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Oz

Bakterilerde gen fonksiyonlarmin kesfedilmesi ve fenotipik calismalarinin yapilabilmesi icin mutant suslarin
olusturulmasi gerekmektedir. Baz1 durumlarda, birden fazla gen acisindan mutant olan suslar olusturulmalidir
¢iinkii baz1 spesifik aktiviteler birden fazla gen tarafindan kodlanmaktadir. P1 faji, Escherichia coli'de, ikili, ti¢lii
veya coklu mutantlarin olusturulmasinda basvurulan, genellestirilmis bir transdiiksiyon fajidir. Bu faj, gelisimi
sirasinda, E. coli kromozomunun pargalarini (her bir partikiilde genomun yaklasik % 2'si olmak iizere), rastgele
bir sekilde faj kafasina paketleyebilmektedir. E. coli DNA’sin1 igeren fajlar, igerdikleri DNA pargalarini, alict
bakteri hiicrelerine enjekte edebilmektedir. Verici ve alict DNA bolgeleri arasindaki benzerlik ve segici bir belirteg
yardimiyla, transdiiktanlar’in elde edilmesi miimkiin olmaktadir. Transdiiksiyon igin tercihen, P1 fajinin, viriilan
bir tirevi (Plvir) kullanilmaktadir, ¢iinkii bu form, bakterinin genomuna entegre olamamaktadir. Fajin bu
ozelliginin kullanilmasiyla gelistirilen tekniklerden birisi, P1 transdiiksiyon teknigi olarak adlandirilmaktadir.
Rekombinasyon teknolojisinde kullanilan bu teknik, E. coli genomuna ait DNA pargalarinin, farkli suslar arasinda
tasinmasini saglamaktadir. Bu ¢aligmada, optimize ettigimiz P1 transdiiksiyon metodolojisinin, deneysel akis ve
yeterli detaylarla birlikte, Tiirk bilim camiasina, ana dilimizde sunulmasi amaglanmistir. Bunun i¢in, KEIO
koleksiyonundan elde edilen dort adet tekli gen mutantlar1 kullanilmustir. ilk olarak, kanamisin (Kan) duyarl: bir
alic1 sus olusturmak igin, her bir mutant sustan, Kan gen kasetleri ¢ikarilmistir. Kan® kasetlerine sahip diger dort
adet KEIO mutant susu, donér suslar olarak kullanilmis ve P1 faji bu suslar ile kiiltiir edilerek, lizatlar elde
edilmigtir. Bu lizatlar ve alici suslar daha sonra, lizatlardaki fajlarin igerdikleri DNA pargalarini, alict sus
genomuna entegre edebilmesi i¢in, transdiiksiyona tabii tutulmustur. Kanamisin ile seleksiyon sonucu, yeni mutant
suslar olan ikili mutantlar elde edilmistir. Sonugta, isimleri AtsgAugpA, AyhdTompA, AugpAmdtG ve AaroGmalF
olan, dort adet ikili mutant olusturulmustur. Deneysel akistaki ilgili protokoller ve sonuglara ait detaylar sunulmus
ve tartisiimistir.

Anahtar kelimeler: P1 faj, transdiiksiyon, Escherichia coli, ikili mutant.

P1 Transduction Method to Construct Escherichia coli Mutant Strains
Lacking More Than One Gene

Abstract

Assigning gene functions and performing phenotypic studies of the bacteria require the construction of specific
mutants that at times should lack more than one gene due to the redundancy of particular gene activities. P1 phage
is a generalized transducing phage that can be used in constructing double, triple or multiple mutants of
Escherichia coli. This phage is able to mistakenly package random fragments of E. coli chromosome (~2 % of the
genome into each particle) into the phage head during phage development. The phages with E. coli DNA can
inject that DNA into recipient cells. Given homology between donor and recipient, and a selectable marker,
transductants can be obtained. For transduction, a virulent derivative of phage P1 is preferably used because this
form cannot integrate into the bacterial genome. The virulent phage can only develop using the lytic mode of
development and produces phage progeny upon lysis of the host cell. This technique is based on recombination
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technology, allowing the DNA fragments of the E. coli genome to be transported among the strains.In this study,
we optimized the P1 transduction methodology, which we aim to present to the Turkish scientific community in
the native language with the experimental flow and sufficient details. For this reason, a number of four single gene
mutants obtained from the KEIO collection were used. First, kanamycine (Kan) gene cassettes were removed from
each mutant strain to create a recipient strain that is kan sensitive. The other four KEIO mutant strains with Kan®
cassettes were used as the donor strains and P1 phage were cultured with these strains and the lysates were
obtained. These lysates and recipient strains were then transduced to integrate the DNA fragments of the lysates
into the recipient strain genome. Upon selection with kanamycine, new mutant strains, double mutants are
obtained. As a result, four double mutants namely AtsgAugpA, AyhdTompA, AugpAmdtG and AdaroGmalF were
obtained and the details pertaining to the protocols and results are presented and discussed.

Keywords: P1 phage, transduction, Escherichia coli, double mutant.

1. Giris

Bakteriyofaj terimi, bakterileri enfekte eden viriisler i¢in kullanilan genel bir terim olup, P1 bakteriyofaji
molekiiler mikrobiyoloji ¢aligmalarinda en sik kullanilan fajlardan biridir. P1 bakteriyofaji, ilk olarak
Luigi Bertani tarafindan 1951 yilinda izole edilmistir [2]. P1 faji iliman bir faj olup ¢ift zincirli, dogrusal
yapida genoma sahiptir [11]. Genomunda cre-lox olarak adlandirilan, ¢ok aktif bir bolgeye 6zgii,
rekombinasyon sistemine sahiptir ve bu bolge DNA'daki belirli bir bolgede rekombinasyonu tesvik
etmektedir. Bu bolgedeki rekombinasyon ¢ok sik oldugundan, bélgenin her iki tarafindaki genetik
belirteglerin baglantisiz oldugu goriilmektedir, bu da cre-lox bolgesinde sonlanan bir lineer haritanin
ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir [9]. P1 fajinin tiim genom dizisi 2004 yilinda Lobocka ve arkadaslar1
tarafindan yaymlanmistir. Bu faj E.coli ve bazi bakteriler igerisinde lizogenik hayat dongiisiini
gecirirken, faj genomu hiicrede bir plazmid gibi kalarak ya da hiicre genomuna entegre olarak replike
olmaktadir [7]. Bakteriyofajlar sadece hiicreleri enfekte etmek ve 6ldiirmekle kalmaz, ayni zamanda
transdiiksiyon olarak adlandirilan bir siirecte bazen bakteriyel DNA'y1 bir hiicreden digerine aktarir. Iki
tip transdiiksiyon goriilmektedir, bunlardan genel transdiiksiyon olarak adlandirilan, bakteri DNA’sinin
herhangi bir boliimiiniin bir bakteriden digerine aktarilmasini saglarken, 6zel transdiiksiyon olarak
adlandirillan diger transdiiksiyon tipinde ise, belirli genlerin bir bakteriden digerine aktarilmasi
saglanmaktadir [9].

Replikasyon sirasinda, fajin hiicre genomuna entegre olmasi ve replikasyon sirasinda
gerceklesen transdiiksiyon, mikrobiyal genetik calismalarinda kullanilmaktadir. Transdiiksiyon, bir
bakteri konak¢i hiicresinden gelen genlerin, bir bakteriyel viriisiin (bakteriyofaj) genomuna dahil
edildigi ve daha sonra bakteriyofaj baska bir enfeksiyon dongiisiinii baslattiginda baska bir konakg¢1
bakteriye tasindigi genetik rekombinasyon siirecidir [3]. Salmonella’da genetik rekombinasyon
calismalar1 sirasinda Zinder ve Lederberg tarafindan 1952 yilinda kesfedilmistir [13,14]. Yapilan
caligmalar sonucunda yaklasik 100 kb biiytikliigiinde DNA pargalarmin bir bakteriden digerine P1
bakteriyofaji ile aktarilabildigi gosterilmistir [10].

1955 yilinda Lennox ve arkadaslariin yaptiklart ¢aligmalar ile de P1 fajmm E. coli’de
transdiiksiyon gerceklestirebildigi bildirilmistir [6]. Bu ¢alismalar ile birlikte 6zellikle E.coli tiirii
iizerinde genetik calismalar yapan arastirmacilar tarafindan bu teknik siklikla kullanilmaya baglanmustir.
Bakterilerin genetik yapisin1 degistirmek, bakteriyel genlerin fonksiyonlarmi bulmak i¢in ve diger
bircok genetik deney i¢in 6nemli bir molekiiler biyolojik teknik olarak kullanilmistir [10].

Transdiiksiyonun terminolojisine gore, bakteriyel DNA'y1 toplayan faja, transdiiksiyon
partikiild, bu fajin cogaldig1 ve konak¢i DNA'y1 topladigi orijinal bakteriyel sus’a, verici (dondr) sus,
enfekte ettigi bakteri susuna da alici (resipient) sus adi verilmektedir. Baska bir bakteriden
transdiiksiyonla DNA alan hiicrelere de transdiiktant denilmektedir [9]. Bu teknikte faj, ilk olarak,
genomu aktarilacak DNA dizilerini igeren bir sus ile biiylitiiliir ve P1 lizatlar1 elde edilir. Ortaya ¢ikan
faj lizat1 da ikinci bir alic1 susu enfekte etmek i¢in kullanilir. Elde edilen lizat, faj DNA'sinin yani sira,
bakteriyel DNA da igermektedir ve alici susun enzimleri tarafindan katalize edilen genetik
rekombinasyon ile alici genomuna bakteriyel DNA fragmentlerin eklenmesi ger¢eklesmektedir [7]. Bu
teknik ile galisilirken, alic1 ve verici suslar, P1 viriis lizatlar1 ve lizatlarin hiicreye tutunabilmeleri igin
ozellikle gerekli olan 50 mM kalsiyum kloriir (CaCly) ve 20 mM sodyum sitrat iceren segici besiyerleri
onemlidir.
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FLP (flippase) rekombinaz geni, FLP rekombinazi kodlamakta olup, FLP-FRT (flippase-
flippase recognition target) rekombinasyonu bir organizmanin DNA’simn in vivo kosullarda kontrol
edilmesini saglayan ve molekiiler genetik ¢caligmalarda kullanilan bir rekombinasyon teknolojisidir [12].
Bu teknolojide kullanilan bir plazmid de pCP20 plazmididir. pCP20 plazmidi 9,4 kb biiyiikliigiinde olan
bir plazmiddir. Bu plazmid Flp rekombinaz, kloramfenikol (Cm®) ve ampisilin (Amp®) direng genlerini
tagimakta olup, sicakliga duyarl bir replikasyon orijini igerir (Sekil 1). Plazmiddeki kloramfenikol ve
ampisilin direng genleri, plazmidi igeren veya alan bakteri suslarmin secilimi ig¢in kullanilmaktadir ve
P1 transdiiksiyon deneylerinde tercih edilmektedir [4]. pCP20 plazmidi yiiksek sicaklikta kendini
replike etme Ozelligini kaybetmektedir. Bu yiizden hiicre igerisinde plazmidi yanlis zamanda
kaybetmemek i¢in ¢aligmalarda inkiibasyon sicakliklarina 6zellikle dikkat edilmelidir.

cat geni (kloramfenikol asetiltransferaz)

repAlQlts

CI857-repres lambda

flp rekombinaz

bla geni (beta-laktamaz)

Sekil 1. pCP20 plazmidinin haritasi

Yapilan bu ¢aligmada kullanilan mutant suslarindaki kanamisin gen kasetlerinin iki ucunda FRT
dizileri yer almaktadir [1]. pCP20 plazmidinde yer alan FLP rekombinaz enzimi bu dizileri taniyarak
kanamisin gen kasedinin buradan ¢ikartilmasini ve hiicrelerin kanamisin duyarli olmalarim
saglamaktadir. Bu sayede bir genin genomdan ¢ikartilmasi, rekombinasyon ile o gen bolgesi yerine
kanamisin gen kasedi sokulmasi ve seleksiyon ile gerceklestirilebilmektedir [5]. Bu plazmidi tasiyan iki
sustan biri olan E. coli BT340 (pCP20) susu, plazmidin yeterli miktarda elde edilmesi ve izolasyonu
icin  kullanilmistir. E. coli BT340 susunun genotipi su sekildedir; F-, A(argFlac)169,
080dlacz58(M15), gInX44(AS), ArfbCl1, gyrA96(NalR), recAl, endAl, spoTl, thiEl, hsdR17, pCP20.

Oncelikle kanamisin kasetini ¢ikartmak i¢in pCP20 plazmidinin sdéz konusu mutanta
gonderilmesi gerekmektedir. P1 transdiiksiyon deneyleri i¢in, uygun P1 lizatinin olusturulmasi,
transdiiksiyon ve seleksiyon asamalar1 ger¢eklestirilmelidir. Bu ¢aligmada tilkemizdeki arastirmacilarin
ve dgrencilerin kullanimina sunmak tizere, P1 transdiiksiyon deneylerinin akis1 ve detaylari, tarafimizca
ilk defa olusturulan ikili (double) mutantlarin elde edilmesi ile birlikte sunulmustur.

2. Materyal ve Metot

Yapilan calismada temel olarak Silhavy ve arkadaslari tarafindan yaymlanan protokoller kullanilmigtir
[8]. Ayrica gerek duyulan yerlerde bazi optimizasyon c¢aligmalar1 gerceklestirilerek protokol revize
edilmistir. P1 transdiiksiyon teknigi kullanilarak bir genin nakavt edilebilmesi i¢in pCP20 plazmidinin
eldesi, kompetant hiicre eldesi ve kanamisin gen kasedinin ¢ikartilmasi, lizat eldesi ve transdiiksiyon
caligmalar1 gerceklestirilmektedir. Bu ¢aligmada izlenilen deneysel akis sematik olarak 6zetlenmistir
(Sekil 2).
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s Alct mutant hiicredeki kanamisin gen kasedinin gikartiimas: (Kan casetie out)

| //7 m

:

!| PCP20 plazmidinin yeterli Kompetant hidcrelerin pCP20 plazmidinin hicrelers Susglann kanamisin gen

| miktarda eldes eldesi transformasyonu kaseterinin gkartimas

:; ik olacak £ coff BT340 “Kanamesin gen kasetieninin | *Burada pCP20 plazmadinan l *pCPX0 plazmidini tagyan

'| tpcr20) Klotomfenikol kartlacagi sughars pCP20 | hicrelere transf yonu i LB besiyerine ek

| | ve ampisilin icaren bestyedenne  plazmidinin gdndentmesiicin  15¢ soku yontem kullaniimiglr. . , mauokmnpom

! | tek koloni ekimi yapilacak oncelidle bu suglann kompetant | | $

| | 30°C'de gece boyunca hatle getirimelen gesekimek | *Kompetant hi ::-mwmm

1 | nkobasyona birakimasi. | ediktensonra 100 pl abnarak | | gece

| | >Not Burada inkobasyon “Stoktan tek koloni ekimienn | bir tp icensinde 1 | pCP20. | | 42°C'de LB kati besiyennde

1 | sacakh onem arz etmekiedir. yapilmas J | idin I berakilmasi.

! | pCP20 prazmidi sicakiik duya | | | >Not Burada 42"Cdeki
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1| gelmektedic. Bumun ile birlikte | «2 dakika 42°C'de bekletimesl. | | FLIP rekombinaz geni aktif hale |
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! ~Transdiksiyon |
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I| Inkibasyon soncas) her birinin Gzerdne 100 ul 1 M sodyum sitcat ve 1 mi LB sivi besiyeri eklenerek 1 saat boyunca 37°C'de calkalamadan |
' nkidbe edilmeddir. 3
1 {
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A |
vl |

Sekil 2. Yapilan ¢alismada izlenilen deneysel akisin sematik olarak gésterimi
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2.1. Kullamlan E. coli suslar:

Yapilan bu ¢alismada JW3417, JW0940, JW1040, JW3993 E.coli suslar1 transdiiksiyon asamasinda
kullamlmistir. Bunun yani sira, JW3327, JW3225, TW3417, JWO0737 E.coli suslar1 da lizatlarin
eldesinde kullamlmustir (Tablo 1). Bu suslar laboratuvarimizda bulunan Keio koleksiyonundan temin
edilmistir (Baba vd. 2006).

Tablo 1. Calismada kullanilan E.coli suslari

Suslar Genotip Kaynakc¢a
. lacl®rnBris AlacZwye hsdR514

E. coli K-12 BW25113 AaraBADayasArhaBAD, ors 14

JW3417 E. coli K-12 lacl®rnBris AlacZwye hsdR514 12

BW25113 AugpA::Kan® AaraBADapzzArhaBAD| p7s AUgPAQKmR

JW0940 E. coli K-12 lacl®rnBris AlacZwye hsdR514 12

BW25113 AompA::Kan AaraBADapzzArhaBAD| p7s A0mpAQKm®

JW1040 E. coli K-12 lacl®rnBris AlacZwye hsdR514 12

BW25113 AmdtG::Kan AaraBADanszArhaBAD  prg AMAtGQKmR

JW3993 E. coliK-12 laclrrnBri4 AdacZwiis hsdR514 12

BW25113 AmalF::Kan AaraBADanszzArhaBAD| preAmalFQKmR

JW3327 E. coliK-12 Iaclqrran AlaCZWJla hsdR514 12

BW25113 AtsgA::Kan AaraBADanz3ArhaBAD | p7s AtsgAQKmR

JW3417 E. coliK-12 laclrrnBris AlacZwys hsdR514 12

BW25113 AyhdT::Kan AaraBADanzzArhaBAD| p7sAyhd TQKm®

JWO0737E. coliK-12 laclrrnBris AlacZwys hsdR514 12

BW25113 AdaroG::Kan

AaraBADans3ArhaBAD, p7s4aroGQKmR

2.2. pCP20 plazmidi ve izolasyonu

Ilk olarak E. coli BT340 (pCP20) susu kloramfenikol ve ampisilin iceren besiyerlerine tek koloni ekimi
yapilarak, 30°C'de gece boyunca inkiibasyona birakilmistir. 37°C'de inkiibasyona birakilmamasmin
nedeni, pCP20 plazmidinin sicakliga duyarl bir plazmid olmasidir. Yiiksek sicaklikta plazmitteki FLP
rekombinaz geni aktif hale gelmekte ve plazmid kendi replikasyonunu engelleyebilmektedir. O yiizden
plazmidi tastyan susun diisiik sicaklikta yetistirilerek, plazmidin de ¢ogalmasi saglanmistir. Daha sonra
plazmid izolasyonu, GeneAll (Cat N0:101-150) plazmid izolasyon Kiti ile gergeklestirilmistir.

2.3. pCP20 plazmidinin transformasyonu i¢in kompetant hiicrelerin eldesi

Suglar pCP20 plazmidinin transformasyonu i¢in kompetant hale getirilirken, ilk olarak stoktan tek
koloni ekimleri yapilmustir. Ertesi giin tek diisen koloniden kiirdan ile 5 ml LB s1vi1 besi yerine inokule
edilmistir. Gece boyunca 37°C’de inkiibasyona birakildiktan sonra, 500 ul’si 50 ml LB besi yerine
aktarilarak, ODeoo degeri 0,93-0,95’¢ gelene dek suslar bilyiitlilmiistiir. ODepo degerinin 1’1
gegmemesine dikkat edilmistir. Daha sonra biiyiitiilen hiicreler sogutmali santrifiijde 4°C’de 5000 rpm
hizinda 5 dakika boyunca santrifiijlenerek ¢oktiiriilmistiir. Pellet halinde elde edilen E.coli hiicreleri 25
ml soguk 0,1 M magnezyum kloriir (MgClz) ile ¢oziilerek tekrardan ¢oktiiriilmiistiir. Daha sonra elde
edilen pellet E.coli hiicreleri 12,5 ml T-salts solusyonu (75 mM CaCl;, 6 mM MgCl.) ile tekrardan
yikanarak, yaklasik yarim saat boyunca buz iizerinde bekletildikten sonra, tekrar ¢oktiiriilmiistiir.
Ardindan soguk kompetant hiicreler 2,5 ml T-salts solusyonu ile ¢oziilerek transformasyon i¢in hazir
olacak sekilde elde edilmistir. Elde edilen kompetant hiicrelerden 100 pl’sine pCP20 plazmid
transformasyonu “1s1 soku ile transformasyon” protokoliine gore ger¢eklestirilmistir. Transformasyon
sonrast kloramfenikol (CmF) ve ampisilin (AmpF) iceren LB-agar besiyerlerine 50 pl hiicre
siispansiyonu, drigalski ile ekimi yapilmistir. Ardindan 30°C'de gece boyunca inkiibasyona birakilmustir.
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2.4. Is1 soku ile transformasyon yontemi

Kompetant E. coli hiicreleri elde edildikten sonra, bu hiicrelere 1 ul plazmid eklenip, sirasiyla; 30 dakika
buz tizerinde, 2 dakika 42°C’de, 2 dakika tekrar buz iizerinde bekletilmistir. Daha sonra, 1 ml LB besi
yeri eklenerek, tiim hiicreler, 30°C’de 3-4 saat galkalamali (150 rpm) olarak inkiibasyona birakilmustir.
Inkiibasyon sonrasinda biiyiiyen hiicrelerden 50 ul alinarak LB kloramfenikol veya ampisilin iceren LB
agar besi yerlerine drigalski ile yayma ekim yapilmistir.

2.5. Hedef mutant suslardan kanamisin kasedinin ¢ikartilmasi

Hedef suslara pCP20 plazmidinin transformasyonu sonucu elde edilen, plazmidi tasiyan suslardan LB
besiyerine tek koloni ekimi yapilmistir. Her bir 6rnekten kontrol amagli 4 adet koloni segilmistir. Tek
koloni ekim yapilan hiicreler gece boyunca 42°C’de inkiibasyona birakilmistir. pCP20 plazmidinin,
kanamisin kasedini ¢ikarildiktan sonra ¢ogalmamasi ve hiicrenin plazmidini kaybetmesi igin, burada
ekim antibiyotik igermeyen LB besiyerlerine yapilmustir. Ertesi giin kolonilerin saflagtiriimasi amaci ile
tekrardan tek koloni ekimi yapilmistir. Bu islem 3 kez tekrarlanmustir. Koloniler piirifiye edilmistir.

Tek koloni segilimleri gerceklestirildikten sonra, kanamisin kasetlerini kaybeden 6érneklerden
emin olunmasi amaci ile bir kontrol ekimi yapilmustir. Burada elde edilen koloniler, kloramfenikol
(Cm®), ampisilin (AmpF), kanamisin (Kan®) igeren ve antibiyotik icermeyen LB besiyerlerine ekilerek
37°C'de gece boyunca inkiibasyona birakilmistir. Kanamisin kasedi ¢ikartilan suglarin antibiyotikli
besiyerlerinde {ireme gostermemesi (Kan®, Amp®, Cm® olmas1), LB besiyerinde iiremesi kontrol kriteri
olarak kullanilarak, suslardan kanamisin kasedinin ¢ikartildigindan ve plazmid icermediginden emin
olunmustur.

2.6. Lizat eldesi ve transdiiksiyon

Lizatlar1 elde edilecek olan suslarin stoktan tek koloni ekimleri yapilmistir. Ertesi giin tek diisen
koloniden kiirdan ile 5 ml LB s1v1 besi yerine inokule edilmistir. Gece boyunca 37°C’de inkiibasyona
brrakilmistir. Ertesi giin, gece boyunca biiyliyen orneklerden 50 pl ¢ekilerek % 0,2 glukoz ve 5 mM
CaCl, igeren 2,5 ml’lik besiyerlerine ekim yapilmigtir. 37°C’de 30 dakika boyunca g¢alkalanarak
inkiibasyona birakilmigtir. Bunun yani sira, lizat eklenmeyecek olan bir kontrol de inkiibasyona
eklenmistir. 30 dakika inkiibasyondan sonra, kontroller hari¢, her tiipe 50 ul P1 faji eklenmistir.
Vorteksleme yapmadan hafifce karistirilmustir. Ardindan, tekrardan 37°C’de 2-3 saat boyunca
calkalanarak inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi, lizat eklenen ornekler ile eklenmeyen
kontrol arasinda iireme farki gozlemlenmistir. Ardindan steril cam pastor ile her bir 6érnege 3 damla
kloroform eklenerek vorteksleme yapilmistir. 4500xg’de 10 dakika santrifiij yapilarak elde edilen
lizatlar, alttaki pelletlere dokunmadan cam pastor pipet ile ependorflara aktarilmistir. Boylelikle
transdiiksiyon i¢in kullanilacak olan lizatlar elde edilmistir.

Kanamisin kasedi ¢ikartilan suslardan tek koloni ekimi yapilarak, elde edilen kolonilerden, 2,5
ml LB siv1 besiyerlerine kiirdan ile ekim yapilmistir ve gece boyunca 37°C’de inkiibasyona
birakilmistir. Biiyliyen hiicrelerden 1,25 ml ¢ekilerek ependorf tiiplere aktarilmustir. Tiiplere aktarim
kontaminasyonu 6nlemek i¢in ince cam pastor pipet ile yapilmistir. Ardindan 6000 rpm’de 3 dakika
santriflij yapilarak, hiicreler ¢oktiiriilmiistiir. Pelletler iizerine 1250 pul 10 mM MgSOs4 ve 5 mM CaCl:
solusyonu eklenerek vorteks ile ¢6ziilmiistiir. Hazirlanan kanamisin kasedi ¢ikartilan suglardan 100 pl
tiiplere konulmustur. Lizat eklenecek olanlara yapilan eslesmelere gore 50 ul lizatlar1 (verici, dondr)
eklenmistir. 30°C’de calkalamada 30 dakika boyunca inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi her
birinin iizerine 100 pl 1 M sodyum sitrat eklenerek karistirilmigtir. Ardindan her birinin iizerine 1 ml
LB sivi besiyeri eklenmistir. 1 saat boyunca 37°C’de calkalamadan inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonras1 50 pug/ml kanamisin ve 20 mM sitrat iceren kat: besiyerlerine 50 ul drigalski ile
yayma ekim yapilmistir. Gece boyunca 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Elde edilen suslardan
saflagtirma yapilmasi i¢in 50 pug/ml kanamisin ve 20 mM sitrat igeren kati1 besiyerlerine tek koloni ekim
yapilmustir.
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3. Bulgular ve Tartisma

E. coli BT340 (pCP20) susu kanamisin besiyerlerine tek koloni ekimi yapilarak 30°C'de gece boyunca
inkiibasyona birakilarak biiytitilmistiir (Sekil 3).

Sekil 3. pCP20 plazmidini igeren BT340 E. coli susunun kloramfenikol ve ampisilin i¢eren LB agar
besiyerlerinde tek koloni ekim goriintiileri

Bu sekilde yeterli miktarda pCP20 plazmidinin eldesi saglanmistir. Bu hiicrelerden plazmid
izolasyonu gene-all plazmid izolasyon kiti ile ger¢eklestirilmistir (Sekil 4).

Sekil 4. pCP20 plazmidiriin agaroz jel elektroforez analizi

Bu asamada ilk olarak JW3417 E. coli K-12 BW25113 AugpAQKmF, JW0940 E. coli K-12
BW25113 AompAQKmF, JW1040 E. coli K-12 BW25113 AmdtGQKm® ve JW3993 E. coli K-12
BW25113 AmalFQKmF suslar1 kompetant hale getirilerek, pCP20 plazmidinin 1s1 soku ydntemi ile
transformasyonu gerceklestirilerek, pCP20 plazmidini tasiyan suslar elde edilmistir (Sekil 5). Ardindan
bu suslar kanamisin gen kasetlerini kaybetmeleri igin inkiibasyon siireclerinden gegirildikten sonra,
kanamisin gen kasetlerini kaybetmis olan JW3417 E. coli K-12 BW25113 AugpAQKm®, JW0940 E.
coli K-12 BW25113 AompAQKm?®, JW1040E. coli K-12 BW25113 AmdtGQKm® ve JW3993 E. coli K-
12 BW25113 AmalFQKm?® suslar1 elde edilmistir (Tablo 2).
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Sekil 5. Is1 soku yontemi ile pCP20 plazmidinin transforme edilmesi sonucu elde edilen koloniler

Tablo 2. Calismada kanamisin gen kasetleri ¢ikartilarak elde edilen suglar

Suslar Genotip Kaynakc¢a
JW3417 E. coli K-12 laclrrnBris AlacZwye hsdR514 Bu calisma
BW25113 AugpA::Kan® AaraBADanzzArhaBADp7s AUgpAQKm® calts
JWO0940 E. coli K-12 Iaclqrran A'aCZWJm hsdR514 Bu calisma
BW25113 AompA::Kan® AaraBAD a3 ArhaBAD o7 AOMPAQK mS calts
JW1040 E. coli K-12 laclrrnBris AlacZwye hsdR514 Bu cal
BW25113 AmdtG::Kan® AaraBADanssArhaBAD prs AMAIGOQKmS S e
JW3993 E. coli K-12 laclrrnBris AlacZwye hsdR514 Bu calisma
BW25113 AmalF::Kan® AaraBADanzzArhaBAD preAmalFQKm® valy

Hedeflenen genlerin genomdan ¢ikartilmasi i¢in kullanilacak olan lizatlar elde edilmistir. Bu
lizatlar farkli E. coli suslarindan elde edilmistir. JW3327 E. coli K-12 BW25113 AtsgAQKmR, JW3417
E. coli K-12 BW25113 AyhdTQKmR, JW3417 E. coli K-12 BW25113 AugpAQKm®, JW0737 E. coli
K-12 BW25113 AaroGQKm" suslarma Plvir faji ile muamele edilerek, bu suslarin lizatlar1 elde
edilmigtir. Lizat elde edilmesi asamasinda, her bir verici sus i¢in bir de P1 viriisii eklenmeden kontrol
olarak biiyiimelerine bakilmstir. P1vir faji eklenen hiicrelere ile eklenmeyenler arasmdaki bulaniklilik
farki ile lizat olusumlar: takip edilmistir. Viriis eklenen suslarda lizat olusumu oldugundan ve bakteri
hiicreleri ¢ogalmadiklarindan seffaf bir goriintii gozlemlenirken viriis eklenmeyen bakteri hiicreleri
gelismelerine devam ederek, besiyerinde gozle goriiliir bir yogunluga ulasmiglardir (Sekil 6).

Sekil 6. Lizat eldesi sirasinda viriis eklenen ve eklenmeyen suslarin biiyiimelerinin ve lizat olusumunun bakteri
yogunlugu ile takip edilmesi
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Ardindan her biri kendisi i¢in hedef belirlenen sus ile transdiiksiyon agsamasindan gegirilmistir.
JW3417 E. coli K-12 BW25113 AugpAQKm?® susuna AtsgAQKmF lizat: ile JW0940 E. coli K-12
BW25113 AompAQKm?® susuna AyhdTQKm® lizat1 ile JW1040 E. coli K-12 BW25113 AmdtGQKm®
susuna AugpAQKm® lizat1 ile JIW3993 E. coli K-12 BW25113 AmalFQKm?® susuna AaroGQKmR lizati
ile muamele edilerek transdiiksiyon gergeklestirilmistir.

Transdiiksiyon sonucu E. coli K-12 BW25113 PitsgA(Kan®)—AugpA(Kan®), E. coli K-12
BW25113 PiyhdT(Kan®)—AompA(Kan®), E. coli K-12 BW25113 PjugpA(Kan®)—AmdtG(Kan®), E.
coli K-12 BW25113 PiaroG(Kan®)—AmalF(Kan®) suslari elde edilmistir (Tablo 3). Elde edilen suslarin
besiyerindeki iiremis durumlarini gésteren goriintiiler sekil 7°de verilmistir.

Tablo 3. Calismada elde edilen iki gen bakimindan noksan mutant suglar

Suslar Genotip Kaynakca
E. coli K-12 BW25113 laclrrnBris AlacZwie hsdR514 Bu calisma
P.tsgA(Kan®)— AugpA(Kan®) AaraBAD a3 ArhaBAD, p7s ASgAQKmS AUgpAQKmR 0 S8
q
E. coli K-12 BW25113 L?;: agRBDT” Aﬁﬁgﬁg sdRo4 Bu ¢alisma
R S AH33 LD78
PiyhdT(Kan®)— dompA(Kan®) AyhdTQKmS AompAQK mF
q
E. coli K-12 BW25113 Z";r' agRBDT“ Azzivg;ﬁg sdRo14 Bu ¢alisma
R S AH33 LD78
PaugpA(Kan®)— AmdtG(Kan) AugpAQKm®AmdtGQK m®
E. coli K-12 BW25113 laclrrnBris AlacZwie hsdR514 Bu calisma
PiaroG(Kan®)— AmalF(Kan®) AaraBADapssArhaBAD, p7s4aroGQKmS AmalFQKmR - &'

Sekil 7. Elde edilen ikili mutant E. coli suglarmin petri goriintiileri
4. Sonug ve Oneriler

Yapilan ¢aligma sonucunda P1 faji kullanilarak segilen E. coli suslarindan diger suslara kanamisin gen
kasedi ile olusturulan mutasyonlar tasmmstir ve boylelikle iki gen bakimindan mutasyona ugramis olan
yeni suslar, “ikili (double) mutantlar” elde edilmistir. Bu ¢alisgmada segilen E.coli suslarindan alici
suslara tsgA, yhdT, ugpA, aroG gen mutasyonlar1 tagmmustir. Bu teknik kullanilarak iki E.coli suslar
arasinda mutasyonlar tasinabilir ve bir¢ok gen bakimindan mutasyona ugramis yeni suslar elde
edilebilir. Bu sayede bakterilere sahip olmadiklar1 6zellikler, yetenekler kazandirilabilir ya da
kaybettirilebilir.

Tesekkiir
Bu ¢aligma 1147987 nolu Tiibitak projesi tarafindan desteklenmistir. Ayrica KEIO koleksiyonunu temin
eden National Bio Resource Project Japan (NBRP) ve laboratuarimizdaki P1 deneysel alt yapisinin

15uru1mas1ndaki degerli katkilarindan dolay1 sayin Prof. Dr. Tim Larson’a tesekkiir ederiz. Mugla SK
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri koordinatoérliigiine de tesekkiir ederiz.
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Yazarlarin Katkisi
Bu makalede, veri toplama ve islemesi, analiz/verilerin yorumlanmasi ve makale boliimlerinin
yazilmasi, biitiin yazarlar arasinda belirli gérev dagilimlari ile gergeklestirilmistir.

Cikar Catismas1 Beyam

Yazarlar arasinda herhangi bir ¢ikar ¢atigsmasi bulunmamaktadir.

Etik Kurul Beyam

Yapilan c¢alismada, arastirma ve yayin etigine uyulmustur. Bu c¢alismada etik kurul izni
gerekmemektedir.
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