir. BldJ tarafindan uyarilan bldK
ikinci bir ekstraseliiler sinyal olusturarak bldA ve bldH’1 uyarir (Nodwell ve ark.
1996; Nodwell ve Losick 1998).

Onceden whiK olarak adlandirilan bldM, C-terminal heliks-doniis-heliks
DNA-baglh grubu ve tipik N-terminal fosforilasyon cebi ile cevap diizenleyicileri
FixJ altfamilyasinin iiyelerini (203 aminoasit uzunlugunda) kodlar. BldM, bldD
ekstraseliiller komplemantasyon grubunun bir iiyesidir. Baz1 cevap diizenleyicileri
in vitro olarak asetil fosfat ya da karbamoil fosfatla fosforlanabilirken bldM
fosforlanamaz. Ayrica bldM’nin farkli alelleri S. coelicolor’un gelismesini farkli
sekillerde etkilemektedir. Ornegin bldM sessiz mutasyonu havasal hif olusumunu
engellerken, diger baz1 mutasyonlarda havasal hif olusmasina ragmen sporulasyon
gerceklesmemektedir (Molle ve Buttner 2000).

Gelismenin erken doneminde meydana gelen ve glukoz igeren minimal
ortamlarin asidifikasyonunu notral hale ¢ceviren cAMP-bagimli metabolik olaylar
izler ve bu sayede farklilagsma ile antibiyotik biyosentezi gerceklesir. Bir¢cok bld
mutantlar1 glukoz igeren besiyerlerinde asidogenik etki gosterirken, bazilar
mannitol iceren notral ortamlarda farklilasma gosterebilmektedirler. Bu durum

katabolit represyondaki bozukluklardan ve organik asitlerin birikmesinden
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kaynaklanabilir. Dolayisiyla karbon kaynagi ve trikarboksilik asit metabolizmasi
(TCA) biiyiime ve farklilasmada merkez rolii oynayabilir. Sitrik asit sentataz
enzimi TCA’da asetil-CoA ile oksalaasetik asitin sitrik asite doniismesini saglar.
Bu enzimdeki mutasyon (citA), hem havasal hif olusumunu hem de
andosilprodigiosin ve aktinorhodin sentezini kosullu olarak etkilemektedir. Diger
asidogenik bld mutantlarindan farkli olarak, citA ve bldJ mutantlari ortam
notrallestigi zaman havasal misel ve pigmentleri yeniden iiretebilmektedirler.
Ayrica ekstraseliiler komplemantasyon ¢alismalari citA’nmin bldJ ve bldK arasinda
yeni bir grup olusturdugunu gostermektedir (Viollier ve ark. 200la). TCA
dongiisii sadece ATP olusumu ve bilesiklerin yikimina yol agmaz ayni zamanda
glutamat biyosentezi i¢in ketoglutarik asitin olusumunu da saglar. Sitrik asitin
izositrik asite doniigmesini saglayan akonitaz enzimindeki mutasyon (acoA),
havasal hif ve antibiyotik iiretiminde bozukluklara yol agar. Dolayisiyla acoA
mutantt hem sitrik asitin artmasina hem de glutamat oksokrofosine yol acar.
Glukoz yerine mannitol kullanildig1 zaman citA mutanti normal bir sekilde biiyiir
ve gelisirken acoA mutantinda biiyiimede kusur vardir fakat uzun inkiibasyon
siiresinden sonra farklilagsma gerceklesmektedir. AcoA mutantinin etkileri pH,
sitrik asit birikimi ya da akonitaz enziminin diger fonksiyonlarindan
kaynaklanabilir (Viollier ve ark 2001b). cAMP sentezinden sorumlu olan adenilat
siklaz enzimindeki mutasyon (cya), ortamin asidik hale gelmesinden dolay1
havasal misel ve pigment olusumu gerceklesmez, fakat disaridan cAMP verildigi

zaman aktinorhodin biyosentezi artmaktadir (Siisstrunk ve ark. 1998).

1.3.1.1. Ekstraseliiler komplemantasyon

Bld mutantlarda havasal hif olusumu, R2YE gibi zengin besiyerlerinde
mutant yabani tipe ya da diger bld mutantlara cok yakin oldugu zaman restore
edilebilir. Bu durum ekstraseliiler komplemantasyon olarak adlandirilir (Willey ve
ark. 1991; Willey ve ark. 1993, Claessen ve ark. 2006).

Mutantlar arasindaki iligski tek yonliidiir. Bir mutant verici olarak gorev
yaparken diger mutant alict olarak gorev yapar ve ekstraseliiler molekiil(ler)

sadece alic1 tarafindan alimir ve bu sayede havasal hif olusumu restore edilir.
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Ekstraseliiler komplemantasyon bir hiyerarsi icerisinde yapilir (Sekil 1.4). Bld
mutantlar arasindaki bu hiyerarsi bld261(bldJ) < bldK < bldA/H < bldG < bldC <
bldD, bldM seklindedir. BldD mutanti, diger mutantlarin hepsiyle verici olarak
ekstraseliller komplemantasyon gerceklestirip alic1 olarak hicbir mutantla
ekstraseliiller komplemantasyon gerceklestirmemesine karsin, bldJ mutant1 verici
olarak hi¢cbir mutantla ekstraseliiler komplemantasyon gostermezken diger biitiin
mutantlarla alic1 olarak ekstraseliiler komplemantasyonu gerceklestirebilmektedir.
Bu hiyerarsi havasal misel hif olusumunu diizenleyen interseliiler sinyaller akisi
ile aciklanmistir. BldJ mutanti sinyal akisinin baglamasi icin gereken 1. sinyali
bloke ederken bldD mutant1 en son sinyali bloke eder ve SapB proteini olusmaz
(Nodwell ve ark. 1996; Willey ve ark. 1993). Havasal misel olusumu i¢in gereken
ilk interseliiler sinyal bldJ ve bldK arasinda olusur. BldK oligopeptitlerin hiicre
icerisine transferi icin gerekli olan ABC tasiyicilarimi kodlar. Hiyerarsideki yerine
bakildigi zaman bldK mutantlari muhtemelen bldJ/’nin kontroliinde olan 655
Da’lik 1. sinyali alamadigi icin 2. sinyali de olusturamaz (Nodwell ve Losick

1998; Nodwell ve ark. 1999).

Sekil 1.4. S. coelicolor’da havasal biiytime ile ilgili yiizey proteinlerin olusumuna yol acan bld

genlere bagl alan ekstraseliiler sinyal akis1 (Chater ve Chandra 2006)

Bld mutantlar yabani tipe ¢cok yakin olduklar1 zaman, yabani tip tarafindan

tiretilen SapB, biiylime ortami vasitasiyla bld mutanta gecebilir ve bu sayede
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havasal hif olusumunu uyarabilir. Ayrica saflastirilmig SapB, bld mutantlara ilave
edildigi zamanda havasal hifler agik olarak goriilmektedir. Ancak bu etki havasal
hiflerin farklilasmasi i¢in degil sadece vejetatif hiflerin sertlesmesi seklindedir.
SapB su yiizey gerilimini 72 mJm™den 36 mJm~ ye diisiirerek fiziksel bariyeri
kaldirmakta ve bu sayede havasal hif olusumunu kolaylastirmaktadir (Tillotson ve
ark. 1998a).

Bununla birlikte bazi bld mutantlar (bldB ve bldl gibi) ekstraseliiler
komplemantasyon hiyerasisine uymazlar. Bu durumda hiyerarsinin eksik, havasal
hif olusumuna bagka etkenlerin de (A-butirolaktonlar) etkili oldugu ya da
bilinmeyen diger baz1 faktorlerin de olabilecegini gostermektedir (Nodwell ve ark.

1999).

1.3.2. SapB

SapB (Spor-associated proteins = Spor-iliskili proteinler) ilk defa 1988
yilinda spor iliskili bes proteinden birisi olarak Guijarro ve ark. (1988) tarafindan
belirlenmistir. SapB molekiilii zengin besiyerlerinde {iretilip salgilanirken
mannitol gibi zayif karbon kaynaklarinda iretilmemektedir. SapB zengin
besiyerlerinde morfolojik farklilagmada 6nemli roller oynamaktadir. Bu gozleme
en iyi kamt saflagtinlmig SapB peptidi bld mutantlara verildigi zaman, bld
mutantlarin havasal hif olusumunu restore etmesidir (Willey ve ark. 1991). SapB
proteini uzun yillar once bulunmasina ragmen, molekiiler yapis1 ancak 2004
yilinda aciklanabilmistir (Kodani ve ark. 2004). SapB proteinin olsumu ile ilgili
ilk goriis, SapB’nin non-ribozomonal olarak {iiretebilecegi seklindeydi (Willey ve
ark.1993). Ancak bu goriis 2002 yilinda Streptomyces coelicolor’un genom
dizilisinin ortaya c¢ikarilmasiyla sona ermistir. Ciinkii S. coelicolor genomu SapB
biyosentezi ile ilgili peptit sentetaz gen kiimesini icermemektedir. Cok gecmeden,
bilinmeden de olsa Ma ve Kendall tarafindan (1994) SapB olusumu ile ilgili ram
(rapid aerial mycelium = hizli havasal misel) gen kiimesi bulunmug ve 2002
yilinda da ram gen kiimesinin detayli incelenmesi yapilmistir (Keijser ve ark.

2002; O'Connor ve ark. 2002).
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Ram gen kiimesi, ramC, ramS, ramA, ramB ve monosistronik ramR
genlerinden olusmaktadir (Sekil 1.5). RamR, NarL/FixJ subgrubu igerisinde cevap
diizenleyicisini kodlar. RamAB, heterodimerik ABC tasiyicisinin bilegenlerini
kodlar (Ma ve Kendall 1994). RamC 904 aminoasit uzunlugunda olup,
serin/treonin kinaza benzeyen 440 amino asitlik N-terminal domain ve merkez
dimerizasyon domain bulunmaktadir. Diger iki alt domainden bagimsiz olarak
bulunan C-terminal domaini, CinM (sinnamisin antibiyotiginin olusumu ile
ilgilidir) ve MrsM (mersasidin antibiyotiginin olusumu ile ilgilidir) lantibiyotik
modifikasyon enzimlerine benzerdir. RamC, Lan kopriilerinin olusumunu katalize
eder. RamS, 42 aminoasitlik peptidi kodlar ve SapB’nin Onciisii olarak gorev
yapar. RamC’nin 42 aminoasitlik RamS peptitini modifiye ettigi ve RamS’nin
post-translasyonal olarak SapB’ye doniistiigii 6ne siiriilmektedir (Willey ve ark.

2006)

C S A B R
Ram$- igleyen SapB éncisi ABC tasiyicis Cevap
enzim? SapB tasinmasi? dizenleyici

Sekil 1.5. Ram gen kiimesi (Willey ve ark. 2006)

RamS’nin SapB’ye doniismesi 3 asamada gerceklesmektedir (Sekil 1.6). 1.
asamada bazi serin aminoasitleri 2,3 dihidroalanine (DHA) doniisiir. Ikinci
asamada 31. ve 41. siradaki sistein igerisindeki siilfidril gruplar ile 24. ve 34.
siradaki DHA arasinda intramolekiiler Lan kopriilerinin olusumuna yol agan
niikleofilik saldirilar gerceklesir. Lan kopriileri yapisal sikililik ve proteazlara
kars1 dayaniklilik saglar. Olgun sapB’de 3-10. ve 13-20. alanin arasindaki Lan
kopriilerinin olusumunu RamC’nin C terminal domaini saglar. Son asamada ise
peptit disariya salinir ve onciil kisim uzaklastirilir. Ancak onciil kismin digariya
salindiktan sonra mi1 yoksa salinmadan Once mi Onciil peptitaz tarafindan
uzaklastirildig1 su an i¢in bilinmemektedir (Willey ve ark. 2006). SapB proteinin
diizenlemesi ramS tarafindan gerceklestirilmektedir. RamR’nin kodladig1 cevap

diizenleyicisi ramCSAB promotoruna baglanarak ramCSAB’yi aktive etmektedir
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(Keijser ve ark. 2002). RamR’deki mutasyon SapB olusumu bloke eder,
mutantlarda havasal hif olusumunu geciktirir. Buna karsin asin miktarda ifade
edildigi zaman test edilen biitiin bld mutantlarda SapB ve havasal hif olusumunu
restore etmekte (Nguyen ve ark. 2002), yabani tipte ise zengin besiyerlerinde
gelismeyi hizlandirmakta ve ayrica citfA mutantlarimin etkisini bastirmaktadir
(Viollier ve ark. 2001a). RamC promotoru sporlagsma sirasinda dormant halde
bulunur. Vejetatif ve havasal misel olusumu baslangicinda aktive edilirken,
havasal hif olusumun son evrelerinde aktivitesi birden kesilmektedir (O'Connor ve
ark. 2002). RamR ayrica ragABKR’yi de (RamR-aktive edilen genleri) kontrol
etmektedir. ragABKR’deki mutasyon SapB iiretimini ve havasal hif olusumunu
etkilemezken spor olusumunu geciktirmektedir. Ancak havasal hiflerin goriiniimii
vejetatif hiflere benzemekte ve beklenmedik sekilde dallanma gostermektedir

(Paolo ve ark. 2006).
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Sekil 1.6. a-RamS’nin SapB’ye doniismesi b-Olgun SapB (Willey ve ark. 2006)

S. coelicolordaki ramCSABR benzeri yapt S. griseus’da amfTSBAR
seklinde Ueda ve ark. (1993) tarafindan bulunmustur. Amf (aerial mycelium
formation = havasal misel olusumu) genlerinin asir1 miktarda ifade edilmesi A-
faktoriin eksikligi sonucu olusan mutantlarda havasal hif olusumunu restore
etmektedir.

SapB su yiizey gerilimini 72 mJm™ den 36 me'zyye dusiirerek fiziksel

bariyeri kaldirir ve boylece havasal hifin biiyiimesini kolaylastirir. Bld mutantlara
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SapB ilavesi sadece vejetatif hifin sertlesmesini saglar. Sporlarin ya da havasal
hiflerin olugsmasinda herhangi bir gorevleri yoktur. SapB’ye benzer sekilde S.
tendae’da streptofaktin surfaktanti (Richter ve ark. 1998), Schizophyllum
commune’de SC3 hidrofobinleri (Wosten ve ark. 1999) sirasiyla yiizey gerilimini
39 mim? ve 24 me'z’ye diisirmekte ve havasal hif biiyiimesini
kolaylagtirmaktadirlar (Tillotson ve ark. 1998b). Fakat Bacillus surfaktantlar1 olan
surfaktin ve fengisin, ayrica Pseudomonas surfaktanti olan viskosin yiizey
gerilimini diisiirmelerine ragmen havasal biiyiimeyi indiiklememektedirler
(Richter ve ark. 1998). Streptomyces sp. TP-A0584 tarafindan iiretilen goadsporin
S. lividans ve diger Streptomisetlerde farklilagmayi1 indiiklemektedir fakat
SapB’den farkli olarak aym1 zamanda antibiyotik iiretimini de indiiklemektedir
(Onaka ve ark. 2001). Lan-iceren SapT, Kodani ve ark. (2005) tarafindan S.
tendae’dan izole edilmistir. Yapis1 SapB’den farkli olmasina ragmen her ikisi de

RamS mutasyonlarinda farklilasmayi restore edebilmektedir.

1.4. Rodlet Tabakasi

Havasal hifler sulu ¢evreden kurtulur kurtulmaz etraflar rodlet tabakasi
olarak adlandirilan ince fibroz tabaka ile kaplanmir (Hopwood ve Glauert 1961;
Wildermuth ve ark. 1971). Bu tabaka 8-12 nm genisliginde ve 450 nm
uzunlugunda ciftler halinde bulunan ¢ubuklardan olusmaktadir. Tabaka, ¢aplinler
(Chp), rodlinler (rdl) ve SapB’den olugmaktadir (Sekil 1.7).

Caplinler (Chp = coelicolor hidrofobik havasal proteinler) S. coelicolor’da
havasal hif olusumuyla ilgili hidrofobik proteinler olarak tanimlanmistir.
Caplinlerin ChpABCDEFGH olmak iizere sekiz ¢esidi bulunmaktadir. ChpA-C, -~
210-230 amino asitten olusur ve iki domaini vardir. ChpA-C sortaz enzimleri
sayesinde hiicre duvarina baglanmaktadir. ChpD-H ~50-60 aminoasitten olusur ve
tek bir domaini vardir. Caplinler ~%60-65 hidrofobik amino asit tagidiklarindan
dolay1 olduk¢a hidrofobiktirler. ChpA-C trifloroasetik ile hiicre duvarindan
saflastirilamazken, ChpD-H saflastirilabilmektedir.
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Sekil 1.7. S. coelicolor’ da havasal hif olusumun biitiinlestirilmis modeli (Claessen ve ark. 2006). a-
Ekstraseliiler sinyallesme ve ¢evresel sinyaller bld yolu ile etkilerini gosterirler. Bu yol
ramR, ChpE ve ChpH’1 (kirmizi halkalar) ve uzay yolunu bilesimlerini (mavi) aktive
eder. RamR, ramS’yi aktive eder oda SapB’yi olusturur (sar1 halkalar) ve olusan SapB,
ramAB tarafindan salinir (mor halkalar). SapB, ChpE ve ChpH ile birlikte yiizey su
gerilimini azaltarak havasal biiyimeyi baglatir. b- Bu andan itibaren uzay yolu
gelismenin diizenlenmesini istlenir. Bu yol havasal biiytime sensorlerini igerebilir (mavi
halka). Bunun sonucunda rdl, Chp ve muhtemelen diger genler aktive edilir. Rodlinler
(yesil halkalar) ve caplinler (kirmizi halkalar) havasal hifin dis ylizeyinde hidrofobik

rodlet tabakasini olusturur.

Caplinlerin yiizey su gerilimini 72 mJm~den 26 me'z’ye diisiirerek
fiziksel bariyeri kaldirdig1 ve havasal hif biiylimesini kolaylastirdigi ve bu yonii
ile de SapB’ye benzedigi yukarida belirtilmistir. Ayrica ChpE ve ChpH, SapB
gibi kiiltir ortaminda da bulunmaktadir. Ancak SapB yalmzca zengin

besiyerlerinde gozlenirken caplinler hem zengin hem de fakir besiyerlerinde
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goriilmektedir. Ayrica bld mutantlara digaridan SapB ilavesi havsal hif olusumunu
restore ederken, caplin ilave edilmesi bir degisiklik yapmamaktadir. Chp
genlerinin tahribi havasal hif olusumunu ve sporulasyonu etkilemektedir.
ChpABCDH delesyonu, morfolojik olusumun gecikmesine neden olmaktadir.
ChpABCDEFGH delesyonu sonucunda havasal hif olusumu tamamen
durmaktadir. Bir¢ok bld mutantindan farkli olarak caplinlerin delesyonu sonucu
olusan fenotipler kiiltiir ortamina bagh degildir (Claessen ve ark. 2003; Elliot ve
ark. 2003; Claessen ve ark. 2006). Chp genleri S. coelicolor, S. avermitilis ve
Thermobifida fusca gibi sporlasan aktinomisetlerde bulunurken, Mycobacterium
tuberculosis ve Corynebacterium  diphtheriae  gibi spor olusturmayan
aktinomisetlerde bulunmamaktadir. Caplin genlerinin sayilarn organizmalarda
farklilik gostermesine karsin kisa ve uzun caplinlerin varligi kesindir (Elliot ve
Talbot 2004).

Claessen ve ark. (2002) rodlet tabakasinin yapisina katilan iki homolog
proteini rodlinA (rdlA) ve rodlinB’yi (rdIB) S. lividans ve S. coelicolor’da
gostermiglerdir. RIdA ve r1ldB havasal hif ve sporlarin dig yiizeyine
yerlesmislerdir. RIdA ve rldB genleri havasal hif biiyiimesinde ifade edilirken
sporlarda ifade edilmemektedir. Rld genlerinin delesyonu havasal hif yapilarini ve
spor olusumunu etkilememektedir ancak bu durumda her iki yapida da rodlet
tabakasi1 olusmamaktadir.

Havasal biiyiime ile ilgili diizenleyici diger bir yolda uzay yoludur
(Claessen ve ark. 2006). RdIA ve Chp genlerinin ifadesinin b/d mutantlarda
goriilmemesi bld dizisinin rdl ve Chp genlerinin ifadelerinin baglamasinda 6nemli
kontrol noktalar1 oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte rdl genlerinin
aktivasyonu farkli diizenlemeleri de gerektirmektedir. RdIA ve rdIB genlerinin
ifadesi ChpABCDEH mutasyonlarinda azalirken ChpABCDEFGH
mutasyonlarindan neredeyse tamamen yok olmaktadir. Fakat ChpABCDEH
mutantlarinda olusan rdlA’nin yabani tipe benzemesi rdl ifadesinin hifin sulu
ortamdan ayrildiktan sonra basladigimi gostermektedir. Uzay yolu bld ve whi yolu
arasinda bulunur. Bld dizisinin uzay yolunu kodlayan genleri aktive ettigi
sanilmaktadir. Havasal biiyiimenin algilanmasi ve sinyal molekiillerinin hiicre

duvarinda birikmesi uzay yolunu baglatan etmenler olabilir. Fonksiyonel olmayan

21



bld yolu uzay yolunun fonksiyonel olmamasina yol acar ki bu durum
surfaktantlarin bld mutantlarda neden tiim gelismeyi indiiklemedigini aciklar.
Buna karsin ramS mutanti uzay yolunu etkilememektedir. Bu durumda
surfaktantlarin nicin tiim gelismeyi indiikleyebilecegini agiklamaktadir.
Mantarlarda bulunan hidrofobinler kiigiik hidrofobik proteinlerdir.
Hidrofobinler havasal hif olusumunda, spor iiretimi ve dagiliminda, viicut
yapisinin stabilizasyonunda ve bazi patojenik mantarlarin zehirlenmesine karsi
korumada gorev almaktadirlar (W6sten 2001). Hidrofobinler, SapB gibi yiizey su
gerilimini disiiriirler. Rodlinler gibi hidrofobik yiizey ile hif arasinda baglanti
kurarlar ve rodlet ciftlerinin olugsmasini saglarlar. Caplinler gibi ise havasal hifin

biiytimesi i¢in gereklidirler ve yiizey su gerilimini diisiiriirler (Elliot ve ark. 2003).

1.5. Whi Mutantlar

Havasal misel olusumundan sonra, hif ¢ok sayida ve diizenli bolmelere
ayrilir. Bu bolmeler de unigenomik spor zincirlerini olusturur. Olusan sporlarin
hiicre duvarlar1 kalinlasir ve pigmentleserek ortama birakilir. Spor olusumu ile
ilgili bircok S. coelicolor mutant1 yabani tipte tipik olarak goziiken gri renkli
havasal misel olusumundan yoksundurlar. Bu tiir mutantlar whi olarak
adlandirilirlar. Whi mutantlarda kendi aralarinda erken ve ge¢ whi mutantlar
olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Erken whi mutantlarda genel olarak unigenomik
kompartmanlarin  olusumu  engellenirken, ge¢ whi mutantlarda spor
kompartmantlar olusur fakat olusan sporlarda pigmentlesmede kusurlar vardir ya
da DNA miktarlarinda yabani tipe gore farkliliklar bulunur. Whi genler sporlarin
olgunlagmasi i¢in gerekirken havasal hiflerin olusmasi i¢in gerekli degildirler
(Chater 2001; Flard ve ark. 1999; Chater ve ark. 1989).

Simdiye kadar S. coelicolor’da en az 6 tane erken whi mutant1 (whiA, B, G,
H, I ve J) tanimlanmistir (Sekil 1.8). WhiG havasal biiyiimenin sporulasyona
dontismesini saglayan RNA polimeraz o faktoriinii kodlamaktadir. WhiG
mutantlarinin diiz havasal hifleri vardir ve yabani tipe benzeyen ¢ok az septalari
vardir. WhiG; whiA, B, H ve 1 genlerine epistatiktir. GWMG, whiH ve whil

genlerinin promotorlarini1 aktive etmektedir. S. coelicolor’da whiG vejetatif misel
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gelisimi boyunca transkrip edilmesine ragmen 6"/

sadece sporulasyon
olusumunun baslangicinda aktif olmaktadir ve bu aktivasyonun nedeni su ana
kadar bilinmemektedir. Bld ve whi genleri arasindaki ilk iliski whiG
ekspresyonunun bldD tarafindan engellenmesidir (Kelemen ve ark. 1996; Chater

ve ark. 1989; Catakli ve ark. 2005; Flardh ve ark. 1999).

Yabani tip WhiG
WhiA WhiB
Whil WhiH

Sekil 1.8. S. coelicolor erken whi mutantlarinin taramal elektron mikroskop resimleri. Septumlari

gosteren girintiler oklar ile belirtilmistir (Flardh ve ark. 1999).
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WhiA ve whiB mutantlart havasal biiyiimenin durdurulmasini saglarlar.
WhiA ve whiB mutantlarinin yabani tipten ¢ok farkli olarak uzun ve kivrimli
havasal hifleri vardir ve sporulasyon septumlart yoktur. WhiA dizisi bilinen hi¢ bir
proteine benzememektedir ve Gram-porzitif bakteriler arasinda korunmustur
(Ainsa ve ark. 2000). WhiB sadece aktinomisetlerde bulunan Fe-S kiimelerini
iceren muhtemelen kiiciik transkripsiyon faktorlerini kodlamaktadir (Davis ve
Chater 1992; Jakimowicz ve ark. 2005). Hem whiA hem de whiB iki promotora
sahip olup bir tanesi diisiik seviyede siirekli olarak bulunurken digeri sadece
havasal hif biiyiimesi siiresince transkribe edilmektedir. S. coelicolor genomunda
10 tane whiB benzeri protein vardir ve bunlardan bir tanesi olan whiD, whiB’den
farkli olarak sporulasyonun gec evresi ile ilgilidir (Soliveri ve ark. 1992).

WhiH, GntR benzeri diizenleyici proteini kodlamaktadir. WhiH mutantlari
normal uzunlukta havasal hif olusturmalarina ragmen diizensiz olusmus
septumlari1 ve DNA yogunlagsmalart vardir (Ryding ve ark. 1998). WhiH
sporulasyon septumlagmasina neden olan ftsZp2 promotorunu uyarmaktadir
(Flardh ve ark. 2000).

Whil, normal fosforilasyon cebinde ¢ok giiclii bir sekilde korunmus en az
iki bolumii eksik olan cevap diizenleyici proteinlerinin tipik olmayan iiyesini
kodlamaktadir. Whil mutantlarinin fenotipi whiH’e benzemekle birlikte DNA
yogunlasmasi1 whil’de daha fazladir. Whil ve WhiH birbirlerini baskilamaktadir ve

.. hiG
her ikisi de ¢"™

tarafindan kontrol edilmektedirler (Ainsa ve ark. 1999).

Sporulasyonun erken evreleri icin iki gen daha vardir. ssgA sadece
aktinomisetlerde bulunan kiiciik asidik proteini kodlamakta olup S. griseus ve S.
coelicolor’da sporlasma icin gereklidir. S. coelicolor’da ssgA mutantlarinda
havasal hif olusumu gerceklesir fakat sporlasma ve antibiyotik iretimde
aksakliklar meydana gelmektedir. ssgA ifadesinin artmasi sivi Kkiiltirde S.
coelicolor’da dallanmay1 engelleyerek septum olusumunu indiiklemektedir (Van
Wezel ve ark. 2000). S. coelicolor’un 6 tane ssgA paralogu vardir ve bunlardan
ssgB sporulasyon olusumunda gorev yapmaktadir. ssgB mutantlar1 beyaz renkli ve
septum olusumunda bozukluklar vardir (Keijser ve ark. 2003).

Sporulasyonun ge¢ evreleri sporulasyon septumunun olusumu ve spor

pigmentinin sentezi ile ilgilidir. S. coelicolor A3(2) tek bir ftsZ genine sahip olup
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bu gen diger bakterilerden farkli olarak yasama ve biiyiime icin gerekli degildir.
Septum olusumu fzsZ’ye baglidir. FtsZ mutantlarinda havasal miseller sertlesir
fakat sporlagsma gerceklesmez. Ayrica aktinorhodin iiretimi de yabani tipe gore
fazladir (McCormick ve ark. 1994). Bakteri hiicre boliinmesinin ilk adimi Z
halkasinda ftsZ’nin toplanmasidir. Z halkas1 dinamik bir yapiya sahip olup
ftsZ'nin polimerizasyonu ve depolimerizasyonundan oldukg¢a etkilenmektedir
(Grantcharova ve ark. 2005). FtsZ en az ii¢ promotor tarafindan transkribe edilir
ve bunlardan biri olan ftsZ2p promotorunun diizenlenmesi sadece havasal hifin
sporlagsmasi esnasinda olmaktadir ve sporulasyon septumunun olusmasi icin
gereklidir. FtsZ promotorunun sporlagma esnasinda diizenlenmesi alt1 erken whi
lokusuna (whiA,B,G,H,I, ve J) baghdir. FtsZ ve whiH mutantlarindaki fenotipik
benzerlikler whiH 1n ftsZ’yi aktive edebilecegi fikrini ortaya ¢ikarmustir (Flardh
ve ark 2000).

WHhiE, sporlarin pigmentlesmesi icin gerekli olan tip II poliketit sentetaz
bilesimlerine benzeyen proteinleri kodlar ve 7 agik okuma cercevesinden (ORF)
olusur. WhiE’nin whiEPI ve whiEP2 olmak lizere iki tane promotoru vardir ve
promotorlarin transkripsiyonlari sporulasyon septum olusumu i¢in gerekli olan alt1
erken whi lokusuna (whiA,B,G,H,I, ve J) baghdir. WhiEP2 whiEPI’den farkli
olarak sigF’ye baghdir (Kelemen ve ark. 1998). WhiE genlerindeki mutasyonlar
spor pigmentlerinin kaybolmasina ya da spor renginin degismesine yol agmaktadir

(Moore ve Piel 2000).

1.6. in vitro Transpozon Mutajenezisi

Genetik dizisi ¢ikarilmis organizmalarin genom analizleri igin kritik
yontemlerden birisi, cok amac¢hh mutant kiitiiphanelerin kullanilmasidir.
Tranpozon mutajenezisi bu kiitiiphaneleri olusturmak i¢in en etkili yontemlerden
bir tanesidir. Bishop ve ark. (2004) Gram-pozitif Streptomyces coelicolor
A3(2)’nin gen fonksiyonlarini arastirmak i¢in TnS transpozonunu kullanarak
Tn5062 transpozununu gelistirmislerdir (Sekil 1.9). Bu transpozon ii¢ 6nemli
element icermektedir. Egfp (Enhanced green fluorescent protein = Artirilmis yesil

floresan protein) raportér geninin promotor bolgesi cikartilmis oldugundan tahrip
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edilen genin promotoru bu geni aktive etmektedir. Apramisin direnglilik geni
seleksiyonu gergeklestirmek icin kullanilir. RK2 plazmitinden elde edilen oriT ise
intergenerik konjugasyon yoluyla mutasyona ugratilan kozmitin transferine

olanak saglamaktadir (Herron ve ark. 2004).

Sekil 1.9. Tn5062’nin organizasyonu (Herron ve ark. 2004). Tn5062 transpozunu iki MS (Mozaik
Son) tekrarindan olusur. Bu iki yapinin arasinda iic ORF iginde translasyonal stop
kodonu bulunur. RBB (Ribozom Baglanma Bolgesi); egfp, Apramisin resistans geni,
aac3(1V), iki tane T4 transkripsiyonal terminator ile sonlandirilmistir. EZL2 ve EZR1

primerlerinin yerlerleri okla gosterilmistir.

Bu transpozon S. coelicolor kozmit kiitiiphanesinin in vitro transpozon
mutajenezisi i¢in kullamlmistir. Her bir bagimsiz transpozon insersiyonu
mutasyona ugratilmis kozmitin Escherichia coli’de amplifikasyonundan sonra
dizi analizinin yapilmasiyla belirlenmektedir. Okuma g¢ercevesi bozulmus genin
etkisi, bu genin S. coelicolor’a intergenerik konjugasyon yoluyla transfer
edilmesinden sonra belirlenmektedir. S. coelicolor kozmit Kkiitiiphanesinde
Tn5062 insersiyon analizleri Cizelge 1.3’de verilmistir. Bu yOntem yiiksek
verimlilik ve kullanighlik saglamaktadir. S. coelicolor’a konjugasyondan sonra
bozulmus gendeki insersiyonun oryantasyonu ve yeri bilgisayar yazilim programi
ile belirlenir. TnS transpozonu molekiiler diizeyde biitiin transpozisyon sistemleri
arasinda en iyi karakterize edilen sistemlerden birisidir (Reznikoff ve ark. 1999).
Tn5062 ile olusturulan kozmit kiitiiphanesi S.coelicolor’daki mutant olusumunu
ve degerlendirmesini kolaylastirmistir. Bir gende bir¢ok insersiyon olusturularak
sadece genlerin tahrip edilmesi saglanmayip aym zamanda cok domainli

proteinlerin bagimsiz her bir domainide calisilabilmektedir.
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Cizelge 1.3. S. coelicolor kozmit kiitiiphanesinde Tn5062 insersiyon analizleri (Herron ve ark.

2004)
Ozellik Toplam Oran %

S. coe.llcolor kodlanan dizi bolgesindeki 1926 (2167) 38.88
insersiyonlar
S. coe.llcolor kodlanmayan dizi bolgesindeki 241 (2167) 11.12
insersiyonlar
S. coelicolor kodlanan dizi bolgesindeki bozulma | 795 (1092) 89.60
S. coelicolor DNA mutasyonu 1.18 Mb (8.67 Mb) [ 13.63
S. coelicolor DNA’daki insersiyonlar 2167 (2333) 92.88
Supercos DNA’daki insersiyonlar 166 (2333) 7.12
S. coelicolor DNA insersiyonlar1 arasindaki
ortalama uzaklik + standart hata 554+112 bp o
Supercos DNA insersiyonlar1 arasindaki
ortalama uzaklik + standart hata 997+316 bp B

1.7. SCO2836

S. coelicolor SCO2836, SCO2837 ve komsu genlerin sematik gosterimi
Sekil 1.10°da gosterilmistir. SCO2836 geni, S. coelicolor genomunun 3095506-
3097467 bazlar1 arasinda bulunan 1961 bazlik gendir. Molekiiler agirlig
73159’dir. Bu genin aminoasit dizisi Cizelge 1.4’de gosterilmistir. SCO2836
geninin tahmin edilen 6 tane transmembran domaini (79-101, 111-133, 430-452,
462-481, 546-565 ve 570-589), 2 tane diisiik karmasiklik bolgesi (594-617, 627-
638) ve 1 tane de glikozil transfer domaini (166-342) bulunmaktadir (Sekil 1.11).

T ToT T ) M vy . r 7

4 4
T u u u u u u u u u 1
3091 Tt Tt T Tt T 3095.5Kb  3096.5Kb 3097.5Kb 3098.4kb 3777 77 T Tlo1.4

11 11 U U LLob L L

Legend

rotein_bind isc_feature — RS 3 tem_loop RHA

— epeat_region epeat_unit RMA isc_RNA x TrG insertion mstructed mutant

Sekil 1.10. S. coelicolor SCO2836, SCO2837 ve komsu genlerin sematik gosterimi’

3http:// streptomyces.org.uk/cgi-
bin/S.coelicolor/sco_frameset.pl?script=gene_search.pl&string=2836 2007
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Cizelge 1.4. SCO2836’nin aminoasit dizisi*

MTSTPTGAGP
LAGPLTQPDP
QPEHWTERDY
PVPVVPETGT
EGDDPEVKEV
GDDYDFFASV
KAAESQQFLF
DMATGFEMHR
GTYETILKQY
GLGASGVNID
MIMSALSAPL
IVIFGGSIAA
PVAAAEPAPR
RKE

Sekil 1.11. SCO2836 proteinin tahmin edilen domainleri’

Glikozil transfer reaksiyonlarit nicel anlamda canli kiitlenin hidrolizi ve
biyosentezini sagladiklarindan dolay1 diinyadaki en onemli biyotransformasyon
olaylaridir. Polissakkaritlerin ve kompleks karbonhidratlarin biyosentezi de
oldukg¢a onemlidir. Ciinkii bu molekiiller yapisal, depo ve sinyal iletimi gibi ¢ok
cesitli reaksiyonlarda gorev almaktadirlar. Dissakkaritler, oligosakkaritler ve
polissakkaritlerin biyosentezinde glikozil transferaz enzimleri (EC 2.4.x.y) gorev
almaktadir. Bu enzimler aktive edilmis verici molekiillerden spesifik alici

molekiillere glikozidik bag olusturmak suretiyle seker gruplarinin transferini

DHDPSQTTQL
NKPYRVQYRS
VAFDWLPALD
KVAFLTSFEVP
CARLGVHHF'S
DTDHVPLPNY
HALIQRAGNR
HKNPATGRKW
WKGWYSLPPS
PAVWLMLYGN
YAKALIDSVL
GEFVYGHSHPA
VPPQQOAPYGR

RVPGHRNWNT
LISQEPHRLR
IVMLVAIGLI
GKEPLEMVTK
RKGVAKWNRK
LERMLGFEFFRD
YGGPMEVGTS
RSVYTPDVLA
KLENYTMMIT
ASALQIGLYV
RRKSKFVVTP
MIIWATFALL
HTPQHRPDWA

gercgeklestirirler (Campbell ve ark.1998).

GSFRRIKKTL
VALMLAAAPL
ELFRCLNVLS
TLEAAVRIRH
KGPHRAKTKH
PDVGEVIGPQ
NAVRIRALKQ
VGEGPNAWTD
FYPMSALNWI
WNRRHNVSPH
KGDSASPDTL
ITASPMFAWR
APADGGDDQT

* http://streptomyces.org.uk/cgi-bin/S.coelicolor/get_aa 2007
> http://smart.embl-heidelberg.de/smart/job_status.pl ?jobid=
819620654321541176748552LkmWYjSwax 2007
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PKYDYEHYSR
LSVVLLVWLL
NAHATLVARD
RGLMHVWLLD
GNYNAWLDAH
VYGNYDNPIT
IGGLYDSITE
FEFTOOMRWSR
LAALSCCLFL
EPEGSGGVAG
FGTFRYHWYF
HELRKAKKQP
MQIALGGLGG



Genel seker vericileri niikleotit monofosfo sekerleri, niikleotit difosfo
sekerleri ve dolikhol-bagh sekerleri icermektedir. Hem sakkaritler hemde protein
ve lipitler gibi sakkarit olmayan molekiiller de alic1 molekiillerdir. Bu enzimler
hem prokaryotlarda hem de okaryotlarda bulunurlar ve genel olarak cok 6zel bir
bicimde spesifiklik gostermektedirler. Okaryotlarda bircok —glikolizasyon
reaksiyonlart genellikle endoplazmik retikulum-golgi yolunda gerceklesmektedir.
Golgide bulunan glikoziltransferazlar kisa N-terminal sitoplazmik domaini,
membran-genisletici domaini, govde bolgesi ve globiiler C-terminal luminal
domainini icerirler (Klutts ve ark. 2006).

Bir molekiilden digerine seker transferi alikoyma ya da doniisme
mekanizmasi ile gerceklesmektedir. Doniisme reaksiyonlarinda alici molekiiliin
yeniden protonlasmis hidroksil grubu seker vericisinin C1 anomerik karbon
grubuna baglanarak glikozidik bag olusur. Bu durumda da C1’in konfigiirasyonu
degisir. Alikoyma mekanizmasinda ise C1 konfigiirasyonu degismez. Bu
mekanizma heniiz tam olarak bilinmemektedir. Glikotransferazlar tipik olarak
kofaktorlere ihtiyac duyarlar. Kofaktor baglanmasi sonucunda proteinde
konformasyonal degisiklikler meydana gelir. Bu enzimlerin biiyiik bir cogunlugu
verici molekiile baglanarak akseptor-baglanma bolgesini olusturacak bir veya
daha fazla esnek dongii bolgesine sahiptirler. Glikozil birimi verici molekiilden
alict molekiile aktirilir aktarilmaz seker iiriinii serbest birakilir ve dongii bolgesi

dogal haline doniisiir (Qasba ve ark. 2005).

Geleneksel olarak glikoziltransferazlar alici, verici ve iiriin spesifikligine
gore siiflandirilmis ve Enzim Komisyon (EC) numaralar1 verilmistir (Sinnott
1990). Daha sonraki genom caligmalarindan bu enzimlerin dizisi ¢ikartilmis ve
amino asit dizi benzerliklerine gore ilk olarak Campbell ve ark. (1998) tarafindan
siniflandirma  yapilmig, Coutinho ve ark. (2003) ise bu siniflandirmayi
gelistirmislerdir. Bu smiflandirmaya http://www.cazy.org/fam/acc_GT.html

adresinden ulasilabilir.

Glikoziltransferazlar GT-A ve GT-B olmak {iizere iki siiperfamilaya
ayrilirlar. GT-A grubu enzimleri herbiri a-heliks ile c¢evrilmis bircok [-
ipliklerinden olusan N-terminal seker verici-baglanma domaini ve bircok -

tabakali C-terminal alici-baglanma domaininden olusur. GT-A enzimlerinin
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bilyiik bir cogunlugu metal iyonlarinin baglandigi (¢ogunlukla Mg ya da Mn)
DXD, EXD ya da esdeger motiflere sahip olmakla birlikte bu grubun bazi
temsilcilerinde bu motiflere rastlanmamaktadir. GT-B siiperfamilyas: enzimleri
tipik olarak iki Rossman-benzeri katlanmalara sahiptirler. N-terminal kisimlarina
alict  molekiiller baglanirken C-terminal kisimlarina seker  vericileri
baglanmaktadir. Bazi GT-B enzimleri kofaktor olarak metal iyonlarim
kullanirlarken biiyiik bir cogunlugu kullanmamaktadir (Qasba ve ark. 2005).
Bununla birlikte glikoziltransferaz enzimlerinin bazilar1 bu iki kategoriye de
uymamaktadir (Breton ve ark. 2006).

DesVII proteini in vitro makrolid glikoziltransferaz olarak karakterize
edilen ilk enzimdir. Bu protein Streptomyces venezuelae ATCC 15439’da TDP-D-
desoaminin grubunun transferine yardimci olarak neometimisin, metimisin ve
pikromisin antibiyotiklerinin olusumunda rol oynamaktadir. Hong ve ark. (2007)
Streptomyces venezuelae ATCC 15439°da bu geni mutasyona ugratarak
homologlar1 olan eritromisin iireten Saccharopolyspora erythraea’dan eryCll,
oleandomisin iireten S. antibioticus’dan oleP1, doksorubisin iireten Streptomyces
peucetius’dan dnrQ ve tilosin iireten Streptomyces fradiae’dan tylMIII genleri
arasinda komplemantasyon calismalar1 yapmislardir. Antibiyotik iiretimini eryCIl,
oleP1 ve dnrQ genleri yaklasik olarak sirasiyla %66, %26 ve %26 restore ederken
tyIMIII geninin restore etmedigini bildirmislerdir.

Miyamoto ve ark. (2002) Streptomyces violaceus’da glikoziltransferaz
geninin, thoG, L-rodomisin sentezinde O-rodomisinon’un glikozilasyonunu
sagladiklarini belirtmislerdir.

S. fradiae Tu2717 tarafindan iiretilen urdamisin A antibiyotiginde urdG7T2,
urdGTla, urdGTIb ve urdGTIc genleri glikoliztransferaz enzimini kodlayan
genlerdir. urdGT2 geninin inaktivasyonu sonucunda urdamisin I, J ve K olarak
adlandirilan ii¢ yeni bilesik elde edilmistir (Faust ve ark. 2000).

Landomisin A, S. cyanogenus S136 tarafindan {iretilen hekzasakkarit
iceren bir bilesiktir. Bu bilesik 6zellikle prostat kanser hiicrelerine karsi cok gii¢lii
antitiimor aktiviteye sahiptir. Ayrica kemiricilerin diiz kas hiicrelerinde ve hiicre
sikluslarinda timidin alimini inhibe etmektedirler (Crow ve ark. 1999).

Landomisin biyosentetik yolunda dort glikoziltransferaz (LanGT1, LanGT2,
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LanGT3 ve LanGT4) tanimlanmistir. S. fradiae mutantinda yapilan ¢alismalarda
bu dort genin hekzasakkarit zincirinin olusumu ve baglanmasi ile ilgili oldugu
belirtilmistir (von Mulert ve ark. 2004). S. cyanogenus S136 tizerinde yapilan
detayli calismalarda landomisin A biyosentezinde LanGT2 ve LanGT3’iin tek bir
sekerin baglanmasim1 katalize ederken LanGT1 ve LanGT4’iin iki sekerin
baglanmasini katalize ettigi bulunmustur (Luzhetskyy ve ark. 2005).

Otten ve ark. (1995) Streptomyces peucetius’da dnrQS (daunoribosinQS)
genlerini karakterize etmisler, dnrQ geninin daunosamin biyosentezi i¢in gerekli
oldugunu, dnrS’nin ise glikoziltransferaz enzimini kodlayarak daunoribosinin
aglikon kismina daunosamin ilavesini gerceklestirdiklerini belirtmislerdir.

Ebosin bir ekzopolissakkarit olup galaktoz, mannoz, glukoz, arabinoz,
fukoz, sikloz ve ramnoz birimlerinin tekrar edilmesiyle olusur. Setroptomyces sp.
139 tarafindan iiretilen ebosinin ORF’sinde ste/-ste22 olarak adlandirilan 22 gen
vardir. Ste22 geni ebosin icin gerekli glikoziltransferaz genini kodlamaktadir.
Zhang ve ark. (2006). Stroptomyces sp. 139’da bu geni mutasyona ugratmislar ve
bu mutant tiiriin farkl1 monosakkarit kompozisyonu gosterdiklerini belirtmislerdir.
Ayrica yeni olusan ebosinin, normal ebosine gore in vitro interlokin-I reseptoriine
kars1 antigonist etkisini gosterirken in vivo anti-iltihap ve agn dindirici 6zelligini

kaybettigini ifade etmislerdir.

1.8. SCO2837

SCO2837 geni S. coelicolor genomunun 3097464-3099401 bazlar
arasinda bulunan 1937 bazlik gendir. Molekiiler agirlign 70835°dir. Bu genin
aminoasit dizisi Cizelge 1.5’de gosterilmistir. SCO2837 geninin tahmin edilen
sinyal peptit domaini (1-24), Pfam:Kelch domaini (287-334, 337-385 ve 446-496)
ve SCOP domaini (549-644) bulunmaktadir (Sekil 1.12).

SCO2837 proteinin tahmin edilen amino asit dizilisinde N terminal kismi1
arjinin amino asiti bakimindan zengindir ve RRFAI dizisi ikiz-arjinin bagimli
salg1 sinyalini tanir (Bendtsen ve ark., 2005). Prokaryotlardaki ikiz-arjinin bagimli
salg1 metabolizmasi genellikle hiicre zarina yerlesen katlanmis olgun proteinlerin

translasyonunu saglamaktadir (Sargent ve ark. 2006; Palmer ve ark. 2005). ikiz
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arjinin bagiml yolu bircok metalloproteinlerin ya da kofaktor iceren proteinlerin

ekstraseliller araligina birakilmasimi  saglar. S. coelicolor genomunun

yaklagik %2’si ikiz-arjinin bagimh salgi sinyallerini icermektedir (Li ve ark.

2005).

Cizelge 1.5. SCO2837 nin aminoasit dizisi®

MKDRAGRRRA RRFAIGTAVV VALAGMNGPW LYRFSTEKYH QYKINQPEYK
AANGKWEIIE FPEKYRONTI HAALLRTGKV LMVAGSGNNQ DNSDDKQYDT
RIWDPVKGTI KKVPTPSDLF CTGHTQLANG NLLIAGGTKR YEKLKGDVTK
AGGLMVVHNE NPDKPITLPA GTKFTGKENG KTFVSKDPVL VPRAEKVFEDP
ATGAFVRNDP GLGRIYVEAQ KSGSAYETGT EDNYRIQGLS GADARNTYGI
AQKLALDKKD FOGIRDAFEF DPVAEKYIKV DPMHEARWYP TLTTLGDGKI
LSVSGLDDIG QLVPGKNEVY DPKTKAWTYT DKVRQFPTYP ALFLMONGKTI
FYSGANAGYG PDDVGRTPGI WDVETNKFTK VPGMSDADML ETANTVLLPP
AQDEKYMVIG GGGVGESKLS SEKTRIADLK ADAPKFVDGP SLEKGTRYPQ
ASILPDDSVL VSGGSEDYRG RGDSNILQAR LYHPDTNEFE QVADPLVGRN
YHSGSILLPD GRLMFFGSDS LYADKANTKP GKFEQRIETY TPPYLYRDSR
PDLSGGPQTI ARGGSGTETS RAASTVKKVR LIRPSASTHV TDVDQRSIAL
DFTADGDKLT VIVPTGKNLV QSGWYMMEFVT DGEGTPSKAE WVRVP

Sekil 1.12. SCO2837 proteinin tahmin edilen domainleri’

Whittaker ve Whittaker (2006) SCO2837 proteinini karakterize etmislerdir.
SCO2837 protein miktarin1 S. coelicolor’da glikoz minimal ortaminda karbon
kaynagina bagl olarak 50-100 pg/l olarak bulmuglardir. S. coelicolor’daki en
diigiik protein miktarina karbon kaynagi olarak gliserol kullandiklar1i zaman
rastlamiglardir. SCO2837 genini Pichia pastoris’e aktararak galaktoz oksidaz
enzimini saflastirmiglardir. Enzimin soluk mavi-gri renkli oldugunu belirtmisler

ve bakir miktarinida 0.75-0.85 Cu/mol olarak 6lgmiislerdir. Salgilanan proteinin

S http://streptomyces.org.uk/cgi-bin/S.coelicolor/get_aa 2007
"http://smart.embl-eidelberg.de/smart/job_status.pl?jobid=
819620654321541176748552LkmWYjSwax 2007
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cevreden daha ziyade hiicre yiizeyine bagh kaldigim1 ve bu baglanmaninda
peptidoglikan tabakasina sortaz enzimleri ile gerceklesebilecegini belirtmislerdir.
En iyi karakterize edilmis olan sortaz A LPXTG pentapeptit motifini taniyarak
peptidoglikan tabakasi ile kovalent bag olusturur. Bu motif S. coelicolor
genomunun 17 gen iiriinlinde bulunmustur ve bunlar muhtemelen vejetatif ve
havasal misellerin gelismesiyle ilgilidir (Boekhorst ve ark. 2005). Olusan H,0,
aktinomisetlerde sinyallesmede, antimikrobiyal ajan olarak ve ekstraseliiler
peroksidazlarmm  substrati olarak gorev yapmaktadir (Whittaker 2002;
Ramachandran ve ark. 2000; Hahn ve ark. 2002).

Galaktoz oksidaz (D-galaktoz:oksijen 6-oksidorediiktaz EC 1.1.3.9)
Fusarium spp. (Avigad ve ark. 1962), Gibberella fujikurio (Aisaka ve ark. 1982)
ve Fusarium graminarium (Koroleva ve ark. 1983) mantarlarindan elde edilmis
ekstraseliiler bir enzim olup primer alkollerin oksidasyonunu katalizler ve sonugta
H,0, olusur (Whittaker ve Whittaker 1990; Amaral ve ark. 1996). Bu enzimin
katalizledigi reaksiyon Sekil 1.13’de gosterilmistir.

Galaktoz oksidaz (GO) aktif bolgesinde O;’nin rediiksiyonu ve organik
substratin oksidasyonunu saglayan iki elektron redoks birimi iceren serbest bakir
icerir. GO iizerinde yapilan X 1sinlan kristalografik calismalart GO’nun ender
goriilen reaktivitesinin yapisal temellerini agiklamistir. Protein, tirozin (Tyr) ve
sistein (Cys) zincirleri arasinda capraz baglanti Tyr-Cys dimerik amino asit
olusumunu saglayan posttranslasyonal kovalent modifikasyonu igerir (Ito ve ark.
1991). Spektroskopik ve biyokimyasal calismalar Tyr-Cys bdlgesinin proteinin
redoks aktif bolgesi igerisinde bulundugunu ve oksidasyon igin sabit radikali
olusturdugunu gostermistir (Whittaker ve Whittaker 1990; Babcock 1992; Gerfen
ve ark. 1996).

OH OH
CH,OH CHO

+02—>

+ Hy0,
HO OH HO

OH
OH OH

Sekil 1.13. Galaktoz oksidaz tarafindan katalizlenen reaksiyon
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Olgun enzim agirlikli olarak 3 tane B-yaprak domaininden olusur (Sekil
1.14). Domain I, sekiz tane B-ipligi ile 3 iplikli antiparalel B-yapragi cevreleyen
bes iplikli antiparalel B-yapragindan olusmustur. Domain II en biiyiik domain olup
merkezi boslugun etrafinda yedi yaprakli B-propelden olusur. Olgun proteinin
aktif bolgesi bakir iyonu ile birlikte bu domainin yiizeyine yerlesmisdir. Bakir
iyonuna baglanan dort protein ligandindan iicii (Tyr-272, Tyr-495 ve His-496)
domain II tarafindan saglanmaktadir. Domain III hidrofobik merkezi ¢evreleyen
cogunlugu antiparalel yedi B-ipliginden olusur. Bakir iyonuna baglanan 4. ligand1

(His-581) domain III saglar (Firbank ve ark. 2001).

Do

Sekil 1.14. Olgun GO’nun yapis1 (Firbank ve ark. 2001)

GO’nun aktif bolgesi bakir atomuna bagh iki tirozin (Tyr272 ve Tyr495)
ve iki histidin (His496 ve His581) olmak iizere dort amino asit zinciri icerir.
Tyr272 Ce karbon atomu ile Cys228 Sy siilfiir atomu arasinda Tyr-Cys arasinda
tioeter bagi1 vardir. Bu iki yap1 arasindaki tioeter bagi proteinin hem yapisini hem
de reaktivitesini etkilemektedir. Yapisal olarak bu capraz baglanti diger
proteinlerdeki disiilfid bagina benzer sekilde aktif bolgenin sertligini saglar. Fakat
disiilfid bagindan farkli olarak tioeter bagi geri doniisiimsiiz olugmustur ve
ayrilmaya kars1 da duyarli degildir. Proteindeki bu capraz baglanti indirgenmis
bakir (Cu*™) ve dioksijenin varliginda gerceklesir (Whittaker ve Whittaker 2003;
Whittaker 2005). Fenilalaninin Tyr495 ile yerdegistirmesi ile yapilan mutajenezis
calismalar1 proton aliniminin azalmasina yol agmistir. Bu sonugta Tyr495’in

proton aliimini gerceklestigini desteklemektedir (Rogers ve ark.1998).
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GO bir¢ok alanda biyosensor, kimyasal maddelerin sentezinde ve kontrol
amacgh olarak kullanilmaktadir. Sensor uygulamalarinda D-galaktoz, laktoz ve
diger GO substrat konsantrasyonlarim1 6lgmek (Vega ve ark. 1998; Tkac ve ark.
1999), kan orneklerinde (Vrbova ve ark. 1992) ve siit endiitrisinde kalite kontrol
markir1 (Adanyi ve ark. 1999; Mannino ve ark. 1999) olarak kullanmilmistir. Ayrica
kolon kanserinde ve prekanserde dissakkarit timor markirm kesfetmek iginde
kullanilmistir (Yang ve Shamsuddin 1996; Said ve ark. 1999) .

Sun ve ark. (2001b) GO’yu E. coli’ye aktararak cesitli mutasyonlar
olusturmuslardir. Bu islem sonucunda enzimin aktivitesini ve substrat
spesifikligini kaybetmedigini fakat olusan mutant tiiriin sicaklifa kars1 daha
dayanikli oldugunu ve enzim miktarinin arttigimi belirtmislerdir.

Son yillarda yapilan calismalarda kelch dizi motif ve korunmus metal
gruplarina dayanarak bircok bitki ve mikrobiyal genomunda GO homologlar
tanimlanmistir. Bir miksobakter olan Stigmatella aurantiaca’daki fbfB geni GO
homologlarina ilk orneklerden bir tanesidir ve meyve olgunlagmasinda gorev
aldig1 belirtilmistir (Silakowski ve ark. 1998). Insan patojeni olan Burkholderia
pseudomallei genomunda en az 4 tane (Holden ve ark. 2004), S. coelicolor’da ise
1 tane GO homologu vardir (Bentley ve ark. 2002).

Streptomisetleri de iceren toprak aktinomisetleri simdiye kadar calisan
prokaryot canlilar arasinda en fazla gene sahip canli grubunu olusturmaktadir. Bu
kadar fazla gene sahip olmalar1 onlarin ¢ok cesitli biyotransformasyon olaylarini
gerceklestirmelerine imkan tanimaktadir. Streptomisetler dogadaki
antibiyotiklerin biiyiik cogunlugunun kaynagini olustururlar ayrica lignin ve kitin
gibi bir¢ok bircok biyomolekiiliin geri kazanilmasinda da ¢ok énemli rol oynarlar.
Streptomyces coelicolor A3(2)’nin genom dizilisi Bentley ve ark. (2002)
tarafindan cikartilmistir. Streptomyces coelicolor A3(2)’nin tahmin edilen 7825
geni vardir ve bu say1 okaryot Saccharomyces cerevisae’den bile daha fazladir
(Goffeau ve ark. 1996). Bir¢ok bilim adami bu genlerin fonksiyonlarimi ¢esitli
yontemlerle arastirmaktadir. Bu yontemlerden bir tanesi de genleri transpozon
araciligr ile mutasyona ugratmak ve bu mutasyonun etkilerini incelemektir

(Herron ve ark. 2004). Bu calisgmanin amacin1 da SC02837 ve SCO02836
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genlerinin mutasyona ugratilarak, bu mutasyonlarin fenotip iizerindeki etkilerinin

arastirilmasini olusturmaktadir.
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2. MATERYAL METOT

2.1. Bakteri Tiirleri

Deneylerde kullanilan bakteri tiirleri Dr. Paul Dyson’dan temin edilmis
olup, Cizelge 2.1’de gosterildi. E. coli JM109 genetik manipiilasyonlari
gerceklestirmek icin kullanildi. intergenerik konjugasyon yoluyla S. coelicolor
M145’e kozmit ve plazmitlerin aktarimi ise elektrokompenent E. coli ET

12567/pUZ8002 hiicreleri vasitasiyla gerceklestirildi.

Cizelge2.1. Calismada kullanilan bakteri tiirleri

Bakteri Tiirii Genotip
S. coelicolor M145 Prototrofik SCP1"SCP2" Pgl*
F’ traD36 proA*B* lacl’A(lacZ)M 15/
E. coli IM109 A(lac-proAB) gInV44 el4” gyrA96 recAl relAl endAl thi
hsdR17

Dam13::Tn9 decm6 hsdM hsdR recF143 16 zjj201::Tn10 galK2
galT22 aral4 lacY1 xyl5 leuB6 thil tonA31 rpsL136 hisG4

E. coli ET 12567 (pUZ8002)
tsx78 mtli glnV44, nontransmissible oriT mobilize plazmiti,

pUZ8002, igerir.
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2.2. Deneylerde Kullanmilan Kozmit ve Plazmitler

Calismada kullanilan kozmit ve plazmitler Cizelge 2.2°de gosterildi.

Bunlarla ilgili daha detayli aciklamalar sonraki boliimlerde verildi.

Cizelge 2.2. Calismada kullanilan kozmit, plazmit ve igerdikleri genler

Kozmit/Plazmit ilgili 6zellik Kaynak
SCE20.2.D01 SC02836 geninde Tn5062 transpozonu P. Dyson
SCE20.1.A11 SC02836 geninde Tn5062 transpozonu P. Dyson
SCE20.2.HO4 SCO2837 geninde Tn5062 transpozonu P. Dyson
SCE20.1.D02 SC02838 geninde Tn5062 transpozonu P. Dyson
plJ2925 Amp"', mavi-beyaz koloni taramasi P. Dyson
pSH152 pSET152 nin Hgr™ tiirevi R. del Sol
pRLux87 IuxAB geni icerir, Aprm" P. Dyson
SCE20.1.D02’nin Xbal fragmentini

pREC1 Bu calisma
iceren plJ2925
pREC1’in Xbal/EcoCIRI fragmentini

pREC2 Bu calisma
iceren pSH152
SC02836 ve SCO2837 genlerinin promotor

pREC3 Bu calisma
bolgesini iceren pRLux87

Amp= Ampisilin, Hgr= Higromisin, Aprm= Apramisin, ”'= Direncli

2.3. Kimyasallar ve Biiyiime Ortamlarimmin Hazirlanmasi

Calismalarda kullanilan malzemelerin cogu SIGMA, BDH, DIFCO,
Oxoid, Gibco BRL, Melford ve Fisher Scientific’ten temin edildi.

2.3.1. Cozeltiler

10x TBE

11icin
Tris (MA= 121.1) 108 g
Borik asit (MA= 61.83) 55¢
0.5 M EDTA (pH 8) 5¢g
Distile su 900 ml
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Soliisyonun hacmi 1 I’ye tamamlanarak oda sicakliginda saklandi.

20x SSC

1licin
NaCl (MA= 58.5) 1753 g
Tri-Sodyum sitrat (MA=258.07) 10g
Distile su 800 ml

10 N NaOH ile pH 7’ye ayarlandiktan sonra soliisyonun hacmi 1 I'ye

tamamlandi.

Antibadi soliisyonu

15 ml icin
Antidigooksijenin AP 3pul
Tampon I 15 ml
DNA Yiikleme Tamponu

100 ml icin
Stikroz (MA=380) 40¢g
Bromofenol mavi 60 mg (%0.06)
1x TBE 10 ml
Distile su 90 ml
Prehibridizasyon Soliisyonu

20 ml icin
20x SSC S5 ml
%10 N-Lauril sarkosin (w/v) 200 ul
%10 SDS (w/v) 40 ul
Bloklama tozu 1 g (%5)
Distile su 4.8 ml
Formamid 10 ml (%50)
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Notralizasyon Tamponu

11icin
Tris (MA= 121.1) 121¢g
NaCl (MA= 58.5) 88 ¢g
Distile su 800 ml

Cozeltinin pH’1 konsantre HCI ile 7.5’e ayarlandiktan sonra hacmi 1 I'ye

tamamlandi.

Denatiirasyon Tamponu

1licin
NaOH (MA= 40) 20g
NaCl (MA= 58.5) 88 ¢g
Distile su 1 I’ye tamamlandi
Yikama soliisyonu I
240 ml icin
20x SSC 24 ml
%10 SDS (w/v) 2.4 ml
Distile su 213.6 ml
Yikama soliisyonu II
240 ml icin
20x SSC 1.2 ml
%10 SDS (w/v) 2.4 ml
Distile su 236.4 ml
Tampon I soliisyonu
1licin
Tris (MA= 121.1) 12.10 g
NaCl (MA= 58.5) 88¢g
Distile su 1 I’ye tamamlandi
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Tampon II soliisyonu

120 ml icin
Bloklama tozu 0.6 g (%0.5)
Tampon I soliisyonu 120 ml

2.3.2. Besiyerleri

Luria Bertani (LLB) Broth ve Agar
Kieser ve ark. (2000) gore hazirlanmis olup modifiye edildikten sonra

kullanildi.

11icin
NaCl (MA= 58.5) S5¢g
Tripton 5 g (%0.5)
Yeast Ekstrat 5 g (%0.5)
Distile su 950 ml

Biitiin maddeler sirasiyla distile suya eklenip ¢o6ziildi. 5 N NaOH
kullanilarak pH 7’ye ayarlandi. Daha sonra soliisyonun hacmi 1 I’ye tamamlandi.

Kat1 ortam i¢in ise 20 g agar ilave edildi. 121 "C’de 20 dakika steril edildi.

2xYT Broth
Kieser ve ark. (2000) gore hazirlandi.

11icin
Tripton 16 g (%1.6)
Yeast ekstrat 10 g (%1)
NaCl (MA= 58.5) S5¢g
Distile su 900 ml

Biitlin maddeler sirasiyla distile suya eklenip ¢o6ziildi. 5 N NaOH
kullanilarak pH 7’ye ayarlandi. Daha sonra soliisyonun hacmi 1 I’ye tamamland.

121 'C’de 20 dakika steril edildi.
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Mannitol Soya Unu Ortam (MS) ya da Soya Unu Mannitol Ortam (SFM)
Hobbs ve ark. (1989) gore hazirlanda.

1licin
Agar 20 g (%2)
Mannitol (MA= 182.17) 20g
Soya unu 20 g (%2)
Cesme suyu 850 ml

Agar hari¢ diger maddeler sirasiyla cesme suyuna eklenip ¢oziildii. Daha
sonra soliisyonun hacmi 1 I’ye tamamlandi. Agar ilave edilerek 121 ‘C’de 20

dakika iki kez steril edildi.

SOC
Sambrook ve ark. (1989) gore hazirlandi.
1licin
Distile su 950 ml
Tripton 20 g (%2)
Yeast ekstrat 5 g (%0.5)
NaCl (MA= 58.5) 05¢g

Biitiin maddeler sirasiyla distile suya eklenip coziildiikten sonra steril 10
ml 250 mM KCl ¢ozeltisi ilave edildi. 5 N NaOH kullanilarak pH 7’ye ayarlandi.
Daha sonra soliisyonun hacmi 1 I’'ye tamamlandi. 121 ‘C’de 20 dakika steril
edildi. Soliisyon 60 OC’ye kadar soguttuktan sonra steril 5 ml 2 M MgCl, ve 20 ml
IM glikoz ¢ozeltisi ilave edilip kanistirild.

Minimal Sivi Ortanu (NMMP)
Hodgson’a (1982) gore hazirlanmis olup modifiye edildikten sonra

kullanildi.

1licin
(NH4)2S04 (MA=132.14) 2¢g
Casamino asitler 5 g (%0.5)
MgS04.7H,0 (MA= 246.5) 0.6¢g
*Minor element soliisyonu 1 ml
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Distile su 900 ml
Agar 20 g (%2)

Agar hari¢ diger maddeler sirasiyla distile suya eklenip ¢oziildii. Daha
sonra soliisyonun hacmi 1 1'ye tamamlandi. Agar ilave edilerek 121'C’de 20
dakika steril edildi. Kullanilacagi zaman bu karistmdan 85 ml alinarak steril 0.1 M

7.5 ml HPO4 ve 0.1 M 7.5 ml K,HPO, eklendi.

*Minor element soliisyonu

1licin
ZnS04.7H,0 (MA= 287.56) lg
FeSO4.7H,0 (MA=278.02) lg
MnCl,.4H,O (MA= 197.9) lg
CaCl, MA=111) lg
Distile su 950 ml

Yukanidaki maddeler sirasiyla distile suya eklenip ¢oziildii. Daha sonra

soliisyonun hacmi 1 I'ye tamamlanarak 121 'C’de 20 dakika steril edildi.

R2YE

Thompson ve ark. (1980) gore hazirlandi.

1licin

Siikroz (MA= 380) 103 g
K>SO4 (MA=614.78) 025¢
MgCl,.6H,0 (MA=203.3) 10.12 g
Glukoz (MA= 180.16) 10g
Casamino asitler 0.1 g (%0.01)
Agar 22 g (%2.2)
Distile su 800 ml’ye tamamlandi.

Yukaridaki maddeler sirasiyla distile suya eklenip ¢oziildii. Daha sonra
solisyonun hacmi 800 ml’ye tamamlanarak 121 ‘C’de 20 dakika steril edildi. Bu
karisimdan 80 ml alinarak,

K>S04 (%0.5) I ml
CaCl,.2H,0 (%3.68) 8 ml
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L-Prolin (%20)

TES tamponu (%5.73, pH 7.2)
Iz element soliisyonu

NaOH (IN)

Yeast ekstrat (%10)

1.5 ml
10 ml
200 ul
500 ul
S5 ml

Maddeleri sirasi ile ilave edildi.

RS

Kieser ve ark. (2000) gore hazirlandu.

Siikroz (MA= 380)

K>SO4 (MA=614.78)
MgCl,.6H,O (MA=203.3)
Glukoz (MA= 180.16)
Casamino asitler

Agar

Distile su

1licin

103 ¢

025¢

10.12 g

10g

0.1 g(%0.01)
22 g (%2.2)

800 ml’ye tamamlandi.

Yukaridaki maddeler sirasiyla distile suya eklenip ¢oziildii. Daha sonra

soliisyonun hacmi 800 ml’ye tamamlandi. 121 ‘C’de 20 dakika steril edildi. Bu

karisimdan 100 ml alinarak,
K>S04 (%0.5)

CaCl,.2H,0O (5 M)

L-Prolin (%20)

NaOH (IN)

I ml

0.4 ml
1.5 ml
750 ul

Maddeleri sirasi ile ilave edildi.

Minimal Ortam (MM)

Hopwood’a (1967) gore hazirlandi.

(NH4)2SO4 (MA=132.14)
K>HPO, (MA=174)
Mg SO4.7H,O (MA= 246.50)

1licin
lg
05¢g
02¢g
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Glukoz (MA= 180.16) 10g
Agar 10 g (%1)
Distile su 1 I’ye tamamlandi.

Agar ve glukoz hari¢ diger maddeler distile su igerisinde ¢6ziindii ve pH 7-
7.2’ye ayarlandi. 250 ml’lik erlenlere 2 g agar koyulduktan sonra 200 ml bu
soliisyondan eklendi ve 121 'C’de 20 dakika steril edildi. Kullamlacagi zaman
eritelerek 4 ml %50’lik glukoz ya da 2 ml %50’lik mannitol soliisyonu ilave
edildi.

2.4. Kullanilan Antibiyotikler

Biitiin antibiyotiklerin stok konsantrasyonlar1 hazirlandi ve -20 °C’de
saklandi. Asagida farkli ifade edilmedikce biitiin antibiyotikler ddH,O icinde
coziilerek hazirlandi ve 0.22 um capinda filtre kullanilarak sterilize edildi.

Hazirlanan antibiyotikler ve kullanim sekilleri Cizelge 2.3’de gosterilmistir.

Cizelge 2.3. Calismada kullanilan antibiyotikler ve konsantrasyonlari

Stok E.coli’de Streptomyces’de
Antibiyotik konsantrasyon kullamlan kullamlan
(mg/ml) konsantrasyonu konsantrasyonu
(ng/ml) (ng /ml)
Apramisin (Aprm) 100 100 25
Ampisilin (Amp) 100 100 -
Kanamisin (Km) 25 25 25
Kloramfenikol " (KIf) 30 30 -
Nalidiksik asit” (Na) 20 20 -
Higromisin (Hgr) 100 100 100

'%100 Etanol, “0.15 M NaOH
2.5. Mavi-beyaz Tarama
Antibiyotik seleksiyonuna ilaveten, LacZ geni igerisinde coklu klonlama

bolgesi iceren plazmitler mavi-beyaz tarama ile analiz edildi. IPTG (isopropil-p-

D-tiyogalaktopiranosid) ile indiiklenen rekombinant hiicreler, X-Gal (5-bromo-4-
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kloro-3-indolil-B-D-galaktopiranosid) substratinin doniisiimiinii saglayan J3-
galaktozidazi iiretemezler ve boyle hiicreler beyaz renkli olurlar. IPTG ve X-

Gal’in stok ve calisma konsantrasyonlar Cizelge 2.4’de verilmistir.

Cizelge 2.4. IPTG ve X-Gal’in stok ve calisma konsantrasyonlari

Stok Calisilan
Bilesik konsantrasyonu | konsantrasyon
(mg/ml) (ng /ml)
IPTG' 20 20
X-Gal’ 20 20

" Dimetilformamid, > Distile su
2.6. Kiiltiir Kosullar:
2.6.1. E. coli suslarmin iiretilmesi ve saklanmasi

E. coli suslan1 LB plaklarinda, stvi LB Broth’da ve SOC ortaminda kiiltiir
edildi ve 37 ‘C’deki etiivde inkiibasyona birakildi. Kisa siireli depolamak icin ise

4 °C’de sakland.

2.6.2. Streptomiset tiirlerinin iiretilmesi ve saklanmasi

Streptomiset tiirlerini iiretmek icin kati ortam olarak SFM kullanmldi.
Uygun antibiyotiklerin varliginda Streptomisetler SFM plaklarina ekim yapilarak
30 ‘C’deki etiivde 4-7 giin inkiibasyona birakildi. Bu siire sonunda SFM
plaklarmin iizerine soguk %20’lik gliserolden 1-2 ml eklendi. Oze yardimiyla
kahverengi olan sporlar gliserolun sporlar iizerine yayilmasiyla ¢ikartildi. Daha
sonra 1 ml kadar daha soguk %20’lik gliserol eklenerek sporlar ependorf tiiplerine
yerlestirildi ve -20 'C’de sakland1. Kati Streptomiset kiiltiirleri kisa siireli olarak 4
"C’de saklandu.

Streptomisetlerin sivi1 kiiltiirleri ise 250 ml’lik erlenlerde 25 ml s1v1 ortam

ya da 3-5 ml s1v1 ortam igceren 50 ml’lik tiiplerde gerceklestirildi. Her iki durumda
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da miselleri dagitmak icin paslanmaz celik teller kullamildi ve deney durumuna

bagh olarak 37 'C 225 rpm’de inkiibatorde inkiibasyona birakildi.
2.7. Transformasyon
2.7.1. Elektrokompetent E. coli JM109 hiicrelerinin hazirlanmasi

Elektrokompetent E. coli JM109 hiicrelerinin hazirlanmas1 Sambrook ve
ark. (1989) gore yapildi. LB plaklarinda biiyiitiilen E. coli JM109 hiicrelerinden
tek bir koloni alinarak 50 ml’lik falkon tiiplerinin icerisindeki 5 ml LB Broth’a
inokiile edilerek 37 'C 225 rpm’de bir gece inkiibe edildi. Bu kiiltiirden 100 pl
almarak 10 ml LB Broth’a ekim yapildi ve 37 C 225 rpm’de ODggp 0.4-0.6
oluncaya kadar inkiibe edildi. Daha sonra 50 ml’lik falkon tiiplerine aktarilarak
kuru buz igerisinde 10 dakika bekletildi. Hiicreler S4180 rotoru kullanilarak
(Berckman GS-15R) 4 'C 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek siipernatant
kismi atildi. Pelet iki kez soguk steril 5 ml dH,O icerisinde resiispanse edilerek 4
“C 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek siipernatant kism atildi. Geriye kalan
pelete 4 ml steril soguk %10’luk gliserol ¢ozeltisi ilave edilerek 4 'C 4000 rpm’de
10 dakika santrifiij edildi. Siipernatant kismi atilarak peletle ayn1 miktarda steril
soguk %10’luk gliserol ¢ozeltisi ilave edildi. Soguk ependorf tiiplerine 40-50 pl
miktarinda dagitilarak -70 "C’de saklandi.

2.7.2. Elektrokompetent E. coli JM109 hiicreleri yardimyla

transformasyon

Elektrokompetent E. coli JM109 hiicreleri yardimiyla transformasyon
Sambrook ve ark (1989) gore yapildi. 40-50 ul’lik elektrokompetent hiicreler (E.
coli IM109) kuru buz icerisinde 5-10 dakika erimeye birakildi. 1-2 ul DNA
eklenip hafifce kanistirildi. 1-2 dakikalik buz icerisindeki inkiibasyondan sonra
karisim soguk 0.1 cm’lik elektroporasyon kiivetinin igerisine transfer edildi. Daha
sonra MicroPulser™ (Bio-Rad) marka cihazdaki Ecl programi (1.8 kV, 5 msn)

kullanilarak elektroporasyon gergeklestirildi. Hemen 1 ml LB ya da SOC ilave
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edilerek hiicreler resiispanse edilip iiniversal tiiplere aktarilarak 37 °C 225 rpm’de
60-90 dakika inkiibasyona birakildi. Transformasyon karisimi uygun
antibiyotikler ilave edilmis LB plaklarina ekilerek 37 °C’de bir gece inkiibasyona
birakildu.

2.7.3. Elektrokompetent E. coli ET12567 hiicrelerinin hazirlanmasi

Elektrokompetent E. coli ET12567 hiicrelerinin hazirlanmasi1 2.7.1°deki
gibi yapildi. Farklilik olarak sadece besiyerlerine Km ve KIf antibiyotikleri de

ilave edildi.

2.7.4. Elektrokompetent E. coli ETI12567 hiicreleri yardimyla

transformasyon

Elektrokompetent E. coli ET12567 hiicreleri yardimiyla transformasyon
2.7.2°deki gibi yapildi. Farklilik olarak sadece besiyerlerine Km ve KIf

antibiyotikleri de ilave edildi.

2.8. Intergenerik Konjugasyon

Intergenerik  konjugasyon Kieser ve ark. (2000) gore yapildi.
Elektrokompetent E.coli ET12567/pUZ8002 hiicrelerinin kullanilmasiyla yapilan
transformasyondan sonra olusan kolonilerden bir tanesi alinarak uygun
antibiyotik, Km ve KIf i¢eren 5 ml LB Broth’a inokiile edildi ve 37 °C 225 rpm’de
bir gece inkiibasyona birakildi. Bu gecelik kiiltiirden 200 pl almarak uygun
antibiyotik, Km ve KIf iceren taze 5 ml LB Broth’a inokiile edildi ve ODgyy 0.4-
0.6 oluncaya kadar 37 °C 225 rpm’de inkiibasyona birakildi (~ 4-6 saat). Kiiltiir
oda sicakliginda 13000 rpm’de 4 dakika santrifiij edildikten sonra iki kez LB
Broth ile yikandi. 1/10 oranindaki LB Broth ile hiicreler resiispanse edildi. E. coli
hiicreleri yikanirken her bir konjugasyon icin yaklasik olarak 10° Streptomiset
sporu 500 ul 2xYT siispansiyon ortamina ilave edilerek nazikce kanstirildi ve 50

°C’deki su banyosuna 10 dakika birakilarak 1s1 soku saglandiktan sonra oda
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sicakliginda 5-15 dakika sogumaya birakildi. Sporlara 500 ul yikanmis E coli
hiicreleri ilave edilerek nazikce karistirildi ve oda sicaklifinda 13000 rpm’de 5
dakika santrifiij edildi. Stipernatantin biiyiik bir kismi atildi ve geriye kalan
siipernatant ile yeniden resiispanse edildi. Konjugasyon karistmi 10 mM MgCl,
iceren SFM Agar plaklarina ekim yapildi. 30 °C’deki bir gecelik inkiibasyondan
sonra plaklar 50 pl Na ve uygun antibiyotik iceren 1 ml ddH,O ilave edilerek E.
coli hiicrelerinin biiyiimesi engellenerek, Streptomiset ekskonjugatlar secildi. 30
°C’deki 3-5 giinliik inkiibasyondan sonra biiyiiyen koloniler uygun
antibiyotik(leri) iceren SFM plaklarina ekilerek duble kros-over iceren koloniler

tespit edildi.

2.9. DNA Manipiilasyonlar: ve Goriintiileme

2.9.1. Plazmitlerin izolasyonu

Plazmitlerin izolasyonu Wizard® Plus SV Minipreps DNA Piirifikasyon
Sistem Kiti (Promega) kullamilarak yapildi. Plazmit seleksiyonu igin uygun
antibiyotikleri de iceren taze hazirlanmis LB plaklarindan tek bir koloni alinarak
yine ayni antibiyotikleri iceren 5 ml LB Broth’a inokiile edilerek 37 °C 225
rpm’de bir gece inkiibe edildi. E. coli hiicreleri oda sicakliginda 13000 rpm’de 5
dakika santrifiij edilerek siipernatant kismi atildi. Hiicre Resiispansiyon
soliisyonundan 250 pl ilave edilerek hiicre pelleti yiiksek hizdaki vorteks
yardimiyla tamamen resiispanse edildi. Hiicre Lizis soliisyonundan 250 pl
eklenerek tiipler 4 kez tersyiiz edilerek oda sicakliginda 1-5 dakika inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyondan sonra 350 pl Nétralizasyon soliisyonu ilave edildi.
Tiipler 4 kez tersyiiz edildikten sonra oda sicakliginda 13000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edilerek siipernatant kismi spin kolonu i¢eren 2 ml’lik toplama tiiplerine
aktarildi. Oda sicakliginda 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilerek siipernatant
kismi atildi. Spin kolonu yeni bir toplama tiipiiniin {izerine yerlestirildi ve sirasiyla
750 pl ve 250 pl Kolon Yikama soliisyonu eklenerek oda sicakliginda 13000
rpm’de sirasiyla 1 ve 2 dakika santrifiij edilip siipernatant kismi atildi. Spin

kolonu yeni bir ependorf tiipiine aktarilarak tizerine 100 ul ddH,O eklenerek oda
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sicakliginda 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildikten sonra spin kolonu atildi
ve elude edilen DNA’lar yeni ependorf tiiplerine aktarilarak -20 °C’de saklandi.

Izole edilen DNA’lar agaroz jelde yiiriitiilerek kontrolleri yapild.

2.9.2. Streptomiset genomik DNA’sinin izolasyonu

[zolasyonu yapilacak Streptomiset bakterileri once LB agara ekim yapild
ve 30 °C’deki 2-3 giinliik inkiibasyondan sonra genomik DNA’lar1 FastDNA®
SPIN Toprak Kiti (MP Biomedicals) kullanilarak elde edildi. Seramik ve silika
parcaciklar1 iceren Lizis Matriks E tiiplerine once 978 ul Sodyum Fosfat
Tamponu ve 122 ul MT Tamponu ilave edildikten sonra bu tiiplerin 7/8 hacmine
kadar Streptomiset miselleri ilave edildi. Tiipler FastPrep® Cihaz ile 5.5 hizinda
30 saniye isleme tutuldu. Bu iglemden sonra tiipler oda sicakliginda 13000 rpm’de
30 saniye santrifiij edildi. Siipernatant temiz bir tiipe aktarilarak 250 ul PPS
ayiract ilave edilerek tiipler 10 kez tersyiiz edildi. Tiipler oda sicakliginda 13000
rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant kismi 15 ml’lik temiz
tiiplere aktarilarak 1 ml Baglanma Matriks soliisyonu ilave edilerek 2 dakika
siireyle inkiibasyona birakildi. Daha sonra silika matriksinin ¢okmesi igin 3
dakika beklenildi. 500 ul’'lik siipernatant kismi atilarak geriye kalan siipernatantla
baglanma matriksi ile karistirild. Bu karisimdan 600 pl almarak SPIN™
filtrelerine aktarilarak oda sicakliginda 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi ve
siipernatant kismi atildi. Geriye kalan karisim ic¢inde ayni islem uygulandi.
Filtrelere 500 ul SEWS-M soliisyonu ilave edilerek oda sicakliginda 13000
rpm’de 1 dakika yikandi ve siipernatant kismi atildi. Geride kalan SEWS-M
sollisyonun uzaklastirilmasi i¢in oda sicakliginda 13000 rpm’de 2 dakika santrifiij
edildi. Filtre temiz bir tiipe aktarilarak oda sicakliginda 5 dakika kurumaya
birakildiktan sonra 70 ul ddH,O ilave edildi ve oda sicakliginda 13000 rpm’de 1
dakika santrifiij edilerek genomik DNA’lar elde edildi ve kullanilmak iizere -20
°C’de saklandu.
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2.9.3. Enzimatik reaksiyonlar

Restriksiyon enzimleri, T4 DNA Ligaz, Dana Bagirsak Alkalin Fosfataz
(CIP) New England Biolabs (NEB) ve Fermentas’dan temin edildi. Biitiin

enzimler iretici firmalarin talimatlarina gore kullanildi.

2.9.4. Ligasyonlar

Gerektigi yerde, restriksiyon ya da modifikasyon reaksiyonlar1 sonucu elde
edilen DNA, QIAquick® PCR Piirifikasyon Kiti (Qiagen) ile temizlendi. Buna
gore 1 hacimlik 6rnege 5 hacim PBI tamponu ilave edilerek karigim renginin sari
olmas1 saglandi. Karistm 2 ml’lik QIAquick spin kolonuna aktarilarak oda
sicakliginda 1300 rpm’de 30-60 saniye santrifiij edilerek DNA’nin kolona
baglanmasi saglandi. Siipernatant kismi atilarak QIAquick spin kolonu tekrar ayni
tipe konuldu. Oda sicakliginda 1300 rpm’de 30-60 saniye PE tamponu ile
yikandi. Siipernatant kismi atilarak QIAquick spin kolonu tekrar ayni tiipe
konuldu ve 1 dakika santrifiij edildikten sonra QIAquick spin kolonu temiz 1.5
ml’lik ependorf tiipiine yerlestirildi. DNA’y1 elude etmek icin 50 pl saf su ilave
edildikten sonra oda sicakliginda 1300 rpm’de 60 saniye santrifiij edildi. Elude
edilen DNA steril ependorf tiipiine aktarilarak kullanilmak iizere -20 °C’de
saklandi. DNA ligasyon islemleri 14 °C’de bir gece inkiibasyona birakildi.

Ligasyon reaksiyonu 1:3 vektor/ insert oran1 dikkate alinarak yapildi.

2.9.5. Agaroz jel elektroforezi

Niikleik asitler elektroforez yoluyla agaroz jelde biiyiikliiklerine bagh
olarak ayrilirlar. Standart 100 ml %1°lik agaroz jeli, 1x TBE tamponu kullanilarak
hazirlandi ve 1.5-2 pl Etidyum Bromiir (10 mg/ml) ilave edildi. 1x TBE aym
zamanda yiiriitme tamponu olarak da kullanildi. Ornekler DNA yiikleme tamponu
ilave edildikten sonra Bio-Rad marka elektroforez tanki ve giic kaynagi
kullanilarak 100 Volt’ta 45-60 dakika yiiriimeye birakildi. Elektroforezden sonra

Etidyum Bromiir ile boyanan DNA 254 nm’de Bio-Rad transiluminatorii
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kullanilarak goriintiilendi ve Bio-Rad jel dokiimantasyon sistemi ile de analizleri

yapildi. Markir olarak ise HinDIII ile kesilmis A DNA’s1 kullanilda.

2.9.6. DNA fragmentlerinin agaroz jelden geri kazanilmasi

DNA fragmentlerinin agaroz jelden geri elde edilmesi Illustra GFX® PCR
ve Jel Bant Piirifiikasyon Kiti (GE Healthcare) kullanilarak yapildi. Buna gore bos
bir ependorf tiipiiniin agirhig tartildi. Temiz bir jilet ile piirifiye edilecek DNA
fragmenti UV transilminatorii kullanilarak kesildi. Jel kiiciik parcalara kesildikten
sonra bos olan ependorf tiipiine transfer edilerek agirliklar1 hesaplandi. Her 10 mg
jel parcast i¢in 10 pul Yakalama tamponu ilave edildikten sonra yiiksek hizdaki
vorteksle karigtirildi. Agaroz tamamen ¢ozilliinceye kadar 60 °C’deki su
banyosunda bekletildi (5-15 dakika). Agaroz tamamen ¢6ziindiikten sonra karigim
GFX kolonuna aktarilarak oda sicakliginda 1 dakika inkiibasyona birakildi ve
daha sonra 1300 rpm’de 30 saniye santrifiij edildi. Siipernatant kismi atilarak
GFX kolonu tekrar toplama tiipiine yerlestirildi. 500 pul Yikama tamponu ilave
edildikten sonra 1300 rpm’de 30 saniye santrifiij edildi. GFX kolonu temiz bir
ependorf tiipiine aktarilarak 40 ul distile su ilave edildi ve oda sicakliginda 1
dakika inkiibasyona birakildi. 1300 rpm’de 1 dakika santrifiij edildikten sonra
elde edilen DNA fragmenti temiz bir ependorf tiipiine aktarildi ve kullanilmak

tizere -20 °C’ye kaldirld.

2.10. Southern Blot

2.10.1. Digoksijenin isaretli problarin hazirlanmasi

Spesifik transpozon prob ve AHinDIII probu Boehringer Manheim dig
DNA Isaretleme Kiti (Roche) kullanilarak hazirlandi. 5-10 ug Tn5062 DNA’s1
Pvull enzimi ile kesildi ve jelde yiiriitiillen DNA’nin piirifikasyonu QIAquick® Jel
Ekstraksiyon Kiti (Qiagen) ile yapildi. Isaretli Tn5062 DNA’simm ¢ogaltmak igin
rastgele primer kullanildi. DNA 95 °C’de 10 dakika boyunca denatiire edilerek
hemen buza aktarildi ve standart reaksiyon karigimi hazirlanarak 37 °C’de bir gece

boyunca inkiibe edildi. AHinDIII probu rastgele primer isaretlenmesi i¢in sentez
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edildi. Bir gecelik inkiibasyondan sonra 5 pul 0.2 M EDTA kullanilarak reaksiyon
durduruldu. DNA c¢oktiiriilerek %70’lik etanol ile yikandi ve daha sonra pelet
kurumaya birakildi. Daha sonra 50 pl TE ilave edilerek DNA resiispanse edildi ve
5 ml Prehibridazyon soliisyonu eklendi. Olusturulan soliisyon kullanmadan hemen
once 10 dakika boyunca kaynatilarak hemen buza aktarildi.

Standart Reaksiyon Karisimi asagidaki miktarlardan olusan bilesenlerden
olusmustur:
39 ul Denatiire DNA
5 ul Hekzaniikleotit karigimi
5 pul dig-dNTP isaretleme karisimi
1 pl Klenow polimeraz

47.5 ul distile su

2.10.2. Blotlama

Kromozomal DNA ve kozmit DNA (iizerinde ¢alisilan) uygun restriksiyon
enzimleri ile kesildi. Agaroz jel elekroforezinden sonra, DNA depiirinasyona
ugratildi ve daha sonra ise denatiirasyonu yapilds. Ilk olarak jel 10 dakika boyunca
0.25 M HClI ile hafifce calkalandi. dH,O ile iki kez yikandiktan sonra jel iki kez
15 dakika boyunca denatiirasyon tamponunda hafifce calkalandi ve daha sonra
tekrar iki kez dH,O ile yikandi. Yikama isleminden sonra iki kez jel
Notralizasyon tamponunda calkalandi. Nétralizasyon islemi yapilirken naylon
membran (Hybond-N, Amersham Pharmacia Biotech) 20 dakika dH,O ile daha
sonra 10 dakika 10x SSC ¢ozeltisi ile, 3 MM Whatman kagidi ve siinger ise 10
dakika 10x SSC ¢ozeltisi ile 1slatildi.

DNA’nin jelden naylon membrana transferi Stragene Posiblot Basing aleti
ile gergeklestirildi. Sirasiyla jelden 4-5 cm daha biiyiik 3 MM Whatman kagid,
jelden 1 cm daha biiyiik naylon membran, jelden 0.5 cm daha kiigiik maske, jel ve
siinger yerlestirildikten sonra alet kapatildi ve DNA’nmin naylon membrana
transferini gerceklestirmek icin 1 saat boyunca 75 mmHg basinct uygulandi.

Transfer islemi gerceklestirildikten sonra naylon membran iki 3 MM Whatman

53



kagidi arasina yerlestirilerek 80 °C’deki hibridizasyon firininda 1 saat boyunca

pisirildi.

2.10.3. Hibridizasyon

Naylon membran dH,O ile calkalanip naylon tiilbent vasitasi ile rulo
haline getirildi ve hibridizasyon tiipiine (Appligene) yerlestirildikten sonra 2x
SSC ile yikandi. 20 ml Prehibridazyon ¢ozeltisi ile hibridizasyon firininda 42
°C’de 1 saat inkiibasyona birakildiktan sonra Prehibridizasyon ¢ozeltisi dokiildii.
20 ml prob 10 dakika sicak suda bekletilerek hemen buza kaldirildi. Buzda 1
dakika bekletildikten sonra hibridizasyon tiipiine aktarilip hibridizasyon firininda
42 °C’de bir gece hibridizasyona birakildi. Ertesi giin prob tekrar toplandi ve iki
kez 42 'C’deki hibridizasyon firminda 5 dakika naylon membran Yikama
soliisyonu I ile yikandiktan sonra 68 ‘C’deki hibridizasyon firininda iki kez 15

dakika Yikama soliisyonu II ile yikandi.

2.10.4. immiinolojik tespit

Hibridizasyon firinin kapag acgilarak naylon membran oda sicakliginda 1
dakika Tampon I soliisyonu ile yikandiktan sonra 30 dakika Prehibridizasyon
soliisyonu ile yikandi. Sonra tekrar 1 dakika Tampon I soliisyonu ile yikandi. 15
ml Tampon I soliisyonuna 3 pl Antidioksijenin AP (antibadi konjugati) eklenerek
hibridizasyon tiipiine ilave edilerek 30 dakika inkiibe edildi. Baglanmayan
antibadileri uzaklastirmak i¢in naylon membran iki kez Tampon I soliisyonu ile
yeniden yikandi. Daha sonra naylon membran plastik bir kaba aktarilarak
NBT/BCIP soliisyonu (1 blotlama i¢cin 1 NBT/BCIP tablet + dH20 = 10 ml)
eklendi ve karanlikta 37 ‘C’de 1-3 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan
sonra bantlar belirginlestiginde reaksiyonu durdurmak icin naylon membran iki

kez dH,O0 ile yikandiktan sonra kurumaya birakildi.
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2.11. Genetik Komplemantasyon

SCE20.1.D02 kozmiti Wizard® Plus SV Minipreps DNA Piirifikasyon
Sistem Kiti (Promega) ile izole edildikten sonra Xbal ile kesildi. SCO2836 ve
SCO2837 genlerini igeren kisim jelden Illustra GFX® PCR DNA ve Jel Bant
Piirifikasyon Kiti (GE Healthcare) ile geri kazanildi. Aymi sekilde plJ2925
plazmiti de Xbal ile kesildikten sonra jelden elde edilen kisim ile Xbal ile kesilen
plJ2925 plazmiti T4 DNA ligaz ile birlestirildi. Ligasyon karisimi pRECI1 olarak
adlandirildi. pREC1’in elektroporasyonu E. coli JM109 elektrokompenent
hiicreleri ile yapilarak LB/Amp/Xgal/IPTG plaklarina ekim yapildi. Bir gecelik
inkiibasyondan sonra beyaz kolonilerden birka¢ tane alinarak 37 ‘C’de 225
rpm’deki calkalayicida bir gece inkiibasyona birakildi. Plazmit izolasyonlari
Wizard® Plus SV Minipreps DNA Piirifikasyon Sistem Kiti (Promega)
kullanilarak yapildi. Insertin yeri ve oryantasyonu cesitli enzimler kullanilarak
belirlendi. Daha sonra pREC1 EcolCRI ve Xbal ile kesilerek SCO2836 ve
SCO02837 genlerini iceren kisim jelden Illustra GFX® PCR DNA ve Jel Bant
Piirifikasyon Kiti (GE Healthcare) ile elde edildi. pSH152 plazmiti de Xbal ve
EcoRYV ile kesildikten sonra jelden elde edilen insert ile plazmitin ligasyonu T4
DNA ligaz ile gergeklestirildi ve yeni olusan plazmit pPREC2 olarak adlandirildi.
pREC2’in elektroporasyonu E. coli IM109 elektrokompenent hiicreleri ile yapildi
ve LB/Amp/Xgal/IPTG plaklarina ekim yapildi. Mavi-beyaz taramadan sonra
beyaz koloniler alinarak 37 C 225 rpm’deki bir gecelik inkiibasyondan sonra
plazmit izolasyonlart Wizard® Plus SV Minipreps DNA Piirifikasyon Sistem Kiti
(Promega) ile yapildi. Insertin yeri ve oryantasyonu gesitli enzimler kullanilarak
belirlendi. Daha sonra pREC2’nin elektroporasyonu elektrokompetent E. coli
ET12567 hiicreleri kullanilarak gergeklestirildi ve LB/Hgr/Km/KIf plaklarina
ekim yapildi. Bir gecelik inkiibasyondan sonra bir koloni alinarak pREC2’nin
DK2836 ve DK2837 sporlariyla intergenerik konjugasyonlart yapildi.
Konjugasyondan sonra olusan sporlar sirasiyla pREC22836 ve pPREC22837 olarak
adlandirild1 ve bunlarin spor siispansiyonlart SFM/Hgr/Aprm plaklarina ekilerek
hazirlandi. Genetik komplemantasyonun nasil yapildigi sematik olarak Sekil

2.1’de  gosterilmigtir.  Ayrica  pSHI152  plazmitinin  elektroporasyonu
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elektrokompetent E. coli ET12567 hiicreleri kullanilarak gerceklestirildi ve
LB/Hgr/Km/KIf plaklarina ekim yapilarak 37 'C’de 1 gece inkiibasyona birakildi.
Buradan bir koloni alinarak DK2836 ve DK2837 sporlaryla intergenerik
konjugasyonlar1 yapilarak spor siispansiyonlari hazirlandi. Olusan yeni sporlar

sirastyla pSH152/DK2836 ve pSH152/DK2837 olarak adlandirilda.
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2.12. Mutant Tiirlerin Fenotipik Analizleri

S. coelicolor DK3836 ve S. coelicolor DK3837 mutantlar1 R5+250 mM
KCl, siikrozsuz R5+250 mM KCI1, R2YE+250 mM KCl, siikrozsuz R2YE+250
mM KCI, mannitol iceren MM+250 mM KCl, glukoz iceren MM+250 mM KCl,
NMMP+250 mM KCI ve SFM#250 mM KCI plaklarina ekilip yabani tiple
karsilastirilarak morfolojik farkliliklar tespit edildi. Bu islem icin daha 6nceden
hazirlanmig olan S. coelicolor DK3836, DK3837, pREC22836, pREC22837,
pSH152/DK2836, pSH152/DK2837 ve yabani tip sporlari steril sartlarda 6ze ile
once SFM plaklarina ekildi. 30 ‘C’deki 3-5 giinliik inkiibasyon siiresinden sonra

yukarida belirtilen besiyerlerine ekilerek fenotipik analizleri yapildi.
2.13. Ekstraseliiler Komplemantasyon

Ekstraseliiler komplemantasyon c¢alismasinda R5+250 mM besiyerlerine
DK2837 ve DK2836 mutantlar1 yabani tipe ¢ok yakin olacak sekilde ekimleri
yapilarak 30 ‘C’deki etiive kaldinldi. 5 giin boyunca inkiibasyona birakilarak

zamana bagl olarak mutantlar ile yabani tip arasindaki iligkiye bakildi.

2.14. Streptomyces coelicolor SCO2836 ve SC0O2837 Genlerinin Ekspresyon
(ifade) Cahismalar:

Streptomyces coelicolor SC0O2836 ve SCO2837 genlerinin ekspresyon
calismalar farkli besiyerleri (R5, NMMP ve SFM) ve zamanlarda (18, 24, 30, 42,
48, 54, 66, 72, 80, 86 ve 92 saat) Ol¢iilerek karakterize edildi. SCO2836 ve
SCO2837 genlerini kontrol ettigi diisiinilen promotor bolgesi pRLux87
plazmitine aktarilarak bu promotorun aktivitesine bakildi.

Klonlanma yontemi Sekil 2.2’de gosterilmistir. pPREC1 plazmiti Bg/II ve
BamHI ile kesildi. Promotor bolgesinin oldugu diisiiniilen kistm agaroz jelden
kesilerek Illustra GFX™ PCR DNA ve Jel Piirifikasyon Kiti (GE Healthcare)
sayesinde geri kazanildi. pRLux87 plazmiti ise Bg/II ile kesildi ve 37 ‘C’deki su

banyosunda yarim saat CIP’e maruz birakildiktan sonra QIAquick® Piirifikasyon
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Kiti (Qiagen) ile temizlendi. Promotor bolgesi ve BglII ile kesilen pRLux87’nin
ligasyonu T4 DNA ligaz ile gerceklestirildi ve olusan yeni plazmit pREC3 olarak
adlandirildi. Ligasyon karistminin E. coli JM109 elektrokompenent hiicrelerine
elektroporasyonu yapilarak LB/Hgr plaklarina ekim yapildi. 37 'C’de bir gecelik
inkiibasyondan sonra iireyen kolonilerden bir tanesi almarak 5 ul Hgr iceren LB
Broth’a aktarildi. 37 'C 225 rpm’deki bir gecelik inkiibasyondan sonra plazmit
izolasyonu Wizard® Plus SV Minipreps DNA Piirifikasyon Sistem Kiti (Promega)
ile yapild1. Cesitli restriksiyon enzimleri kullanilarak insert iceren plazmitler tespit
edilerek insertin yonii de belirlendi. Daha sonra pREC3 ve pRLux87’nin
elektroporasyonu elektrokompetent E. coli ET12567 hiicreleri kullanilarak
gerceklestirildi ve LB/Hgr/Km/KIf plaklarina ekim yapildi. 1 gecelik
inkiibasyondan sonra birer koloni alinarak pREC3 ve pRLux87 intergenerik
konjugasyon yoluyla S. coelicolor M145 igerisine aktarildi ve bunlarin spor
siispansiyonlar1 hazirlanarak kullanilmak iizerek -20 "C’de saklandu.

Calismada tiirleri tiretmek icin 96 kuyucuklu siyah mikroplaklar kullanildi.
Her bir kuyucuga 250 pl kat1 besiyeri ilave edildi. Her bir mutant ve yabani tip
spor siispansiyonlarindan 60 pl alinarak 500 pl saf suda ¢oziildii. Hazirlanan bu
¢ozeltiden her bir kuyucuga 2 pl olacak sekilde kati besiyerinin {iizerine ilave
edildi ve 30 °C’deki etiivde istenilen zaman araliina gore inkiibasyona birakildi.

Lisiferaz aktivitesi n-dekanal (Sigma) substratinin ilave edilmesi ile
Olctildii. Substrat 3 MM Whatman kagidina ilave edildi ve 3 MM Whatman kagidi
plak iizerine yerlestirilerek mikroplakin kapag ile kapatildi. 1.5-2 dakikalik oda
sicakligindaki inkiibasyondan sonra yayilan 1sik miktar1 Lucy 1 Microplate
Liiminometre cihazi (LabTech) ile dl¢iildii.

Lisiferaz aktivitesi ATP tiiketimine yol agtigindan ve ayrica bilyiime
oranim ve gelisimi etkilediginden dolay1 her bir zaman periyodu i¢in her bir kati
besiyerinden 4 tekrar yapilarak bu dl¢limlerin ortalamalar1 ve standart sapmalari

alind1.
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Sekil 2.2. pREC3’iin sematik olusumu
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3. BULGULAR

3.1. Elektrokompetent Hiicrelerinin Hazirlanmasi, Saklanmasi1 ve

Transformasyon

Elektrokompetent hiicreler (E. coli JM109 ve E. coli ET12567) materyal
metottaki gibi hazirlandi  ve kullanilmak iizere -70 'C’de saklandi.
Elektrokompetent hiicrelerin  hazirlanmast  ve bu hiicrelerle yapilan
transformasyon kimyasal yollarla yapilan transformasyona gore hem daha kolay
hem de etkili bir metottur. Hazirlanan elektrokomponent hiicreler hem direkt
olarak kullamlabilir hem de -70 C’de 6 ay boyunca etkisini kaybetmeden

saklanabilir.

3.2. Streptomiset Tiirlerinin Uretilme ve Saklanmasi

Streptomiset tiirlerinin iiretilme ve saklanmasi materyal metottaki gibi

yapildi ve kullanilmak iizere -20 'C’de sakland.
3.3. Kozmit ve Plazmitlerin Elde Edilmesi

SCE20.1.A11, SCE20.2.D01, SCE20.2.HO4 ve SCE20.1.D02 kozmitleri
P. Dyson’dan temin edildi. izalosyonlar1 ise Wizard® Plus SV Minipreps DNA
Piirifikasyon Sistem Kiti (Promega) kullamilarak yapildi. SCE20.1.All,
SCE20.2.D01ve SCE20.2.HO4 kozmitlerinin daha sonra elektrokompetent E. coli
ET12567 hiicreleri yardimiyla transformasyonlar1 gerceklestirildi. Kozmitleri
tasiyan E. coli ET12567 ile S. coelicolor M 145 arasinda intergenerik konjugasyon
yapildi. Konjugasyon sonucu olusan tek koloniler SFM/Aprm ve SFM/Km
plaklarina ekilerek Apramisine direncli (Aprm” ") fakat Kanamisine duyarl
(Km"™") koloniler belirlendi. AplrmD " Km™ koloniler (duble kros-over iceren
koloniler) tekrar SFM/Aprm ve SFM/Km plaklarina ekilerek duble kros-over
iceren kolonilerin kontrolleri yapildi. Duble kros-over (DK) iceren koloniler

SEM/Aprm plaklarina ekilerek spor siispansiyonlari hazirlandi. Olusan mutant
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tiirler sirasiyla S. coelicolor DKE20.1.A11, S. coelicolor DK2836 ve S. coelicolor
DK?2837 olarak adlandirildi.

Deneylerde kullanilan plazmitler ise R. Del Sol ve P. Dyson’dan temin
edildi. plJ2925, pSH152 ve pRLux87 plazmitlerinin E. coli JM109 hiicrelerine
transformasyonlar1 yapildiktan sonra sirasiyla LB/Amp, LB/Hgr ve LB/Hgr
plaklarina ekimi yapilarak 37 'C’de bir gece inkiibasyona birakildi. Bu siire
sonunda iyi iremis bir koloni secilerek sirasiyla 5 ul Amp, Hgr ve Hgr iceren 5 ml
LB Broth’a ekimi yapilarak 225 rpm’de 1 gece inkiibasyona birakild. inkiibasyon
sonucunda plazmitlerin izolasyonlar1 Wizard® Plus SV Minipreps DNA
Piirifikasyon Sistem Kiti (Promega) kullanilarak yapildi. Cesitli restriksiyon
enzimleri ile plazmitlerin kontrolleri yapildiktan sonra kullanilmak iizere -20

‘C’de saklandi.

3.4. Southern Blot Analizleri

Southern Blot analizleri, olusan mutantlarin dogrulugunu kanitlamak i¢in
yapildi. DK2836 ve DK2837 spor siispansiyonlarindan LB plaklarina ekim
yapilarak 30 'C’deki 2-3 giinliikk inkiibasyondan sonra genomik DNA’lari
FastDNA® SPIN Toprak Kiti (MP Biomedicals) kullanilarak elde edildi. DK2836,
DK2837, SCE20.2.D01 ve SCE20.2.HO4 Sall enzimi ile kesilerek 37 ‘C’deki su
banyosunda 1 gece inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonucunda her bir &rnekten
5 ul alarak agaroz jelde kontrol edildi. Kontrol edilen orneklerin daha sonra
Southern Blot analizleri yapildi.

Southern Blot analizleri sonucunda Sekil 3.1°de gosterildigi gibi DK2836
ve SCE20.2.D0’in Sall enzimi ile kesimi sonucunda 2.849 ve 2.611 kb’lik bantlar,
DK2837 ve SCE20.2.H04’iin Sa/l enzimi ile kesimi sonucunda ise 4.008 ve 1.452
kb’lik bantlar goriildi. Bu sonuglarda bize mutasyonlarin sadece Tn5062

transpozunundan kaynaklandigin1 gosterdi (Sekil 3.2).
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b-
Sall (9077)
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= SCE20.2.H04
SC02835 SCO02836 SC02837 SCO02838

Sekil 3.1. SC0O2836, SC02837 ve komsu genlerin a- S. coelicolor M145 b- SCE20.2.DOL1 ve c-

SCE20.2.H04’te sematik gosterimi.
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Sekil 3.2. Southern Blot sonuglari
A- M= AHinDIII, 1- SCE20.1.D0O2, 2-7 DK2836 mutantlari
B- M= AHinDIII, 1- SCE20.2.H04, 2-9 DK2837 mutantlar1

3.5. Genetik Komplemantasyon

SCE20.1.D02 kozmiti Wizard® Plus SV Minipreps DNA Piirifikasyon
Sistem Kiti (Promega) ile izole edildikten sonra Xbal ile kesildi. SCO2836 ve
SCO02837 genlerini iceren kisim jelden Illustra GFX® PCR DNA ve Jel Bant
Piirifikasyon Kiti (GE Healthcare) ile elde edildi. Ayn1 sekilde plJ2925 plazmiti
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de Xbal ile kesildikten sonra jelden edilen kisim ile Xbal ile kesilen plJ2925
plazmiti T, DNA ligaz ile birlestirildi. Ligasyon karistmi pRECI1 olarak
adlandirildi. pREC1’in elektroporasyonu E. coli JM109 elektrokompenent
hiicreleri ile yapildi ve LB/Amp/Xgal/IPTG plaklarina ekim yapildi. Plaklarda
tireyen beyaz kolonilerden alinarak 37 C 225 rpm’deki calkalayicida bir gece
inkiibasyona birakildiktan sonra plazmitlerin izolasyonu Wizard® Plus SV
Minipreps DNA Piirifikasyon Sistem Kiti (Promega) ile yapildi. Insertin varligi ve
oryantasyonu ¢esitli enzimler kullanilarak belirlendi. Daha sonra pREC1 EcoICRI
ve Xbal ile kesilerek SCO2836 ve SCO2837 genlerini iceren kisim jelden Illustra
GFX® PCR DNA ve Jel Bant Piirifikasyon Kiti (GE Healthcare) ile elde edildi.
pSH152 plazmiti de Xbal ve EcoRV ile kesildikten sonra jelden elde edilen insert
ile plazmitin ligasyonu T4 DNA ligaz ile ger¢eklestirildi ve yeni olusan plazmit
pREC2 olarak adlandirildi. pREC2’in elektroporasyonu E. coli IM109
elektrokompenent hiicreleri ile yapilarak LB/Amp/Xgal/IPTG plaklarina ekim
yapild1 ve 37 'C’deki etiivde 1 gece inkiibasyona birakildi. Mavi-beyaz taramadan
sonra birkag tane beyaz koloni alarak 37 ‘C’de 225 rpm’deki calkalayicida bir
gecelik inkiibasyona birakildiktan sonra plazmit izolasyonlar1 Wizard® Plus SV
Minipreps DNA Piirifikasyon Sistem Kiti (Promega) ile yapildi. Insertin varlig1 ve
oryantasyonu c¢esitli enzimler kullanilarak belirlendi. Daha sonra pREC2’nin
elektroporasyonu elektrokompetent E. coli ET12567 hiicreleri kullanilarak
gerceklestirildi ve LB/Hgr/Km/KIf plaklarina ekim yapildi. 37 ‘C’deki 1 gecelik
inkiibasyondan sonra iireyen kolonilerden bir tane alinarak pREC2’nin DK2836
ve DK2837 sporlariyla intergenerik konjugasyonlar1 yapildi. Konjugasyondan
sonra olusan sporlar sirastyla pREC22836 ve pREC22837 olarak adlandirildi ve
bunlarin spor siispansiyonlart SEFM/Hgr/Aprm plaklarina ekilerek hazirlandi.

3.6. Mutant Tiirlerin Fenotipik Analizleri
S. coelicolor DK3836 ve S. coelicolor DK2837 mutantlart cesitli

besiyerlerine ekilip yabani tiple karsilastirllarak morfolojik farkliliklar tespit
edildi.
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S. coelicolor DK3836 ve S. coelicolor DK2837 mutantlar1 belkide havasal
gelisme i¢in en ¢ok kullanilan SFM+KClI plaklarina ekildiginde havasal gelismede
gecikme oldugu gozlemlendi. 2. giinde bu gecikmeye rastlanilirken 3. ve daha
sonraki giinlerde yabani tipe benzer gelisme gosterdigi saptandi. Ancak her iki
mutantta da antibiyotik iiretiminin arttig1 goézlemlendi (Sekil 3.3). Glikoz ya da
mannitol iceren MM=+KCI plaklarinda her iki mutantta da gelisme yabani tipe
benzer sekilde gerceklesti (Sekil 3.4 ve Sekil 3.5). NMMP+KCI plaklarinda
havasal misel olusumunda gecikmeye rastlamildi. 250 mM KCI ilave edilen
NMPP plaklarinda daha fazla antibiyotik iiretimi gozlemlendi (Sekil 3.6).
R2YE+KCI plaklarinda DK2836’da antibiyotik iiretimi DK2837’ye gore daha
fazla gerceklesirken her iki mutantta da havasal gelismede gecikme oldugu
gozlemlendi (Sekil 3.7). RS plaklarinda havasal misel olusumunun DK2836’da
DK2837’ye gore daha hizli gerceklestigi gozlemlendi. Ayrica antibiyotik
tiretiminin DK2836’da DK2837’ye nazaran daha fazla gerceklestigi goriildii
(Sekil 3.8). Her iki mutantta da siikroz ilave edilmemis R2YE+KCI ve R5+KCl
plaklarinda havasal gelisme R2YE+KCl ve R5+KCl plaklaria gore daha hizh
gerceklesti (Sekil 3.9 ve Sekil 3.10). Bu sonuclarda bize fenotipik farkliligin
kiiltiir ortamina baglh olarak degistigini ve osmolit uygulamasinin mutantlarda
gelismeyi etkiledigini gosterdi.

Yabani tip kopyasi tastyan mutant tiirlerin (pREC22836 ve pREC22837)
yabani tiple benzer fenotipik Ozellik gostermesi, fenotipik farkliligin sadece
mutant genlerden kaynaklandigini ve bu genlerin polar etki gostermedigini
gosterir. pSH152 tasiyan mutant tiirlerin, tagimayan mutant tiirlerle benzer
fenotipik etki gostermesi ise vektoriin fenotipteki restorasyonda bir etkisinin
olmadigint gosterir. Ancak yapilan deneylerde pSH152 plazmitinin mutantlarin
fenotipik goriintiisiinii bir miktar etkiledigi goriilmesiyle birlikte bu farkliliklar

kabul edilebilir sinirlar icerisinde olmustur.
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Sekil 3.3. SFM plaklarinda fenotipik calismalar A- S. coelicolor M145, B- pREC22836, C-
DK2836/pSH152, D- DK2836 1- S. coelicolor M145, 2- pREC22837, 3-
DK?2837/pSH152, 4- DK2837
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Sekil 3.4. Glukoz iceren MM plaklarinda fenotipik ¢alismalar A- S. coelicolor M145, B-
pREC22836, C- DK2836/pSH152, D- DK2836, 1- S. coelicolor M145, 2-
pREC22837, 3- DK2837/pSH152, 4- DK2837
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Sekil 3.5. Mannitol igeren MM plaklarinda fenotipik calismalar A- S. coelicolor M145, B-
pREC22836, C- DK2836/pSH152, D- DK2836, 1- S. coelicolor M145, 2- pREC22837,

3- DK2837/pSH152, 4- DK2837
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Sekil 3.6. NMMP plaklarinda fenotipik ¢alismalar A- S. coelicolor M145, B- pREC22836, C-
DK2836/pSH152, D- DK2836, 1- S. coelicolor MI145, 2- pREC22837, 3-

DK2837/pSH152, 4- DK2837
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Sekil 3.7. R2YE plaklarinda fenotipik calismalar A- S. coelicolor M145, B- pREC22836, C-
DK2836/pSH152, D- DK2836, 1- S. coelicolor M145, 2- pREC22837, 3-
DK2837/pSH152, 4- DK2837
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Sekil 3.8. RS plaklarinda fenotipik calismalar A- S. coelicolor M145, B- pREC22836, C-
DK2836/pSH152, D- DK2836, 1- S. coelicolor M145, 2- pREC22837, 3-
DK2837/pSH152, 4- DK2837
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Sekil 3.9. Siikrozsuz R2YE plaklarinda fenotipik calismalar A- S. coelicolor M145 B-
pREC22836, C- DK2836/pSH152, D- DK2836, 1- S. coelicolor MI145, 2-
pREC22837, 3- DK2837/pSH152, 4- DK2837
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Sekil 3.10. Siikrozsuz RS plaklarinda fenotipik calismalar A- S. coelicolor M145, B- pPREC22836,
C- DK2836/pSH152, D- DK2836, 1- S. coelicolor M145, 2- pREC22837, 3-
DK2837/pSH152, 4- DK2837
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R5%KCl plaklan iizerinde yapilan incelemelerde DK2836 mutantlarindaki
havasal gelismenin DK2836’ya gore daha hizli oldugu gozlemlendi. Bu durumu
kanitlamak icin DK2836 ve DK2837 mutantlarn R5+KCI plaklarina ekilerek
karsilastirildi (Sekil 3.11). KCI ilave edilmis besiyerinde gelismenin daha yavas
gerceklestigi  goriildi. Bu durumun ya Tn5062 transpozonun yerinden ve
yoniinden kaynaklanabilecegi ya da transpozon veya SC02836 geninde ikinci bir
promotor olabilecegi fikrini ortaya cikardi. Fenotipik farklilikta transpozon yonii
ve yerinin etkisini belirlemek icin SCO02836 genindeki diger insersiyon
(SCE20.1.A11 kozmiti) calisildi. Bu kozmit ile yapilan calismalarda da yine
havasal misel olusumunda gecikme oldugu gozlemlendi (veri gosterilmemistir).

Bu sonugta bize transpozon yeri ve yoniiniin bu degisime etki etmedigini gosterdi.

R5
A
c
B
R5+KCI
A
K B
2. GUn 3. Gln 4. GlUn 5. Gln

Sekil 3.11. DK2836 ve DK2837 mutantlarinin karsilastirilmasit A- S. coelicolor M145, B-
DK2837, C- DK2836

77



3.7. Ekstraseliiler Komplemantasyon

Bld mutantlarda havasal hif olusumu, R2YE gibi zengin besiyerlerinde
mutant yabani tipe ya da diger bld mutantlara cok yakin oldugu zaman restore
edilebilir. Bu durum ekstraseliiler komplemantasyon olarak adlandirilir. Mutantlar
arasindaki iliski tek yonliidiir. Bir mutant verici olarak gorev yaparken diger
mutant alici olarak gorev yapar ve ekstraseliiler molekiil(ler) sadece alict
tarafindan alinir ve bu sayede havasal hif olusumu restore edilir (Willey ve ark.
1991; Willey ve ark. 1993, Claessen ve ark. 2006).

Ekstraseliiler komplemantasyon ¢alismasi Sekil 3.12°de gosterilmistir. Bu
calismada R5+£250 mM KCI besiyerlerine DK2837 ve DK2836 mutantlar1 yabani
tipe ¢cok yakin olacak sekilde ekimleri yapilarak 30 "C’deki etiive kaldirilds. 2. giin
sonunda sadece yabani tipe yakin olan bolgelerde havasal hif olusumu
gozlenirken 3. ve daha sonraki giinlerde hem yabani tipe yakin olan kisimda hem
de diger kisimlarda havasal hif olusumu go6zlemdi. Ayrica RS plaklarindaki
gelismenin R5+KCI plaklarindaki gelismeden daha hizli oldugu gézlemdi. Bu
sonuclarda bize her iki mutanttinda bld olmadigim fakat yabani tipe gore havasal

hif olusumunda gecikme oldugunu gosterdi.
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Sekil 3.12. Ekstraseliiler komplemantasyon ¢alismasi

3.8. Streptomyces coelicolor SC02836 ve SCO2837 Genlerinin Ekspresyon
(ifade) Cahismalar:

pRLux87 ve pREC3 igeren S. coelicolor A3(2) M 145 spor siispansiyonlari
96 kuyucuklu siyah mikroplaklar kullanilarak materyal metotta tarif edildigi gibi
R5, NMMP ve SFM plaklarina ekildi. Bu besiyerleri mutantlarin fenotipik analiz
sonuclarina gore segildi.

Liiminesans 18-92 saat arasindaki bir cok zaman periyodunda o6lg¢iildii. Her
bir zaman periyodunda her bir besiyeri i¢in 4 Olgiim yapilarak bunlarin
ortalamalar1 ve standart sapmalari alindi. Inkiibasyon zamani tek basina referans
olarak kullamlamaz. Ciinkii ilave edilen spor siispansiyonlarinin yogunlugu,
miktar1 ve yas1 elde edilen sonuglar etkiler. Ayrica raportdr genin yaninda
transkripsiyon sonlandiricist olmadigindan dolayr pRLux87 iceren sporlarda da
liiminesans goriildii.

Sekil 3.13’de goriildiigii gibi SCO2836 ve SCO2837 genlerinin promotor

bolgesinin aktivitesi SFM plaklarinda 24 saatlik uygulamanin sonunda azalmis
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sonra tekrar artmistir. Bu sonugta bize SFM plaklarindaki gecikmenin nedenini
aciklayabilir. SFM besiyerlerinde vejetatif faz ve havasal hif olusumu zengin
besiyerlerine gore ¢ok hizli gerceklesmektedir. RS besiyerinde 30. saate kadar
promotor aktivitesi artarken 30-48 saatler arasi sabit kalmis daha sonraki
uygulamalarda ise azalmistir. NMMP plaklarinda ise 24 saatlik uygulamadan
sonra promotor aktivitesi azalmistir. 250 mM KCI igeren besiyerlerinde de
promotor aktivitesi KCl icermeyen plaklarla benzerlik gosterdi.

Calisilan besiyerlerinde en yiiksek ekspresyon seviyesine R5’in 30 saatlik
uygulamasinda rastlanilmistir. Genel olarak promotor bolgesi havasal gelismenin
erken fazlarinda aktivite edilmektedir. Ekspresyon seviyesinin farkli
besiyerlerinde farklilik gostermesi SCO2836 ve SCO2837 genleri promotor

bolgesi ifadesinin kosullu oldugunu gosterdi.
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Sekil 3.13. Streptomyces coelicolor SCO2836 ve SCO2837 genleri promotor bolgesi ekspresyon

caligmalar1. Cubuklar standart sapmay1 gostermektedir.
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4. TARTISMA VE SONUC

Aktinomisetler ~Gram-pozitif toprak bakterileri olup topraktaki
populasyonlart toprak tipine gore degismektedir. G+C oran1 oldukga yiiksek olup
(> %55), seliilaz, kitinaz ve lignin peroksidaz gibi ekstraseliiler enzimlere sahip
olduklarindan dolay1 dekompozisyon ve mineralizasyon dongiilerinde ¢cok 6nemli
rol oynarlar. 16 S rRNA’lann dikkate alinarak yapilan smiflandirmada 10 alt
takima ayrilmistir ve hala bu grubun biiyilk bir ¢ogunlugu siniflandirilmay1
beklemektedir. Aktinomisetlerin bazi iiyeleri (Mycobacterium tuberculosis,
Mycobacterium leprae ve Corynebacterium diphtherae gibi) insan patojenleridir
(Embley ve Stackebrandt 1994).

Streptomisetler aktinomiset familyasinin en ¢ok calisilan ve en iyi bilinen
cinsini olusturmaktadir. Streptomisetler yiiksek oranda G+C (%70-74) igerigine
sahiptirler ve ¢cok kompleks bir hayat devrine sahiptirler. Streptomisetler Gram-
pozitif miselli toprak bakterileri olup ¢ok miktarda sekonder metabolitler
tiretilirler ve bunlar tipta ve tarimda yaygin olarak kullanilmaktadir (Miyadoh
1993).

Streptomisetler toprak bakterileri arasinda en cok ve her yerde bulunan
grubu teskil ederler (Hodgson 2000). Sahip olduklar1 ¢ok cesitli metabolik
islemler ve biyotransformasyon olaylarindan dolayr ¢ok ©Onemli olaylarin
gerceklesmelerini  saglarlar. Olii bitki, hayvan ve mantar polimerlerini
bilesenlerine ayirmak suretiyle toprak biyodegragasyonunda onemli rol oynarlar
(McCarthy ve Williams 1992; Wang ve ark. 1989). Asidik topraga kitin ilavesi
asidofilik Streptomisetlerin kitinolitik aktivite kazanmasina yol acarak topragin
amonifikasyonuna sebep olur ve neticede notrofiller tarafindan kolonizasyon
gerceklesir (Williams ve Robinson 1981).

Streptomiset genetik calismalar 1954 yilinda David Hopwood’un doktora
calismasiyla birlikte baslamistir. Model organizma olarak mavi renkli sekonder
metabolit {irettigi icin S. coelicolor A3(2) secilmistir ve bu tiir giiniimiize kadar
Streptomiset genetik caligmalarinin  temelini  olusturmustur.  Streptomyces
coelicolor A(3) terimi ilk defa Hopwood (1999) tarafindan mavi pigmentli ve

agar1 eriten tiir olarak tanimlanmistir.  Streptomyces coelicolor diger
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Streptomisetlere benzer sekilde kimyasal olarak farkli cesitli antibiyotiklere
sahiptir.

Streptomisetler hiicre farklilagsmasi, antibiyotik olusumu, sporulasyon ve
programlanmis hiicre 6liim mekanizmasimi igeren belirli bir hayat dongiisiine
sahiptir. Hayat dongiisii sporlarin ¢imlenme tiipiinii olusturmasiyla baslar ve
buradan substrat misel olarak da adlandirilan vejetatif misellerin yayilmasi
gerceklesir. Bircok bakteri tiiriinden farkli olarak dallanarak biiyliyen vejatatif
hifleri filamentlidir ve hifler subtsrat icerisinde genisleyerek yogun miselyumlari
olustururlar. Bu hiicreler hareketli olmadiklar1 i¢in ortamdaki besin miktari
azaldig1 zaman aglik tehlikesi ile kars1 karsiya kalirlar. Besin miktarinin azalmasi
ve diger fizyolojik stresler vejetatif misellerin morfolojik ve fiziksel olarak
degismesine yol acar. Bu duruma karst Streptomiset kolonileri ikinci filament
hiicre tipi olan havasal miselleri ve antibiyotik gibi bir¢ok sekonder metabolitleri
olustururlar. Koloni yiizeyinde biiyiiyen havasal hifler bulanik ve beyaz renklidir.
Olusan havasal hifler ise gri renkli sporlar olusturur (Chater 2001; Miguélez ve
ark. 2000; Flardh 2003; Willey ve ark. 2006; Challis ve Hopwood 2003).

Streptomiset hayat dongiistiniin morfolojik olaylar i¢in gerekli olan genler
iki sinifta (bld ve whi mutantlar) toplanmistir. Bld (bald = kel) mutantlar havasal
misel olusmadan 6nce hayat dongiisiinii bloke ederken (Nodwell ve Rosick 1998;
Willey ve ark 1993; Champness 1988; Nodwell ve ark. 1999), whi (white =
beyaz) mutantlar havasal hiflerde hiicre boliinmesi ve sporlarin olgunlagmasi icin
gereklidir (Kelemen ve ark. 1998; Chater 1993). Bld mutantlar havasal hiflerin
olusmasimi engelleyerek yabani tipte goriillen karakteristik bulanik morfolojik
olusumun goriilmesini engellerler (Chater ve Horinouchi 2003; Elliot ve Talbot
2004; Wosten ve Willey 2000). Ayrica bld mutantlarin bazilar1 antibiyotik iiretimi
(Champness 1988), katabolit represyon (Pope ve ark. 1996) ve hiicre-hiicre
haberlesmesi (Willey ve ark. 1993) iizerinde de etkilidir. Bld mutantlarinin diger
bir 6nemli bir 6zelligi de bir¢ogunun kiiltiir ortamina bagl olmasidir. Zengin
ortamlarda bld olarak tanimlanan bir¢ok bld gen, zayif karbon kaynaklarinda
(mannitol gibi) yabani tiple ayn1 6zellik gostermektedir (Champness 1988).

Havasal hifler sulu ¢evreden kurtulur kurtulmaz etraflar rodlet tabakasi

olarak adlandirilan ince fibroz tabaka ile kaplanmir (Hopwood ve Glauert 1961;
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Wildermuth ve ark. 1971). Bu tabaka 8-12 nm genisliginde ve 450 nm
uzunlugunda ciftler halinde bulunan ¢ubuklardan olusmaktadir. Tabaka, ¢aplinler
(Chp), rodlinler (Rdl) ve SapB’den olugmaktadir

Spor olusumu ile ilgili bircok S. coelicolor mutant1 yabani tipte tipik
olarak goziiken gri renkli havasal misel olusumundan yoksundurlar. Bu tiir
mutantlar whi olarak adlandirilirlar. Whi mutantlarda kendi aralarinda erken ve
gec whi mutantlar olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Erken whi mutantlarda genel
olarak unigenomik kompartmanlarin olusumu engellenirken ge¢ whi mutantlarda
spor kompartmantlar1 olusur fakat olusan sporlarda pigmentlesmede kusurlar
vardir ya da DNA miktarlarinda yabani tipe gore farkliliklar bulunur. Whi genler
sporlarin olgunlagsmasi icin gerekirken havasal hiflerin olugmasi icin gerekli
degildirler (Chater 2001; Flardh ve ark. 1999; Chater ve ark. 1989).

Streptomiset kromozomlar1 hakkindaki bilgilerin cogu S. coelicolor A(3)
(Bentley ve ark. 2002) ve S. avermitilis’in (Ikeda ve ark. 2003) genom
dizilislerinin ¢ikartilmasiyla elde edilmistir. Streptomisetler cok cesitli metabolik
islemleri ve biyotransfarmasyon olaylarin1 gerceklestirdiklerinden dolayr bircok
bilim adami tarafindan ¢aligma konusu olmustur.

SCO2836 geni, S. coelicolor genomunun 3095506-3097467 bazlan
arasinda bulunan 1961 bazlik gendir. SCO2836 geninin tahmin edilen 6 tane
transmembran domaini (79-101, 111-133, 430-452, 462-481, 546-565 ve 570-
589), 2 tane diisiik karmagsiklik bolgesi (594-617, 627-638) ve 1 tane de glikozil
transfer domaini (166-342) bulunmaktadir.

Glikozil transfer reaksiyonlari nicel anlamda canli kiitlenin hidrolizi ve
biyosentezini sagladiklarindan dolay1 diinyadaki en 6nemli biyotransformasyon
olaylanidir. Polissakkaritlerin ve kompleks karbonhidratlarin biyosentezi de
olduk¢a onemlidir. Ciinkii bu molekiiller; yapisal, depo ve sinyal iletimi gibi ¢ok
cesitli reaksiyonlarda gorev almaktadirlar. Dissakkaritler, oligosakkaritler ve
polissakkaritlerin biyosentezinde glikozil transferaz enzimleri (EC 2.4.x.y) gorev
almaktadir. Bu enzimler aktive edilmis verici molekiillerden spesifik alict
molekiillere glikozidik bag olusturmak suretiyle seker gruplarinin transferini

gerceklestirirler (Campbell ve ark.1998).
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SCO2837 geni S. coelicolor genomunun 3097464-3099401 bazlan
arasinda bulunan 1937 bazlik gendir. SCO2837 geninin tahmin edilen sinyal
peptit domaini (1-24), Pfam:Kelch domaini (287-334, 337-385 ve 446-496) ve
SCOP domaini (549-644) bulunmaktadir.

Galaktoz oksidaz (GO, EC 1.1.3.9 D-galaktoz:oksijen 6-oksidorediiktaz)
Fusarium spp. (Avigad ve ark. 1962), Gibberella fujikurio (Aisaka ve ark. 1982)
ve Fusarium graminarium (Koroleva ve ark. 1983) mantarlarindan elde edilmis
ekstraseliiler bir enzim olup primer alkollerin oksidasyonu katalizler ve sonugta
H,0, olusur (Whittaker ve Whittaker 1990; Amaral ve ark. 1996).

GO birgok alanda biyosensor, kimyasal maddelerin sentezinde ve kontrol
amacgh olarak kullanilmaktadir. Sensor uygulamalarinda D-galaktoz, laktoz ve
diger GO substrat konsantrasyonlarim dlgmek (Vega ve ark. 1998; Tkac ve ark.
1999), kan orneklerinde (Vrbova ve ark. 1992) ve siit endiistrisinde kalite kontrol
markir (Adanyi ve ark. 1999; Mannino ve ark. 1999) olarak kullamilmistir. Ayrica
kolon kanserinde ve prekanserde dissakkarit timor markirimi kesfetmek iginde
kullanilmistir (Yang ve Shamsuddin 1996; Said ve ark. 1999) .

Streptomyces coelicolor A3(2)’nin tahmin edilen 7825 geni vardir ve bu
say1 Okaryot Saccharomyces cerevisae’den bile daha fazladir (Goffeau ve ark.
1996). Bir¢ok bilim adami bu genlerin fonksiyonlarim c¢esitli yontemlerle
arastirmaktadir. Bu yontemlerden bir tanesi de genleri transpozon araciligr ile
mutasyona ugratmak ve bu mutasyonun etkilerini incelemektir (Herron ve ark.
2004). Bu calismanin amacin1 da SCO2837 ve SCO2836 genlerinin mutasyona
ugratilarak, bu mutasyonlarin fenotip iizerindeki etkilerinin arastirnllmasini
olusturmaktadir.

Yapilan mutasyonlar Southern Blot ile dogrulanarak mutasyonlarin sadece
Tn5062’den kanaklandig belirlenmistir. Genetik dizisi ¢ikarilmis organizmalarin
genom analizleri i¢in kritik yontemlerden birisi ¢ok amacli mutant kiitiiphanelerin
kullanilmasidir. Tranpozon mutajenezisi, bu kiitiiphaneleri olusturmak icin en
etkili yontemlerden bir tanesidir. Bishop ve ark. (2004) Gram-pozitif
Streptomyces coelicolor A3(2)’'nin gen fonksiyonlarin1 aragtirmak icin TnS5
transpozonunu kullanarak Tn5062 transpozununu gelistirmislerdir. Bu transpozon

S. coelicolor kozmit Kkiitiiphanesinin in vitro transpozon mutajenezisi igin
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kullanilmigtir Bu yontem yiiksek verimlilik ve kullamighlik saglamaktadir. Tn5
transpozonu molekiiler diizeyde biitiin transpozisyon sistemleri arasinda en iyi
karakterize edilen sistemlerden birisidir (Reznikoff ve ark. 1999). Tn5062 ile
olusturulan kozmit kiitiiphanesi S. coelicolor’daki mutant olusumunu ve
degerlendirmesini kolaylastirmistir. Bir gende bir¢ok insersiyon olusturularak
sadece genlerin tahrip edilmesi saglanmayip aym zamanda cok domainli
proteinlerin bagimsiz her bir domainide ¢alisilabilmektedir. Bu ¢aligmada da
SCO2836 genindeki iki insersiyonun (SCE20.2.D01 ve SCE20.1.A11) fenotip
izerindeki etkileri arastirilarak Tn5062 transpozonunun yeri ve yoniiniin etkisi
belirlenmeye calisiimistir.

S. coelicolor DK3836 ve S. coelicolor DK3837 mutantlar1 farkli
besiyerlerine ekilip yabani tiple karsilastirilarak morfolojik farkliliklar tespit
edilmistir. Kullanilan R5+250 mM KCl, siikrozsuz R5+250 mM KCIl, R2YE+250
mM KCl, siikrozsuz R2YE+250 mM KCI, NMMP+250 mM KCI ve SEM =+ 250
KCI plaklarinda mutantlarda havasal misel olusumunda gecikmeye rastlanilirken
mannitol iceren MM#250 mM KCIl ve glukoz iceren MM+250 mM KCI
plaklarinda mutantlar yabani tipe benzer gelisme gostermistir. Bu sonuglar da
genlerde olusturulan mutasyonlarin kullanilan besiyerlerine bagl olarak kosullu
etki yaptigim1 gostermistir. Genel olarak 250 mM KCI ilave edilmis plaklarda
havasal gelisme KCl ilave edilmemis plaklara gore daha yavas gerceklesti. Ayrica
siikkroz ilave edilmemis R2YE+KCl ve R5+KCl plaklarinda havasal gelisme
sitkkroz iceren R2YE+KCl ve R5+KCl plaklarina gore daha hizli gerceklesti. Bu
sonucglarda osmolit uygulmasinin mutantlarda havasal misel olusumu etkiledigini
gostermistir

R5+KCl plaklan iizerinde yapilan incelemelerde DK2836 mutantlarindaki
havasal gelismenin DK2837’ye gore daha hizli oldugu goézlemlenmistir. Bu
durumun ya Tn5062 transpozonun yerinden ve yoniinden kaynaklanabilecegi ya
da transpozon veya SC02836 geninde ikinci bir promotor olabilecegi fikrini
ortaya cikarmistir. Transpozon yoOniiniin ve yerinin etkisi tespit etmek igin
SC02836 genindeki farkli bir insersiyon (SCE20.1.A11 kozmiti) ile ¢alisilmis ve

elde edilen sonuglarda yine havasal misel olusumunda gecikmeye rastlanilmistir.
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Bu sonugta bize SC0O2836 genindeki farkli yer ve yonde bulunan iki farkli
insersiyonun degisime ayn1 sekilde etki ettigini gostermistir.

SC0O2836 ve SCO2837 genleri S. coelicolor A(3) kromozomunun merkez
cekirdek bolgesi arasinda bulunur ve bu kisim yasam icin gerekli olan temel
genleri (hiicre boliinmesi, DNA replikasyonu, transkripsiyon, translasyon gibi)
kapsar (Bentley ve ark. 2002). Her iki gendeki insersiyonda havasal misel
olusumunda gecikmeye neden olmustur Bu durumda misel olusturan genlerle,
calisilan genlerin birbiri ile etkilesimde bulunabilecegini isaret etmektedir.

SCO2982 genininde muhtemel gen iirlinii glikozil transferazdir. Bu
gendeki Tn5062’yi tasiyan SCE50.1.HO6 kozmiti P. Dyson’dan temin edilmis
olup olusan mutantlarda fenotipte herhangi bir farkliliga rastlanilmamistir (veri
gosterilmemistir). Bu durum SCO2836 geninin transmembran domaini
tasimasindan dolay1 olabilir. S. coelicolor A(3) kromozomunda cok sayida
glikozil transferaz enzimini kodlayan genler bulunmaktadir ve bu genler ¢ok 6zel
reaksiyonlarin olusmasini katalizlemektedirler.

Whittaker ve Whittaker (2006) SCO2837 proteinini karakterize etmislerdir
ve bu proteini karakterize edilen ilk prokaryotik bakir bagl oksidaz olarak ifade
etmislerdir. SCO2837 protein miktarini S. coelicolor’da glikoz minimal ortaminda
karbon kaynagina bagh olarak 50-100 pg/l olarak bulmuslardir. S. coelicolor’daki
en diisiik protein miktarina karbon kaynagi olarak gliserol kullandiklar1 zaman
rastlamiglardir. SCO2837 genini Pichia pastoris’e aktararak galaktoz oksidaz
enzimini saflastirmislardir. Enzimin soluk mavi-gri renkli oldugunu ve bakir
miktarin1 0.75-0.85 Cu/mol olarak belirtmisledir. Salgilanan proteinin ¢evreden
daha ziyade hiicre yiizeyine bagli kaldigmi ve bu peptidoglikan tabakasina
baglanmaninda sortaz enzimleri ile gergeklesebilecegini belirtmislerdir. En iyi
karakterize edilmis olan sortaz A LPXTG pentapeptit motifini tamyarak
peptidoglikan tabakasi ile kovalent bag olusturur. Bu motif S. coelicolor
genomunun 17 gen iiriiniinde bulunmustur ve bunlar muhtemelen vejetatif ve
havasal misellerin gelismesiyle ilgilidir (Boekhorst ve ark. 2005). Olusan H,O,
aktinomisetlerde sinyallesmede, antimikrobiyal ajan olarak ve ekstraseliiler
peroksidazlarin  substrati olarak gorev yapmaktadir (Whittaker 2002;
Ramachandran ve ark. 2000; Hahn ve ark. 2002).
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SC02837 genindeki RRFALI dizisi ikiz-arjinin bagimhi salgi sinyalini tanir
(Bendtsen ve ark., 2005). Ikiz arjinin bagimli yolu birgok metalloproteinlerin ya
da kofaktor igceren proteinlerin ekstraseliiller araligina birakilmasini saglar. S.
coelicolor genomunun yaklagik %?2’si ikiz-arjinin bagimli salgi sinyallerini
icermektedir (Li ve ark. 2005).

SCO2836 geni en fazla S. avermitilis SAV5219 geni ile 06zdeslik
gosterirken, SCO2837 geni en fazla S. avermitilis SAV5218 geni ve M.
tuberculosis Rv0120c fusA2 ile 6zdeslik gostermektedir.

SC0O2836 ve SCO2837 genlerinin bisistronik operon igerisinde bulunmast,
bu iki proteinin fonksiyonel bir birliktelik icinde ¢alistigini akla getirmektedir.

Mutant tiirlerin yabani tiple genetik komplemantasyonlari sonucunda
olusan mutasyonlarin SCO2836 ve SCO2837’den kaynaklandig1 gosterilmistir.

Ekstraseliiler komplemantasyon calismalari, olusan mutanlarin bld degil
sadece havasal misel olusumunda gecikmeye neden oldugunu gostermistir. Ciinkii
3. ve daha sonraki giinlerde hem yabani tipe yakin olan kisimlarda hem de uzak
kisimlarda havasal misel olusumuna rastlanilmistir.

Streptomyces coelicolor SC0O2836 ve SC02837 genlerinin ekspresyon
calismalari, bu genlerin promotor bolge aktivitesinin kullanilan besiyerine bagl
olarak degistigini fakat genel olarak kullanilan besiyerlerin hepsinde gelismenin
erken donemlerinde promotor aktivitesinin arttigi gozlemlenmistir. Bu durumda
calisilan genlerin gelismenin erken doneminde gerekli olabilecegini ya erken
donem promotor hizin1 artiran faktorlerin (degisik o faktorleri gibi) aktif
olabilecegini ya da bu faktorlerle iliskili olabilecegini akla getirmektedir.
Biyoliiminesans normalde organizmalar tarafindan kimyasal yollarla iretilen
1siktir. Biyoliiminesansin olusum nedeni organizmalara bagli olarak (avcilara
karsi, avlanmak i¢in ya da haberlesme i¢in) degismektedir. Lusiferaz enzimi ve
onun substrati olan lusiferin biyoliiminesansin olusumu icin gereklidir (Hastings
ve Morin 1991). Ayrica bu iki genin promotor bolgesi osaB™ mutanti ile
karsilagtirilarak  aralarinda  ©nemli bir farkliliga rastlamlmamistir (veri
gosterilmemistir).

S. coelicolor’daki raportor genler gen ekspresyonlarinin hem nicel olarak

hem de nitel olarak analizlerine olanak vermektedir. S. coelicolor’da raportor
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olarak kullanilan genler katekhol dioksigenaz (xylE), neomisin rezistans (neo),
lusiferaz (luxAB) ve egfp’dir (Sohaskey ve ark. 1992).

Sonug olarak bu calismada S. coelicolor M145 SCO2836 ve SC0O2837
genleri karakterize edilmeye calisilmis ve yukarida tartisilan veriler elde
edilmistir. Kisaca, calisgilan genlerdeki insersiyonlar sonucunda kullanmilan
besiyerine bagl olarak havasal misel olusumunu geciktirdigi, promotor bolgesinin
erken gelisim evresinde daha aktif oldugu ve olusan mutasyonlarn da
insersiyonlardan kaynaklandig: belirlenmistir.

Bu calismanin daha iyi desteklenebilmesi ve genlerin bir biitiin genom
icindeki etkilerinin daha iyi belirlenebilmesi icin; Western Blot ve over-
ekspresyon calismalart yapilmali, bu iki mutantin promotor bolgesi diger bld
mutantlarla karsilastirilarak aralarindaki benzerlik ve farkliliklar tespit edilmeli,
benzer domaini tasiyan canli gruplar1 arasinda gen alis verisi yapilarak bu genlerin
benzerlik diizeyleri karsilastirilmali ve her iki gene ait iiriinler daha genis bir

bicimde arastirilmalidir.
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