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ÖNSÖZ 

 

TÜBİTAK tarafından desteklenen Streptomyces clavuligerus  proteomiği-Optimizasyon başlıklı ve 

114Z648 kodlu 1002 projemizde amacımız Actinomycete ailesi üyesi olan ve antibiyotik üretimi 

bakımından büyük bir önem arzeden Streptomyces türlerinden S. clavuligerus’un antibiyotik 

üretim artışının gözlendiği süreç içerisinde total protein izolasyonlarının farklı yöntemler 

kullanılarak yapılması ve elde edilen total proteinlerin 2D jelde yürütülerek protein profillerinin 

karşılaştırılmasıdır. Böylelikle, fokuslanma, protein konstrasyonu ve protein izolasyon verimi 

bakımından en uygun yöntem seçilerek, ileride yapacağımız Streptomyces clavuligerus ve farklı 

mutantlarının proteomik ölçekte karşılaştırılmasını içeren çalışmamız için, bu projede belirlemiş 

olduğumuz ve optimize edilmiş metot kullanılacaktır. Bu optimizasyon henüz draft sekansı 

belirlenmiş (Song vd., 2010; Medema vd., 2010) fakat proteomik profili araştırılmamış olan 

Streptomyces clavuligerus türü için bir ilk niteliği taşımakta ve ileride yapılacak çalışmaların 

sonuçlarını önemli ölçüde etkileyecek olması bakımından da büyük önem arz etmektedir.   
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ÖZET 
 

Streptomyces clavuligerus, sefamisin C antibiyotiği, bir beta laktamaz inhibitörü olan klavulanik 

asit ve anti-fungal ve antibakteriyel özelliğe sahip başka klavam bileşikleri üretmektedir. Bu 

metabolitlerin üretimi ve biyosentezi regülatör metabolizmaya bağlı kompleks regülatör 

moleküllerin etkileşimini gerektirmektedir (Liras vd., 2008).  Streptomyces, dirençlilik, transport, 

biyosentetik enzimleri kodlayan genlere fiziksel olarak bağlı ya da onlar tarafından regüle edilen 

regülatör genleri içeren ve böylelikle antibiyoitk biyosentezini düzenleyen gen kümelerine sahiptir 

(Chater ve Bibb, 1997; Alexander ve Jensen, 1998).  

Proteomik analizler, Streptomyces’te daha önce karakterize edilmemiş hücresel dinamikleri ve 

bileşenleri  açığa çıkarma potansiyeline sahiptir. Ayrıca proteomik yöntemler kullanılarak belirli 

koşullar altında ekspresyon seviyelerinde meydana gelen önemli değişimlerin 2D jel elektroforez 

yöntemi kullanılarak belirlenebileceği ve böylelikle istenen ikincil metabolitlerin üretiminin 

arttırılmasına yönelik organizmada değişiklikler yapılabileceği gibi (Chaudhary vd., 2013) 

Streptomyces’te antibiyotik üretimi ve ikincil metabolizma ile bağlantı gösteren morfolojik değişim 

mekanizmaları açığa çıkarılabilir (Zhou vd., 2011).  

S.clavuligerus türü için henüz belirlenmiş ve optimize edilmiş bir protein ekstraksiyon metodu ve 

2D protein profili çıkarma yöntemi yoktur. Bu çalışmada 4 farklı protein ekstraksiyon yöntemi 

denenerek ve gerektiği durumlarda modifikasyonlar yapılarak, her ekstraksiyon için 2D jelleri 

hazırlanmış ve jeller birbirleriyle Delta2D programı ile karşılaştırılarak, protein miktarı ve 

yoğunluğu, ekstraksiyon yönteminin verimliliği açısından en uygun yöntem olan Fenol 

Ekstraksiyon yöntemi I (Faurobert vd., 2007) seçilmiştir. Böylelikle ileride yapılacak S.clavuligerus 

proteom çalışmalarımızın ilk ve en önemli basamağı için optimize bir yöntem belirlemiş 

bulunmaktayız. 

Anahtar Kelimeler: Streptomyces clavuligerus, proteom, protein ekstraksiyon, antibiyotik üretimi 
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ABSTRACT 
Streptomyces clavuligerus produces cephamycin C antibiotic, the  β-lactamase inhibitor clavulanic 

acid, and several other clavam compounds that show antibacterial and antifungal activities. The 

production and biosynthesis of these metabolites requires the interplay of complex regulatory 

molecules linked to the regulatory metabolism (Liras vd., 2008). Streptomyces possess gene 

clusters that orchestrate the biosynthesis of these antibiotics, which include resistance, transport, 

regulatory genes physically linked and regulated with genes encoding biosynthetic enzymes 

(Chater and Bibb, 1997; Alexander and Jensen, 1998).  

Proteomic analyses  have the potential to reveal previously  uncharacterized  components  and  

dynamics  in  the  cellular  networks  in streptomycetes. Furthermore, the mechanism of 

differentiation which is correlated with antibiotic production and secondary metabolism in  

streptomycetes  can be understood  by  proteomics (Zhou et al., 2011) as much as significant 

changes in expression levels under certain conditions by using  2D gel electrophoresis can be 

detected and used for engineering the organisms for the increase of secondary metabolites of 

interest (Chaudhary et al., 2013).  

There has been no optimized procedure for the protein extraction from S. clavuligerus yet. In this 

study, 4 different protein extraction methods with the modifications on them if needed were used 

to prepare 2D gels and those gels were compared with each other by using Delta2D program with 

respect to their spot number, density and the efficiency of the extraction method so that Phenol 

Extraction Method I (Faurobert et al., 2007)  was chosen as the most suitable protein extraction 

method, which is the first and the most important step for the S. clavuligerus proteomic studies 

that will be performed in the future.  

Keywords: Streptomyces clavuligerus, proteome, protein extraction, antibiotic production 
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1. GİRİŞ 

Gram-pozitif bakteriler genomlarında bulunan GC miktarına göre, düşük GC içeren organizmalar 

ve yüksek GC içeren organizmalar olmak üzere iki gruba ayrılırlar. Düşük GC içeren 

organizmalara örnek olarak Bacillus,  Clostridium,  Staphylococcus ve  Streptococcus verilebilir.  

Yüksek GC içeren Gram-pozitif bakteriler ise Actinomycetes olarak adlandırılmaktadırlar (Keiser 

vd., 2000).   

Actinomycetes’ler topraktan ya da denizden izole edilebilirler, bu da onların yeryüzünde çok geniş 

bir alana yayılmış olduklarını göstermektedir (Fenical ve Jensen, 2006; Duraipandiyan vd., 2010). 

Ayrıca bu organizmalar, Corynebacteria’lerdeki gibi çubuk, küre gibi formlarda bulunabilecekleri 

gibi hif filamentleri oluşturan Streptomyces spp. gibi daha kompleks yaşam formları şekillerinde 

de olabilirler (Chater, 2006). Actinomycetes’ler, toprakta bulunan bitki, mantar ve hayvansal 

materyalleri çok çeşitli hücre-dışı enzimler salgılayarak çürütebilirler, bu yüzden de doğadaki 

besinlerin geri dönüşümünü sağlamada çok önemli bir yere sahiptirler. (Goodfellow ve William,  

1983;  Keiser  vd.,2000). Ayrıca, antibiyotik, antitümör ajanları, bağışıklık-baskılayıcılar, antiviral, 

antiparazitik ajanlar gibi çok çeşitli ikincil metabolitler üretiyor olabilmeleri, biyoteknolojik anlamda 

bu organizmaların önemini büyük ölçüde arttırmaktadır. Yapılan çalışmalar ile, biyolojik olarak 

aktif özellik gösteren 23.000 tane ikincil metabolitten 10.000 tanesinin Actinomycete’ler tarafından 

üretildiği ve bunlardan sadece 7.600 tanesinin actinomycetes’lerin Streptomyces cinsi tarafından 

üretildiği gösterilmiştir (Olano vd., 2008). 

1.1. Streptomyces ve İkincil Metabolizma 

Streptomyces, genomunda yüksek oranda GC bulundurması ve çok zengin bir ikincil metabolit 

üretim kapasitesine sahip olması ile bilinen Actinomycetes familyasının bir türüdür (Hopwood, 

2006). Streptomyces mantarlarınkine benzer kompleks bir yaşam döngüsü sergiler. Buna göre 

Streptomyces spor formundan hifli yapı oluşumuna geçerken öncelikle vejetatif hifleri oluşturur 

fakat çevresel faktörler ve çeşitli sinyaller organizmanın vejetatif hiflerden aerial hif oluşumuna 

geçmesini sağlar. Aerial hiflerin oluşumu, vejetatif hifleri çözünmesi, diğer bir ifade ile aerial 

hiflerin onlarla beslenmesi ile gerçekleşir. Aerial hiflerin bittiği uç kısımlarda ise sporlar oluşturulur 

ve oluşan sporlar bir süre sonra çevreye salınır. Vejetatif hif oluşumundan aerial hif oluşumuna 

geçiş dönemi genel olarak organizmanın log fazdan durağan faza geçtiği dönemdir. Ayrıca 

Streptomyces’in morfolojik değişimi metabolik aktiviteleri ile iç içe geçmiş durumdadır. Aerial hif 
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oluşumu sırasında Streptomyces kolonileri çok çeşitli ikincil metabolitler ve antibiyotikler üretirler 

(Elliot vd., 2008).   

İkincil metabolitler birçoğu insanaoğlu için büyük önem arz eden farklı biyolojik aktiviteye sahip 

molekül ve bileşikleri içermektedir. Bazı ikincil metabolitler antibiyotik aktiviteye sahipken, diğerleri 

diğer mikroorganizmaların üremesini engelleyebilir ki bu da bu organizmaları klinik çalışmalar için 

oldukça önemli kılmaktadır. Bir diğer kısmı enzim inhibitörleri ya da antitümor ajanları hatta bitki 

üremesini stimüle eden fitohormonları içerebilmektedir (Liras ve Martín, 2005).  

Streptomyces’in bu kadar zengin ikincil metobolit üretim kapasitesine sahip olmasının öncelikli 

nedenleri, genomlarının diğer mikroorganizmlara kıyasla uzun olması ve genomlarının uç 

bölgelerinde kol bölgeleri olarak da adlandırılabilen kısımların bulunması ve bu kol bölgelerinde 

ikincil metabolit üretimini sağlayan genlerin bulunmasıdır. Buna ilaveten kromozomları lineer 

olmakla birlikte, genomları genellikle birden fazla lineer plasmid içermektedir ve bu plasmidler de 

ikincil metabolit üretimini sağlayan farklı ya da ortolog genleri barındırmaktadır (Hopwood 2006; 

Chater ve Kinashi, 2007; Chen, 2007; Medema vd., 2010).  

S. clavuligerus genomu 6,7 Mb uzunluğunda bir lineer kromozom ve 4 lineer plasmidten 

oluşmaktadır (pSCL1 10.266 bp & 71,96% G + C, pSCL2 149.326 bp & 70,07% G + C, pSCL3 

(1442.792 bp & 70,77% G + C, pSCL4 1796.117 bp & 71,85% G + C). Buna rağmen 6,7 Mb 

uzunluğundaki kromozom, yaklaşık 8 Mb uzunluğunda kromozomlara sahip olan diğer 

Streptomyces türlerininkiler ile kıyasladığında kısa bir yapıya sahiptir. Ayrıca Streptomyces 

genom sekansı ile en az 6 rRNA operon, 66 tRNA geni ve 7.898 protein-kodlayan genin varlığı 

gösterilmiştir (Song vd., 2010). Buna ilave olarak, Medema vd. (2010) sekansını yaptıkları 1,8 Mb 

uzunluğundaki megaplasmid’in 25 olası sekonder metabolit kodlayan gen kümesi içerdiği ve 6,7 

Mb uzunluğundaki kromozomun da buna benzer 23 gen kümesi içerdiğini bulmuşlardır. Bu gen 

kümelerinden birçoğunun henüz bilinmeyen ikincil metabolitleri kodladıkları ve bunların yeni 

biyoaktif metabolitler olma ihtimali olduğunu belirtmişlerdir. 

Streptomyces clavuligerus’un ikincil metabolizması sonucu ürettiği bilinen antibiyotikler şöyle 

sıralanabilir (Liras vd., 2008): 

Sefamisin C: geniş spektrumlu ve β-laktamazlara dirençli β-laktam antibiyotiğidir. 
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Clavulanik asit: (3R,  5R)   stereokimyaya sahip klavam yapısı içeren ve güçlü β-laktamaz 

aktivitesi gösteren buna rağmen zayıf antibiyotik özelliğinde olan bir β-laktam antibiyotiğidir. 

Beş farklı klavam bileşiği (klavam-2-karboksilat, 2-formiloksimetilklavam, 2-hidroksimetilklavam, 

hidroksietilklavam, alanilklavam): (3R,  5R) streokimyasi sergileyen klavulanik asidin aksine bu 

bileşikler (3S,5S) streokimyasına  sahip olduklarından β-laktamaz aktivitesi göstermemekte fakat 

çeşitli antibakteriyel ve antifungal özellikler sergilemektedirler.  

Holomisin: pirotin yapısına ve antitümor aktiviteye sahip olan bir antibiyotik türüdür (Liras vd., 

2008).  

1.2. Sefamisin C Üretimi  

Sefamisin C hem Gram+ hem de Gram – organizmalara karşı etkin olan geniş spektrumlu bir β-

laktam antibiyotiğidir. Sefamisin C antibiyotiğini öne çıkaran en önemli özelliklerden bir tanesi 

penisiline dirençli bakteriler tarafından üretilien β-laktamazlara karşı direnç göstermesidir. Bunun 

sebebi, diğer β-laktam antibiyotiklerinin aksine, sefamisinin β-laktam bisiklik yapısındaki sefam 

çekirdeğinin 7α pozisyonunda metoksillenmesidir (Liras, 1999; Kagliwal vd., 2009).   

Sefamisin C, 9 basamaklı bir yol sonunda üretilmektedir. Ayrıca Streptomyces clavuligerus 

sefamisin C üretimini gerçekleştirirken klavulanik asit üretimini de yapmakta ve her iki antibiyotiğin 

üretimi için gerekli biyosententetik genleri genomunda yaklaşık 60 kb’lık bir süper küme içinde 

barındırmaktadır. Klavulanik asidin üretimi aynı zamanda sefamisin C üretimi için de gerekli olan 

genler tarafından kontrol edilmekte, diğer bir ifade ile sefamisin C üretimi gerçekleşmediği sürece 

klavulanik asit üretimi gerçekleşmemektedir (Liras, 1999; Liras vd., 2008)  (Şekil 1). 
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Şekil 1. Penisilin, sefalosporin, sefamisin ve sefabasin biyosentetik yolu (Liras ve Martin, 2006). 

9 basamaklı üretim yolundan önce, gerekli öncüllerin üretimi için lizin aminoasidinin üretilmesi ve 

ardından üretilen lizinin sefamisin C üretimi için gerekli L-α-aminoadipik aside dönüştürülmesi 

gerekmektedir. Lizin üretimi ve daha sonra gerçekleşen 9 basamaklı yol genel olarak aspartat 

yolu olarak bilinmektedir (Şekil 2). Aspartat yolunda öncelikle L-lizin, L-metionin, L-treonin, L-

izolösin ve hücre duvarı öncülü olan mezodiaminopimelat (DAP)’ın üretimi sağlanmaktadır. 

Aspartokinaz ve aspartat semialdehid dehidrogenaz enzimleri başlangıç reaksiyonlarını 

katalizlemektedirler ve sonuç olarak aspartat β-semialdehid’in üretimini sağlamaktadırlar. 

Aspartat β-semialdehid’in üretiminin ardından 2 metabolik yol oluşur, bunlardan bir tanesi lizin 

üretimini sağlarken diğeri homoserin üretimini gerçekleştirir (Mendelovitz ve Aharonowitz,  1982).   
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Lizin üretiminden sonra, sefamisin C üretimini sağlayacak 9 basamaklı metabolik yol 

başlamaktadır. Bunların ilk iki basamağı tüm β-laktam üreticilerinde ortak olarak kullanılır ve 

metabolik yolda antibiyotik aktiviteye sahip olan ilk bileşik olan izopenisilin N üretilir. Bu yoldaki 

ilk enzim, bir ribozomsuz peptid sentaz olan δ -(L- α -aminoadipil)-L-cisteinil-D-valin (ACV) 

sentetaz (ACVS)’dır. ACV sentetazlar, pcbAB genleri tarafından kodlanan yaklaşık 460 kDa 

ağırlığında olan büyük çok-fonksiyonlu proteinlerdir (Martín vd., 2000).  

İkinci enzim ise pcbC geni tarafından kodlanan ACV siklaz olarak da bilinen izopenisillin N (IPN) 

sentazdır. IPN sentazlar aktiviteleri Fe2+, moleküler oksijen ve askorbata ihtiyaç duyan 

intermoleküler dioksijenazdırlar. Bu enzimler ACV tripeptidinden 4 hidrojeni ayırarak izopenisilin 

N bisiklik yapısını oluştururlar (Liras ve Martín, 2006). 

İzopenisilin N, tüm sefalosporin ve sefamisin üreticileri tarafından D-izomeri olan penisilin N’e 

dönüştürülür ve bu aktivitede sorumlu enzimi kodlayan gen cefD’dir ve sefamisin C gen kümesi 

içinde bulunmaktadır (Coque vd., 1993; Kovacevic vd., 1990). cefD tarafından kodlanan protein 

yaklaşık 43 kDa ağırlığında pridoksal fosfata bağlı enzimdir. Bundan sonraki basamak 

penisilinin’in 5 üyeli tiazolidin halkasının açılarak 6 üyeli dihidrotiazin halkasına dönüştürülmesini 

Şekil 2. S.clavuligerus’ta aspartat yolu (Özcengiz ve 
ark., 2010) 
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içermektedir. Bu reaksiyonu katalizleyen enzim ekspandaz olarak da bilinen 

deasetoksisefalosporin C (DAOC) sentazdır ve ürün olarak deasetilsefalosporin C (DAC)’yi 

oluşturur.  Sefamisin üreten actinomycete’lerde DAC ürünü,  CmcI-CmcJ  kompleks proteinleri 

tarafından hidroksilasyon ve C-7 pozisyonuna bir metil grubunun transfer edilmesi reaksiyonlarına 

maruz kalarak son ürün olan sefamisin C üretiminin gerçekleşmesini sağlar (Coque vd., 1995) 

1.3. İkincil Metabolizmanın Regülasyonu 

Sefamisin C gen kümesi pcbAB,  pcbC,  cefD,  cefE,  cefF,  cmcI, cmcJ, cmcH (Kovacevic vd., 

1990; Liras, 1999) gibi biyosentetik enzim kodlayan genleri içermektedir. Sefamisin C üretimini 

sağlayan gen kümesi lat ve pcd gibi α-aminoadipik asit öncülünün biyosentezinden sorumlu 

genler, bla, pcbR ve pbp74 gibi β-laktamaz direncinden sorumlu genler, sefamisin transportunu 

sağlaması muhtemel olan cmcT geni, SARP regülatör genini kodlayan ccaR geni gibi genleri 

içermektedir. Buna ilave olarak sefamisin C antibiyotik üretimini sağlayan gen kümesi ile birlikte 

60 kb’lık süper gen kümesini oluşturan klavulanik asit kümesi ise ceaS2, bls2, cas2, pah2, gcaS 

ve car (Arulanantham vd., 2006; Baggaley vd., 1997) gibi biyosentetik enzim kodlayan genleri, 

pbpA ve pbp2 gibi penisilin bağlayan genleri (Ishida vd.,2006) ve claR gibi LysR tipi regülatör 

genleri içermektedir (Liras ve Rodríguez-García, 2000).  

Streptomyces’te antibiyotik üretimini sağlayan faktörler genel olarak şöyle sıralanabilir: Pleiotropik 

regülatör faktörler, metabolik yola özgü faktörler, γ-bütirolakton sinyal sistemi. 

Pleiotropik regülatör faktörler: 

Pleiotropik faktörler sadece ikincil metabolizmayı etkilemeyip aynı zamanda morfolojik değişimi 

de kontrol etmektedirler. Örneğin, S.coelicolor’da birçok bld geninin hem sporulasyon hem de 

antibiyotik üretimini kontrol ettiği bilinmektedir. bldA geni çok seyrek görülen UUA kodonunun 

translasyonu için gerekli olan Leu tRNA’yı kodlamaktadır (Lawlor vd., 1987) ve bu genin 

yokluğunda aktinorhodin ve undesilprodijiozin antibiyotiklerini üretememekte ve bald (sade) adı 

verilen fenotip özelliğini sergilemektedir (Champness, 1998; White ve Bibb, 1997). 

Streptomyces’te farklı biyolojik etkiye sahip neredeyse 150 genin ekspresyonunun S.coeliolor’da 

bulunan bldA geni tarafından etkilendiği düşünülmektedir. Bunlardan da sadece iki tanesi bir TTA 

kodonu içermektedir, bu da TTA içeren transkripsiyonel faktörlerin polisistronik operonlar 

üzerindeki ileri seviye regülasyonunu göstermektedir (Hesketh vd.,2007). S.clavuligerus’ta 

sefamisin C ve klavulanik asit üretimini kontrol eden metabolik yola özgü regülatörlerden CcaR 
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da TTA kodonu içermektedir. Fakat S.clavuligerus’un bldA mutantında, aerial misel oluşumu 

gözlenmemesine rağmen, ccaR geninin translasyonunda ve antibiyotik üretiminde herhangi bir 

değişiklik gözlenmemiştir (Trepanier vd., 2002). TTA kodon içeriği mistranslasyonda önemli bir 

etkiye sahiptir. Bu da TTA kodonunun TTAC ya da TTAT sekansları gibi içeriklerin (Belcourt ve 

Farabaugh, 1990) mistranslasyonunda etkin bir role sahip olduğunu göstermektedir. Bu yüzden 

CcaR, bldA’den bağımsız translasyon ccaR TTA’dan sonraki dizide (in-frame) mistranslasyon ya 

da dizi-kayması (frame-shift) tarafından kontrol ediliyor olabilir (Trepanier vd., 2002; Liras vd., 

2008).  

S. clavuligerus’ta sefamisin C ve klavulanik asit üretimini etkilediği ilk bulunan gen bldG genidir 

(Bignell vd., 2005). ccaR geni ekspresyonunun bldG’ye bağlı olduğu bulunmuş ve bu da   

antibiyotik üretiminin kontrol ağında bldG geninin ccaR ve claR genlerinden önce geldiğini 

göstermektedir. bldG geni bir anti-anti sigma faktörü kodlamaktadır (Duncan ve Losick, 1993; 

Bignell vd., 2000; Bignell vd., 2005) ve bu anti-anti sigma faktörü, bir sigma faktörünü hedef alan 

anti-sigma faktörünün aktivitesini kontrol etmektedir. Bu sigma faktörü, regülasyon sisteminde asıl 

önemli olan korunumlu serin residue noktasında fosforilasyon ile aktivasyonun sağlanmasına 

dayanmaktadır çünkü fosforile olmayan formu anti-sigma faktörüne bağlanamamaktadır 

(Diederich vd., 1994; Bignell vd., 2000).  

Metabolik yola özgü faktörler: 

Sefamisin gen kümesinde bulunan ccaR geni S.clavuligerus’ta hem sefamisin C hem de 

klavulanik asit üretimi için gerekli pozitif regülatör faktörünü kodlamaktadır (Pérez-Llarena ve 

Liras, 1997). Bu genin tahrip edilmesi sonucu klavulanik asit ve sefamisin C üretimi 

gerçekleşmemekte fakat transkomplementasyon ile tekrar üretim sağlanabilmektedir. CcaR, 

RedD, ActII-ORF4, AfsR ve DnrI gibi bilenen diğer regülatörler gibi, SARP grubu proteinler 

sınıfına girmektedirler (Wietzorrek ve Bibb, 1997). ccaR geni biyosentetik genlerin 

transkripsiyonunu düzenleyerek antibiyotik üretimini kontrol etmektedir (Kyung vd., 2001).  Lizin 

aminotransferaz (LAT), izopenisilin-N sentaz (IPNS), izopenisilin N epimeraz (IPNE) ve 

deasetoksisefalosporin C sentaz (DAOCS) gibi sefamisin C üretimini sağlayan biyosentetik 

enzimler CcaR’a bağlıdır. Bununla birlikte klavulanik asit üretimini kontrol eden claR geninin 

aktivitesi de CcaR proteini tarafından kontrol edilmektedir. claR geni klavulanik asit gen kümesi 

içerisinde bulunmakta, LysR ailesi transkripsiyon aktivatörlerine benzeyen bir proteini kodlamakta 

ve özellikle klavulanik asit üretimi için gerekmektedir (Paradkar vd., 1998; Perez vd., 1998)., claR-
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null mutantının klavulanik asit üretimi sırasında üretilen son ara ürün klavamanik asidi biriktirdiği 

fakat klavulanik asit üretemediği göz önünde bulundurulduğunda ClaR transkripsiyonel 

regülatörünün klavulanik asit üretimini sağlayan son basamaktaki genlerin regülasyonundan 

sorumlu olduğu çıkarımı yapılabilir (Paradkar vd., 1998; Liras vd., 2008).    

γ-bütirolakton sinyal sistemi 

Actinomycete’lerde antibiyotik üretimi başlangıcını regüle eden γ-bütirolakton tipi otoregülatörler 

yaygın bir şekilde bulunmaktadırlar (Folcher vd., 2001; Horinouchi, 2007). Bu otoregülatörleri 3 

gruba ayımak mümkündür: VB tipi, IM-2 tipi, A faktörü tipi.  Kim vd. (2004) bütirolakton reseptörü 

kodlayan scaR genini klonladılar ve IM2 tipi otoregülator sınıfına girdiğini belirlediler. Santamarta 

vd. (2005) brp isimli aynı orf’ın klavulanik asit ve sefamisin C üretimindeki fonksiyonunu 

belirlediler. S.clavuligerus’ta bulunan Brp proteini antibiyotik üretimini baskılayıcı özelliğe sahiptir 

(Takano, 2006). Bunun yanısıra bütirolakton reseptör proteinlerinin bağlandığı ARE sekansları 

bazı Streptomyces türlerinde tanımlanmıştır. S. clavuligerus’ta Brp proteinlerinin bağlandığı iki 

çeşit ARE sekansı belirlenmiştir. Bunlardan bir tanesi kendi promoter bölgesinde bulunan ARE 

sekansı diğeri ise ccaR geninin transkripsiyon start kodununun 815 nt önünde yer alan, aynı 

zamanda  ccaR ATG kodonunu 75 nt önünde bulunan ARE sekansıdır (Takano, 2006; Wang vd., 

2004).  Bu yüzden Brp proteinin ccaR geninin ekspresyonu üzerinde baskılayıcı özelliğe sahip 

olduğu söylenebilir (Liras vd., 2008). 

1.4. Proteomik 

Proteomik, protein ekspresyon seviyelerindeki miktarsal değişimler ve bu değişimlerin ilaç keşfi, 

teşhis bilimi ve terapi gibi alanlarda uygulanmalarını araştıran bilim dalıdır. Proteomik 

araştırmaları çok farklı uygulama alanlarında kullanılabilir: Farmasötik, toksikoloji, klinik kimya, 

biyoloji vs. 

“Proteom” analizinin açılımı, “Bir genom, hücre veya doku tarafından ifade edilen tüm protein 

içeriğinin analizi” olarak verilebilir (Wasinger vd. 1995; Westermeier vd., 2008).  

Diğer bir ifade ile proteomik, hücre içinde sentezlenen bütün bir protein setinin regülasyonu, 

fonksiyonu ve ekspresyonunu anlamak için kullanılabilir. Ayrıca hücredeki proteinler fonksiyonel 

birimler oldukları için ifadeleri çevresel sinyallerden ve fizyolojik durumlardan önemli ölçüde 

etkilenmekte ve bu da proteomun transkriptomik ve genomik çalışmalara tamamlayıcı nitelikte 

olmasını sağlamaktadır (Wilkins vd., 2007; Chaudhary vd., 2013).   
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Proteom analizinde temel olarak iki-boyutlu (2D) elektroforez sistemi ve ardından proteinlerin 

tanımlanması için kullanılan MALDI kütle spektrometri teknolojileri kullanılmaktadır (Westermeier 

vd., 2008). 

Streptomyces’in kompleks yaşam döngüsü gelişimsel değişimleri içermekte ve değişimler de 

uzam-mekana bağlı protein ekspresyonunu etkilemektedir. Proteomik analizler streptomyces’te 

daha önceden karakterize edilmemiş bileşenleri ve hücresel dinamikleri açığa çıkarma 

potansiyeline sahiptir. Ayrıca Streptomyces’te morfolojik değişim evreleri ile ikincil metabolit ve 

antibiyotik üretimi arasında ilişki söz konusudur ve aralarındaki bu bağlantı proteomik çalışmalar 

ile daha iyi anlaşılmaktadır (Zhou vd., 2011). Örneğin, farklı koşullar altında ekspresyon 

seviyelerinde meydana gelen değişimler 2D jel elektroforez yöntemi ile belirlenebilir ve istenilen 

ikincil metabolitin daha fazla üretimini sağlamak için organizmada metabolik mühendislik için 

gerekli yardımcı bilgileri açığa çıkarabilir (Chaudhary vd., 2013). Streptomyces’te yapılan ilk 

proteomik çalışmalar özellikle postranslasyonel modifikasyonların bu organizmalarda önemli 

ölçüde gerçekleştiği, hatta bu modifikasyonların yaygın bir regülasyon mekanizması olduğunu 

açığa çıkarmıştır (Maharjan vd.,2008). Proteomun ikincil metabolit üretimini aydınlatmadaki 

rolünü gösteren bir diğer örnek olarak DXR üretimini arttırmak için panK geni entegre edilmiş S. 

peucetius ATCC 27952 suşunun parental suş ile karşılaştırılması ve bekleninin aksine mutant 

suşun daha düşük oranda DXR üretimi gerçekleştirmesi verilebilir. Bu sonucun sebebini 

anlayabilmek için 2D jel elektroforez yöntemi kullanılmış ve DrrA proteinin parental suşda 9.4 katı 

kadar daha fazla ifade edildiği açığa çıkarılmıştır.  Yapılan bu çalışma, antibiyotik üretiminin 

fizyolojisini anlama ve host gelişiminin nasıl modifiye edilebileceği konusunda proteomik 

yaklaşımların ne ölçüde önemli olduğunu göstermektedir (Song vd., 2011; (Chaudhary vd., 2013). 

 

2. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

2.1. Kültür Besiyeri ve Koşulları 

 

S.clavuligerus 220 rpm’de, 28°C’de çentikli erlenmayerlerde Triptik Soy Besiyerinde çoğaltılmıştır. 
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2.2. Protein Ekstraksiyon Yöntemleri 

 

2.2.1. TCA/Acetone Çöktürme Yöntemi 

Protein ekstraksiyonu için toplanan yaklaşık 30 mL’lik miseller 5 dakika, 4000g’de, +4°C’de 

santrifüj edilerek toplandıktan hemen sonra sıvı azotta dondurulmuştur. Dondurulan hücreler 

havan içerisinde sıvı azotla ezildikten sonra, yaklaşık 20-25 mL, 20 mM DTT içeren TCA/aseton 

ile çözülmüştür. Karışım vortekslendikten sonra -20°C’de 2 saat boyunca çökmeye bırakıldı. 

Çöken proteinler, 1 saat boyunca 40.000g’de, +4°C’de çevrilerek supernatant döküldü. Elde edilen 

pelet üzerine 20mM DTT içeren aseton eklenip vortexlendikten sonra 45 dk -20°C’de bekletildi ve 

tekrar 40.000g’de 45 dk santrifüj edildi. Santrifüj sonrasında pelet üzerine tekrar 20mM DTT içeren 

aseton eklendikten sonra -20°C’de gece boyunca inkübe edildi. Ertesi gün santrifüjle aseton 

uzaklaştırılarak, saf aseton ile son bir defa yıkama işlemi gerçekleştirilip, pelet Speed-Vac 

cihazında kurutulmuştur.  

2.2.2. Fenol Ekstraksiyon Yöntemi I 

Projemizi sunarken Fenol Ekstraksiyon Yöntemi I (Fenol I) olarak Mot vd. (2007) tarafından 

önerilen yöntemi kullanmayı amaçlamıştık fakat sunulan bu yöntemde dondurulan hücrelerin 

direk tamponda çözünmesi S. clavuligerus gibi proteolitik aktivitesi yüksek olan organizmalarda 

ekstraksiyon sonucu elde edilen proteinlerin proteazlar tarafından kırılması ve doğal jelde olmaları 

gereken yerde görüntülenememeleri ihtimalini arttırmaktadır, bu yüzden bu yönteme çok 

benzeyen fakat proteolitik aktiviteyi en aza indirebilecek prosedürü öneren Faurobert vd. 

(2007)’nin yöntemi kullanılmılştır. 

Bu yöntem, Faurobert vd. (2007) tarafından önerilen prosedür üzerinde yapılan bazı küçük 

değişikliklerle gerçekleştirilmiştir. Sıvı azotta dondurularak -80°C’de bekletilen hücreler, havanda 

sıvı azot ile ezildikten sonra, 1 g’lık hücre, 15mL’lik falkon tüplerde, 3 mL’lik ekstraksiyon tamponu 

(500 mMTris-HCl, 50 mM EDTA, 700 mM sükroz, 100 mM KCl, pH 8.0) içerisinde çözülerek 

vortekslenmiş ve ardından 10 dk boyunca buz üzerinde sallanarak inkübe edilmiştir. İnkübasyon 

sonrasında, ekstraksiyon tamponuna eşit hacimde Tris-tamponlu fenol (pH8.0, Sigma) eklenerek 

solüsyon, 10 dk boyunca oda sıcaklığında sallanmıştır. Çözünmeyen pelet kısmını ayrıştırmak 

için, örnek 10 dk boyunca 3200g’de santrifüjlenmiş ve üst fazda kalan fenol kısımı dikkatli bir 

şekilde yeni tüpe aktarılmıştır. Daha sonra elde edilen fenol fazı tekrar 3 mL’lik ekstraksiyon 

tamponu ile ekstrakt edilmiştir. Ardından 3 dk oda sıcaklığında sallanarak bir süre 

vortekslenmiştir. İyice karıştırılan örnekler 10 dk boyunca 3200 g’de santrifüj edilmiştir. Santrifüj 
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sonrası elde edilen fenol fazı yeni bir tüpe aktarılarak üzerine 4 katı hacimde çöktürme tamponu 

(metanol içinde çözünmüş 0.1 M ammonyum asetat) eklenmiş, tüp ters-düz çevrilerek 

karıştırılmış ve en az 4 saat boyunca -20°C’de inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonrasında, 

proteinler, 10 dk 3200g’de santrifüj edilerek çöktürülmüştür. Daha sonra 3 defa soğuk çöktürme 

tamponuyla, bir defa da soğuk asetonla yıkanarak ve her yıkama işlemi arasında, solüsyon 10 dk 

3200 g’de çevrilerek, proteinler çöktürülmüştür. Pelet, Speed-Vac ile ya da 16 saat -20°C de 

kurutulmuştur.  

Kurutulan proteinler rehidrasyon tamponunda (8M üre, 2% CHAPS, 50 mM DTT, 1% amfolit) 

çözülmüştür. Çözünme işlemi oda sıcaklığında 2-3 saat boyunca sallanarak, fakat 20dk’lık 

aralıklarla örneklerin vorteklenmesi ile ya da sonik su banyosunda gerçekleştirilmiştir.  

2.2.3. Fenol Ekstraksiyon Yöntemi II (Fenol II) 

 

Sıvı azotta dondurularak -80°C’de bekletilen pelet, sıvı azot varlığında havanda ezilerek, üzerine 

soğuk ekstraksiyon tamponu (50 mM Tris-HCl pH 8.5, 5 mM EDTA, 100 mM KCl, 1% w/v DTT, 

30% w/v sucrose; complete protease inhibitor cocktail (Sigma) eklenerek ardından 30 saniye 

boyunca vortekslendi. Daha sonra karışıma ekstraksiyon tamponu kadar soğuk Tris tamponlu 

fenol (pH 8.0) eklenerek örnek 15 dk boyunca 4°C’de vortekslendi. Karışım 3 dk boyunca, 6000 

g’de ve 4°C’de santrifüj edildi. Fenol fazı alınarak, üzerine başlangıçtaki kadar ektraksiyon 

tamponu konularak, karışım 30 s vortekslendi. Tekrar santrifüj yapılarak (3 dk, 6000 g, 4°C) ve 

ardından fenol fazı alınarak gece boyunca 5 katı kadar 100 mM ammonium acetate-methanol ile 

-20°C’de inkübe edildi. Proteinler santrifüj ile çöktürüldükten sonra  Speed-Vac ile ya da 16 saat -

20°C’de bekletilerek kurutuldu. (Carpentier vd., 2005).  

2.2.4. Etanol-Aseton Yöntemi 

Sıvı azotta dondurularak -80°C’de bekletilen hücreler, 4 katı kadar hacimde etanol içinde çözüldü. 

Bir saat sonra, aynı miktarda soğuk aseton eklenerek, proteinler gece boyunca -20°C’de 

çöktürüldü. Proteinler, 26000g’de, -10°C’de, 15 dk boyunca santrifüj edildikten sonra hücre 

miktarının 9 katı kadar etanol:aseton:distile su (4:4:1) (v/v/v) ile yıkanarak 6 saat boyunca -20°C’de 

bekletildi. Proteinler, 26000 g’de (-10°C, 40 dk) santrifüj edilerek iki defa etanol:aseton:distile su 

(4:4:1) ile yıkandı. Elde edilen pelet oda sıcaklığında gece boyunca bekletilerek ya da Speed-Vac 

ile kurutuldu (Sebastiana vd., 2013).  
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2.3. Protein Konsantrasyon Tayini 

 

Protein konsantrasyonu Ramagli ve Rodriguez (1985) tarafından önerilen prosedür üzerinde bazı 

değişiklikler yapılarak hesaplanmış ve BSA standart olarak kullanılmıştır. Buna göre, protein 

standartları ile protein örnekleri 40 µl dH2O ve 10 µl HCl’de çözünmüş, toplam hacim 1,8 ml’ye 

tamamlanarak, tüm örnekler 5 dk ışıksız ortamda bekletilmiş ve ardından 595 nm’de absorbans 

değerleri ölçülerek elde edilen standart grafiğinden protein konsantrasyonları hesaplanmıştır.  

2.4. 2D Jel Elektroforezi 

  
Örnekler rehidrasyon tamponunda çözündükten sonra, protein konsantrasyonu 400 µL 

solüsyonda 350 µg protein olacak şekilde ayarlanarak IPG şerit jellerinde (17 cm,  pH  4-7, 

BioRad) 12-16 saat pasif rehidrasyona bırakılmıştır. İzoelektrik fokuslama (IEF), Ettan IPGphor3 

(GEHealthcare) sisteminde yapılmış ve en az 70,000 Vh voltaj uygulanmıştır.   

IEF’ten sonra, jeller eğer hemen kullanılmayacaksa -20°C’de bekletilmiş ya da direk oda 

sıcaklığında 4mL %2’lik DTT içeren dengeleme solüsyonunda (50 mM Tris-HCl, pH 6.8, 6 M üre, 

%30 (v/v) gliserol, %1 SDS) 15 dakika bekletilip, daha sonra 4mL’lik %2.5’lik iyodoacetamid içeren 

ekilibrasyon sölüsyonunda (50 mM Tris-Cl, pH 6.8, 6 M üre, %30 (v/v) gliserol, %1 SDS) 15 dk 

inkübe edilmiştir. İzole edilen proteinler %12’lik akrilamid/bisakrilamid jelleri ile Bio-Rad Cell 

Sistemi kullanılarak ayrılmıştır. Ayrılan proteinleri görmek için Commassie Blue G-250 boyası 

kullanılmıştır. Boyanan jeller Epson Perfection 750V cihazı ve Silverfast yazılımı kullanılarak 

taranmıştır.  

2.5. Görüntü Analizleri ve Protein Profillerinin Belirlenmesi 

 

Her bir yöntem için 3 biyolojik replika kullanılmıştır ve Delta 2D 3.4 versiyonu kullanılarak bu 3 

biyoloijk replika için bir füzyon jel oluşturulmuş ve füzyon jellerden bir tanesi master jel kabul 

edilerek diğer jeller ile çakıştırma işlemi gerçekleştirilmiştir. 

3. BULGULAR-TARTIŞMA/SONUÇ 

 

Çalışmamız sırasında S.clavuligerus (NRRL3585)  suşu kullanılmış ve bu organizmanın durağan 

fazda ve antibiyotik üretiminin artış gösterdiği zaman diliminde protein ekstraksiyonunu yapmak 

üzere 4 farklı yöntem kullanılmıştır. Protein ekstraksiyonu sonrasında her bir yöntem için protein 

profillerinin gözlemlenebilmesi amacıyla 2D jelleri yapılmış ve proteinlerin kütle ve IEF’lerine göre 
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ayrılmaları sağlamıştır. Elde edilen jel görüntüleri Delta2D programına yüklenerek jeller 

karşılaştırılmış, spot yoğunluğu, jellerin tekrar edilebilirliği ve spot miktarları gibi faktörler göz 

önünde bulundurularak S. clavuligerus proteom çalışmaları için en uygun protein ekstraksiyon 

yöntemi belirlenmiştir.  

S. clavuligerus diğer mikroorganizmalar ile karşılaştırıldığında proteolitik aktivitesi yüksek birçok 

protein üretmekte dolayısıyla bu durum protein ekstraksiyon işlemini bu organizmalar için 

zorlaştırmakta ve büyük titizlik ve dikkat gerektirmektedir, diğer bir ifade ile proteinlerin 

degredasyonunu minimuma indirecek en etkili yöntemin bulunmasını zorunlu kılmaktadır. TCA-

aseton kombinasyonu oldukça etkili bir çöktürme etkisine sahiptir. Proteolitik aktivite kendisini 

göstermeden proteinlerin çöktürülmesini sağlamaktadır, ayrıca tuz ve polifenol gibi protein 

odaklanmasına önemli engel oluşturan bileşiklerin temizlenmesini çok başarıl bir şekilde 

gerçekleştirmektedir (Gorg vd.,2004). Bu yüzden S. clavuligerus gibi zorlu organizmalarda ve 

bitkilerde bu yönteme sıklıkla başvurulmaktadır. Fakat bu yöntemin avantajları ile birlikte 

dezavantajları da bulunmaktadır. TCA-aseton yöntemi ile çöktürülen proteinlerin rehidrasyon 

tamponunda çözülmesi oldukça zordur  (Nandakumar vd., 2003) ve bu işlem sırasında birçok 

hidrofobik protein kaybedilmekte, tamponda çözünmemektedir. Ayrıca TCA’dan kaynaklanan 

düşük pH, proteinlerin çözünmelerini etkilemekle birlikte 2D jellerinin asidik kısımlarında belirgin 

çizgi (streak)’lerin oluşmasına yol açmaktadır (Carpentier vd., 2005) .  

 

TCA-aseton yöntemi kullanılarak elde edilen 2D jel görüntüsü Şekil 3’te gösterildiği gibidir. 

Delta2D programı kullanılarak TCA-aseton yöntemi ile elde edilen jelin analizi yapıldığında toplam 

646 protein bulunmuştur. Bu yöntem ile elde edilen protein konsantrasyonu ise ortalama 2.0 ± 

0.18 µg/µl’dir. 

 

http://pubs.acs.org/action/doSearch?ContribStored=Nandakumar%2C+M+P


 

14 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fenol ekstraksiyon yöntemi, TCA-aseton yöntemine karşı yaygın olarak kullanılan alternatif 

yöntemdir. Fenol ekstraksiyon yöntemi sırasında 2 faz elde edilmektedir ve bunlardan bir tanesi 

fenolün oluşturduğu hidrofobik kısım, bir diğeri ise sulu kısımdır. Sulu kısımda protein 

ekstraksiyonu sırasında kontaminasyon olarak kabul edilen karbonhidrat, nükleik asit ve 

çözünmeyen hücre debrisi bulunurken, fenolün oluşturduğu fazda sitosolik ve membran proteinleri 

bulunmaktadır (Hochstrasser vd., 1988). Ayrıca TCA-aseton yönteminde proteazları inhibe eden 

faktör TCA’nın kendisi iken, fenol ekstraksiyonunda EDTA ve PMSF proteazların inhibe edilmesini 

sağlayan asıl faktörlerdir, PMSF yerine proteaz inhibitör kokteyl de tampona eklenebilmektedir, 

ayrıca fenol ekstraksiyonu sırasında pH’ın yüksek olması proteolitik aktiviteyi engelleyici önemli 

bir unsurdur (Carpentier vd., 2005). Faurobert vd. (2007)’nın önerdiği prosedür ile elde edilen 2D 

jel Şekil 4’te gösterilmiştir. Bu yöntem ile elde edilen toplam protein sayısı 643’tür. Protein 

konsantrasyonu ise 24.4 ± 8.19 µg/µl olarak bulunmuştur.  

  

Şekil 3. TCA-aseton çöktürme yöntemi sonrasında elde edilen 2D jel 

+7 +4 
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Sebastiana vd. (2013) tarafından önerilen etanol-aseton protein ekstraksiyon yöntemi ile elde 

edilen protein konsantrasyonu yaklaşık olarak 0.1 µg/µl olmuştur. 2D jelleri yapmak için gerekli 

minimum protein miktarı etanol-aseton yöntemi ile sağlanamadığından bu yöntem 

S.clavuligerus’ta protein profillerinin belirlenmesi amacıyla kullanılabilecek bir method olmadığını 

göstermiştir. S.clavuligerus gibi protein ekstraksiyonu sırasında kontaminasyon olarak kabul 

edilebilecek pigment, lipid ve nükleik asit gibi moleküllerin organizmada fazla miktardan bulunması 

ve aynı zamanda ekstraksiyon sırasındaki hücre patlatma işlemi sonrasında proteazları inhibe 

etmek için herhangi bir ajan kullanılmaması ve aseton ile çöktürülen proteinlerin rehidrasyon 

tamponu ile çözünmesinin zor olması gibi faktörler bu yöntemin amacımıza pek uygun olmadığını 

açıklamaktadır.  

 

Carpentier vd. (2005)’nın önermiş olduğu prosedür kullanılarak elde edilen jelde (Şekil 5) toplam 

588 protein bulunmuştur. Ayrıca bu yöntem ile rehidrasyon tamponunda çözündükten sonra elde 

edilen protein konsantrasyonu 3.08±0.944 µg/µl olarak belirlenmiştir. 

Şekil 4. Fenol ekstraksiyon yöntemi I sonrasında elde edilen 2D jel  

+7 +4 
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Şekil 5. Fenol ekstraksiyon yöntemi II sonrasında elde edilen 2D jel  

+7 +4 
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Dört farklı yöntem kullanılarak, elde edilen protein konsantrasyonları Grafik 1’de verilmiştir. 

 

  

Faurobert vd. (2007) tarafından önerilen yöntem (Fenol I Yöntemi), elde edilen protein miktarı 

bakımından en yüksek değeri vermesine rağmen, protein miktarının tayininde hata oranı 

diğerlerine göre daha yüksektir. Fenol ekstraksiyonu sırasında proteinlerle birlikte fenol fazında 

kalan pigmentlerin Bradford boyası ile reaksiyona girmesi buna sebep oluyor olabilir. Carpentier 

vd. (2005)’nın önerdiği fenol ekstraksiyon yönteminde (Fenol II yöntemi) hata oranının nispeten 

düşük olmas,ı zaten fenol fazında yakalanan protein miktarının Fenol I yönteminde neredeyse 8 

katı kadar az olması ve dolayısıyla fenol fazında kalan pigment miktarının da diğer yönteme göre 

daha az miktarda bulunmasından kaynaklanıyor olabilir.  

Bu yöntemler içerisinde Etanol-aseton yöntemi dışındaki 3 yöntem, elde edilen protein 

konsantrasyonlarının 2D jel hazırlanması için yeterli oranda bulunması sebebiyle, kendi aralarında 

karşılaştırılmıştır. Fakat bu karşılaştırma protein konsantrasyonu en yüksek olan Fenol 

ekstraksiyon yöntemi I (Fenol I yöntemi) ile TCA-aseton yöntemi, daha sonra olan Fenol 

ekstraksiyon yöntemi II (Fenol II yöntemi) ile Fenol ekstraksiyon yöntemi II (Fenol II yöntemi) 

olarak yapılmıştır.  
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Grafik 1. TCA-aseton, Fenol Ekstraksiyon Yöntemi I, Etanol-aseton Yöntemi, 
Fenol Ekstraksiyon Yöntemi II için protein konsantrasyonları 
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Dört farklı yöntem kullanılarak elde edilen jellerin Delta 2D programında karşılaştırılması sonucu 

belirlenen protein spot sayıları her bir yöntem için Grafik 2’de gösterilmiştir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Delta2D programı ile 3 jel (TCA-aseton, Fenol Ekstraksiyon Yöntemi I, Fenol Ekstraksiyon 

Yöntemi II) çakıştırılmış ve her bir jelde görüntülenen protein spot sayıları belirlenmiş, daha sonra 

TCA-aseton ve Fenol Ekstraksiyon Yöntemi I ile Fenol Ekstraksiyon Yöntemi II ve Fenol 

Ekstraksiyon Yöntemi I kendi aralarında karşılaştırılmış, bu yöntemler arasında ortak olarak jelde 

görüntülenebilen proteinler ve sadece bir yöntemle görüntülenebilen proteinler ile bu proteinlerin 

yoğunluk bakımından birbirlerine oranları belirlenmiştir. Kantitatif ifade oranlarının belirlenmesi için 

kullanılan Delta2D programına ait tablonun (Tablo 1) genel görüntüsü aşağıdaki şekilde verilmiştir.  
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Grafik 2. TCA-aseton, Fenol Ekstraksiyon Yöntemi I, Fenol Ekstraksiyon 
Yöntemi II için Delta2D programı ile çakıştırma sonucu elde edilen 2D jellerinde 
gözlemlenen protein sayısı 
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Tablo 1. Delta2D kantitatif analiz tablosu. Kırmızı renkli kareler sadece bir jelde ifade edilen proteinleri, 
yeşil ile kırmızı arasında farklı skaladaki renklerle gösterilen kareler ortak ifade edilen protein farklı 
yoğunlukta olduklarını, koyu yeşil ile gösterilenler proteinlerin o jelde bulunmadığını göstermektedir.  
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Aşağıdaki plotta protein spotlarının TCA-aseton ve Fenol Ekstraksiyon yöntemi I için dağılımı 

gösterilmiştir. Proteinlerin dağılımları ve dolayısıyla iki yöntem arasında protein spotlarının 

yoğunluk ve çeşit bakımından ne kadar farklılık gösterdikleri relatif olarak bu grafikten belirlenebilir.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Grafik 3’te sarı çizgiler üzerinde yer alan spotlar her iki yöntem ile elde edilen proteinlerin 

birbirlerine göre ifade oranlarını göstermekte, kırmızı-turuncu bölgede yer alanlar sadece TCA-

aseton yöntemiyle elde edilen proteinleri ve Fenol I ekstraksiyonuna göre ifadesi önemli ölçüde 

artan proteinleri gösterirken, yeşil-açık yeşil bölgede yer alanlar sadece Fenol I yöntemiyle elde 

edilen proteinleri ve TCA-aseton’da Fenol I’e göre yoğunluğu çok düşük proteinleri 

göstermektedir.  

Grafik 3. y ekseni TCA-aseton ekstraksiyon yöntemi ile elde edilen proteinleri, x 
ekseni Fenol I yöntemi ile ile elde edilen proteinleri göstermektedir. 
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Yukarıdaki grafiğe göre hem TCA-aseton hem de Fenol I yöntemiyle oldukça farklı proteinlerin 

izole edilebileceği çıkarımı yapılabilir, ayrıca ortak olarak her iki jelde yer alan proteinlerin yoğunluk 

bakımından birbirlerinden farklılık gösterdiği de grafikte görülmektedir.  

Delta2D çakıştırma programı ile jeller çakıştırılmış ve Fenol I yöntemi ile jelde 643 protein 

belirlenmiş, TCA-aseton yöntemi ile 646 protein görüntülenebilmiştir (Şekil 6 ve Şekil 7).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ayrıca 2 jelin çakıştırılması sonucu (Şekil 8), 318 proteinin sadece TCA-aseton yöntemi ile elde 

edildiği, 266 proteinin ise sadece fenol ekstraksiyon yönteminde gözlendiği belirlenmiştir.  

 

 

 

 

 

Şekil 7. Fenol I yöntemi sonrasında elde edilen 2D jel  

+4 +7 

Şekil 6. TCA-aseton çöktürme yöntemi 
sonrasında elde edilen 2D jel 

+4 +7 

+4 +7 
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Ayrıca 328 proteinin iki jelde ortak olarak bulunduğu belirlenmiştir. Ortak proteinlerin jeldeki 

yoğunluğu karşılaştırılmış ve 2.0 kat artış ve 2.0 kat azalış gösteren spotlar belirlenmiştir. Buna 

göre Fenol I yöntemi ile 2.0 kat daha yoğun olarak gözlemlenen protein spot sayısı 104 iken, bu 

sayı TCA-aseton ekstraksiyon yönteminde 49’dur. 

Bunların yanı sıra aşağıdaki şekilde gösterildiği üzere TCA-aseton yöntemi ile elde edilen jelin 

asidik kısmında (+4) yoğun bir şekilde streak (çizgiler) gözlenmektedir. Bu yüzden asidik bölgede 

bulunan streak kısımları program tarafından ayrı spotlar olarak belirlense de bu bölgelerde 

muhtemelen çok daha az spotun varlığı söz konusudur. Bu çizgilerin varlığı bu teknikle elde edilen 

proteinlerin fokuslanmasında bir problem olduğu ya da ekstraksiyon sırasında yıkama 

safhalarında TCA’dan kurtulunamadığını gösteriyor olabilir. Carpentier vd. (2005) bu çizgi 

oluşumunu TCA-aseton yöntemindeki dezavantajlardan biri olarak nitelendirmişlerdir. Böyle bir 

durumda asidik bölgedeki proteinlerin doğru bir şekilde kütle spektrometri ile tanımlanması 

zorlaşacaktır.  Şekil 9’da turuncu oklar, TCA-aseton yönteminde gözlenen çizgilerin yoğun olduğu 

+4 

Şekil 8. Fenol I ve TCA-aseton çöktürme yöntemleri ile elde edilen 
jellerin çakıştırılmış görüntüsü. Kırmızı renkli spotlar TCA-aseton, yeşil 
renkli spotlar Fenol I yöntemini, açık yeşil, sarı ve turuncu renkli spotlar 
çakışan spotları temsil etmektedir.  

+7 +4 
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bölgeleri göstermektedir. Fenol I yönteminde de bu çizgilere alkalin bölgede (+7) yer yer rastlansa 

da TCA yöntemindeki kadar yoğun değildir (Şekil 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Jellerde gösterilen protein miktarı kadar protein çeşidi de büyük önem arz etmektedir. Hücre içinde 

her proteinin ifade seviyesi, diğer proteinlerden işlevleri dolayısıyla farklıdır. Bu yüzden bir hücrede 

aynı zaman dilimi içinde birçok protein ifade edilirken her birinin ifade seviyesi birbirinden farklı 

olacaktır; bazıları diğerlerine göre daha fazla ifade edilirken, bazıları çok daha az ifade 

edilmektedir. Bu yüzden, bir protein ekstraksiyon yöntemi sonucu elde edilen protein 

konsantrasyonu da büyük önem taşımaktadır. Konsantrasyon ne kadar yoğun olursa, az ifade 

edilen proteinlerin jelde görüntülenme ihtimali o kadar artacaktır. TCA-aseton yöntemi ve Fenol I 

yöntemi sonucu elde edilen protein konsantrasyonları karşılaştırıldığında fenol yöntemi ile 24.4 ± 

8.19 (sd) µg/µl, TCA-aseton yöntemi ile 2.0 ± 0.18 (sd) µg/µl protein elde edilmiştir. İki yöntem 

arasında protein konsantrasyonu bakımından önemli bir fark bulunmaktadır. Buna rağmen fenol 

yönteminde standard deviasyon (sd) TCA-aseton yönteminden çok daha yüksek çıkmaktadır. 

Bunun sebebi ektraksiyon sırasında fenol fazında sadece proteinlerinn değil lipid ve pigmentlerin 

de bulunmasıdır (Carpentier vd., 2005). Her ne kadar S.clavulligerus’un parental türlerinde 

pigment üretimi mutant türlerine kıyasla az olsa da, örneklerin alındığı zaman dilimi, organizmanın 

Şekil 10. Fenol I yöntemi sonrasında elde edilen 2D 
jel  

+4 +7 

Şekil 9. TCA-aseton çöktürme yöntemi 
sonrasında elde edilen 2D jel 

+4 +7 
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durağan faza girdiği ve ikincil metabolit üretimini başlattığı döneme rastladığından ve pigmentlerin 

de hücre tarafından ikincil metabolit olarak üretilmesinden, Bradford yöntemi ile protein 

konsantrasyonu hesaplanırken az miktardaki pigment oranı sonuçları etkileyebilmekte ve 

dolayıyla standard sapmanın artmasına neden olmaktadır. Bilindiği gibi Bradford yöntemi protein 

miktarını ölçmede çok duyarlı olmamakla birlikte, ölçümden ölçüme değişkenlik 

gösterebilmektedir. Fakat var olan en hızlı ve optimize edilmiş bir yöntem olduğundan çok yaygın 

olarak kullanılmakta ve genel yöntem olarak kabul edilmektedir.  

Jellerin genel kontaminantlardan (nükleik asit, tuz) arındırılması ve spotların net bir şekilde jelde 

görüntülenmesi söz konusu olduğunda Faurobert vd. (2007) tarafından tavsiye edilen Fenol I 

yönteminin, TCA-aseton yöntemine göre daha başarılı sonuç verdiği görülmektedir. Ayrıca deney 

prosedürünün etkinliği göz önüne alındığında TCA-aseton yönteminde TCA’nın uzaklaştırılması 

zor olduğundan yıkama safhaları çok daha uzun olmakta ve ekstraksiyon süreci Fenol I yöntemine 

göre önemli ölçüde uzamaktadır. Bunun yanı sıra, hücre içerisinde belirli bir zaman diliminde ifade 

edilen fakat ifade miktarı diğer proteinlere göre az olan proteinlerin belirlenmesinde başlangıç 

protein konsantrasyonunun fazlalığı oldukça önemlidir. Bu açıdan her iki metot karşılaştırıldığında 

başlangıç konsantrasyonun TCA-aseton metodununkinden en az 12 kat fazla olan Fenol I 

yöntemi, S.clavuligerus proteomunun belirlenmesi için çok daha uygun bir yöntem olduğunu 

ispatlamaktadır.  

Fenol I yöntemi ile elde edile protein konsantrasyon oranı 24.4 ± 8.19 µg/µl iken Fenol II yöntemi 

ile elde edilen oran 3.08±0.944 µg/µl’dir, dolayısıyla protein başlangıç miktarlarında yaklaşık 

olarak 8 kat fark bulunmaktadır. 
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Ayrıca bu iki yöntem Delta2D programı kullanılarak karşılaştırılmış ve 2 jeldeki spot miktarları 

belirlenmiştir (Şekil 11 ve Şekil 12).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Grafik 4’te protein spotlarının Fenol I ve Fenol II yöntemleri için relatif dağılımı gösterilmiştir. 

Proteinlerin dağılımları ve dolayısıyla iki yöntem arasında protein spotlarının yoğunluk ve çeşidi 

grafikten göreceli olarak yorumlanabilir. Şekilde görüldüğü gibi ortak bölgedeki proteinlerin sayısı 

oldukça fazlayken, Fenol I ekstraksiyonunda yeşil bölgede bulunan proteinlerin sayısı daha 

fazladır, diğer bir ifade ile Fenol I ekstraksiyonunda Fenol II ekstraskiyonuna göre daha farklı 

proteinlerin jelde gözlenlendiği sonucu çıkarılabilir.    

 

 

 

 

 

Şekil 11. Fenol ekstraksiyon yöntemi I sonrasında elde 
edilen 2D jel  
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Şekil 12. Fenol ekstraksiyon yöntemi II sonrasında elde 
edilen 2D jel  
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Kantitatif olarak Delta2D programı ile her iki jel çakıştırıldığında Fenol II yönteminde 588 protein 

spotu, Fenol I yönteminde 643 protein spotu belirlenmiştir. Bu proteinlerden 172 tanesi sadece 

Fenol I yöntemiyle elde edilen jelde gözlemlenirken, 148 spot sadece Fenol II yöntemi ile 

belirlenebilmiştir (Şekil 13).  

 

 

 

 

 

Grafik 4. y ekseni Fenol II yöntemi ile elde edilen proteinleri, x ekseni 
Fenol I yöntemi ile ile elde edilen proteinleri göstermektedir. 
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Ayrıca 440 proteinin her iki jelde de ortak olarak bulunduğu gözlenmiştir. Bu ortak proteinler, 

jeldeki yoğunlukları bakımından karşılaştırılmış ve 2.0 kat artış ve azalış gösteren spotlar 

belirlenmiştir. Buna göre Fenol II yöntemiyle 42 spotun 2.0 kat ve üzeri daha fazla yoğunlukta 

olduğu, Fenol II yöntemiyle ise 82 spotun 2.0 kat ve üzeri daha yoğun olarak jelde bulunduğu 

belirlenmiştir.  

Bunun yanı sıra jel görüntüleri incelendiğinde (Şekil 14 ve Şekil 15) Fenol II yöntemi ile elde edilen 

jelde çok yoğun streak (çizgi) oluşumu söz konusudur. Şekil 15’te Fenol II yöntemi ile elde edilen 

jelde bazik bölgeyi (+7) işaret eden turuncu oklar, çizgilerin yoğun olarak oluştuğu yerleri 

göstermektedir. Bunun çeşitli nedenleri olabilir. Öncelikle kontaminasyonlardan (tuz, nükleik 

asitler) kaynaklı olarak IEF safhasında proteinlerin pI değerlerine göre yürümeleri engellenmiş 

olabilir, bu da proteinlerin normalde olmaları gereken yerlerden farklı yerlerde odaklanmalarını ve 

Şekil 13. Fenol ekstraksiyon yöntemi I (Fenol I) ve Fenol Ekstraksiyon 

yöntemi II (Fenol II) ile elde edilen jellerin çakıştırılmış görüntüsü. 
Kırmızı renkli spotlar sadece Fenol II, yeşil renkli spotlar sadece Fenol 
I’i temsil etmektedir. Açık yeşil, sarı ve turuncu renkli spotlar ortak olarak 
çakışan proteinleri temsil etmektedir.  
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streak oluşumunu tetikler. Fakat her iki yöntem bazı farklar dışında birbirine oldukça benzemekte 

ve her iki yöntemde de ekstraksiyon için fenol kullanılmaktadır. Bu yüzden oluşan çizgilerin, 

kontaminasyon faktörlerinden başka sebeplerden kaynaklanıyor olması ihtimali yüksektir. Fenol II 

yönteminde kullanılan EDTA ve Tris-HCl konsantrasyonları Fenol I yöntemine göre 10 kat daha 

azdır. Proteazların engellenmesi ve pH dengesini sağlamak için kullanılan bu iki faktörün miktarsal 

olarak daha az olması proteaz aktivitesi yüksek olan S.clavuligerus suşu için yeterli olmayabilir. 

Bu da proteinlerin degredasyona uğramasına ve olmaları gereken yerlerden farklı yerlerde 

görünmelerine yol açmış olabilir ve oluşan peptid fragmanları da çizgi oluşumuna katkıda 

bulunabilir. Bunun yanısıra Fenol II yönteminde vorteks süresi ve miktarı Fenol I yöntemine göre 

çok daha uzundur. Zaten proteaz aktivitesini durdurmak için yeterli olmayan Tris ve EDTA’ya ilave 

olarak vorteks sürelerinin uzunluğu da peptid fragmanlarının oluşumunu arttırmış olabilir. Bu da 

fokuslanma sırasında sorunlara neden olacaktır. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 14. Fenol I yöntemi sonrasında elde edilen 2D 
jel  
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Şekil 15. Fenol II yöntemi sonrasında elde edilen 2D jel  
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Fenol I ve Fenol II yöntemleri, protein konsantrasyonları, jellerin fokuslanması ve jelde belirlenen 

protein miktarları bakımından karşılaştırıldığında, Fenol II yöntemi S.clavuligerus proteomunun 

çıkarılmasında daha uygun bir yöntem olduğunu ispatlamıştır.  

Sonuç olarak, 4 metot protein konsantrasyonları, protein spot sayıları ve proteinlerin odaklanması 

bakımından karşılaştırıldığında, Fenol I yöntemi her açıdan diğer üç metoda göre üstünlük 

sağlamaktadır. Diğer bir ifade ile, S.clavuligerus proteom çalışmalarında Faurobert vd. (2007) 

tarafından önerilen prosedürde yaptığımız değişikliklerle (Fenol Ekstraksiyon yöntemi I) 

gerçekleştirmiş olduğumuz protein ekstraksiyonu başarı ile kullanılabilir. Yapmış olduğumuz bu 

optimizasyon ile ileride yapacağımız proteom çalışmalarını gerçekleştirmemiz söz konusu 

olabilecektir.  

Çalışmamızda sadece pH 4-7 aralığında olan IPG stripleri kullanılmıştır. Bu da sadece pI değerleri 

4 ile 7 aralığında olan proteinlerin görüntülenmesini sağlamaktadır. İleride yapılacak çalışmalarda 

diğer pH aralıklarındaki IPG stripler de denenerek (3-5, 6-8, 7-10) farklı pI değerlerine sahip 

proteinlerin jelde görüntilenmesi sağlanabilir. Ayrıca bu jellerden elde edilen protein spotları kütle 

spektrometri analizlerine gönderilerek belirli zaman diliminde ifadesi gerçekleşen birçok proteinin 

aynı anda tanımlanması gerçekleştirilebilir. Kullanmış olduğumuz 2D jel yöntemi proteom 

çalışmaları için kullanılabilecek yöntemlerden sadece bir tanesidir. Bunun dışında total protein 

izolasyonundan sonra 2D jelleri yerine, SDS-PAGE jelleri kullanılarak, proteinlerin sadece 

moleküler ağırlıklarına göre ayrılmaları ve ardından LC-MS/MS yöntemi ile proteinlerin 

tanımlanmaları gerçekleştirilebilir. Her iki tekniğin (2D jel ve SDS-PAGE) aynı deney set-up’ı için 

kullanılması sonucu elde edilen protein verileri hem  birbirlerinin tamamlayıcı hem de doğrulayıcı 

nitelikte olacaktır. Bu yüzden optimize etmiş olduğumuz protein ekstraksiyon yöntemi daha 

sonradan yapılacak proteom çalışmaları için büyük önem arz etmektedir.  
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