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OZET

PRTA, YENI BiR VEKTOR VE TA KLONLAMA: BILINMEYEN ANTIBIYOTIK
DIRENC GENLERININ KARAKTERIZASYONU ICIN YONTEM

Salih H. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Molekiiler
Biyoteknoloji Anabilim Dah (Disiplinlerarasi), Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2020.

Antibiyotikler en yaygin kullanilan ilaglar arasindadir. Enfeksiyonlarm tedavisinde
kullanildigr gibi besi hayvanlar1 ve bitkilerin biiyiimelerini hizlandirmak amaci ile de
kullanilmaktadir. Genellikle viicuttan atildiktan sonra da aktif halde kalan antibiyotiklerin
bilingsiz kullanimi antibiyotik direncinin gelismesinde Onemli bir faktordiir. Son yillarda
coklu antibiyotik direncine sahip suslarin goriillme sikligi ve yayginligi artmaktadir.
Antibiyotik direncine sebep olan genlerin karakterizasyonu diren¢ sorununun ortaya konmasi
ve miicadele yollarinin belirlenebilmesi agisindan 6nemlidir. Bu c¢alismanin temel amaci
antibiyotik direncine neden olan bilinen veya bilinmeyen genlerin klonlanmasina imkan veren
bir yontem gelistirmektir. Bu amagla, antibiyotik diren¢ genlerinin klonlanmasinda
oryantasyon sorunu yasanmamasi i¢in ¢oklu klonlama bélgesinin her iki yoniinden de
ekspresyon saglanabilecegi vektor gelistirilmesi hedeflenmistir. Olusturulan pRTA
vektoriiniin omurgas1 pUC19 vektoriinden faydalanilarak invers PCR yoluyla elde edilmistir.
Dizayn edilen promotdér ve RBS sekansi, vektor omurgasinda hedeflenen lokasyona
yerlestirilmistir. Dual promotére sahip vektérde promotdr ve RBS’nin yerlesmesi ve
fonksiyon gordiigliniin belirlenmesi sekans analizi ve klonlama calismalar1 ile tespit
edilmistir. Gelistirilen klonlama yonteminde kullanilan 3’uglarininda tek adenin bazi uzantisi
bulunduran vektér, pRTA vektoriinden PCR yoluyla elde edilen bir vektordir ve “AT
vektorii” olarak adlandirilmistir. Eritromisin direncine sahip S. aureus susunun total DNA’s1
fragmentaz enzimi ile rasgele pargalanip istenen boyutlarda fragmentler olusturulmustur.
Fragmentlerin 3’ uglarina AT vektoriine baglanabilmesi i¢in timin bazi eklendikten sonra
fragmentler ve vektor ligasyonla baglanmistir. Olusan ligand E. coli DH10B susuna
aktarilmig ve 200 pg/ml eritromisin i¢eren besi yerinde secilmistir. Cogalan kolonilerdeki
insertlerin sekans analizi yapildiginda diren¢ saglayan genin ermC oldugu ve plazmid

lizerinde tagindig@i tespit edilmistir. Sonu¢ olarak dual promotdre sahip ve mavi-beyaz
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secilime imkan veren bir vektdr gelistirilmistir. Gelistirilen bu vektdrden elde edilen AT
vektorii plazmid izolasyonuna kiyasla daha verimli sekilde PCR yoluyla elde edilmistir.
Klonlanacak direng¢ genlerini igeren fragmanlar fragmentaz enzimi ile rasgele lokasyonlardan
pargalanarak direng¢ geninin i¢inden kesilme ihtimalini diisirmiistiir. Ayrica direng geninin
klonlanabilecek boyutta fragmanlar olugturmasini saglayarak klonlama basarisini arttirmistir.
Bu tezde, yeni bir vektor ve bilinen ve bilinmeyen direng genlerinin klonlanmasi i¢in yeni bir

yontem gelistirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Antibiyotik Direnci, Diren¢ Geni Klonlama, Klonlama Vektori,
Modifiye TA Klonlama.
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ABSTRACT

PRTA, ANEW VECTOR AND TA CLONING: A METHOD FOR
CHARACTERIZATION OF NOVEL ANTIBIOTIC RESISTANCE GENES

Salih H. Aydin Adnan Menderes Aydin Adnan Menderes University Health Sciences
Institute of Molecular Biotechnology (Interdisciplinary), Master’s Thesis, Aydin, 2020.

Antibiotics are among the most widely used drugs. They are used in the treatment of
infections as well as in order to accelerate the growth of livestock and plants. Unconscious
use of antibiotics, which remain active after excreted from the body, is an important factor in
the development of antibiotic resistance. Over time, the frequency and prevalence of strains
with multiple antibiotic resistance increases. The identification of the genes that cause
antibiotic resistance is important to reveal the importance of the hazard. The main aim of this
study is to develop a method that allows cloning of known or unknown genes that cause
antibiotic resistance. For this purpose, it is aimed to develop a vector in which the expression
can be obtained from both orientations in the multiple cloning region in order to avoid
orientation problems in the cloning of antibiotic resistance genes. The backbone of the pRTA
vector generated was obtained by inverse PCR using the pUC19 vector. The promoter and
RBS sequence designed in this study were placed at the targeted location in the vector
backbone.The placement of the promoter and RBS into the vector which has dual promoter
was determined by sequence analysis and cloning studies. The vector which carries adenin
base at 3' overhang used in the developed cloning method was obtained by amplifiying pRTA
vector and it is called AT vector. The total DNA of S. aureus, which is known to have
erythromycin resistance, was randomly fragmented with the fragmentase enzyme and
fragments of desired sizes were created. After adding thymine base to 3' overhang of
fragments, the fragments become complementary to AT vector and fragments and vector were
ligated. The ligand was transferred to the E. coli DH10B strain and the colonies were selected
on the agar that contains 200 pg/ml erythromycin. The inserts at the transformants were
sequenced and it was found that the gene providing resistance was ermC and it was carried on
the plasmid. As a result, the vector constructed has been developed with a dual promoter that
provides expression of the multiple cloning site and allows for blue-white selection. The AT

vector amplified from developed pRTA vektor is more fruitful compared to plasmid isolation.
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The fragments containing the resistance genes to be cloned were cleaved from random
locations with the fragmentase enzyme, thereby reducing the possibility of being cut through
the resistance gene. It also increased the cloning success by allowing the resistance gene to
produce fragments that can be cloned. In this thesis, a new vector and a new method for

cloning known and unknown resistance genes have been developed.

Keywords: Antibiotic Resistance, Resistance Gene Cloning, Cloning Vector, Modified TA
Cloning.
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1. GIRIS

Antibiyotikler 1940’11 yillardan sonra enfeksiyon tedavisinde kullanilmaya baslanmis
ve bu molekiillere karsi patojen bakterilerin direng gelistirmesi ve direncin yayilmasi da
antibiyotik kullaniminin yayginlagsmasiyla iliskilendirilmistir. Giliniimiizde kullanilabilecek
tiim antibiyotiklere direng gelistirmis bakteriler vardir ve nadir degildir. Diinya saglik orgiitii
(WHO) antibiyotiklere diren¢ sorununu saglik alaninda karsilastigimiz ilk 10 temel sorun
arasinda saymistir (2019). Antibiyotiklere direng mekanizmalarinin tespiti amaciyla fenotipik
ve genotipik yontemler gelistirilmistir. Fenotipik yoOntemler arasinda antibiyogram gibi
yaklasik 70 yildir kullanilan testler veya daha eski olan tiip diliisyon testleri sayilabilir (Bauer
ve ark, 1959). Genetik testler ise bilinen bir genin varhiginin arastirilmasi temeline dayanir.
Bu amagla hibridizasyon yontemleri ve PCR yontemleri en yaygin kullanilan yontemlerdir.
Ancak her iki yontemde de bilinen genlerle ¢alismak gerekmektedir. Eger heniiz bilinmeyen
bir direng geni antibiyotik direncinin nedeni ise tarama i¢in kullanilan yontemler yetersiz
kalmaktadir. Bilinmeyen diren¢ geni karakterizasyonu i¢in klonlama ve sekans analizi
yapilmasi gerekmektedir. Calismanin amaci Ozellikle bilinmeyen direng genlerinin
klonlanmasi igin yontem gelistirmektir. Bu amaca ulasmak igin 2 hedefi vardir. Ik hedef
klonlama ¢aligmalarinda kullanilabilecek, insertin ifadesini ortantasyona bagli olmaksizin
gerceklestirebilecek vektor gelistirmektir. Calismanin ikinci hedefi ise olusturulan yeni
vektorden faydalanilarak antibiyotik diren¢ genlerinin klonlanmasini saglayacak bir yontem
gelistirmektir. Direng geni klonlanacak orneklerden izole edilen DNA’larin fragmentaz
enzimi ile hedeflenen boyutlarda rasgele fragmanlar haline gelmesi ve amplikon yapidaki
gelistirilen AT vektoriine vektore klonlanmasi hedeflenmistir. Gelistirilen bu yontemle bilinen
veya bilinmeyen direng genlerinin klonlanip karakterize edilmesi amag¢lanmigstir. Calismanin
temel hipotezi olusturulan AT vektoriiniin, vektor gorevini yerine getirmesi ve fragmentaz
enzimi ile olusturulan fragmanlardan antibiyotik diren¢ geninin klonlanmasi ve karakterize

edilebilmesidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Antibiyotikler ve Etki Mekanizmalar:

Modern anlamda ilk antibiyotik salvarsan’dir. Sifiliz hastaliginin tedavisi i¢cin Magic
bullet teorisinin sahibi Paul Ehrlich tarafindan bulunan bu antibiyotik kasifine 1908 yilinda
Nobel odiilii kazandirmistir (Gelpi ve ark, 2015). Ancak yaygin kullanilan ilk antibiyotik olan
penisilin 1927 yilinda Alexander Fleming tarafindan yanlislikla kesfedilmistir. Uzun siire
bekletilen Stafilokok kiiltiir petrilerinde kiife rastlamustir. Ilging olan ise Stafilokok
bakterisinin kiifiin yakininda biiyliyememesidir. Gozlemin devaminda yapilan g¢alismalarda
kiifiin trettigi maddenin antibakteriyel etkisi oldugu ortaya konmustur (Ribeiro ve ark, 2019).
Antibiyotik ¢caginin baglamasi bulasict hastaliklarin tamamen bitecegi inancini dogurmustur.
Antibiyotiklerin hastalik kaynagi olan patojen bakterileri secici olarak hedefleyebilen, ayn
zamanda konaga zarar vermeyen bir ila¢ oldugu diisliniilmiistiir. A. Fleming penisilinin diigiik
dozda ya da kisa stireli kullaniminin penisilin direncine yol agabilecegine dikkat ¢eken ilk
kisidir (Zaman ve ark, 2017).

1947 yilinda antibiyotik ilk olarak Waksman tarafindan “bakteri ve diger
mikroorganizmalarin biiylimelerini durduran hatta onlar1 yok etme kapasitesine sahip
mikroorganizmalar tarafindan {iretilen kimyasal madde” olarak tanimlanmistir. Giinlimiizde
antibiyotigin birden fazla tanimi1 vardir: (I) Patojen bakterileri inhibe eden ya da 6ldiiren dogal
ya da sentetik kokenli organik kimyasal, (II) Herhangi bir antimikrobiyal madde; (III)
Waksman geleneginde ise, mikrobiyal kokenli antimikrobiyal maddelerle sinirhidir. Genel
kani ise, dogal, yari-sentetik veya sentetik olmasina bakilmaksizin herhangi bir antimikrobiyal
madde antibiyotiktir (Mohr, 2016).

Antibiyotiklerin hem mikroorganizmay1 Oldiiren bakteriyosidal etkiye hem de
bakterinin biliyiime ve boliinmesini durduran bakteriyostatik etkiye sahip oldugu
bilinmektedir. Bu etkilerini hiicrenin duvar sentezini, protein sentezini, DNA replikasyonunu

ve folik asit metabolizmasini inhibe ederek gergeklestirebilir (Sekil 1) (Kapoor ve ark, 2017).
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Sekil 1. Antibiyotiklerin etki mekanizmasi (Kapoor ve ark., 2017)

2.1.1. Hiicre Duvarim1 Hedefleyen Antibiyotikler

Bakteri hiicreleri seker-amino asit polimerlerinin olusturdugu peptidoglikan yapiy1
iceren hiicre duvar ile cevrilidirler. Peptidoglikan tabakada, glikan iplikleri birbirlerine
transglikozidaz enzimi, glikan ipliklerinden uzanan peptid zincirleri ise birbirlerine
transpeptidaz enzimi ile baglanarak c¢apraz baglanma gercgeklesir. Penisilin baglayan
proteinler (PBP) peptidoglikan monomerinin D-alanil-D-alanin kismininmevcut peptidoglikan
zinciriyle ¢apraz baglanmasini saglar. Bu ¢apraz baglanmalarla gii¢lii bir hiicre duvar1 olusur
(Miyachiro ve ark, 2019). Beta-laktamlar ve glikopeptidler hiicre duvar sentezini inhibe eden
antibiyotiklerdir (Sarkar ve ark, 2017).



2.1.1.1. Beta-laktamlar

Peptidoglikan tabaka hiicreye stabilite saglayan bakteriyel hiicre duvarinin ana
bilesenidir. Peptidoglikanin olusumunda peptidler aras1 carpaz baglanmayi gerceklestiren
transpeptidazlar gorev alir. Beta laktam antibiyotikleri ise transpeptidazlara baglanarak
peptidoglikan sentezini inhibe eder. Beta laktamlarin hedefinde penisilin baglayan protein
(PBP) olarak da bilinen transpeptidazlar vardir. Beta laktamlarin PBP’ye baglanmasi
transpeptidasyon reaksiyonunu sekteye ugratir. Bunun sonucunda, bakteride otolitik siirecin
baslamas1 indiiklenir ve liziz gerceklesir. Beta laktam antibiyotikleri, 3 karbon ve 1
nitrojenden olusan beta laktam halkasini bulundururlar. Sefalosporinin ortak kimyasal yapisi
Sekil 2’de gosterilmistir. Penisilinler, sefalosporinler, karbapenemler en yaygin kullanilan

beta laktam antibiyotiklerdir (Pandey ve Cascella, 2020).

2.1.1.2. Glikopeptidler

Glikopeptidler, Gram pozitif patojenlere bagli enfekiyonlarin tedavisinde kullanilan
glikosile ribozomal olmayan peptidlerdir. Glikopeptidler, sitoplazmik membranin dis
yiizeyinde sentezlenen peptidoglikanin zincirinin asil D-alanil-D-alanin ucuna baglanarak
peptidoglikan sentezini inhibe etmektedirler. Glikopeptidler dogal ve yari-sentetik olarak
bulunurlar. Vankomisin ve teikoplanin dogal glikopeptidlere ve oritavansin ve dalbavansin
yari-sentetik glikopeptidlere o6rnektirler (Binda ve ark, 2014). Vankomisinin kimyasal yapisi
Sekil 2°de gdsterilmektedir.

2.1.2. Protein Sentezini Inhibe Eden Antibiyotikler

DNA’dan mesajct RNA (mRNA) sentezlenmesi transkripsiyon ve ribozomun
mRNA'dan protein sentezlemesi ise translasyon olarak bilinmektedir. Protein sentezinde
ribozom ve sitoplazmik faktorler gorev almaktadir. Bakteri ribozomu 30S ve 50S alt
tinitelerinden olugmaktadir. Antimikrobiyaller bakteri ribozomunun 50S ve 30S alt {initesini

hedefleyerek protein sentezini inhibe etmektedir (Arenz ve Wilson, 2016).



2.1.2.1. 308 alt iinite inhibitorleri

2.1.2.1.1. Aminoglikozidler

Aminoglikozidlerin asil hedefi ribozomlara ulasabilmek i¢in sitoplazmik membrani
gecmesi gerekmektedir. Gecis i¢cin membran oksijen ve aktif proton hareket kuvveti
gerektiren enerji bagimli aktif bakteri tasima mekanizmasi bulundurmalidir. Bu sebeplerle,
aminoglikozidler oksijenli ortamda etkilerini gosterir ve anaerobik bakterilere karsi
etkisizdirler. Aminoglikozidlerin hiicre duvar1 sentezini inhibe eden antibiyotiklerle
kullanildiginda, diisiik dozda aminoglikozidlerin hiicreye penetrasyonunu arttirarak sinerjistik
etki gostermektedir. Aminoglikozidler ribozomun 308 alt {initesinin 16S-rRNA's1 ile etkilesim
kurarak ribozomun A bolgesine baglanir. mRNA'nin yanlis okunmasina ve erken
sonlandirmaya sebep olur. Bdylece, aminoglikozidler protein sentezini inhibe eder.
Tobramisin, gentamisin ve streptomisin en bilinenleridir (Kapoor ve ark., 2017).

Tobramisinin kimyasal yapisi Sekil 2’de gésterilmistir.

2.1.2.1.2. Tetrasiklinler

Tetrasiklinler de aminoglikozidler gibi 30S alt {initenin 16S-rRNA'sina baglanarak
amino-asil tRNA'nin ribozomun A bolgesine baglanmasini engeller ve protein sentezini
inhibe ederler. Tetrasiklin, doksisiklin ve minosiklin en bilinenleridir (Kapoor ve ark., 2017).

Tetrasiklinin kimyasal yapist Sekil 2°de gosterilmistir.

2.1.2.2. 508 alt iinite inhibitorleri

2.1.2.2.1. Kloramfenikol

Kloramfenikol ribozomun 50S alt {initesinin 23S r-RNA’sinin peptidil transferaz

boslugu sekansi ile etkilesime girer. Boylece, tRNA'nin ribozomun A bdlgesine baglanmasina

engel olur ve peptid bagi olusmasini engelleyerek protein sentezini inhibe eder (Kapoor ve

ark, 2017). Kloramfenikoliin kimyasal yapis1 Sekil 2’de gosterilmistir.



2.1.2.2.2. Makrolidler

Makrolidler protein sentezine baslandiktan sonra ama erken asamasinda etki ederler.
50S alt tnitesinin 23S rRNA’nin peptidil transferaz merkezine (PTC) baglanarak uzayan
peptidin 5-11 amino asitken erken ayrilmasina neden olarak protein sentezinin devam
etmesine engel olurlar. PTC’de yer alan 2058 nolu adenin (E. coli numaralandirmasi) asil
baglanma bolgeleridir ve dkaryot hiicrelerde adenin yerine guanin olmasi okaryotlarda etkisiz
olmasina neden olur (Dinos, 2017). Eritromisin ve azitromisin en bilinenleridir ve

eritromisinin kimyasal yapis1 Sekil 2’de gosterilmistir.

2.1.3. DNA Replikasyon Inhibitérleri

2.1.3.1. Florokinolonlar

DNA’nin hiicre icindeki topolojik durumunu topoizomeraz 2 olarak adlandirilan
enzimler belirler. Prokaryotlarda giraz ve topoizomeraz IV enzimleri DNA siipersarimini
cozmek icin DNA’y1 kesip tekrar baglayarak gerginligi azaltan DNA topoizomerazlarin
kestikleri DNA’lar1  yeniden baglamalarin1  inhibe etmektedir. Boylece DNA
fragmantasyonuna neden olur ve bakteriyosidal etki gosterirler (Aldred ve ark, 2014).
Siproflaksasin ve levofloksasin en bilinenleridir ve siproflaksasin kimyasal yapisi sekil 2’de

gosterilmistir.

2.1.4. Folik Asit Metabolizmasi inhibitorleri

2.1.4.1. Siilfonamidler ve trimetoprim

Her iki ila¢ da folik asit metabolizmasinda goérev alan enzimleri inhibe ederler. Bu
ilaclar kombinlenerek kullanildiginda sinerjistik etki gosterirler ve mutasyona bagli direng
gelisim oranini disiiriirler. Siilfonamidler dihidropteroat sentazi ve trimetoprim dihidrofolat
rediiktazi inhibe eder (Kapoor ve ark., 2017). Trimetropim ve siilfonamidin kimyasal yapilari

Sekil 2°de gosterilmistir.
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Sekil 2. Antibiyotikler ve kimyasal yapilari

2.2. Antimikrobiyal Direng

Antibiyotik direnci Diinya saglik orgiitii tarafindan en 6nemli ilk 10 saglik sorunu
arasinda sayillmistir ve diinyada, yilda antibiyotik direnci nedeniyle 750000 kisi 6lmektedir.
Yeni antibiyotik gelistirilmemesi ve mevcut antibiyotiklere direncin yayilmasi 6nemli bir
saglik sorunu haline gelmistir. Antibiyotiklerin gereksiz kullaniminin antibiyotik direncinin
yayillmasinda 6nemli bir faktor oldugu belirlenmistir.

Antimikrobiyaller hastane ve toplum kaynakli enfeksiyonlarin tedavisinde,
hayvancilik, bitki tiretimi ve su {rlinlerinin kiiltiiriinde enfeksiyon tedavisinde, enfeksiyon
onleyici olarak ve biiylimeyi indiikleme amaciyla kullanilmaktadir. Kullanilan antibiyotiklerin
suya ve topraga gecisi idrar ve diski yoluyla ya da ila¢ endiistrisinin bilingli veya bilingsiz
sekilde antibiyotikleri ¢evreye birakmasiyla gerceklesmektedir. Bu da c¢evrede direngli

bakterilerin ortaya ¢ikmasmma ve yayilimina sebep olmaktadir. Cevreye salinan



antibiyotiklerin biiyiikk bir kism1 (antibiyotik cesidine bagli olarak %20-80) cevreye aktif
formda salinmaktadir. Antibiyotiklerin aktif formlarn insanlarda, hayvanlarda ve g¢evrede
bulunan bakterilere secici baski uygulamaktadir. Bakteriler {izerindeki segici baski, farkli
cevrelere gegis yapabilen ve diger bakterilerle aligveriste bulunabilen direngli bakterilerin
secilimine zemin hazirlamaktadir. Bunun sonucu olarak, antibiyotik diren¢ genleri ve
determinantlarimin yayilim potansiyeli ortaya c¢ikmistir. Antimikrobiyallerin ve direngli
bakterilerin canli, ¢evre ve ila¢ endiistrisindeki dongiisii sekil 3’de gosterilmistir (Andersson

ve Hughes, 2014).
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Sekil 3. Antibiyotiklerin ve antibiyotik direncinin ekolojisi (Andersson ve Hughes, 2014)

2.2.1. Antimikrobiyal Direncin Ortaya Cikisi

Antibiyotiklere direng¢ genleri antibiyotik kullaninmindan dnce de var olmasina karsin
bu genlerin bakteriler arasi transferi, patojen bakterilere aktarilmasi ve yayilmasi
antibiyotiklerin kullanilmaya baslanmasiyla artmistir. Antibiyotik kullaniminin yayginlagsmast
oncesinde farkli islevleri olan veya belirli mikroorganizmalarda veya bagka canlilarda
potansiyel antimikrobiyal direng¢ genleri bulunmaktaydi hatta mobil genetik elementler

tarafindan da tasinabilmekteydi. Antibiyotik uygulamasi ile antimikrobiyal dirence sahip



patojenlerin “basarili klon” olarak klonal ve kiiresel yayilimi miimkiin olmustur (Sekil 4)

(Stokes ve Gillings, 2011).
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Sekil 4. Direng genlerinin mikroorganizmaya alinmasi, genetik elementler vasitasiyla

patojenlere tasinmasi ve klonal ve kiiresel yayilimi1 (Stokes ve Gillings, 2011)



2.2.1.1. Mikroorganizmlarda antimikrobiyal direncin gelisimi

Dogal se¢ilim siirecinde mikroorganizmalar kendileri i¢in toksik olan maddelere karsi
pek ¢ok mekanizma gelistirmistir. Antimikrobiyal ilaglarin ¢ogu ¢evresel mantar ve saprofit
bakteriler tarafindan dogal olarak tiretilmektedirler ve bu antimikrobiyaller antibiyotik direnci
saglayan genetik cesitliligin olusmasinda rol almislardir. Bu diren¢ genlerinin yalnizca bir
kismi insan patojenlerinde tanimlanmistir (Holmes ve ark, 2016). Dogal olarak gelisen
antibiyotik direnglerinden biri de insan saglig1 i¢in biiylik 6nemi olan beta-laktamlara karsi
diren¢ saglayan beta-laktamazlardir. Yapilan bazi ¢alismalar, Klebsiella oxytoca'daki beta-
laktamaz genlerinin evrimsel tarihinin 100 milyon yildan fazla zamandir devam ettigini
gostermektedir (Aminov, 2009).

Saprofit organizmalar tarafindan iretilen antimikrobiyallerin, ayn1 ortamda yasayan
diger organizmalarin biiylimelerini inhibe ederek ortaminda kendisine avantaj saglamak
amactyla trettigi diistiniilmektedir. Yapilan bazi calismalar ise, etkilesimin sanilandan daha
karmasik oldugunu ortaya koymaktadir. Oncelikle, saprofitler tarafindan iiretilen
antimikrobiyal molekiillerin topraktaki konsantrasyonunun diger bakterilerin biiylimesini
inhibe etmek i¢in diisiik oldugu belirlenmistir. Buna ek olarak, kanitlar antimikrobiyaller
subletal dozda olsa bile bakteri fizyolojisinde 6nemli etkilere sahip oldugunu gostermektedir.
Subletal antibiyotiklerin mikrobiyal adaptif evrim ivmesini arttirdig1 ve sinyal molekiilii gibi
davranarak mikrobiyal ve konak gen ekspresyonunu etkiledigi ortaya konmustur (Andersson
ve Hughes, 2014). Saprofit bakterilerin klinikte siklikla kullanilan genis spektrumlu
karbapenem iiretiminde gorevli olan bazi genlerin ayn1 zamanda quorum sensing ve biyofilm
olusumunda rol alabilecegi diisiinilmektedir. Bu bulgulara gore antimikrobiyallerin
istenmeyen etkilerinin antimikrobiyal direngten fazlasi olabilecegi diisiiniilmektedir.

Dogal antimikrobiyallerin yani1 sira sentetik antimikrobiyallere karst da direng
olusmaktadir. Avrupa Hastalik Onleme ve Kontrol Merkezi’nin (2015) verilerine gore 2012
yilinda Avrupa'da hastalardan izole edilen E. coli suslarimin klinikte siklikla kullanilan
sentetik antimikrobiyallerden biri olan florokinolona karsi direncin 10-40% oldugunu
bildirilmistir. Bir¢cok diren¢ mekanizmasi hedefin degistirilmesi, disa atim sistemlerini artisi,
florokinolon inaktivasyonu ve hedefin DNA baglanma proteinleri ile korunmasiyla ortaya

cikmistir (Redgrave ve ark, 2014).
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2.2.1.2. Bireylerde direncli bakteri kolonizasyonu

Yenidoganlar anne siitii ile beslenmelerine bagli olmaksizin dogumun ardindan
Enterobacteriaceae tarafindan kolonize edilirler. Hindistan'da yapilan bir c¢alismada,
emzirilen bir giinliikk bebeklerin %14,3"iniin beta-laktam antibiyotiklerinin inaktivasyonunu
gergeklestiren genis spektrumlu beta-laktamaz enzimini bulunduran Enterobacteriaceae
tarafindan kolonize oldugu gosterilmistir. Bebekler 60 giinliik oldugunda ise bu oran 41,5%'e
yiikselmistir (Kothari ve ark, 2013). Saglikli bagirsak mikroflorasinin olusmasinda gevre,
icme suyu ve yemekler biiylikk Oneme sahiptir. Simdiye kadar incelenen her ortamda,
Antarktika dahil her kitada, toprakta denizde, i¢gme sularinda, ¢evrede, gida iiriinlerinde
antimikrobiyallere direngli bakteriler izole edilmistir. Mikrobiyom erken yaslarda olusur.
Direng genlerini de igeren c¢esitli mikroorganizmlar gastrointestinal sistemde veya ciltte
enfeksiyona sebep olmadan bulunabilir.

Dokunulmamis ekosistemde antimikrobiyal diren¢li ve hassas tiirler dengededirler.
Insan mikrobiyotas1 da antibiyotik baskisina maruz kalmadigi siirece dogal direncli
kommensal mikroorganizmlar1 viicudunda bulundurur. Antimikrobiyal maruziyeti sonucu
secilim baskist olusur veyalnizca antimikrobiyal dirence sahip ya da yeni mutasyonlarla veya
direng genleriyle bu direnci edinen mikroorganizmalarin hayatta kalmalar1 ve ¢ogalmalarina
sebep olur (Aminov, 2009). Antimikrobiyal kullanimi insan mikroflorast ve patojenler
iizerinde se¢ilim baskisi olusturarak direngli organizmalarin hastalarda kalici olmasina sebep
olabilir (Bell ve ark, 2014). Klinikte antimikrobiyal kullanim1 insan mikrobiyotasinin yiiksek
dozda antimikrobiyallere maruz kalmalarma sebep olmaktadir. Yayinlanan bir vaka raporunda
ertapenem ile tedavi edilen bir hastada de novo direng gelisimi bildirilmistir (Elliott ve ark,
2006). Baz1 hastalarda enfeksiyona sebep olan bakterilerin mutasyon oraninin arttigi
gorlilmiistiir. Baz1 antimikrobiyaller mutasyon oranini arttirmakta ve direng sec¢ilimini tesvik

etmektedirler (Blazquez ve ark, 2002).

2.2.1.3. Antibiyotiklere diren¢ ve yayilmasi

Antimikrobiyaller tedavide siklikla kullanilmaktadir. Ancak regete edilen veya
kullanilan antibiyotiklerin yaklasik %50'sinin gereksiz oldugu ve endikasyon dis1 kullanildigi
kabul edilir. Antibiyotiklerin gereksiz, yanlis veya asir1 kullanimi antimikrobiyal direncin

ortaya ¢ikmasinda ve yayiliminda ana sebeplerden biridir. Avrupa Hastalik Onleme ve
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Kontrol Merkezi’nin verilerine gore 2011-2012 yillarinda Avrupa'da antibiyotik kullanan
hastalarin %30-40'min yatan hastalar oldugu bildirilmistir ve toplam antibiyotik recetelerinin
biiyiik bir kismi1 ise ayakta hastalara yazilmaktadir. Antimikrobiyal recetelenmesi ve
kullaniminin kontrollii yapilmasi onerilmektedir ancak son yillarda ihtiyatli kullanim
gerceklestirilmektedir. Bu sayede, hafif de olsa antimikrobiyal direncte azalma gozlenmistir
(Livermore ve ark, 2013). insanlarda antimikrobiyal kullanimi ve direng arasindaki etkilesim
karmasiktir ve heniiz ¢oziilebilmis degildir. Bu etkilesimdeki faktorler patojen ilag iliskisi,
patojen-konak iliskisi, patojendeki mutasyon orani, antimikrobiyal direngli klonlarin ortaya
¢ikisi, patojenin insanlar, hayvanlar ve ¢evre arasinda bulagsma orani ve ¢apraz direngtir. Ast
alim oranlari, farkli saglik sistemleri, gé¢ ve turizm, sanitasyon ve niifus yogunluklar1 gibi
halk saglig1 faktorleri de direng yayginhigini etkilemektedir (Holmes ve ark., 2016). Sonug
olarak, antimikrobiyal kullanimin direncin ortaya c¢ikmasindaki rolii her ilaca ve her

mikroorganizmaya 6zgiidiir.

2.2.2. Antibiyotik Direnc Tipleri

Bakterilerde antibiyotiklere karsi baslica 2 tip direng vardir. Bunlar intrinsik (dogal) ve

kazanilmis direng olarak 2’ye ayrilirlar.

2.2.2.1. Intrinsik direnc

Bir tiirde bulunan tiim suslarin belirli antibiyotiklerden etkilenmemesi intriksik direng
olarak adlandirilir. Intrinsik direng genellikle kromozomal olarak kodlanmistir. Bu direng
genellikle bakterinin yapisal ve biyokimyasal 6zellikleri sayesinde ortaya ¢ikar. Bakterilerin
dogal olarak antibiyotiklerin baglanma hedef bdlgesini icermemesi, spesifik olmayan diga
aktarim pompalari ya da bakteri membranindan gegirgenligin diisiik seviyede olmasiyla
bakteriler bu direng ¢esidine sahip olabilirler (Ciftci ve Aksoy, 2015). Bu mekanizmalar
organizmanin ¢ekirdek genetik yapisinda sabitlenir. Iyi bilinen intrinsik direng sistemlerden
biri Escherichia coli'deki ¢cok genis substrat spesifisitesine sahip olan ve farkli antibiyotik,
boya, deterjan ve dezenfektan siiflarim1 disa aktarabilen AcrAB/TolC pompa sistemidir.
Diger bir intrinsik direng mekanizmasi ise, E. coli ve diger Gram negatif bakterilerde bulunan

vankomisin direncidir. Bu direng dis zarin gegirgenligi azaltarak bariyer gibi davranmasi
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sonucunda olusur. Intrinsik direng diisiik seviyede antibiyotik direnci saglamasina ragmen,

bagisiklig1 baskilanmis hastalarda firsat¢i patojenler haline gelebilir (Peterson ve Kaur, 2018).

2.2.2.2. Kazamlms direng

Kazanilmis direng, tiir olarak bir antibiyotige hassas olan bakterilerin o antibiyotige
direncli hale gelmesiyle olusur. Bu genellikle o antibiyotikle temasi sirasinda veya tekrarlanan
tedaviler sonrasinda olusur. Popiilasyonda antibiyotige karsi direng gelisir ve direngli
bakteriler baskin hale gelir. Antibiyotik direncine sahip bakteriler antibiyotik baskisiyla
secilerek yayilirlar. Kazanilmis direng kromozomal, plazmidik veya transpozon araciligiyla

gelisir ve genellikle yatay gen transferi ile aktarilir (Oztiirk, 1997).

2.2.2.2.1. Kromozomal diren¢

Kromozomda gergeklesen spontan mutasyon veya mutasyonlar sonucu kromozomal
direng olusmaktadir. Mutasyon gerceklesme sikligi her hiicre boliinmesinde 107 ile 1071°
arasindadir. Kromozomda gergeklesen mutasyonla kazanilan direng¢ bir veya birden g¢ok
asamada ortaya ¢ikmaktadir.

Bir asamali mutasyon: Bakterilere uygulanan antibiyotigin bir veya birkag
uygulanmasinin ardindan ileri derecede diren¢ gelisebilir. Streptomisin tipi direng buna
ornektir. E. coli ve Staphylococcus aureus‘ta rifampisine karsi bu tipte direng gelisir.
Enterobacter sp., Serratia sp., indol pozitif Proteus, Pseudomonas aeruginosa gibi
kromozomal beta laktamaz genine sahip bakterilerde gerceklesen tek asamali mutasyonla
sefalosporinlere kargt direng gelisebilir. Gergeklesen bu mutasyon ya beta-laktamaz
salgilanmasinda artisa ya da beta laktamaz spektrumunda genislemeye neden olarak
sefalosporinlerin yikimini neden olur.

Cok asamali mutasyon: Direng seviyesinin gerceklesen her bir mutasyon ile artmasi
ile direng olusur. Gergeklesen mutasyon, porin iiretiminin bozulmasina yol agar. Bu da
bakterinin antibiyotige olan gegirgenligini azaltabilir. P. aeruginosa’da oprD’deki azalma
karbapenem direncine neden olur (Meletis ve ark, 2012). Diger bazi mutasyonlar da
antibiyotigin baglandig1 hedefin degismesine sebep olabilir (Ornegin, rifampisin direncine

sahip mutant hiicrede, RNA polimerazin mutasyonla rifampisine duyarsiz hale gelmesi),
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Kinolon direncinde mutasyonlar topoizomeraz enzimini quinolon resistance determining
region (QRDR) bolgesinde olusur. Direng olusturabilecek diizeyde olabilmesi igin ayni
bolgede birden fazla mutasyon olmasit gerekir. Mutasyonlar nedeniyle topoizomeraz
enziminin kinolona duyarliliginin azalmasi dirence neden olur (Huseby ve ark, 2017).
Kromozomal mutasyon yoluyla gelisen direncin farkli bakterilere yayilimi
gerceklesmez ve mutasyonun gerceklestigi bakterilerin metabolizmasinda meydana gelen
degisiklik sebebiyle tiremesi kisitlanabilir. Kromozomal mutasyonla gelisen ve klinik 6neme

sahip direnclere 6rnek olarak rifampisin, izoniazid, kinolon direnci verilebilir.

2.2.2.2.2. Plazmidlere bagh direng

Plazmid kromozomdan ayr1 replike olabilen bir DNA parcasidir. Plazmidler,
antimikrobiyallere ve agir metallere direng saglayan genleri tastyabilecegi gibi gesitli viriilans
faktorlerini de tasiyabilirler. Klinik suslarda plazmide baglh diren¢ daha yaygin goriiliir. R
plazmidi olarak adlandirilan diren¢ plazmidleri bir veya birden fazla antibiyotige kars1 direng
genlerini  bulundurabilirler. Diren¢ plazmidleri hassas bakterilere transdiiksiyon,
transformasyon veya konjugasyon ile gecerek diren¢ kazandirir ve direncin yayilmasina sebep
olurlar. Transdiiksiyonda, bakteriyofajlar diren¢ plazmidleri ile birlesir ve diren¢ genleri
taginarak diger diger bakterilere aktarilir. Beta laktamaz geninin hassas stafilokoklara aktarimi
ve salmonellalara direng genlerinin aktarimi buna Ornektirler. Transformasyonda, direngli
bakterinin liziz olmasi ile ortama dagilan plazmid veya DNA fragmentleri hassas bakteriler
tarafindan hiicre i¢ine alinir ve bakterinin DNA’sina katilir. Konjugasyonda ise, hiicre temast
yoluyla R plazmidleri direngli bakteriden hassas bakteriye aktarilarak antibiyotik direnci
kazandirilir. Plazmidlerin aktarimasinin farkli yollarinin olmasi ve aktarimin farkli tiirler
arasinda gerceklesebilmesi sebebiyle antibiyotik direncinin yayilmasinda biiyiilk 6neme sahip
oldugu bilinmektedir. Sefalosporinler, sulfonamidler, makrolitler, aminoglikozitler,
penisilinler, kloramfenikol, nitrofurantoin ve fusidik aside kars1 gelistirilen direncin

sorumlusu genellikle plazmidlerdir (Oztiirk, 1997).
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2.2.2.2.3. Transpozonlara bagh diren¢

Transpozonlar, DNA molekiilleri arasinda (kromozomdan plazmide veya plazmidden
kromozoma) ge¢is yapabilen DNA dizileridir. Transpozonlarin plazmidlerden farkli ise,
bagimsiz sekilde replikasyonlarini gergeklestirememeleridir. Kloramfenikol, tetrasiklinler,
ampisilin, kanamisin ve trimetoprime kars1 gelisen direngte transpozonlar énemlidir. Kisa
stire igerisinde coklu ila¢ direncinin ortaya ¢ikip yayilmasinda transpozonlarin énemli rolii
vardir.

R plazmidlerinde oldugu gibi, transpozonlarin aktarimi da yalnizca ayni tiir bakteriler
arasinda sinirlt kalmamaktadir. Farkli cins bakterilere de aktarilabilmektedir. Gonokoklarda
penisilinaz iretiminden sorumlu plazmidlerin Haemophilus influenza’ya gegisi veya Shigella
spp bakterilerde tetrasiklin, kloramfenikol, streptomisin ve ampisilin direncinden sorumlu
plazmidin E. coli’ye gegisi verilebilir (Oztiirk, 1997).

2.3. Antibiyotik Diren¢c Mekanizmalari

Antibiyotik tiretimini gergeklestiren mikroorganizmalarda direng genleri antibiyotik
sentezini saglayan genlerle bir arada bulunmakta hatta ko-ekspresyon ger¢eklesmektedir (Mak

ve ark, 2014). Antibiyotik direnci 6 farkli mekanizma halinde ortaya ¢ikabilir.

2.3.1. Antibiyotik Modifikasyonu veya Degredasyonu

Antibiyotik modifikasyonu enzimatik aktiviteyle antibiyotiklerin antibiyotik 6zelligi
olmayan metabolitlerine doniismesi antibiyotiklerin inaktivasyonu olarak tanimlanir. Pek ¢ok
farkl1 antibiyotik i¢in bu direng mekanizmasi vardir ve 6zellikle aminoglikozid, kloramfenikol
ve beta laktam antibiyotiklerine karsi bu diren¢ mekanizmasi yaygindir (Sekil 5A). N-asetil
transferaz (AAC), O-fosfotransferaz (APH) ve O-adeniltransferaz (ANT) gibi aminoglikozid
modifikasyon enzimleri aminoglikozid antibiyotiklerinin asetilasyon, fosforilasyon ve
adenilasyonunu gergeklestirerek dirence neden olur. Bu direng enzimleri antibiyotik
iireticisinde de bulunabilir (Peterson ve Kaur, 2018). Kloramfenikole direng saglayan
kloramfenikol asetil transferaz enzimleri kloramfenikolii asetilleyip modifiye ederek direng

saglar. Kloramfenikol asetil transferaz enzimleri klinik suslarda siklikla bulunmasina ragmen

15



kloramfenikoliin  sentezini  gerceklestiren  Streptomyces tiirlerinden bu enzimlerin
tamimlandigina dair sadece birka¢ rapor mevcuttur (Murray ve ark, 1989; Schwarz ve ark.,
2004). Beta laktamlara kars1 direng beta laktamazlar olarak bilinen antibiyotik hidrolize edici

enzimler tarafindan saglanir (Sekil 5B).

2.3.2. Antibiyotiklerin Hiicre i¢i Akiimiilasyonunun Engellenmesi

Antibiyotiklerin hiicre icinde akiimiilasyonunu yani birikmesini engelleyen pompa
sistemleri, DrrAB, OtrC, TIrC ve MIbYZ gibi ABC pompalarindaki gibi ATP hidrolizinden
enerji kullanarak veya MFS, MATE, SMR ve RND ailesi pompalarindaki gibi proton
gradyanlar1 kullanilarak antibiyotigi hiicreden ¢ikarir (Sekil 5C). Antibiyotiklerin pompa
sistemiyle hiicre digina atilmasi tek basina direng saglayabilmekle beraber genellikle
antibiyotik modifikasyonu veya hedeflerin modifikasyonu mekanizmalar ile birlikte bulunur.
Antikanser olarak kullanilan daunorubisin ve doksorubisin antibiyotiklerini iireten
Streptomyces peucetius’ta bulunan antibiyotik disa aktarim mekanizmasi bu konuda en ¢ok
calisilmig mekanizmalardandir. Bu antibiyotikler DNA bazlari arasina girerek interkalasyona
sebep olmaktadir. Boylece, DNA replikasyonu inhibe olmaktadir. Bu antibiyotiklerin diga
aktariminin, bu antibiyotiklerin sentezinden sorumlu olan gen kasedinde bulunan bir gen
tarafindan sentezlenen proteinle gergeklestigi gosterilmistir (Guilfoile ve Hutchinson, 1991).
Klinik suglarda hiicre icinde antibiyotik birikiminin engellenmesi antibiyotigin disa
aktarilmas1 ve/veya gegirgenliginin azaltilmasiyla gerceklesir. Antibiyotigin gegirgenligi
dogal olarak gecirgen olmayan porinler nedeniyle, porinlerinin dogal olarak olmamasi
nedeniyle, zorunlu olmayan transporterlerin mutasyon ile kaybi nedeniyle ve porin
kanallarinin daralmasi nedeniyle azalabilir ve dirence sebep olur (Delcour, 2009).
Gegirgenligin azalmasi ozellikle gecirgenlik bariyeri olusturan ve hidrofilik antibiyotiklere
kars1 igsel diren¢ saglayan dis membrana sahip Gram-negatif bakteriler icin onemlidir
(Nikaido, 2003). Porin genlerinde meydana gelen mutasyon veya ekspresyondaki
degisikliklerin Gram-negatif bakterilerin hidrofilik antibiyotiklere duyarliligin1 daha fazla
etkiledigi gosterilmistir (Li ve ark, 2012). Antibiyotik disa aktarimini saglayan genler
intrensik veya kazanilmig direng olabilirler. Bazi bilinmeyen disa aktarim pompa genleri
plazmid ile aktarilabilir ya da disa aktarim pompalardan sorumlu genlerde meydana gelen

mutasyon ile overekspresyon gergeklesir (Van Bambeke ve ark, 2000). Disa aktarimdan
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gorevli olan pompalarin ¢oklu antibiyotik direnci sagladigi da bilinmektedir (Blanco ve ark,

2016).

2.3.3. Antibiyotik Tutulmasi

Antibiyotige baglanarak antibiyotigin hedefe baglanmasini engelleyen proteinler
vasitastyla da direng saglanabilir (Sekil SE). Bleomisin antibiyotigini sentezleyen
mikroorganizmalardadireng gelismesi i¢in metal bagl veya metal igermeyen antibiyotiklerin
TImA, BImA, and ZbmA proteinleri tarafindan tutulmasi ile gergeklesir (Sugiyama ve
Kumagai, 2002). Vankomisin toleransli Staphylococcus aureus (VISA)’larda ¢ok katmanli
kalin hiicre duvari antibiyotiklerin hedefe ulasmasini engeller. Pseudomonas aeruginosa’da

ise biyofilm olusumu antibiyotigi biyofilmde tutarak hedefe ulasmasini engeller.

2.3.4. Hedef Degistirme / Baypas / Koruma Mekanizmalari

B-laktamlar, glikopeptidler, makrolidler, linkozamidler, streptograminler ve
aminoglikozitler gibi pek c¢ok antibiyotige karsi hedef degistirme mekanizmasi gelistirilerek
direng olusmasi sézkonusudur (Sekil 5D). Beta laktam antibiyotikleri penisilin baglayan
proteinlerin (PBP) substratlari ile benzer yapiya sahiptir. Boylece, antibiyotik PBP’lerin aktif
bolgelerine baglanarak onlar1 inhibe etmektedirler (Fernandes ve ark, 2013). Antibiyotik
tireticisi olan Streptomyces tiirlerinde Gram-pozitif olmalarina ragmen, PBP’lerin fazla
ekspresyonu veya beta laktamlara karsi diisiik afiniteye sahip PBP’lere sahip olmalar
sayesinde penisiline kars1 yiiksek dirence sahiptirler (Ogawara, 2016). Bakterilerde {i¢ sinmif
PBP (A, B ve C) bulunur. Bu PBP'lerin bazilar1 beta laktamlari baglayan bir serin / treonin
olmamasindan dolay1 beta laktamlara kargs: diisiik afiniteye sahiptir (Peterson ve Kaur, 2018).

Vankomisin ve teikoplanin gibi glikopeptitler, peptidoglikan monomerlerindeki D-
Ala-D-Ala ile birleserek hiicre duvari transpeptidasyonunu ve transglikosilasyonunu inhibe
eder. Peptidoglikan monomerinin D-Ala-D-Ala’dan D-Ala-D-Lac ya da D-Ala-D-Ser’a
doniismesiyle glikopeptidlerin afinitesi sirastyla 1000 ve 6 kat azalir ve direng gelisir (Bugg
ve ark, 1991).

Hedef molekiilde degisiklik olmasi, 50S ribozomal altiinitesine baglanan makrolid,

linkozamid ve streptogramin (MLS) antibiyotiklerine kars1 diren¢ olusmasinda rol alir. 23S
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rRNA’nin 2058 nolu adenin bazinin rRNA metiltransferazlar tarafindan metillenmesi ile
antibiyotigin hedefine baglanmasi engellenir (Douthwaite ve ark, 2004). Tek metillenme
ortalama diren¢ diizeyi saglarken, dimetillenme yliksek diizeyde diren¢ saglar (Fyfe ve ark,
2016). Ayni adenin yerine bagska bir bazin gelmesiyle olusan mutasyonlar da direng
olusumuna neden olur.

Aminoglikozidlere karsi direng saglanmasi, 16S rRNA metiltransferazlarin A1408
veya G1405 uzantisinin metillenmesi ile gergeklesir (Shakil ve ark, 2008).

Bypass mekanizmasinda ise, hedefe benzeyen ek diisiik afiniteli hedefler iiretilerek
orijinal hedef antibiyotigin etkisinden kurtarilir. Ornegin, novobiyosin direnci icin DNA giraz
ek B alt birimi, platensimisine direng i¢in alternatif bir yag asidi sentaz enzimini ve rifamisin
direnci i¢in alternatif direngli RNA polimeraz sentezi gergeklestirilir (Peterson ve Kaur,
2018).

Antibiyotigin hedef bolgesinden uzak tutulmasi koruma mekanizmasi ile gergeklesir.
Streptomyces peucetius’te daunorubisin direng proteini DNA bazlar1 arasina giren
daunorubisinin DNA’ya tutunmasini engeller. Bu sayede, normal transkripsiyon ve

replikasyon gergeklesir (Prija ve Prasad, 2017).
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Sekil 5. Bakterilerdeki farkli antibiyotik diren¢ mekanizmalarinin sematik gosterimi (Peterson

ve Kaur,2018)
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2.4. Molekiiler Klonlama

Molekiiler klonlama, rekombinant DNA molekiiliinii tasiyan canli popiilasyonu
olusturmak i¢in kullanilan bir tekniktir. Rekombinant DNA 6ncelikle in vitro kosullarda
vektore yerlestirilerek olusturulur. Sonrasinda, konakg¢i organizmaya aktarilir ve vektor
sayesinde kendi kendine replikasyon gerceklestirerek hiicre igerisinde ¢ogalir. Konakg1 olarak
genellikle patojen olmayan ve kolaylikla ¢ogalabilen E. coli kullanilir.

Molekiiler klonlama tekniginin gelistirilmesi restriksiyon endoniikleaz enzimlerinin
kesfi ile baglamistir. Bu enzimler DNA’da belirli sekanslari taniyip belirli lokasyonlardan
keserek aktivite gostermektedirler. Bu enzimler ile genom gibi biiyilk DNA’larin parcalanip
kiigiik fragmentler haline getirmeye imkan saglar. Bu fragmentler vektorle DNA ligaz enzimi
yardimiyla birlestirilirler. Vektorler, konakg1 icerisinde kromozomdan ayri replike olabilen
kiigtik sirkiiler plazmidlerdir (Lederberg, 1998).

Restriksiyon endoniikleazlar klonlama amaciyla biiyiik DNA fragmentlerinin kesilerek
kiiciik fragmentlere doniistliriilmesi i¢in kullanilabilir. PCR’da kullanilacak olan primerlere
restriksiyon kesim boélgelerinin eklenmesi ile amplikonlarda da restriksiyon kesim bolgeleri
olusturulmasiyla da klonlamada kullanilabilmektedir. Boylece, amplikon ve vektoriin ortak
enzimlerle restriksiyonu gerceklestirilip ligasyon ile rekombinant DNA olusturulabilmektedir.

Restriksiyon endoniikleazlari hem yapiskan ug¢ hem de kiit ug olusturabilirler (Sekil 6).
Yapigkan uclar, DNA’nin 3’ veya 5’ ucunda olusabilen tek sarmalli ¢ikintilardir. Kiit ugta ise
¢ikinti bulunmamaktadir. Her iki ugla da ligasyon gergeklestirilebilir ve her ikisi de avantaj ve
dezavantaja sahiptirler. Yapiskan uglu bir fragment ligasyonunun basarilt olmasi igin,
birlestirilecek iki ¢ikintinin tamamlayict Watson-Crick baz eslesmesine sahip olmasi
gerekmektedir. Kiit uclu fragmentlerde ise boyle bir gereklilik yoktur ve daha esnektir.
Ancak, kiit uclu fragmentlerin ligasyonu, iki parcanin baglanma stabilitesi eksikliginden
dolay1 yapiskan ug¢ fragmentlerin ligasyonundan daha az etkilidir. Ayrica, yapiskan uglar
modifikasyon enzimleri ile kiit ucglara donistiiriilebilirler. Giinimiizde, restriksiyon
endoniikleazlar yardimiyla klonlama geleneksel klonlama adiyla aktif ve yaygin sekilde

kullanilmaya devam etmektedir (Bertero ve ark, 2017).
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Sticky ends: EcoRI Blunt ends: EcoRV
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Sekil 6. Restriksiyon enzimleri tarafindan iiretilen DNA uglarinin tipi. Yapiskan veya Kkiit
uclar iireten retriksiyon enzimlerinin Ornekleri. Oklar kesilen yerleri gostermektedirler.
Restrikiyon reaksiyonu sonrasi 5 'uglara bagli fosfat gruplar sar1 ile gosterilmistir.(Bertero ve

ark, 2017).

Geleneksel klonlamaya ek olarak gelistirilmis ve gelistirilmekte olan avantaj ve
dezavantajlariyla pek ¢ok klonlama yontemi bulunmaktadir (Bertero ve ark, 2017) (Sekil 7).

PCR (TA) klonlamada, PCR ile ¢ogaltilan DNA fragmentiyle herhangi bir
restriksiyon enzimi ile kesime gerek duymadan dogrudan ligasyon gergeklestirilebilmektedir.
En yaygin olarak kullanilan PCR klonlama yontemlerinden birinde, amplifikasyon islemi
sirasinda DNA fragmanlarinin 3 ‘'uglarina Taq polimeraz tarafindan eklenen bir adenin
cikintisindan yararlanilir. Bu "A-kuyruklu" PCR iiriinler dogrudan "T-kuyruklu" vektorlerle
baglanabilir. Dolayisiyla bu yontem “TA” klonlamasi olarak bilinir.

Ligasyondan bagimsiz klonlama (LBK) genellikle, klonlanacak fragmana hedef
vektore homolog olan kisa DNA dizileri eklenmesi ile gergeklestirilir. Bu dizilerin eklenmesi
PCR amplifikasyonu sirasinda modifiye primerler kullanilarak kolayca gergeklestirilir. Vektor
ve insert arasindaki tamamlayict yapiskan uglar 3° uctan 5' uca ekzoniikleaz aktivitesine sahip
enzimler kullanilarak olusturulur ve elde edilen iki molekiil daha sonra karistirilir ve tavlanir.
Elde edilen plazmid, konak¢1 organizma tarafindan verimli bir sekilde onarilabilen dort tane
tek sarmalli DNA deligine sahiptir. Ortaya ¢ikan iirlin herhangi bir yeni restriksiyon enzimi
bolgesi veya bagka istenmeyen diziler igermez (Bertero ve ark, 2017).

Dikissiz (Seamless) klonlama, bir veya daha fazla DNA fragmaninin bir vektore
sekanstan bagimsiz ve iz birakmadan yerlestirilmesine olanak saglayan bir klonlama

teknigidir. Bu yontemlerden en 1iyi bilineni, 10 taneye kadar fragmentin kolayca
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birlestirilebildigi Gibson Assemby yontemidir. LBK'ye benzer sekilde, klonlanacak
fragmentlerin her iki ucuna homolog DNA dizilerinin eklenmesine dayanir. Daha sonra, bir
ekzoniikleaz, bir DNA polimeraz ve bir DNA ligazinin uygulanmasiyla rekombinant DNA'nin
tiretimi gergeklesir. Hem vektor hem klonlanacak insert 5’ ugtan 3’ uca ekzoniikleaz
aktivitesine sahip enzim ile muamele edilerek 3’ ¢ikintilara sahip DNA molekiilleri elde
edilir. Homolog dizilere sahip vektor ve insertin tavlanmasinin ardindan DNA polimeraz
bosluklart doldurur ve DNA ligaz DNA’da olusan delikleri birlestirir (Bertero ve ark, 2017).
Rekombinasyonel klonlamada, bolgeye 6zgii DNA rekombinazlari, rekombinasyon
bolgeleri olarak bilinen uygun dizileri iceren iki molekiil arasinda DNA pargalarini degis
tokus yapabilen enzimler kullanilir. Bu kategoride en yaygin olarak kullanilan sistem, bir
DNA parcgasini ¢esitli rekombinasyon bolgelerinden degistirmek icin BP Klonaz ve LR
Klonaz enzimlerinin kullanildigi Gateway Klonlama Sistemi’dir. Ilk olarak uygun
rekombinasyon bolgeleri klonlanacak fragmentin her iki ucuna modifiye primerlerin
kullanildig1 PCR yardimi ile yerlestirilir. Ardindan, giris klonu olusturmak i¢in dondr vektor
ile birlestirilir. Bu giris klonu, asil amaglanan yapiy1 olusturmak icin bir hedef vektori ile
tekrar birlestirilir. Gateway klonlamay1 kolaylastirmak amaci ile ticari olarak genis bir giris

vektor koleksiyonu bulunmaktadir (Bertero ve ark, 2017).
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Sekil 7. Geleneksel klonlama, TA klonlama, ligasyondan bagimsiz klonlama, dikissiz
klonlama ve rekombinasyonel klonlama yontemlerine genel bakis. Klonlama yaklasimlarinin
sematik ornekleri (Bertero ve ark, 2017).

2.4.1. TA Vektor Uretimi

TA vektorl ticari olarak temin edilebilmektedir ancak temin edilen vektorler tek
kullanimlik olup masraflidir. Taq polimeraz, terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT) ve
Xceml enzimleri ile laboratuvarda kolay ve az maliyetle iiretilebilmektedir. Taq polimeraz

enzimi ortamda yalnizca dTTP bulunmasi durumunda lineer ve kiit u¢lu vektoriin 3’ ucuna
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yiiksek oranda dTTP eklemektedir (Marchuk ve ark, 1991). Taq polimeraz enzimi ile TA
vektor iiretme basarisinin linearizasyonda kullanilan restriksiyon enziminin DNA’nin 3’
uclarinda bulunan niikleotide bagli oldugu 6ne siiriilmektedir (Hu, 1993). TdT enzimi, ddTTP
ile reaksiyon kuruldugunda lineer ve kiit u¢lu vektoriin 3* ucuna bir tane ddTTP eklemektedir
ve bu yolla TA vektorii olusturmaktadir (Zhou ve Gomez-Sanchez, 2000). Tanidig1 niikleotid
sekansini asimetrik kesen ve bir bazlik kuyruk olusturan Xcml restriksiyon enzimi ise kesimin
gerceklesecegi yerin antisense ipligine timin niikleotidi gelecek sekilde vektoriin ¢oklu
klonlama boélgesinde 2 noktaya yerlestirilir. Bu sayede, Xcml enzimi ile kesim

gerceklestirildiginde TA vektorii olusur (Arashi-Heese ve ark., 1999).

2.4.2. DNA Fragmantasyon Y éntemleri

DNA fragmantasyonu fiziksel, enzimatik ve kimyasal yollarla

gergeklestirilebilmektedir.

2.4.2.1. Fiziksel yolla DNA fragmantasyonu

Fiziksel fragmantasyonda ultrasonikator tercih edilmektedir. Sonikasyon kiitiiphane
olusturulmasi ve alt klonlamada (subcloning) yaygin olarak kullanilmaktadir. DNA 6rnekleri
kisa siireli ses dalgalar1 sebebiyle hidrodinamik parcalanmaya ugrarlar. Bu pargalanma
rastgele gergeklesir ve sonikasyonun siiresi ve periyotlarin sikligi ile fragmentlerin boyutu
diizenlenebilmektedir. Olusan fragmentler genellikle DNA’nin 3’ veya 5’ uglarinda uzantilar
bulundururlar. Bu fragmanlar T4 DNA polimeraz enzimi ile kiitlestirilir ve kiit u¢lu klonlama
gerceklestirilir. Sonikasyon ile DNA fragmantasyonunun DNA’nin A-T niikleotidleriyle
zengin bolgelerde kirilmaya sebep olmaktadir. Bu da, fragmantasyonun tam olarak rasgele

ger¢eklesmeyecegini, belirli  bolgelerden  kirilarak  gergeklesecegini  gostermektedir

(Deininger, 1983).
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2.4.2.2. Enzimatik yollarla DNA fragmantasyonu

Daha oOnce bahsedildigi iizere bu yontemde restriksiyon endoniikleazlar siklikla
kullanilirlar. Segilecek restriksiyon enzimleri kiit veya yapiskan ug¢ olusturan enzimlerden
amaca uygun olarak, hedeflenen DNA’nin boyutuna gore segilir. Fragmantasyonda kullanilan
restriksiyon enzimi ile vektére klonlama yapilir (Bozdogan ve ark, 2003; Brown ve ark,
2010). Ayrica, DNAz I enzimi de mangan iyonu varliginda DNA’da c¢ift iplikte kesik
olusturmakta ve fragmantasyonda kullanilmaktadir. DNAz I enziminin DNA’y1 rasgele
kestigi bilinmektedir (Anderson, 1981). Bunlara ek olarak, ticari enzimatik kitlerde
fragmantasyonda kullanilmaktadir. Bunlardan biri olan, NEBNext™ dsDNA Fragmentase
enzim karisimi DNA’y1 rasgele fragmente etmektedir. Enzimlerden biri DNA ipliklerinden
birinde rasgele kesik olustururken digeri kesigin buldugu noktayr tamiyarak karsi iplikte
gorece yakin bir noktada kesim gercgeklestirir. Genellikle DNA’nin 3’ veya 5’ uglarinda kisa
uzantilar olusur. Hedeflenen fragment boyutuna gore inkiibasyon siiresi degistirilerek

kullanilmaktadir (Dunham ve Friesen, 2013).

2.4.2.3. Kimyasal yolla fragmantasyon

Demir-EDTA kompleksi gibi kimyasallarla DNA fragmantasyonu
gerceklestirilebilmektedir. Bu yontemin avantajlart birbirine yakin boyutlarda fragmentler
olusturulabilmesi, herhangi bir ekipmana ihtiya¢ duyulmadan reaksiyonun oda sicakliginda
gerceklestirilebilmesi ve Ornek hacmi veya DNA miktarinda bir kisitlama olmamasidir

(Gyarmati ve ark, 2013).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg
3.1.1. Cihazlar
3.1.1.1. Thermal cycler
Calisma boyunca PCR reaksiyonlar1 LONGGENE A300 thermal cycler kullanilarak
gergeklestirildi.
3.1.1.2. Thermo shaker
Inkiibasyonlarin  bir kism1 MSC-100 Thermo Shaker Incubator kullanilarak
gerceklestirildi.
3.1.1.3. Otoklav

Sterilizasyon asamalarinda Hirayama HV-50L (Japonya) kullanildi.

3.1.1.4. Santrifiij

Santrifiij asamalarinda Hettich Microlitre centrifuge MIKRO 200 (Almanya)
kullanildi.

3.1.1.5. Etiiv

Bakterilerin kiiltiirlenmesi asamalarinda Memmert Incubator Oven INB200 kullanildi.
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3.1.2. Bakteri Suslar1

3.1.2.1. Esherichia coli DH10B susu

Kompetan hiicre 6zelligine sahip olan E. coli DH10B susu stok kiiltirden 37 °C’de
TSA besiyerinde gecelik inkiibasyonla kiiltiirlendi. Bu susun sivi besiyerinde kiiltiirlenmesi

TSB ile gergeklestirildi. Bu kiiltiir klonlama ¢alismalarinda kullanildi.

3.1.2.2. Metisilin Direngli Staphylococcus aureus (MRSA) ADU1 susu

Metisilin Direngli  Staphylococcus aureus (MRSA) ADUlI susu REDPROM
laboratuvari sus koleksiyonundan temin edildi. Stoktan BHA besiyerine ekim yapilmis ve 37
°C’de gece boyu inkiibe edildi. Bu susun sivi besiyerinde kiiltiirlenmesi BHB ile
gerceklestirildi. Susun gentamisin direncine sahip oldugu bilinmektedir. Olusturulan pRTA

vektoriine yerlestirilen prom-RBS sekansinin islevselliginin dogrulanmasinda kullanildi.

3.1.2.3. Metisilin Direngli Staphylococcus aureus (MRSA) ADU2 susu

Metisilin  Direngli  Staphylococcus aureus (MRSA) ADU2 susu REDPROM
laboratuvari sus koleksiyonundan temin edildi. Stoktan BHA besiyerine ekim yapildi ve 37
°C’de gece boyu inkiibe edildi. Bu susun sivi besiyerinde kiiltiirlenmesi BHB ile
gerceklestirildi. Susun eritromisin direncine sahip oldugu bilinmektedir. Gelistirilen yontemin

dogrulanmasinda bu sus kullanildi.

3.1.3. Kullanilan Plazmidler

3.1.3.1. pUC19 plazmidi

pUCI19 (https://www.addgene.org/50005/) bir klonlama vektoriidiir. Hiicre i¢i kopya

sayilar1 yaklasik 500-700’diir. Coklu klonlama bolgesi (MCS)’nin akis yukarisinda lac

promotdri bulunur. Bu ¢alismada pRTA vektoriiniin omurgasinin olusturulmasinda kullanildi.
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3.1.4. Calismada Kullamilan Besiyerleri ve Cozeltiler

3.1.4.1. Tripton soya agari

Besiyeri hazirlanirken 11.1 g tripton soya agar (Merck, Almanya) 300 mL distile suda
cozildi. Otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edilen besiyeri steril petrilere dokiildii.

Bakterilerin aktiflestirilmesinde ve klonlama ¢alismalarinda kullanild.

3.1.4.2. Tripton soya broth

Besiyeri hazirlanirken 7.2 g tripton soya broth (Merck, Almanya) 300 mL distile suda
cozildi. Otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edilen besiyeri steril tiiplere dokiildii.

Calismada kompetan hiicreleri hazirlamada kullanilda.

3.1.4.3. AXI besiyeri

Onceden hazirlanmis TSA besiyeri 50 °C’ye kadar sogutuldu. Besiyeri igerisine, final
konsantrasyonu ampisilin (100 pg/mL), IPTG (1 mM)( Thermo Scientific, ABD), X-Gal (50
ug/ml)(Thermo Scientific, ABD) olacak sekilde ampisilin, IPTG ve X-Gal eklendi. Iyice
kanistirilarak steril petrilere dokiildii. Mavi-beyaz koloniler igin segici besiyeri olarak

kullanildi.

3.1.4.4. Brain heart (Infusion) agar
Besiyeri hazirlanirken 4,7 g brain heart (Infusion) agar (OXOID, ABD) 100 mL distile

suda ¢oziildii. Otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edilen besiyeri steril tiiplere dokiildii.
Calismada MRSA suslarini kiiltiirlemede kullanildi.
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3.1.4.5. Brain heart (Infusion) broth

Besiyeri hazirlanirken 3.7 g 2.1.1.1. brain heart (Infusion) broth (OXOID, ABD) 100
mL distile suda ¢oziildii. Otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edilen besiyeri steril tiiplere
dokiildii. Calismada MRSA suslarini kiltiirlemede kullanildi.

3.1.4.6. Skim milk powder

Skim milk powder (OXOID, ABD) distile su igerisinde %]10’luk bir karisgim
hazirlandi. Hazirlanan ¢ozelti taze siit ile esdegerdir ve ¢ozelti 110°C'de 5 dakika siireyle

otoklavlama yoluyla sterilizasyon ger¢eklestirildi.

3.1.4.7. Agaroz jel elektroforezi

Agaroz jeli hazirlanmasinda, Tris (BioShop, Kanada, 45 mM), Borik asit(BioShop,
Kanada, 45 mM), EDTA (Merck, Almanya, 1 mM) soliisyonu (0.5x TBE) igerisine gerekli
yiizdeye gore agaroz(GeneDirex, Amerika) tartilip eklendi ve mikrodalgada 1sitildi. Agaroz
sollisyon i¢inde tamamen ¢o6zlindiikten sonra yaklasik 50 °C’ye kadar sogutularak igine
SafeView eklenip jel kasetine dokiildii. Katilasan jel i¢inde 0.5x TBE olan elektroforez
tankina koyuldu. Yiiklenen amplikonlar 100 volt, 100 mA akimda 30 dakika yiiriittildii.

3.1.5. Cahismada Kullamlan Enzimler

3.1.5.1. Taq polimeraz

100 mM Tris-HCI (pH 8.8 at 25°C), 500 mM KCl, 0.8% (v/v) Nonidet P40, 25 mM

I\/IgCIZ, 10 mM deoksiniikleotid trifosfat (ANTP) set (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), Tag DNA
Polymerase, 5 U/uL (Thermo Scientific™) kullanildi.
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3.1.5.2. Restriksiyon enzimleri

FastDigest Hindlll, FastDigest EcoRIl ve FastDigest Xhol (Thermo Scientific™)

enzimleri FastDigest buffer ile kullanildi.

3.1.5.3. Modifikasyon enzimleri

T4 DNA Polymerase, 5 U/uL(Thermo Scientific™) enzimi 5X reaksiyon tamponu

(335 mM Tris-HCI (pH 8.8 at 25 °C), 33 mM MgCly, 5 mM DTT, 84 mM (NH4)2S04) ile

kullanildi.

T4 Polynucleotide Kinase (T4 PNK), 10 U/uL (Thermo Scientific™) enzimi 10X

reaksiyon tamponu A (500 mM Tris-HCI (pH 7.6 at 25 °C), 100 mM MgClz, 50 mM DTT, 1

mM spermidine) ve 10 Mm ATP (Adenozin trifosfat) ile kullanildi.

3.1.5.4. Fragmantasyon enzimi

NEBNext® dsDNA Fragmentase® enzimi 10X NEBNext dsDNA Fragmentase

Reaction Buffer ile kullanildi.

3.1.6. Calismada Kullamlan Programlar

Vektor konstriiksiyonlarinin olusturulmasinda Snapgene programi kullanilmistir.
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3.2. Yontem

3.2.1. pRTA Vektoriiniin Olusturulmasi

3.2.1.1. pRTA vektoriiniin olusturulmasinda kullamlacak olan vektoriin omurgasinin

eldesi

pRTA vektoriiniin konstriikksiyonu geleneksel restriksiyon yontemleriyle vektor
dizaynindan farklidir. Olusturulacak vektdr omurgast PCR yoluyla elde edildi (Salih ve ark.,
2020). Omurganin olusturulmasinda pUC19 vektoriinden faydalanildi. pUC19 vektoriiniin
izolasyonu Presto™ Mini Plasmid Kiti ile iireticinin talimatlar1 dogrultusunda gergeklestirildi.
Vektér omurgasinin olusturulmasi i¢in pUC19 vektorii lacZ geni bitiminden itibaren bu
calismada tasarlanmig olan VpRTAF-Xhol & VpRTAR primer ¢ifti (Tablo 1) kullanilarak
cogaltildi. VPRTAF-Xhol primerinin 5’ ucuna Xhol kesim bdlgesi eklenerek tasarlandi. PCR
Tablo 2’de verilen igerik ve konsantrasyonlarda ve Tablo 3’de verilen kosullarda
gerceklestirildi. PCR firtinleri 1%’lik agaroz jelde yiiriitiildii ve GenepHlow™ PCR Cleanup
Kiti ile saflastirildi. Primerlerin pUC19 vektoriindeki lokasyonlari Sekil 8a’da ve olusan
omurga Sekil 8b’de gosterildi.
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Sekil 8. pRTA vektor omurgasi olusturmak i¢in kullanilan primerlerin ismi, lokasyonlar1 ve

olusan amplikon. 8a’da primerlerin ismi ve lokasyonlari, 8b’de bu primerlerle kurulan

PCR’dan elde edilen amplikon gosterilmektedir.

Tablo 1. Calismada kullanilan primerler ve sekanslari

Primer Ad1 Sekansi Referans
VpRTAF-xhol 5>-TGACCTCGAGTAAGCCAGCCCCGACACC -3’ Bu ¢alisma
VpRTAR 5> -~ ACTATGCGGCATCAGAGCAG - 3 Bu ¢alisma
Sense iplik 5~ AGCTGTACCTCCTTAGCTAGCATTATATATATA Bu ¢alisma

TATATATATATTGTCAACTCGAG-3’
Antisense iplik 5’CTCGAGTTGACAATATATATATATATATATATAATGC Bu galisma
TAGCTAAGGAGGTACAGCT -3
AACAPHFE 5° ~ATGCGAATTCATGAATATAGTTGAAAATG-3’ Bu ¢alisma
AACAPHRH 5’GTACAAGCTTTCAATCTTTATAAGTCCTTT -3’ Bu ¢alisma
ampPR 5> —~GAATACTCATACTCTTCCTTTTTC -3’ Bu ¢alisma
PRTA-F 5> -~ GGTACCGAGCTCGAATTCAC -3 Bu ¢alisma
pPRTA-R 5> -~ GGATCCTCTAGAGTCGACCT -3 Bu ¢alisma
M13F 5° -GTAAAACGACGGCCAGT- 3’ Vieira ve ark.
M13R 5-GAGCGGATAACAATTTCACACAGG- 3’ Vieira ve ark.
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Tablo 2. PCR islemine ait reaksiyon bilesenleri ve mastermiksin hazirlanma oranlari

Malzeme (Konsantrasyon) istenen Son Konsantrasyon 1 6rnek icin (ul)
Deionize steril su 41,3 ul
Buffer with MgCl, (10X) 1X 5

dNTP (10 mM) 0,2mM 1
Primer-F (100 pmol) 0,4 pmol 0,2
Primer-R (100 pmol) 0,4 pmol 0,2

Tag Polimeraz (5 U) 0,3 /50 ul 0,3

DNA 2
TOPLAM 50

Tablo 3. Calismadaki PCR islemlerine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami

PCR Dongiisii Sicaklik (°C) Siire (dk) Dongii
Ik denatiirasyon 94 4 1
Denatiirasyon 94 0,5
Baglanma 55 0,5 35
Uzama 72 15
Son uzama 72 6 1

3.2.1.2. pRTA vektoriiniin promotor-ribozomal baglanma sekansinmin dizaym ve eldesi

pUC19 vektdriinde insert igin yalnizca lacZ yoniinde promotdr mevcuttur. Insert ters
oryantasyonda oldugunda ekspresyon gerceklesememektedir. Her iki yonde de insertin
ekspresyonunu saglamak i¢in hem sense hem de anti-sense yoOniinde promotér olmasi
diistiniildii ve bu amagla anti-sense yone de promotor ve RBS eklenmesine karar verildi. Bu
amagcla alternatif promotor ve ribozomal baglanma sekansi (prom-RBS) http://parts.igem.org
adresinden faydanilarak tasarlandi ( Tablo 1, Sekil 9). Dizayn edilen promotor konstitiitif bir
E. coli promotoriidiir. Dizayn edilen sekansin oryantasyonunu belirlemek amaciyla promotor
sekans1 oncesine Xhol kesim bolgesi eklendi. Belirlenen 56 baz ¢iftlik sekansin sense ve anti-
sense iplikleri oligontikleotid olarak sentezlettirildi ve bu sekanslar Tablo 1°de verildi. Her bir
oligoniikleotid finalde 10 pmol olacak sekilde diliisyon gergeklestirildi. Seyreltilmis
oligolardan 10’ar pl bir tlip igerisine alinarak 94°C’de 5 dakika boyunca inkibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonrasi oda sicakliginda sofumaya birakilan 20 pl’lik &rnekten 5 pl
aliarak 2%’lik agaroz jelde yiirtitiildii.
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Sekil 9. Dizayn edilen promotdr ve RBS sekansi

3.2.1.3. pPRTA-omurga ve prom-RBS cift iplikli oligoniikleotidinin restriksiyon enzimi ile

kesimi

PCR yontemiyle ¢ogaltilan pRTA omurgasi ve sentezlettirilen promot6r-RBS ¢ift
iplikli oligoniikleotidi ayr1 tiiplerde restriksiyona tabi tutuldu. Bu amagla 10 ul DNA, 7 ul
distile su, 2 pl 10X FastDigest tamponu ve 1 pl FastDigest Xhol enzimi kullanilarak
reaksiyon kuruldu ve 37°C’de 30 dakika boyunca inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda her bir
ornekten 5’er ul alinarak agaroz jelde goriintiileme yapildi. Kalan 15 pl {irtine 85 ul distile su
eklenerek 100 pl’ye tamamlandi ve iizerine 1:1 hacimsel orani saglayacak sekilde 100 pl
Fenol-Kloroform-izoamilalkol (25:24:1) eklendi. Sonrasinda hafifce vortekslenerek ve 13000
rpm’de 5 dakika +4°C’de santrifiijlendi. Ust fazlar yeni bir ependorfa alinarak birlestirildi ve
10:1 hacimsel orani saglayacak sekilde 20 pul 3 M Sodyum Asetat (pH:5.2) eklenip
karistirildiktan sonra 1:1 hacimsel orani saglayacak sekilde 200 ul %100’lik isopropanol
eklenerek karistirildiktan sonra -20 °C’de 30 dakika bekletildi. inkiibasyondan sonra 30
dakika boyunca 15 000 rpm’de +4 °C’de santrifiijlendi. Supernatant atilarak pellet iizerine
400 ul %70’lik etanol eklendi ve 5 dakika 15 000 rpm’de +4 °C’de santrifiijlendi. Supernatant

atilip pellet kurutulduktan sonra 17 pl distile su ile ¢oziildii.

3.2.1.4. Saflastirilmus restriksiyon iiriinlerinin ligasyonu
Ligasyon reaksiyonu igin 17 pl restriksiyon iirlinlerinin tizerine 2 pul 10X T4 DNA

ligaz tamponu ve 1 ul T4 DNA Ligaz (5 U/uL) eklendi ve gece boyu 22°C’de inkiibe edildi.
Ertesi giin, T4 DNA ligazin inaktivasyonu i¢in ligand 65°C’de 10 dakika inkiibe edildi.
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3.2.15. Ligandim E. coli DH10B susuna transformasyonu, pRTA vektoriiniin

olusumunun dogrulanmasi

Oncelikle, E. coli DH10B susu kompetan hale getirildi. Bunun i¢in Sambrook’un
CaCl2’lii kimyasal transformasyon yontemi kullanildi (Sambrook ve ark, 2001). DH10B
susunun TSA’ya ekimi gerceklestirildi ve 37°C’de gecelik inkiibasyona birakildi. Ertesi giin,
TSA’da biiyliyen bakterilerden tek koloni alindi ve 10 ml TSB besiyerine ekilerek gecelik
inkiibasyona birakildi. Ertesi giin, 10 ml besiyeri igerisinden 1 ml alinarak 50 ml TSB
besiyerine ekimi gergeklestirildi. Hiicrelerin logaritmik biiyiime (log) fazina ulagsmasi igin
yaklasik 3 saat boyunca 37°C’de inkiibe edildi. Log fazina ulasmig DH10B kiiltiirii 25 dakika
boyunca buzda bekletildi ve bu siire sonunda 5000 rpm’de 10 dakika +4°C’de santrifiijlendi.
Supernatant atildt ve 10 ml su ile resiispansiyon yapildi. Tekrar su ile yikama
gerceklestirildikten sonra, elde edilen pellet 10 ml 10%’luk gliserollii su ile resiispansiyon
yapildi ve 5000 rpm’de 10 dakika +4°C’de santrifiijlendi. Supernatant atild1 ve 30 ml 80 mM
MgCI2-20 mM CaCl2 soliisyonu ile resiispansiyon yapildi. Sonrasinda, 5000 rpm’de 10
dakika +4°C’de santrifiijlendi. Pellet 1 ml 0.1 M’lik CaCl2 ¢ozeltisinde resiispansiyon yapildi
ve 100’er pul olacak sekilde eppendorflara dagiltildi. 100 ul kompetan hiicre tizerine 10 pl
ligand eklendi ve karistirildi. Kompetan hiicre-ligand karisgimi 20 dakika boyunca buzda
bekletildi. Sonrasinda, 1 dakika boyunca 42 °C’de tutuldu ve sonrasinda hemen buza alinip 2
dakika boyunca buzda bekletildi. 1000 pl sivi besiyeri eklenip 37 "C’de 240 rpm’de
calkalanarak bir saat boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi, kiiltiirden 200 ul almarak
100 pg/ml ampisilin, 1 mM izopropil-p-D-tiyogalaktopiranozit (IPTG) ve 50 pg/ml 5-bromo-
4-kloro-3-indolil--D-galaktosidaz (X-gal) olan TSA besiyerine ekim yapildi. Gece boyu
37°C’de inkiibasyona birakildi. Ertesi giin, biiyliyen mavi kolonilerden rastgele 16 koloni
se¢ildi. Secilen kolonilere Tablo 1°de verilen ampPR&M13R primer ¢ifti ile koloni PCR
kuruldu. Prom-RBS sekansinin yerlestigini gozlemlemek amaci ile ayni primer cifti
kullanilarak pUC19 plazmidi ile de PCR kuruldu ve amplikonlar 2%’lik agaroz jelde
yuriitildii. Prom-RBS sekansinin yerlesmesi durumunda pRTA vektoriinden elde edilen
amplikonun pUCI19 vektoriinden elde edilen amplikondan 56 bp daha biiyiik olmasi
beklenmekteydi. Bu kosulu saglayan 2 amplikonun g¢ogaltildigi plazmidler pRTA vektor
aday1 olarak belirlendi ve sonraki adimda kullanilda.

PCR yontemi ile belirlenen aday pRTA vektorlerini i¢eren kolonilerden ve pUC19
vektoriinii igeren E. coli DH10B’den sivi besiyerine ekim yapildi ve plazmid izolasyonu

gerceklestirildi. pPRTA vektoriiniin hem Xhol hem HindIII enzim kesim bdolgelerini igermesi
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ve kesilmesi ile 363 bp ve 2380 bp’lik bant olusturmasi gerekmektedir. pUC19 vektoriiniin ise
HindIIT enzim kesim bolgesi tasiyip Xhol enzim kesim bolgesi tasimamasi sebebiyle 2686
bp’lik bant olusturmasi gerekmektedir. pRTA ve pUC19 plazmidleri Xhol ve Hindlll
restriksiyon enzimleri ile kesilmis ve 2%’lik agaroz jelde yiiriitiilmiistiir. pRTA vektoriiniin

dogrulanmasi ikili kesimden sonra 363 bp ve 2380 bp olmak tizere 2 bant olusturmasiyla olur.

3.2.1.6. pRTA vektoriinde bulunan prom-RBS sekansinin etkinliginin test edilmesi

Gentamisin direng geni bulunduran MRSA S. aureus ADUI susu 10 pg/ml gentamisin
iceren BHA besiyerine ekilmis ve gecelik inkiibasyona birakildi. Ertesi giin, birka¢ koloni
pipet ucu ile alinarak 1 ml saf su igerisinde homojenize edildi. Ardindan, 6rnek 13000 rpm’de
5 dakika boyunca santrifiijlendi. Supernatantin uzaklastirilmasi sonrasi, pellet 100 ul
EasyDNA (RTech sirketi, Tiirkiye) soliisyonu igerisinde ¢oziildii. Homojenize edilmis 6rnek
56°C’de 30 dakika boyunca inkiibe edildi ve siire bitiminden sonra vortekslendi. Sonrasinda,
100°C’de 8 dakikalik inkiibasyon sonrasi oda sicakligina getirildikten sonra vortekslendi ve
13000 rpm’de 3 dakika santrifiijlenerek PCR reaksiyonunda kullanilmak iizere hazir hale
getirildi.

Gentamisin direng geni aac(6')-aph(2')’1 ¢ogaltmak igin tasarlanan primer sekanslari
genbankasindan AP003367.1°deki gen sekansina uygun olarak belirlendi. Bu asamada Tablo
I’de verilen AACAPHFE&AACAPHRH primer ¢ifti kullanilarak Tablo 2 ve 3’teki
kosullarda PCR gergeklestirildi. Primer g¢iftine, pUC19’daki lac promotdriine gore ters
oryantasyonun ve bu calismada dizayn edilen promotore gore dogru oryantasyonun
saglanacagl enzim kesim bolgeleri eklendi. Bunlar forward primerde EcoRI enzim sekansi ve
revers primerde Hindlll enzim sekansi olacak sekilde tasarlandi. AACAPHFE forward
primeri genin ATG kodonundan baslayacak sekilde dizayn edilip akis yukarida bulunan
promotdr ve RBS sekansi ¢ogaltilmadi.

Aday pRTA vektorlerinin ve pUC19 vektoriiniin izolasyonu 3.2.1.1.°deki yOntemle
gerceklestirildi. Aday pRTA vektorleri, pUC19 vektorii ve aac(6')-aph(2') fragmani igin ¢ift
enzimle ayr1 ayri restriksiyon kuruldu. Reaksiyon ig¢in 10 pl DNA, 6 pl molekiiler su, 2 pl
FastDigest tamponu, 1 pl FastDigest HindIIl ve 1 pl FastDigest EcoRI enzimi kullanildi.
Reaksiyon 37°C’de 30 dakika boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda her bir &rnekten
5’er pl alimarak agaroz jelde goriintilleme yapildi. Kalan triinler igin 3.2.1.3.’teki Fenol-

Kloroform-izoamilalkol (25:24:1) yontemi ile saflastirma gerceklestirildi. Saflastirmanin
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ardindan, 3.2.1.4.’teki yontemle ligasyon gergeklestirildi ve 3.2.1.5.teki yontemle ligandin E.
coli DH10B susuna transformayonu gergeklestirildi. Aday pRTA vektorlerinin igeren
transformantlar 100 pg/ml ampisilin, 10 pg/ml gentamisin, 1 mM IPTG ve 50 pg/ml X-gal
iceren TSA besiyerine ekildi ve gecelik inkiibasyona birakildi. Ertesi giin, cogalan kolonilere
gentamisin direng geni ic¢in dizayn edilen primerlerle koloni PCR gerceklestirildi ve
amplikonlar 1%’lik agaroz jelde yiiriitiildii. pUC19 vektoriinii iceren transformantlar ise 100
ug/ml ampisilin, 1 mM IPTG ve 50 pg/ml X-gal igeren TSA besiyerine ekilmistir ve gecelik
inkiibasyona birakildi. Ertesi giin, cogalan 8 koloniye gentamisin direng geni igin dizayn
edilen primerlerle koloni PCR yapild1 ve amplikonlar 1%’lik agaroz jelde yiiriitildi.

3.2.1.7. pRTA vektoriinde prom-RBS varhiginin sekans analizi ile dogrulanmasi

3.2.1.6’da elde edilen pRTA vektoriine yerlestirilmis Prom-RBS’nin islevselliginin
dogrulanmis oldugu kolonilere Tablo 1°de verilen ampPR&M13R primer ¢ifti ile koloni PCR
yapildi. Prom-RBS sekansini iceren amplikon sekanslatildi ve BLAST uygulamasinda

yerlestirilmesi hedeflenen prom-RBS sekansi ile karsilastirildi.

3.2.2. Modifiye TA Yontemi ile pRTA Vektoriine Antibiyotik Diren¢ Geni Klonlanmasi

3.2.2.1. Eritromisin direncine sahip S. aureus ADU2 susundan DNA izolasyonu

Calismada kullanilan MRSA ADU2 susunun fenotipik olarak eritromisin direncine
sahip oldugu bilinmektedir. 200 pg/ml eritromisin igeren TSA besiyerine ADU2 susunun
ekimi yapildi ve gecelik inkiibasyona birakildi. Ertesi giin antibiyotikli 10 ml besiyerine tek
koloni ekim yapilip gecelik inkiibasyona birakildi. Ertesi giin, Bakteri genomik DNA
izolasyon Kiti (Genemark) tiretici firmanin direktifleri dogrultusunda kullanilarak genomik
DNA izolasyonu gergeklestirildi. Gecelik bakteri kiilttirii (10 ml) 5000 rpm hizda 2 dakika
boyunca santrifiij edildi ve supernatant uzaklastirildi. Pellet -80°C’de 5 dakika boyunca
bekletildikten sonra 37°C’de 2 dakika bekletildi. Ardindan, pellet 180 pl lizozim+lizostafin
sollisyonu i¢erisinde ¢6ziildii ve 30 dakika boyunca 37°C’de inkiibe edildi. Sonrasinda, 200 ul
ekstraksiyon soliisyonu eklendi. Proteinaz K soliisyonundan 20 ul eklendikten sonra

vortekslendi ve 56°C’de 1 saat inkiibe edildi. Ornek 13000 rpm’de 5 dakika boyunca
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santrifiijlendi. Supernatant yeni bir santrifiij tiipiine aktarildi. Uzerine 4 ul RNAz eklenip oda
sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi. Ardindan, 200 pl baglanma soliisyonu eklendi ve
karistirildi. Ornek 70°C’de 10 dakika boyunca inkiibe edildi. Uzerine 200 pl etanol eklendi ve
karistirildiktan sonra kolona aktarildi. Sonra, 13000 rpm’de 1 dakika boyunca santrifiij
yapildiktan sonra filtrat uzaklastirildi ve kolona 300 ul baglanma soliisyonu eklenerek tekrar
13000 rpm’de 1 dakika santrifiij ger¢eklestirildi. Filtrat uzaklastirildiktan sonra 700 pl yikama
sollisyonu eklendi ve santrifiij islemi tekrarlandi. Yikama islemi bir kez daha gergeklestirildi.
Filtrat uzaklagtirildiktan sonra 13000 rpm’de 5 dakika santrifiij yapildi. Kolon yeni bir tiipe
alind1 ve 100 pl molekiiler su ile eliisyon gerceklestirildi. Elde edilen genomik DNA 1%’lik
agaroz jelde yiiriitildii.

3.2.2.2. Genomik DNA’nin fragmentaz enzimi ile parcalanmasi

DNA’y1 spesifik olmayan bolgelerden keserek fragmente eden NEBNext® dsDNA
Fragmentase enzimi farkli siirelerde DNA ile inkiibe edilerek hedeflenen fragman boyut
araligini saglayan stire belirlendi ve 4 dakika inkiibasyonun istenilen boydaki fragmanlar elde
etmek i¢in uygun oldugu saptandi. 10 pl genomik DNA, 2 pl 10X Fragmentase reaksiyon
tamponu, 2 ul fragmentaz enzimi ve 6 pl molekiiler su kullanilarak reaksiyon kuruldu ve
37°C’de 4 dakika boyunca inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan 5 ul alinarak 1%/’lik agaroz
jelde yiiriitiildii. Kalan &rnek derhal 3.2.1.3.’teki Fenol-Kloroform-izoamilalkol (25:24:1)

yontemi ile saflastirma gerceklestirildi ve pellet 16 ul molekiiler su ile ¢oziildii.

3.2.2.3. DNA fragmanlarinin 5’ ve 3’ uclarinin kiitlestirilmesi

Fragmantasyon sonucunda olusan fragmanlarin uglarn kiit, 3° veya 5° uzantili
olabilmektedir. DNA uglarim kiitlestirmek amaci ile T4 DNA polimeraz enzimi ile reaksiyon
kuruldu. 16 pul DNA fragmanlari tizerine 4 ul 5X reaksiyon tamponu, 1 pl 8 mM dNTP miksi
ve 1 ul T4 DNA polimeraz enzimi (1 unite) eklenerek reaksiyon kuruldu ve 5 dakika boyunca
23°C’de inkiibe edildi. Ardindan, 3.2.1.3.teki Fenol-Kloroform-izoamilalkol (25:24:1)

yontemi ile saflastirma gerceklestirildi ve pellet 50 ul molekiiler su ile ¢oziildii.
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3.2.2.4. DNA fragmanlarmin 3’ ucuna terminal deoksiniikleotidil transferaz enzimi ile
ddTTP eklenmesi

52 pl uclan kiitlestirilmis DNA fragmani alinmis ve lizerine 15 ul 5X reaksiyon
tamponu, 4 pl 1 mM ddTTP ve 6 pl Terminal Deoksiniikleotidil Transferaz (20 iinite/ ul)
enzimi eklendi ve 37°C’de 2 saat inkiibasyon ile gerceklestirildi. Ardindan, 3.2.1.3.’teki
fenol-Kloroform-izoamilalkol (25:24:1) yontemi ile saflastirma gergeklestirildi ve pellet 10 pl

molekiiler su ile ¢ozildii.

3.2.2.5. pRTA vektoriinden PCR yolu ile AT vektorii olusturulmasi

Ticari olarak satilan TA vektorlerinde PCR sonucu elde edilen amplikonda uzantilarin
adenin olmasindan yararlanilarak vektorlerde timin uzantist olusturulur. Bu calismada
olusturdugumuz vektorde ise vektdor PCR ile elde edildigi i¢in adenin uzantisi icermektedir.
Bu nedenle, vektor TA vektorii degil AT vektorii olarak isimlendirildi. Tablo 1°de verilen
PRTA-F & pRTA-R primer ¢ifti T4 Poliniikletid Kinaz (Thermo Scientific™) ile T4
Poliniikleotid Kinaz ile fosforlandi. Reaksiyon igin 2 pl 10 pmol pRTA-F primeri, 2 pl 10
pmol pRTA-R primeri, 3 ul ATP, 3 ul 10X A reaksiyon tamponu, 1 T4 PNK enzimi ve 19 pl
su karistirildi ve 30 dakika 37°C’de inkiibe edildi. Ardindan, fenol-Kloroform-izoamilalkol
(25:24:1) yontemi ile saflastirma gergeklestirildi ve pellet 10 pl molekiiler su ile ¢oziildii.
pRTA vektoriiniin tamami bu primer ¢ifti ile Taq polimeraz enzimi kullanilarak ¢ogaltildi ve
vektor olarak kullanima hazir hale getirildi. pRTA vektoriinden AT vektorii olugturmak igin
kullanilan primerlerin lokasyonu Sekil 10a’da ve olusan AT vektori ise Sekil 10b’de
gosterildi. Taq polimeraz enziminin kullanilmasi ile ¢ogaltilan vektér 3° ucunda tek adenin
niikleotidini bulunduracak sekilde elde edildi. PCR fiiriinleri GenepHlow™ PCR Cleanup Kiti
ile saflastirildi.
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Sekil 10. AT vektorii olusturulmakta kullanilan primerlerin pRTA vektorii tizerinde
lokasyonu ve olusan AT vektorii. a'da AT vektoriinii olusturmakta kullanilan forward ve
revers primerlerin lokasyonu ve amplifikasyon yonii gosterilmektedir. b’de 3’ ucunda tek

adenin bazi bulunduran AT vektori gosterilmektedir.

3.2.2.6. Eritromisin direng geninin klonlanmasi

10 pul fragmante genomik DNA, 7 ul AT vektorii, 2 ul 10X T4 DNA ligaz tamponu ve
1 ul T4 DNA Ligaz (5 U/uL) eklendi ve gece boyu 22°C’de inkiibe edildi. Ertesi giin, T4
DNA ligazin inaktivasyonu i¢in ligand 65°C’de 10 dakika inkiibe edildi. Ligandin 3.2.1.6.
"deki yontemle E. coli DH10B susuna transformasyonu gergeklestirildi. Tranformantlarin 100
pug/ml ampisilin, 200 pg/ml eritromisin, 1 MM IPTG ve 50 pg/ml X-gal igeren TSA
besiyerlerine ekimi yapildi. Ertesi giin gogalan kolonilere M13F&MI13R primer cifti ile
koloni PCR yapild1 ve iirlinler agaroz jelde yiiriitiildii. Bant elde edilen kolonilerden Presto™
Mini Plasmid Kiti ile plazmid izolasyonu gerceklestirildi ve klonlanan DNA fragmaninin
boyutunu belirleme amaciyla EcoRI ve HindIIl enzimleri kullanilarak 3.2.1.3.’deki yontemle
restriksiyon reaksiyonu gergeklestirildi ve iiriinden 5 pl 1%/’lik agaroz jelde yiiriitiildii. Insert
M13F&M13R primer ¢ifti ile PCR yontemiyle ¢ogaltildi ve amplikonunun sekans analizi
Medsantek firmas1 (Istanbul) tarafindan yapildi. Sekans nucleotide-nucleotide BLAST
programi analiz edildi.
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4. BULGULAR

4.1. pRTA Vektoriiniin Olusturulmasi

4.1.1. pRTA Vektoriiniin Olusturulmasinda Kullanilacak Olan Vektoriin Omurgasinin
Eldesi

pUC19 vektori kullanilarak dizayn edilen pRTA vektorii VPRTAF-xhol & VpRTAR
primer c¢ifti ile invers PCR yoluyla lacZ bitiminden itibaren belirtilen kosullarda ¢ogaltildu.
Toplam 2686 bp amplikonun 1%’de agaroz jeldeki goriintiisii Resim 1’de lambda-Pstl

markeri esliginde gosterildi.

Resim 1. PCR ile ¢ogaltilan 2696 bazlik pRTA vektér omurgasi. 1 numarali kuyuda dizayn
edilen spesifik primerlerle pUC19 vektoriinden ¢ogaltilan pRTA vektor omurgasi
gosterilmistir. pRTA vektor omurgast 2696 bp’lik bant olusturmaktadir. M: Lambda-Ptl

marker, 1: pRTA vektér omurgast.
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4.1.2. pRTA Vektoriiniin Olusturulmasinda Kullamlacak Olan Promeotor-Ribozomal

Baglanma Fragmaninin Olusturulmasi

http://parts.igem.org adresinden faydalanilarak dizayn edilen promotor-RBS sekansina
uygun tek iplikli oligoniikletidler uygun kosullarda inkiibe edildikten sonra 56 bp’lik
promot6r-RBS ¢ift iplikli DNA elde edildi. Elde edilen fragman 100bp Opti-DNA Marker
(abm, G016) ile birlikte 2%’lik jelde yiiriitiildii ve 56 bp’lik bant goriintiilendi (Resim 2).

100 bp

50 bp 56 bp

Resim 2. Prom-RBS sekansimin cift iplikli DNA’s1. Inkiibasyon yoluyla c¢ift iplikli DNA
haline getirilen prom-RBS fragmani. Oligoniikleotid olarak ayri ayri iplikler halinde
sentezlettirilen prom-RBS DNA dizisi 95°C’de birlikte inkiibe edilmelerinin ardindan olmasi
gereken 56 bp’lik bant jelde gozlendi. M: 100bp Opti-DNA Marker, 1: Cift iplikli Prom-RBS
DNA’s1.
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4.1.3. pRTA Vektor Adaylarimmin Secilmesi

pRTA omurga amplikonu ve promotor-RBS ¢ift iplikli DNA’sinin restriksiyon ve
ardindan ligasyon reaksiyonu sonucunda elde edilen ligand E. coli DH10B susuna transforme
edildi ve secici AXI besiyerine ekim yapildi. Ertesi giin petride mavi kolonilerin olusumu
gozlendi. Olusan mavi kolonilerden rasgele 16 koloni segildi ve ampPR&M13R primer ¢ifti
ile belirtilen kosullarda koloni PCR kuruldu. Bu reaksiyonda kontrol olarak pUC19 vektorii
kullanildi. pRTA vektoriiniin olusmasi durumunda amplikonun 767 bp’lik boyutta olmast,
pUC19’dan elde edilen amplikonun ise 711 bp’lik boyutta olmasi yani 2 amplikon arasinda
56 bp’lik boyut farki olmasi gerekmektedir. Resim 3’te 3 ve 4 numarali amplikonlarin 767
bp’lik boyutta oldugu ve pUC19 amplikonunun 711 bp’lik boyutta oldugu ve aralarinda
yaklasik 56 bp’lik fark oldugu jelde gosterildi. 3 ve 4 numarali 6rneklerin ait oldugu koloniler
aday pRTA vektorlerini igermektedir ve sonraki adimda bu vektorleri iceren suslar kullanildi.
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Resim 3. pRTA vektor adaylarinin ve pUC19 vektoriiniin ampPR&MI13R primer ¢ifti ile
kurulan PCR amplikonlari. 3 ve 4. kuyucuktaki bantlarin beklenen 767 bp’lik boyutta ve
pUC19 amplikonunun beklenen 711 bp’lik boyutta oldugu ve aralarinda yaklasik 56 bp’lik
fark oldugu goriilmektedir. M: GeneRuler™ 100bp Plus DNA Marker, P: pUC19 amplikonu,
1-16 aday pRTA amplikonlari.

Aday vektorler ve pUC19 plazmidi izole edildikten sonra Xhol ve Hindlll enzimleri
ile kesildi ve restriksiyon liriinleri Resim 4’te gosterildi. Aday vektorlerin hem Xhol hem de
HindIII kesim bolgesini icermesi sebebiyle restriksiyon sonucunda 362 bp’lik ve 2380 bp’lik
2 bant olugmustur. Bu restriksiyonlarda kismi kesim gerceklesmesi sebebiyle ayrica 2742
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bp’lik bant da olusmustur (Resim 4). pUC19 vektorii HindIII kesim boélgesini igerip Xhol
kesim bolgesini igermemesi nedeniyle tek bir yerden kesilmis ve 2686 bp’lik bant

olusturmustur. pRTA vektoriiniin haritas1 Sekil 11°de gosterilmistir.

2838 bp «
2140 bp +

339 bp

Resim 4. Aday pRTA plazmidleri ve pUC19 vektoriiniin Xhol&HindIII enzimleri ile kesimi.
1 ve 2 numarali kuyuda, vektorlerin kesim bdlgelerini bulundurduklart Xhol ve HindlIII
enzimleri ile kesildigi ve beklenen 362 bp ve 2380 bp’lik bantlari olusturdugu gozlendi.
Ayrica, bu kuyularda kismi kesim sebebiyle 2742 bp’lik bant goriilmektedir. P kuyusunda ise,
Xhol kesim bolgesini bulundurmayip HindIII kesim bolgesini bulunduran pUC19 vektoriiniin
HindIIl enzimi tarafindan kesildigi ve 2686 bp’lik bant olusturdugu gosterilmistir. M:
Lambda Pstl marker, P: pUC19 vektorii, 1 ve 2: Aday pRTA vektorleri.
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Sekil 11. pRTA vektor haritasi. Coklu klonlama bdlgesinde her iki yonden de ifadenin
saglanmasima imkan verecek promotdr-RBS sekansi yerlestirilmis pRTA vektorii sekilde

gosterilmektedir.

4.1.4. pRTA Vektoriine Yerlestirilen Prom-RBS Sekansimin Islevselliginin Dogrulanmasi
Dizayn edilen spesifik primerlerle gentamisin direncinden sorumlu aac(6')-aph(2")

geni pUC19 plazmidine gore ters oryantasyonda yerlestirilecek seklide primerler kullanilarak
cogaltildi ve PCR amplikonlar1 1%’lik agaroz jelde yiiriitiildii (Resim 5).
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1700 bp

1159 bp

Resim 5. aac(6')-aph(2") geninin PCR amplikonu. 1. kuyuda aac(6")-aph(2') genine spesifik
primerlerle kurulan PCR fdirtinleri gosterilmektedir. Bu kuyulardaki bant aac(6')-aph(2")
geninin 1440 bp’lik boyutu ile eslesmektedir. M: Lambda Pstl marker, 1: aac(6")-aph(2’)

amplikonu.

Aday pRTA vektorleri ve aac(6')-aph(2') amplikonunun EcoRI ve Hindlll enzimleri
ile restriksiyonu sonrasinda olusan tiriinler 1%’lik agaroz jelde yiiriitiildii ve Resim 6’da

gosterildi.
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Resim 6. pRTA vektor adaylari, pUC19 vektori ve aac(6')-aph(2') amplikonlarinin
EcoRI&HindIIl enzimleri ile restriksiyonu. Kuyulardaki vektér ve amplikonlar
EcoRI&HindlIII enzimleriyle kesilmistir. pRTA vektor adaylarindan yaklasik 2700 bp, pUC19
vektoriinden yaklasik 2640 bp’lik restriksiyon iiriinii olustu. aac(6')-aph(2') amplikonlarinin
kesimi ile beklenen 1440 bp’lik boyutta bant goriildii. 1 ve 3: pRTA vektor adaylari, 2 ve 4:
aac(6")-aph(2") amplikonu. M: Lambda Pstl marker.

Restriksiyonu gercgeklestirilmis aday pRTA vektorleri ve amplikonlar ligasyon
reaksiyonu sonrast E. coli DH10B susuna transforme edildi. Aday pRTA vektorlerini i¢eren
transformantlar 10 pg/ml gentamisin igeren AXI besiyerinde besiyerinde segildi.

10 ug/ml  gentamisin  iceren AXI  besiyerinde  biiyliyen  hiicrelere
AACAPHFE&AACAPHRH primerleri ile koloni PCR yapildi ve amplikonlar 1%’lik agaroz
jelde yiiriitiildii ve Resim 7’de gosterildi. Resim 7°de goriilen bantlar beklenen 1440 bp
boyutundadir.
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1700 bp
1159 bp

Resim 7. Klonlamanin gergeklestigi pRTA vektoriine aac(6')-aph(2')’e spesifik primerlerle
yapilan koloni PCR amplikonlari. 1-16 numarali kuyularda 10 pg/ml gentamisin igeren AXI
besiyerinde biiyliyen kolonilere aac(6')-aph(2')’e spesifik primerleriyle yapilmis koloni PCR
amplikonlar1 goriilmektedir. Bu amplikonlar beklenen 1440 bp boyutundadir. M: Lambda Pstl
marker, 1-16: Segici besiyerinde biiyiiyen kolonilere yapilan koloni PCR amplikonlart.

Koloni PCR ile dogrulanan kolonilerden biri segildi ve plazmid izolasyonu sonrasi
Hindlll ve EcoRI enzimleri ile kesildi. Restriksiyon tiriinii 1%’lik agaroz jelde yiiriitildii ve
resim 8’de yaklasik 2700 bp boyutunda pRTA vektorii ve 1440 bp boyutunda aac(6')-aph(2')
fragmani olmak tizere 2 bant olustu. aac(6')-aph(2') geninin pRTA vektoriine klonlanmasi ile
olusturulan konstriiksiyon Sekil 12’de gosterildi. Bu sekilde aac(6')-aph(2") geninin ifadesinin

calismada dizayn edilen prom-RBS sekansi ile sayesinde gerceklestigi gosterilmektedir.
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4749 bp
2556 bp
1700 bp
1159 bp

Resim 8. aac(6')-aph(2') gentamisin diren¢ geni klonlanmig pRTA vektoriiniin kesilmis ve
kesilmemis formu. 1 numarada vektor sirkiiler yapidadir ve farkli boyutlarda goriilmiistiir. 2
numarada insert olan aac(6")-aph(2') 1440 bp’lik bant ve pRTA vektorii 2742 bp’lik bant
olusturmustur. En {istteki bant ise kismi kesim sebebiyle olusmustur ve vektor ile insertin
boyutunun toplami (4182 bp) kadardir. M: Lambda Pstl marker, 1: pRTA- aac(6')-aph(2')

vektoriiniin kesilmemis formu, 2: pRTA- aac(6')-aph(2') vektoriiniin kesilmis formu.
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ac operator

PRTA-GENTA

4137 bp

Sekil 12. pRTA vektoriine yerlestirilen prom-RBS sekansinin islevselligini dogrulamak
amaciyla yapilan pRTA-aac(6')-aph(2') konstriiksiyonu.

4.1.5. pRTA-aac(6")-aph(2')de Prom-RBS Analizi

Nucleotide-nucleotide BLAST programi kullanilarak yapilan ikili karsilagtirmada
beklenen lokasyonda bire bir benzerlik bulundugu ve hedeflenen oryantasyonda yerlestigi
tespit edildi (Resim 9). Koloni PCR, plazmid restriksiyonu ve sekans yoluyla dogrulama
yapilan aday vektor asil vektor olarak belirlendi ve sonraki ¢alismalarda kullanildi. Ayrica, bu
vektorii igeren sustan skim milk ile stok alindi ve -80 °C’de saklandi. pRTA vektoriinii igeren

E. coli DH10B susunun AXI besiyerindeki goriintiisii resim 10’de gosterildi.
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Job Title BULENT_BOZDOGAN_VPRTA_YPUCI19R_ Filter Results

RID " i - d ,

G3TV4D42114  Searchexpires on 07-06 22-44pm  Download All ¥ Percent Identity
Program Blast 2 sequences  Citation v o
Query ID lcl|Query_27141 (dna)
Query Descr BULENT_BOZDOGAN_WPRTA_YPUCI19R_

Query Length 755

Subject ID lcl|Query_27143 (dna)
Subject Descr prom+RBS

Subject Length 56

Other reports MSA viewer @

Descriptions Graphic Summary Dot Plot

Alignment view | Pairwise v | [ ] cDsfeature @

1 sequences selected (7]

& Download v Graphics

prom+RBS
Sequence ID: Query_2T7143 Length: 56 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 50 Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand

102 bits{112) 6e-27 56,/56(100%) D;’EG(O%) Plus/Minus
e T T T Ty
Sbjct 56 AGCTGTACCTCCTTAGCTAGCATTA ATATATATATATATTGTCAACTCGAG 1

Resim 9. pRTA vektoriine yerlestirilmis olan prom-RBS’nin sekans analizi. Sekansa
gonderilmis 6rnek ve tasarlanmis olan prom-RBS sekansinin birbiriyle %100 uyumlu oldugu

ve hedeflenen oryantasyonda yerlestigi tespit edildi.
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Resim 10. pRTA vektoriinii i¢eren E. coli DH10B susunun AXI besiyerinde gorinimii.

4.2. pPRTA Amplikonuna Genomdan Antibiyotik Diren¢ Geni Klonlanmasi
Modifiye TA yonteminin is akist Sekil 13’te gosterilmektedir. pRTA vektoriinden

amplifiye edilmis AT vektoriine fragmante edilmis total DNA’dan antibiyotik direng geni

klonlanmasi gergeklestirilmektedir.
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Sekil 13. Modifiye TA yonteminin akisi.

4.2.1. Antibiyotik Direncine Sahip ADU2 Susundan Elde Edilen Genomik DNA’nin

Fragmantasyonu

MRSA ADU?2 susundan elde edilen genomik DNA 1%’lik agaroz jelde yiiriitiildi ve
elde edilen genomik DNA ve plazmid DNA’s1 oldugu diisiiniilen bant resim 11’de gosterildi.
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>»Genomik DNA

> Plazmid DNA ??

Resim 11. MRSA ADU2 susunun total DNA’s1. Total DNAda kromozomal DNA disinda
plamid yapisina benzer bir bant da goriilmektedir. 1 numarali kuyucukta eritromisin direncine
sahip MRSA ADU?2 susunun genomik DNA’s1 ve plazmid DNA’s1 oldugu diisiiniilen bir bant
goriilmektedir. M: Lambda Pstl marker. 1: MRSA ADU?2 susundan elde edilen genomik
DNA.

Fragmentaz enzimi ile fragmente edilen Genomik DNA’nin farkli boyutlarda dagilimi
(200-5000 bp) resim 12’de gosterildi.
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247 bp

Resim 12. MRSA ADU2 susunun genomik DNA’siin fragmantasyonu. 1 numarali kuyuda
ADU 2 susunun genomik DNA ve plazmid DNA’sinin fragmentaz enzimi ile par¢alanmis hali
gosterilmektedir. Fragmentlerin boyutlar1 200-5000 bp arasinda degismektedir. M: Lambda
Pstl marker, 1: MRSA ADU2 susunun fragmante genomik DNAsi.
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4.2.2. pRTA Vektoriiniin PCR ile Cogaltilmasi ve AT Vektoriiniin Olusturulmasi
pRTA vektorii dizayn edilen spesifik pPRTA-F&pPRTA-R primer c¢iftiyle ¢ogaltild1 ve

resim 13’te beklenen 2742 bp’lik boyutta bant goriildii. Bu amplikonlar AT vektorii olarak
kullanilda.

2556 bp

Resim 13. PCR ile c¢ogaltilmis AT vektorii. 1 numarali kuyuda dizayn edilen spesifik
primerlerle pRTA vektoriiniin tamami Taq polimeraz enzimi ile invers PCR yoluyla
cogaltilmistir ve AT vektorii elde edilmistir. AT vektorii DNA’nin 3’ uglarinda bir tane
adenin bazi bulundurmaktadir ve direk klonlamada kullanilabilmektedir. Bantin boyutu 2742
bp’dir. M: Lambda Pstl marker, 1: pRTA vektoriiniin dizayn edilen spesifik primerlerle

amplifikasyonu.
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4.2.3. AT Vektorii ve Fragmente DNA ile Antibiyotik Diren¢ Geni Klonlama

AT vektorii ve fragmente DNA ligand1 E. coli DHIOB susuna aktarildi. 200 pg/ml
eritromisin ve 100 pg/ml ampisilin igerikli TSA besiyerinde biiyliyen kolonilere
M13F&M13R primer ¢ifti ile uygun kosullarda koloni PCR yapildi. Koloni PCR sonucunda
yaklagik 1000 bp ve 1600 bp boyutlarinda bantlar elde edildi ve resim 14’te gosterildi.

1700 bp
1159 bp

Resim 14. Modifiye TA yontemi ile eritromisin direnci klonlanmis transformantlarin koloni
PCR amplikonlari. 1 numarali kuyudaki amplikon yaklasik 1000 bp’lik bant ve 2 numaral
kuyudaki amplikon yaklagik 1600 bp’lik bant olusturmustur. M: Lambda Pstl marker, 1:
Eritromisin diren¢ geni klonlanmis transformant 1’in koloni PCR amplikonu, 2: Eritromisin

diren¢ geni klonlanmis transformant 2’nin koloni PCR amplikonu.
Bu kolonilerden elde edilen plazmidlerin EcoRI ve Hindlll restriksiyon enzimleri ile

kesimi sonucunda, ilk plazmid yaklasik 1000 ve 2700 bp boyutlarinda 2 bant olustu ve kesilen
ikinci plazmid ise yaklasik 1600 ve 2700 bp boyutlarinda 2 bant olustu (Resim 15).
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2556 bp
1700 bp

1159 bp

Resim 15. Eritromisin direncine sahip ve koloni PCR ile insert boyutu belirlenmis klonlardan
izole edilen plazmidlerin EcoRI&HindIII enzimi ile kesilmemis ve kesilmis formu. Koloni
PCR yoluyla insert boyu belirlenmis 1. transformanttan izole edilen plazmidin kesilmemis
formu 1 numarali kuyuda ve EcoRI&HindIII enzimleri ile kesilmis formu 2 numarali kuyuda
gosterilmigtir. 1 numarali kuyuda vektor sirkiiler haldedir ve farkli boyutlarda goriilmektedir.
2 numarali kuyuda ise PCR’da 1000 bp’lik boyutta goriilen insert yine 1000 bp’lik bant olarak
ve vektor yaklasik 2700 bp’lik bant olarak gozlenmistir. Koloni PCR yoluyla insert boyutu
belirlenmis 2. transformanttan izole edilen plazmidin kesilmemis formu 3 numarali kuyuda ve
EcoRI&HindIII enzimleri ile kesilmis formu 4 numarali kuyuda gosterilmistir. 3 numarali
kuyuda vektor sirkiiler haldedir ve farkli boyutlarda goriilmektedir. 4 numarali kuyuda ise
PCR’da 1600 bp’lik boyutta goriilen insert yine 1600 bp’lik bant olarak ve vektdr yaklasik
2700 bp’lik bant olarak gozlenmistir. M: Lambda Pstl marker, 1: 1. transformanttan izole
edilen plazmidin kesilmemis formu, 2: 1. transformanttan izole edilen plazmidin kesilmis
formu, 3: 2. transformanttan izole edilen plazmidin kesilmemis formu, 4: 2. transformanttan

izole edilen plazmidin kesilmis formu.
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4.2.4. Klonlanan Eritromisin Diren¢ Geninin Sekans ile Dogrulanmasi

Gelistirilen modifiye TA yontemi ile klonlanan eritromisin direng genleri translated
nucleotide-protein (blastx) programi ile analiz edildi ve genlerin ermC direng geni oldugu
tespit edildi. Buna ek olarak yaklasik 1600 bp’lik insertin plazmid replikasyonu ile iligkili
RepL proteini oldugu tespit edildi (Resim 16). Boylece bu direng geninin plazmid ile tasindigi
Ogrenildi.

Conserved domains on [lcl|Query_23065) View |Standard Results v | @
BULENT_BOZDOGAN_PRTA-E2_M13-F_

Graphical summary (WP Tl rih el show extra options » "

1 125 p-1J s S0 625 %0 s 1000 1144
RF -1 R R R R
Non=-specific Rsvh
hits RenaflD
ksah
Superfanilies HTH superfanily | AdoMet_NTases superfanily

.

I Search for similar domain architectures | @ I Refine search | @

List of domain hits "
l Name Acoosslon Dmriptlon Interval E-value
- YXRT T = aye DNA 646-921 17806
pran105732 16-189  4.09e-06

TS 7 661930  3.34e-05
[HksgA  PRK14896  16Srib RNA methyltransf A‘ 691-921  1.05e-03

Resim 16. Gelistirilen modifiye TA yontemi ile klonlanan eritromisin direng genini tasiyan 2.
transformantin sekans analizi. Sekans analizine gore eritromisin direng¢ geni tespitinin yani
sira plazmid replikasyonu ile ilintili RepL proteini de eslesme gosterdi. Eritromisin direng

geninin plazmid {izerinde tasindig tespit edildi.
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5. TARTISMA

Antibiyotik direnci Diinya saglik Orgiitii tarafindan en 6nemli saglik problemleri
arasinda sayilmaktadir. Tiim mevcut antibiyotiklere direngli suslarla enfeksiyon olusmasi
artik nadir goriilen olaylar arasinda sayilmamaktadir. Diinya Saglik Orgiitii’ne gére (2019)
antibiyotiklere direncin gelismesi ve yayginlagsmasi yaninda yeni antibiyotiklerin de ilag
firmalar1 tarafindan gelistirilmemesi gelecekte direng sorununun daha da yayginlasacagini ve
onemli toplum sagligi problemi olacaginin gostergesidir.

Antibiyotikler pek c¢ok patojenin tedavisinde etkin sekilde kullanilmasinin yani sira
hayvancilik, bitki iiretimi ve su kiiltiirlinde enfeksiyon tedavisinde, enfeksiyonu 6nlemek ve
hayvanlarda biiyiimeyi tesvik etmek amaciyla da kullanilmaktadir. Ancak antibiyotiklerin
gereksiz ve yanlis kullanim1 mikroorganizmalarin antibiyotiklere tolerans kazanmalarina ve
diren¢ mekanizmalar1 gelistirmelerine neden olmakta ve dolayisiyla antibiyotiklere direngli
suslarin ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir. Buna ek olarak, antibiyotiklerin hem kulaniminin
yaygin olmasi hem de kullanimdan sonra genelde antibiyotiklerin etkinligini kaybetmis
metabolitlerine doniismemesi nedeniyle c¢evrede antibiyotik birikimine sebep olmaktadir.
Buna bagli olarak ¢evre mikroorganizmalari da antibiyotik diren¢ mekanizmasi gelistirmekte
ve antibiyotik diren¢ genleri cevrede bulunabilmektedir. Farkli habitatlarda bulunan
mikroorganizmalar arasinda diren¢ geni aktarilmakta ve yayilmaktadir (Stokes ve Gillings,
2011). Direng genleri tasiyan patojen olmayan organizmalarin bu genleri patojen
organizmalara aktarmasi durumunda hem diren¢ yayilimi artmakta hem de tedavi segenekleri
kisitlanmaktadir.

Antibiyotik direncine sahip suslarin taranmasi ig¢in en yaygin kullanilan yontemler,
molekiiler yontemlerdir, 6zellikle PCR yontemidir. Yaygin yontem olarak hastadan veya
cevreden alinan Orneklerden bakteriler izole edilip fenotipik olarak direng tespiti
gerceklestirilmekte veya izole edilen suslardan veya dogrudan oOrnekten ekstrakte edilen
DNA’larda “bilinen” antibiyotik diren¢ genlerinin varligi PCR yoluyla tespit edilmektedir.
Ancak fenotipik veya molekiiler yolla direng varlig taramasinin yetersiz kaldigi ya da yanlis
bilgi verdigi durumlar olabilmektedir. Ornegin, alan &rnekteki direng profilini belirlemek
amactyla fenotipik yontemlerle tarama yapilmaktadir. Fenotipik tarama i¢in Oncelikle her bir
organizmanin saflastirilmasi ve kiiltlirlenmesi gerekmektedir. Ancak tiim organizmalarin

kiiltiiri yapilamamakta veya kiiltiir kosullar1 her laboratuvarda saglanamayabilecegi icin
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alan ornekteki direng profili tam olarak bilinememektedir. Molekiiler yontemlerde ise ancak
bilinen diren¢ genlerinin taramasi yapilabilmekte ve bilinmeyen fakat diren¢ saglayan
genlerin varlig tespit edilememektedir. Buna ek olarak, PCR yontemi ile pozitif sonug veren
suslar psddogen ya da ekpresyonu gerceklesmeyen genler olabilmekte ve fenotipik olarak o
dirence sahip olamayabilmektedir. Molekiiler ve mikrobiyolojik yontemlerin birlikte
kullanildig1 antibiyotik diren¢ genlerinin varliginin tespit edilebildigi yontemlerden biri ise
izole edilen genomik DNA’nin restriksiyon enzimleri ile fragmente edilecek klonlanmasidir.
Ancak bu yontemde kullanilan restriksiyon enzimlerinin belirli sekanslar1 tanimasi ve kesmesi
genin i¢inden kesilerek etkinligini kaybetmesine sebep olabilir ya da geni igeren fragmentin
biiyiik olmas1 klonlanma ihtimalini diisiirmektedir. Bu ¢alismada gelistirilmis olan yontemde
hem fenotipik hem de molekiiler yolla “bilinen” ve “bilinmeyen” direng¢ genleri tespit
edilebilmekte ve olusan fragmentler klonlanabilir boyutta olabilmektedir.

pUC19 vektoriinde anlamli iplikte lacZ geninin ifadesini saglayan lac promotorii
bulunmaktadir. Klonlanmasi hedeflenen genler lacZ geni igerisinde bulunan ¢oklu klonlama
bolgesinin i¢inde bulunmaktadir ve lac promotorii ile genin ifadesi ger¢eklesmektedir.
Hedeflenen genin klonlanmasi ile genellikle lacZ geninin biitiinliigli bozulur ve Xgal’i
pargalayan beta-galaktosidaz enziminin lacZ-alfa fragmenti olusmaz. Boylece, klonlamanin
gerceklestigi koloniler beyaz, gergeklesmedigi koloniler ise mavi kalir. Ancak pUCI19
vektoriinde bulunan promotorlerin 6zellikle lac promotériiniin minus strandde bulunmasi
klonlanacak DNA’nin ifadesinin ger¢eklesmesi i¢in promotor ile ayni oryantasyonda olmasini
zorunlu kilmaktadir. Hedef genin restriksiyon enzim bolgesi igeren primerler ile PCR ile
cogaltilarak klonlanmasi durumunda oryantasyon belirlenebilmektedir ancak kiit uglu, TA
klonlama ve fragmante {riinlerin klonlanmasinda ise oryantasyon problemi ortaya
ctkmaktadir. Calismanin ilk adiminda iiretilmis olan pRTA vektorii ile bu olumsuzluk ortadan
kaldirilmistir. Bu vektérde lacZ geni bitimine plus strande konstitiitif yani siirekli sentez
yapan E. coli promotorii yerlestirilmistir ve yerlestirilen promotoriin yerlestirildigi sekans
yoluyla, promotdriin etkinligi ise promotér ile aym1 ydnde direng geni klonlanarak
dogrulanmistir. Boylece, PCR {iriiniinilin restriksiyon enzimiyle, kiit ve TA klonlamada veya
fragmante tirtinlerin klonlanmasinda oryantasyon ayarlanmasi gerekmeyecektir.

Calismanin 2. adiminda, pRTA vektoriiniin dizayn edilen primer ¢ifti ile c¢oklu
klonlama bolgesindeki Smal enzim kesim bdlgesinden itibaren Taq polimeraz enzimiyle
invers PCR yoluyla cogaltilarak PCR-tabanli vektér elde edilmistir. PCR tabanli pRTA

vektori 3° ucunda ¢ogunlukla tek adenin baz1 bulundurmaktadir. PCR yontemi ile elde edilen
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vektor hem TA klonlama i¢in 3” ucunda adenin bazina sahiptir hem de plazmid izolasyonuyla
karsilastirildiginda daha yiiksek verimle plazmid elde edilmesi miimkiin olmustur.

Calismada kullanilan MRSA ADU2 susunun fenotipik olarak eritromisin direncine
sahip oldugu bilinmekte fakat hangi diren¢ geninin bunu sagladig1 bilinmemekteydi. Direng
geninin karakterizasyonu icin bu sustan elde edilen genomik DNA fragmantaz enzimi ile
fragmente edilmistir. Fragmantasyon icin restriksiyon enzimlerin tercih edilmeme nedeni
belirli bolgelerden keserek direng geninin klonlanma ihtimalini diistirmesi ve fiziksel
pargalamanin tercih edilmeme nedeni pargcalama sirasinda fragmantasyonun rasgele olmayip
genellikle AT bazlar acisindan zengin bolgelerden gerceklesmesidir. Fragmantaz enziminin
tercih edilme nedeni fragmantasyonun rasgele bolgelerden gerceklesmesi ve inkiibasyon
stiresi ile olugacak fragmanlarin boyut araliginin belirlenebilmesidir. Bu sayede, diren¢ genini
tasiyan fragmanlar klonlanabilir boyutta olacak ve genin icerisinden kesilmedigi fragmanlarin
olugmasinin yani sira olugacak klonlar sadece direng¢ genini tagimayacaktir. Genin akis yukari
veya akis asagisinda kalan DNA pargalarinin aidiyetiyle ilgili de bilgi verecektir. Direng
geninin plazmid veya transpozon ile tasinip tasinmadigiyla ilgili de bilgi verecektir.

Gelistirdigimiz ~ klonlama  yonteminin  benzerini  kullanan  ticari  {riinler
bulunmamaktadir ve ilk olacaktir. Ancak ¢ift yonlii promotdr iceren ticari amplikon klonlama
kitleri vardir. Ornegin pBlueScript II SK (+) (Agilent, Katalog no: 212205) ve pCR™2.1
(Invitrogen™, Katalog no: K203040) ticari vektorleri de ¢oklu klonlama bolgesine klonlanan
genin her iki strandde ifadesini saglayan promotorler bulundurmaktadir (Sekil 14).
pBlueScript II SK (+) vektorii E. coli’de trankripsiyonu saglayan lac promotoriinii ve T7
RNA polimeraz kodlayan suslarda transkripsiyonu saglayan T7 promotoriinii
bulundurmaktadir. Bununla birlikte, lac promotorii ile ayn1 yonde T3 promotorii de
bulunmaktadir. T7 RNA polimeraz, T7 bakteriyofajinda bulunan DNA’dan RNA sentezini
gerceklestiren bir RNA polimeraz enzimidir ve T7 RNA promotoriine spesifiktir (Tabor
1990). T7 RNA polimeraz geni BL21(DE3) gibi baz1 6zel E. coli suslarina yerlestirilmistir
(Jeong ve ark, 2009). Coklu klonlama bdolgesine klonlanacak insertin ifadesini saglamak igin
T7 promotériinii bulunduran pBlueScript 11 SK (+) ve pCR™2.1 gibi ¢ok sayida vektor
bulunmaktadir. Bu vektorlerin bahsi gegen susa aktarilmasiyla insertin ifadesi gerceklesebilir.
T7 RNA polimerazin tercih edilme sebebi E. coli RNA polimerazina gére daha ¢gok mRNA
sentezlemesidir (Tabor, 1990). T3 RNA polimeraz ise T3 bakteriyofajinda bulunmakta ve
DNA’dan mRNA sentezini ger¢eklestirmektedir. T3 RNA polimeraz T3 promotoriinii spesifik
olarak tamir. T3 ve T7 RNA polimerazlar aktiviteleriniin vitro transkripsiyonla da

gergeklestirebilmektedir. In vitro transkripsiyonda RNA polimeraz enzimi DNA’da kendisine
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spesifik promotorii tantyarak mRNA sentezini gergeklestirir (Beckert ve Masquida, 2011). T7
promotorii iceren plazmiddeki insert ancak T7 RNA polimeraz iiretebilen susa aktarildiginda
eksprese olmaktadir. T3 RNA polimerazini iiretebilen E. coli heniiz olusturulmadigi igin T3
promotdrii tastyan plazmidler igin in vitro transkripsiyon tercih edilmelidir. pCR™2.1 vektorii
ise ticari olarak {retilmis TA vektoridir ve lac promotéri ile T7 promotdriinii
bulundurmaktadir. pBlueScript II SK (+) vektoriinde oldugu gibi T7 promotoriiniin insertin
ifadesini saglamasi i¢cin T7 RNA polimeraz iireten 6zel sus kullanilmalidir ya da in vitro
transkripsiyon ile ifade gerceklesmelidir. Bakteriyofaj polimeraz kodlayan suslarin tim
laboratuvarlarda bulunamamasi ve in vitro transkripsiyonun masrafli ve {iriinlerinin uzun siire
saklanabilir olmamasi sebebi ile oryantasyon gozetilmeksizin ifade saglayan promotorlerin E.
coli promotorii olmasi avantajlidir. Calismada iiretilen pRTA vektoriiniin bu 6zellikte olmasi
onu avantajli kilmaktadir. Ancak yerlestirilen promotoér-RBS sekansinin ¢oklu klonlama
bolgesine gorece uzak kalmasinin klonlama basarisini etkileyebilecegi diisiiniilmektedir. Bu
sebeple, bir sonraki c¢aligmada etkinligi kanitlanmig promotoér-RBS sekansi lacZ-alfa

biitlinliigiinii bozmadan ¢oklu klonlama bolgesinin daha yakinina yerlestirilecektir.
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TA klonlama uzun yillardan beri kullanilan ve genellikle amplikon klonlamakta
kullanilan bir yontemdir. TA vektori ticari olarak temin edilebilmekle birlikte laboratuvarda
da iretilebilmektedir. Kiit u¢ olusturarak kesen restriksiyon enzimleri ile lineer hale getirilen
vektore Taq polimeraz veya terminal diniikleotidil transferaz enzimi ile timin bazi eklenmei
en yaygin kullanilan yontemdir (Zhou 2000). Alternatif olarak DNA’nin 3’ ucunda tek timin
bazi bulunduracak sekilde kesim yapan Hphl gibi restriksiyon enzimleri ile kesmektir (Mead
ve ark, 1991). Yakin zamanda TA vektorii olusturmak igin yeni yontemler gelistirilmistir. Bu
yontemlerde DNA polimeraz enzimi ile g¢ogaltilarak vektor elde edilmektedir. Wang ve
arkadaslar yaptiklari ¢aligmada tek primerli PCR (single primer based-PCR) yontemi
kullanilarak TA vektor olusturmusglardir. Bu yontemde, DNA kaynag olarak kullanilan vektor
5’ ucunda adenin 3’ ucunda timin bazi bulundurmalidir. Sense ve anti-sense iplige baglanacak
olan primerlerin fosforlu olmasi ve primerin 5’ ucunda adenin bazi bulunmayacak sekilde
eslesmesi gerekmektedir. Her iki primer ile kurulan PCR’da tek iplikli DNA amplifikasyonu
gerceklestirilmektedir. Elde edilen amplikonlar bir araya getirilip denaturasyon ve ardindan

renaturasyon ile ¢ift iplikli TA vektor olusturulmaktadir (Wang ve ark, 2007). Diger bir
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caligmada ise TA vektorii olusturmak icin vektor kiit u¢lu amplifikasyon gerceklestiren DNA
polimeraz enzimi ve fosforlanmis primerlerle invers PCR yoluyla c¢ogaltilmaktadir.
Saflastirilan vektore TdT enzimi ile timin bazi eklenerek TA vektor olusturulmaktadir (Chen
2015). Bu tez calismasinda gelistirdigimiz vektor ise TA vektorii olarak degil AT vektorii
olarak tasarlanmistir. Vektorde adenin uzantisi vardir. Bu amacla ¢oklu klonlama bdlgesinde
belirlenen bir noktadan itibaren Taq polimeraz enzimi kullanilarak invers PCR yoluyla
cogaltilmis ve kolaylikla ve yiiksek miktarda vektor elde edilebilmistir.. Gelistirdigimiz AT
vektorii ile klonlamanin gergeklesebilmesi i¢in klonlanacak insert DNA’nin 3 ucunda timin
bazi bulunmasi gerekmektedir. Bu da kiit u¢lu fragmana Taq polimeraz enzimi ya da TdT
enzimi ile timin eklenmesi ile gerceklestirilebilir. Klonlanacak insert fragmantasyon yoluyla
elde edilmis ise uglari kiitlestirilmis fragmanlara yine Taq polimeraz enzimi ya da TdT enzimi
ile timin baz1 eklenebilir. Gelistirilen modifiye TA yonteminin asil hedefi 6rneklerden
saflagtirllan DNAlardaki bilinen veya bilinmeyen direng genlerinin klonlanmasidir. Caligmada
gelistirilen yontemle antibiyotik diren¢ geninin karakterize edilmesinin yaninda genin
tasindigi genetik yapinin da (plazmid, transpozon, kromozom) tespitine de imkan
vermektedir. Geleneksel TA klonlamanin dezavantaji klonlanacak DNA’nin oryantasyonunun
belirlenememesi ve bu sebeple ekspresyonun her zaman ger¢eklesmemesidir. Bu sorunun
istesinden gelmek i¢in hedeflenen oryantasyona gore amplifikasyonda kullanilacak
primerlerden birisinin 5° ucu ve vektoriin 5 uglarindan biri yine dogru oryantasyonu
saglayacak sekilde fosforlanir (Zhou 2000). PCR amplikonlarinin TA yontemi ile dogru
oryantasyonda klonlanmalari i¢in bu yontemler varken fragmante DNA’lar i¢in oryantasyon
belirlenememektedir. Bu ¢alismada kullanilan vektordeki ¢oklu klonlama bolgesinde sense ve
anti-sense iplikte insertin ekspresyonunu saglayacak promotdrlerin bulunmasi klonlanacak
fragmante DNA’larin  oryantasyon diizenlenmesi  gerektirmeden  ekspresyonunun

ger¢ceklesmesini saglamaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Antibiyotik direnci giinlimiiziin en O6nemli saglik sorunlar1 arasindadir. Yaygin
antibiyotik direnc¢lerinin yaygmliginin ve dirence sebep olan genlerin tespit edilmesinin
antibiyotik direnci ile savasmada oOnemli bir rolii vardir. Bu c¢alismada, bilinen veya
bilinmeyen diren¢ genlerinin tespit edilebilmesi i¢in vektér ve yontem gelistirilmesi
amaclanmistir. Gelistirilen pRTA vektoriinlin oryantasyon goz etmeden klonlama yapmak
icin yeterli oldugu ancak dizayn edilen ve yerlestirilen promotdér ve RBS sekansinin ¢oklu
klonlama boélgesine daha yakin bir lokasyona yerlestirilmesinin ekspresyonu arttirabilecegi
disiiniilmektedir. Sonraki ¢alismalarda, bununla iligkili deneyler yiriitiilecektir. Gelistirilen

yontemin ise antibiyotik direng¢ genlerinin klonlanmasi i¢in uygun oldugu tespit edilmistir.
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