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THERMUS sp. K6’ DAN YEN , KR PT K, KÜÇÜK, ÇOK KOPYALI B R PLAZM N 

(pHIG22) ZOLASYONU VE KISM  KARAKTER ZASYONU 
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2011, 65 Sayfa 
 

Bu çal mada, Alangüllü (Ayd n) Kapl cas ’ndan al nan su ve çamurlu su 

örneklerinden izole edilen iki izolat n cins tayini yap lm r. Thermus cinsine ait oldu u 

belirlenen 2 bakteriden plazmit izolasyonu yap lm r.  

Thermus sp. K6 ve Thermus sp. M5 olarak adland lan iki izolattan yap lan plazmit 

izolasyonu sonucu Thermus sp. K6 bakterisinden izole edilen plazmitin tüm baz s ras  elde 

edildi. zole edilen plazmitin 2222 bp büyüklükte, %63 GC içeri ine sahip, çok kopyal , 

cryptic bir plazmit oldu u belirlendi. lk kez tan mlanan bu plazmit pHIG22 olarak 

adland ld . 

pHIG22 için yap lan BLAST ara rmalar  sonucunda, GenBank’ta herhangi bir 

plazmit veya diziye benzerlik elde edilemedi. Yap lan biyoinformatik analizler sonucunda; 

genom üzerinde muhtemel 5 ORF bölgesi belirlendi. Belirlenen ORF’lerden; 426 bp olan 

ORF-1 ve 741 bp olan ORF-2 ana zincirde, 696 bp olan ORF-3, 387 bp olan ORF-4 ve 741 

bp olan ORF-5’in de tamamlay  zincirde oldu u belirlendi. Yap lan promotor analizi 

sonucu pHIG22’nin tamamlay  zincirinde 2 promotor bölge tespit edildi. 

pHIG22, pUC18 klonlama vektörü ve kanamisin kaseti birle tirilerek E.coli-Thermus 

shuttle vektörü olu turuldu. pHIG22 genomundan belirli diziler PCR ile ço alt larak 

pET28a+ vektörüne klonland . Olu turulan rekombinant plazmitler ile termofilik 

bakterilere transformasyon çal malar  yap ld . 
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SUMMARY 

ISOLATION OF A NOVEL, CRYPTIC LOW MOLECULAR-WEIGHT, MULTICOPY 
PLASMID, pHIG22, FROM THERMUS sp. K6 AND ITS PARTIAL 

CHARACTERIZATION 
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2011, 65 Pages 
 

In this study, thermophilic bacteria of both water and mud samples were isolated 

from Alangullu (Ayd n) hot spring. Two isolates of those were determined belongs to 

Thermus genus and it was examined whether they harboured plasmid or not. 

Plasmid content of two isolates, named Thermus sp. K6 and Thermus sp. M5, 

respectively, were examined. A small, novel and multicopy cryptic plasmid, named 

pHIG22, was isolated from Thermus sp. K6. The nucleotide sequence of pHIG22 revealed 

that plasmid was 2222 bp long, with a total G + C content of 63%.  

According to results of BLAST searches, the sequence didn’t show any similarities 

to any other plasmids; also the amino acid sequences of five putative open reading frames 

did not show similarities to those in the databases. ORF-1 426 bp long, ORF-2 741 bp long 

in leading strand; ORF-3 696 bp long, ORF-4 387 bp long and ORF-5 741 bp long in 

complementary strand were determined. Two promoter regions were predicted in 

complementary strand according to promotor analyses tools. 

E.coli-Thermus shuttle vector were constructed by using pHIG22, pUC18 cloning 

vector and kanamycin cassette. Desired regions from genome of pHIG22 were amplified 

with PCR and cloned to pET28a+ vector. Constructed recombinant plasmids were tried to 

transform to thermophilic bacteria. 

 

 

Key Words: Cryptic plasmid, Shuttle vector, copy number, Thermus sp. K6 
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1. GENEL B LG LER 

 

1.1.Giri  

 

Termofilik bakteriler son y llar n en fazla ilgi duyulan ara rma odaklar ndan birisi 

olmu tur. Termofilik bakterilerin sahip olduklar  enzimler endüstriyel aç dan büyük önem 

ta  gibi sahip olduklar  di er özelliklerde birçok aç dan önem te kil etmektedir 

(Williams, 1995). 

Plazmitler tüm bakteri türleri aras nda yayg n olarak bulunmas na ra men, termofilik 

bakterilerden di er bakteri türlerine oranla daha az say da plazmit izole edilmi tir. Thermus 

cinsine ait bakterilerden izole edilen plazmitler genelde, herhangi bir fenotipik özellik 

göstermeyen cryptic plazmitler olarak kar za ç kmaktad rlar (Kobayashi vd., 2005). 

Thermus cinsine ait birçok do al plazmit izole edilmesine ra men, izole edilen 

plazmitlerin fonksiyonlar  tam olarak aç klanamam r (Takayama vd., 2004). 

 

1.2. Termofilik Mikroorganizmalar 

 

Termofilik bakteriler son y llarda en fazla ilgi duyulan ara rma odaklar ndan birisi 

olmu tur. Ço u canl  grubunun ya ayabilmesinin mümkün olmad  s cakl klarda bile 

termofilik mikroorganizmalar n enzimlerini kullanabilmeleri ve ya amlar  

sürdürebilmeleri, ara rmac lar  bu konuda çal malar n yap lmas na yöneltmi tir. 

Dünyam zda solfatarik alanlar, hidrotermal kuyular, s cak su kaynaklar  gibi çe itli 

jeotermal alanlardan aerobik termofillerin izolasyonlar  yap lmaktad r. Yap lan pek çok 

çal mada s cakl n mikroorganizmalar n fizyolojik aktiviteleri ve geli imleri üzerindeki 

en önemli faktörlerden biri oldu u, yüksek s cakl n farkl  mikroorganizmalar taraf ndan 

farkl  düzeyde tolere edildi i tespit edilmi ; pek çok ökaryotik canl  k sa bir süreli ine 

50°C’lik s cakl a bile dayanamazken, baz  mikroorganizmalar n oldukça yüksek 

cakl klarda ya ayabildi i bildirilmi tir (Williams vd., 1995). 

Mikroorganizmalar n optimum büyüme s cakl klar  dikkate al nd nda sakrofiller 

(20°C alt nda), mezofiller (20-55°C) ve termofiller (55°C üzerinde) olmak üzere üç ana 

gruba ayr rlar (Gomes ve Steiner, 2004). Termofilik mikroorganizmalar n biyokatalitik 
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potansiyelleri ve enzimleri üzerinde birçok ara rmalar yap lm r (Gomes ve Steiner, 

2004). 60-110°C aras nda yüksek s cakl klarda geli ebilen termofilik mikroorganizmalar, 

volkanik ve jeotermal kaynaklarda bulunurlar. 50-60°C aras ndaki s cakl klarda optimum 

olarak ço alabilen mikroorganizmalar ise, ml  termofillerdir. 60-80°C aras ndaki 

cakl klarda geli ebilen ekstrem termofillerde; genellikle Bacillus, Clostridium, 

Thermoanaerobacter, Thermus, Fervidobacterium, Thermotoga ve Aquifex cinslerine 

aittirler (Stetter, 1998). 

Termofil bakteriler, hem endüstriyel uygulama alanlar  için hem de temel bilimlerin 

geli mesi için pek çok avantaj sa lad ndan dolay  son zamanlarda, bu bakteriler üzerine 

ara rmalar yo un bir ekilde yürütülmektedir (Akhmaloka vd., 2006). 

 

1.2.1. Termofilik Organizmalar n Biyoteknolojide Kullan  

 

Termofilik organizmalar, biyoteknoloji aç ndan baz  büyük faydalar sa lamaktad r 

(Brock, 1986). Termofillerin biyoteknolojide kullan ld  baz  alanlar unlard r: Termofilik 

organizmalar kullan larak baz  yak t ve kimyasallar n üretiminin mümkün olmas , 

fermentasyon yapabilen bu organizmalar kullan larak genetik manipulasyonlar n 

yap labilmesi, termofil enzimlerin potansiyel olarak endüstride kullan lmalar . 

Biyoteknoloji aç ndan termofilik organizmalar n en önemli özellikleri, biyokimyasal 

reaksiyonlar  normal organizmalardakinden çok daha yüksek s cakl klarda katalizleyebilen 

enzimleri üretmeleridir. Buna ilave olarak, termofillerden elde edilen enzimler, normal 

cakl klarda di er enzimlere göre daha dayan kl rlar ve bu yüzden bunlardan elde edilen 

ürünler daha uzun ömürlüdürler (Brock, 1986). 

 

1.2.2. Thermus Cinsinin Karakteristik Özellikleri 

 

Thermus cinsi bakteriler pek çok do al ve yapay kaynakta bulunabilirler. lk izole 

edilen Thermus aquaticus Yellow Stone National Park ndan nötr ve alkali s cak sulardan 

izole edilmi , daha sonra yap lan çal malarda ise, Yellow Stone Park  ve di er karasal 

sular n yan  s ra deniz dibindeki termal çukurlardan da izole edildikleri bildirilmi tir 

(Williams ve Da Costa, 1994). 
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Williams ve Sharp’ n bildirdi ine göre ise, Thermus cinsine ait bakteriler gram 

negatif, heterotrofik, hareketsiz, çubuk eklinde, ço u zorunlu aerobik, pH6,0-10,5 

aral nda, optimum nötr pH’da, ve 55-80 ºC aral nda, optimum 70 ºC’de geli en, dü ük 

konsantrasyonlu organik materyallerin bulundu u ortamlarda büyüyebilen bakterilerdir. % 

0,1 tripton, % 2,5-3 yeast extract ve dü ük mineral tuzlar n bulundu u besi ortamlar  

geli meleri için yeterlidir. Bu grup bakteriler için özel bir zenginle tirme ortam  yoktur, 

uygun mineral tuzlar  içeren minimal organik ortamlarda geli ebilirler. Thermus su lar  

seçici olarak besi ortam  162’de ve Thermus besi ortam nda, çalkalamal  ortamda geli irler. 

lk yap lan çal malarda Japon bilim adamlar  bu bakterileri Flavobacterium 

thermophillum grubuna dahil etmi ler daha sonraki çal malar sonucunda ise Thermus ismi 

verilmi tir (Williams vd., 1995). 

 

1.3. 16S rDNA ve 16S rRNA'n n Tür Tayininde Kullan lmas  

 

Bakteri genomundaki 16S rRNA geninde devaml  ayn  olan yani de meyen ve 

de ken olan bölgeler bulunmaktad r. Bakteri türlerinin te hisinde bu de ken bölgeler 

kullan lmaktad r. 16S rRNA geninde 8 adet de meyen ve 9 adet de ken bölgenin 

oldu u ortaya ç kar ld  (Gray vd., 1984) ve bu özellikler kullan larak kültür edilmemi  

bakterilerin bile 16S rDNA'lar  polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yard yla belli 

primerler kullan larak art ld  (Relman vd., 1992). PCR veya di er baz  izolasyon 

yöntemleri ile elde edilen 16S rDNA'n n baz dizin analizi, restriksiyon fragmenti uzunluk 

polimorfizmi (RFLP) ve hibridizasyon özellikleri kullan larak türler aras nda kar la rma 

yap lmaktad r. Yap lan bir çal mada, hibridizasyon (Stackebrant ve Goebel, 1994) 

çal malar nda ayn  cinse ait olan türlerin aras nda 16S rRNA dizisi aç ndan %97'den 

daha az benzerlik gösteren su lar n farkl  türler oldu unu ortaya koymu lard r (Sneath, 

1986). 
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1.4. Plazmitler 

 

1.4.1. Plazmitlerin Genel Özellikleri 

 

Plazmitler ba ms z replike olabilen DNA molekülleridir ve nadirende olsa RNA 

eklinde olabilirler. Canl  hücrelerde bulunmalar na ve genetik bilgi ta malar na ra men 

kromozom de illerdir. ki nedenden dolay  hücre genomu olarak kabul edilmezler. 

Bunlardan birincisi, tek bir plazmit farkl  hücre türlerinde bulunabilir ve bir konak 

hücreden ba kas na geçebilir. kincisi, bir plazmit bir hücrede var iken bir süre sonra o 

konakta bulunmayabilir. Bu yüzden, plazmitler protein kodlayan genleri ta malar na 

ra men, normal artlar alt nda hücre büyümesi ve bölünmesi için gerekli de illerdir. Bu da 

kendi ba na replike olabilen nükleik asit molekülleri anlam na gelen replikon terimini 

ortaya ç karm r. Kromozomlar, plazmitler, virus genomlar  (hem DNA hem RNA) ve 

viroidlerin hepsi replikon olarak ifade edilirler. Ba ka bir deyi le replikon, DNA (ya da 

RNA) sentezinin ba lad  replikasyon orijininin kontrolünü kendi elinde bulundurmas yla 

tan mlan r. Bu yüzden bir replikon kendi replikasyonu için gerekli olan enzimleri kodlayan 

genleri ta mak zorunda olmad  gibi nükleotit öncülleri ve enerji ihtiyac ndan da sorumlu 

de ildir. Virusler ve plazmitler kendileri için gerekli olan ço u enzimi, hammaddeyi ve 

enerjiyi sa lamak için konak hücreyi kullanan replikonlar olarak kar za ç kar (Clarck, 

2010). 

Plazmitler kendi ba na ya ayan yarat klar olarak kabul edilirler. Solucanlar n 

toprakta yuvaland , bal klar n denizde yüzdü ü gibi plazmitlerde kendi konak 

hücrelerinde  ço al rlar. Bir plazmit için kona  onun ya ayabildi i ortamd r, bu yüzden bir 

hücre gibi ifade edilemezler sadece hücrenin bir parças  olabilirler. Baz  yönlerden, 

plazmitler ula klar  hücreden hücreye ölüm ta ma yeteneklerini kaybetmi  virüslere 

benzerler. Plazmitler, replikasyon enzimlerini, enerji ve hammadde ihtiyaçlar  

kar lamak için konak hücreye gerek duyduklar ndan dolay  baz  viral özellikleri 

bar nd rlar. Virüslerin aksine, plazmitler birçok proteini sentezleyemedikleri için, 

ya ad klar  hücreyi terk etmezler ve ona zarar vermekten kaç rlar (Clarck, 2010). 

Virüsler genellikle replike olduklar  hücreyi yok ederler ve yeni kurbanlar aramak 

için virüs partikülleri eklinde hücreden ayr rlar. Plazmitler ise konak hücre ile ayn  anda 

replike olurlar. Konak hücre bölündü ü zaman plazmitte bölünür ve yavru hücrelere 

plazmitin bir kopyas  al r (Primrose vd.1983). 
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Gerçekte plazmitler, konak hücreden b rak lmamay  garantilemek için konak 

ölümüne yol açan fonksiyonlar  kullanarak, kona  ona kar  korur ve konak içinde 

kalmay  garanti alt na al rlar (Clarck, 2010). 

Plazmitler, ekstrakromozomal bir halde sürekli kal tsal olarak al nan replikondurlar. 

Plazmitlerin ço u çift zincir halka DNA molekülleri olarak meydana gelirler. E er her iki 

DNA zinciri sa lam halka halinde ise, kovalent kapal  halka veya CCC DNA olarak 

tan mlan rlar. Sadece bir zincir sa lam ise, aç k halka veya OC DNA olarak tan mlan rlar. 

Farkl  yap sal konfigürasyonlar ndan dolay , CCC ve OC DNA agaroz jel elektroforezinde 

ayr r. Etidyum bromür gibi interkalasyon yapan ajanlar n ilavesi, süpersarmal plazmit 

DNA’ s n aç lmas na neden olur. E er a  miktarda EB ilave edilirse, plazmit ters 

yönde süpersarmal olacakt r. Bu gerçe in kullan  plazmit DNA’n n izolasyonunda 

kullan r (Primrose vd., 2006). 

 

1.4.2. Plazmitlerin S fland lmas  

 

Plazmitler daha önceleri F plazmitleri, kolisojenik plazmitler ve R plazmitleri olarak 

fland lm lard r. Fakat günümüzde plazmit s fland lmas nda kullan lan birçok 

yöntem bulunmaktad r. Bunlar, genelde replikasyon mekanizmas na, gösterdi i fenotipik 

ve yap sal özelli e göre de mektedir (Wang vd., 2009). 

 

1.4.2.1. Plazmitlerin Gösterdi i Fenotipe Göre S fland lmas  

 

Plazmitler birçok ekilde s fland labilirler. En basit fakat en muhtemel ölçüt 

konak hücrede gösterdikleri fenotiptir. Bakteriyel plazmitlerin, replikasyonunda, 

transferinde ve hücrede muhafazas n sa lanmas nda kulland  genler, genellikle konak 

kromozomunda ve ba ka bir plazmite aktar labilen mobil elemanlar üzerinde ta rlar 

(Twyman, 1998). 

Bakteriyel plazmit taraf ndan ortaya konan fenotip, plazmit molekülünün kendine 

has bir özelli ini yans tmaz ve farkl  birçok fenotip ayn  plazmit taraf ndan gösterilebilir. 

Megaplazmitler ço u antibiyotik için direnç geni ta rlar ve t p alan nda çal anlar için 

büyük önem ta rlar. Dahas , ta nabilir elementlerin fazlal  ve plazmitlerin 

rekombinasyon yapma e iliminden dolay , plazmit yap  istikrars zd r. Bu yüzden 
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plazmitlerin sadece fenotiplerine bakarak metodsal bir s fland rma yapmak zordur. Ço u 

ökaryotik plazmit böylesi bir s fland rma sistemine dayal  bir fenotip göstermez; di er 

plazmitler için fenotip, DNA ile kodlanm  fonksiyonlardan ziyade plazmit davran ndan 

kaynaklan r (Twyman, 1998). 

 

1.4.2.2. Plazmitlerin Yap sal Olarak S fland lmas  

 

Ço u plazmit çift zincirli kapal  halka yap nda bulunmas na ra men, bir plazmiti 

tan mlamak için di er yap sal ekilleri göz ard  edemeyiz. Birçok say da tek zincirli 

halkasal DNA plazmitlerine Streptomyces ve Clostridium türlerinde rastlan lm r 

(Schrempf vd., 1975). 

Ayr ca lineer çift zincirli DNA plazmitleri birçok bakteriyal ve ökaryotik kaynaktan 

izole edilmi tir, Borrelia hermsii’de bulunan çe itli yüzey antijenlerini kodlayan lineer 

plazmitler bunlara örnek verilebilir (Ferdows vd., 1996). 

Lineer plazmit bar nd ran ökaryotlarda, sürekli transkript olan genlerin kromozoma 

 ait yoksa plazmitten mi kaynakland  belirlemek her zaman belirgin de ildir. Normal 

büyüme artlar  alt nda esansiyal olmayan bir plazmitin al lagelmi  tan , ‘normal’ 

büyüme artlar  kesin olarak belirlenmedikçe anlams zd r. Örne in, bir yapay maya 

kromozomu esansiyal de ildir, ayn  zamanda memeli Y-kromozumu da esansiyal de ildir, 

fakat bunlardan ikisi de bir plazmit olarak tan mlanmamaktad r (Twyman, 1998). 

Di er yandan RNA plazmitleri dedi imiz viroidler hiçbir gen ta mayan özelle mi  

tek zincirli halkasal RNA plazmitleridir. ki parçal , lineer, çift zincirli RNA elementleri 

mayalarda bulunmu tur. Bunlar öldürücü faktörler olarak bilinirler çünkü konak üzerinde 

öldürücü fenotip gösterirler. Genomu kapsayan bir protein tabakas  kodlayan bu RNA 

plazmitleri di er hücreleri enfekte etmezler ve intraselülar olarak aktar rlar (Primrose ve 

Twyman, 2006). 

 

1.4.2.3. Plazmitlerin Temel Özelliklerine Göre S fland lmas  

 

yi bir plazmit s fland rma sistemi transfer, replikasyon ve hücrede muhafaza olma 

gibi özgün özellikleri kullan r. Bakterilerde, plazmit aktar  dört yol ile olur. Bunlar; 

hücre birle mesi, transformasyon, transdüksiyon ve konjugasyondur (Twyman, 1998). 
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lk 3 yol plazmite ba  olarak gerçekle mezken, konjugasyon plazmit bilgisi 

dahilindedir ve ço u plazmitler bu metotla hücreler aras nda kendi transferlerini 

gerçekle tirecek genleri ta rlar (Twyman, 1998). 

Ökaryotlarda, plazmit transfer mekanizmas  s fland rmada daha az kullan lan bir 

kriterdir. Horizontal plazmit transferi genellikle hücreler birle ti i zaman meydana gelir ve 

ço unlukla mekaniksel transfer eklinde olur. Genellikle bakteriler plazmitlerini 

ökaryotlara aktar rlar, en yayg n olarak görülenler bakteriden mayaya konjugasyonla 

plazmit aktar  ve Agrobacterium tumafaciens Ti plazmit aktar nda görülür (Twyman, 

1998). 

Plazmitler tra genleri denen transfer genlerini ta p ta mamalar na göre konjugatif 

ve non-konjugatif olarak iki büyük s fa ayr labilirler. tra genleri; bakteriyal 

konjugasyonun olu mas  sa layan genlerdir. Genellikle konjugatif plazmitler, di erlerine 

göre yüksek molekül a rl kl r ve kromozom ba na 1 ila 3 kopya içerir. Non konjugatif 

plazmitler ise dü ük molekül a rl kl r ve kromozom ba na çok say da kopya olarak 

bulunurlar. R6K istisna bir konjugatif plazmittir, moleküler a rl  25x106 daltondur ve 

bir relaxed plazmit olarak muhafaza edilir (Primrose ve Twyman, 2006).  

Plazmitler ayr ca hücre ba na kopya say n az olmas na veya çok say da olmas na 

göre de s fland labilirler. 

Plazmit terminolojisinde kullan lan baz  terimler Tablo 1’de tan mlanm r 

(Twyman, 1998). 
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Tablo 1. Plazmit terminolojisinde kullan lan baz  terimlerin anlam  
 

Terim Tan m 
Basic replicon Plazmitin replike olabilmesi için gerekli olan minimal bölgedir. 

Copy number 
Bir plazmitin bir hücrede bulunan say  ifade eder. Genellikle 
plazmit DNA’s n kantitatif ölçümü veya kodlanan gen ürünü ile 
hesaplan r. 

Conjugative ve Non-conjugative 
plazmid 

Plazmitlerin konjugasyonla kendi transferlerini yapabilme 
yetene ine göre belirlenirler. 

cop Mutant  Bir pazmitin kopya say  düzenleyen geninde mutasyon 
ta mas r. 

Cryptic Plazmit Hiçbir fenotipik özellik göstermeyen plazmittir. 
Curing Do al yolla ya da uyar larak plazmit kayb r. 

Dislodgment 
Bir plazmitin ikinci bir plazmitle uyu mayarak kayb , genelde 
ikinci plazmit taraf ndan kodlanan restriksiyon endonükleazlar n 
aktivitesiyle belirlenir. 

Episome Hem ekstrakromozomal hem de konak genomuna entegrasyon 
yapabilen plazmit ya da virüslerdir. 

Homoplasmid, 
Heteroplasmid Bir yada iki farkl  tip plazmit içeren hücreleri tan mlar. 

Incompatibility Ayn  replikasyon orijinine sahip olan plazmitlerin ayn  hücrede 
muhafaza olamamas r 

Invertron Ökaryotlar da uzun kusursuz, tekrarl  dizilere sahip olan lineer bir 
plazmittir 

Killer system Curing yap lm  yavru hücrelerdeki plazmit muhafaza sistemini 
yok eden sistemdir 

Maintenance system Bölünen hücrelerde plazmitin muhafaza edilmesini sa layan 
sistemdir. 

Miniplazmit F-plazmiti gibi büyük bir plazmitin temel replikonudur. 

One-way incompatibility 

Replikasyon orijinleri farkl  olmas na ra men,Tip-1 plazmitin bir 
hücre popülasyonuna girerek  Tip-2 plazmitin uyu mazl k sonucu  
hücreden kaybedilmesi fakat tip-2 plazmitin tip-1 plazmit için ayn  
özelli i gösterememesidir. 

Partition, partition system 
Hücre bölünmesi esnas nda plazmitlerin yavru hücrelere 
payla lmas r. Payla m sistemi plazmitlerin iki yavru hücreye 

it payla lmas  sa lar. 
Plazmit orijini DNA replikasyonunun ba lad  plazmit üzerindeki bölgedir. 

Plazmit ayr  Farkl  tipteki plazmitlerin hücre bölünmesi esnas nda yavru 
hücrelere farkl  olarak payla r. 

Promiscuous plazmit Geni  konak spektrumuna sahip olan plazmitlerdir. 

Prime plazmit 
Bir plazmit episomunun rastgele konak kromozomundan ayr lmas  
ve ayr rken konak kromozomunun bir parças  da yan nda 
ta mas r. 

Relaxed plazmit 
Replikasyonu için protein sentezine ihtiyaç duymayan, protein 
sentezi bask lansa bile kopya say  art rabilen; bunu da negatif 
regulator proteinin uzakla lmas yla sa layan plazmittir. 

Stringent plazmit 
Replikasyonu için protein sentezinin devam etmesine ihtiyaç 
duyan, protein sentezi inhibe edilince kopya say  azalan 
plazmittir. 
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1.4.3. Plazmit Replikasyonu 

 

Plazmit DNA’s  iki alternatif yolla replike olur. Halkasal çift zincir DNA’ya sahip 

tipik plazmitler DNA’lar  replike etmek için iki alternatif mekanizma kullan rlar. Ço u 

plazmitler küçük bakteriyal kromozomlar gibi replike olurlar. Bu plazmitler DNA’n n 

aç ld  ve replikasyonun ba lad  replikasyon orijininine sahiptirler (Clark, 2010). 

ki replikasyon çatal  halkasal plazmit DNA etraf nda farkl  yönlerde birbirleriyle 

kar la ana kadar hareket eder. Çok az say da küçük plazmitte tek bir replikasyon çatal  

vard r ve ba lad  yere ula ana kadar halka üzerinde hareket eder (Clark, 2010). 

Di er replikasyon mekanizmas  birkaç plazmit ve zarars z baz  virüsler taraf ndan 

kullan lan yuvarlanan çember replikasyonu’dur. Replikasyon orijininde çift zincirli DNA 

molekülünün tek zincirinde k k olu turulur. Di er halkasal zincir k k zincirden 

uzakla arak dönmeye ba lar. Bunun sonucunda DNA’da iki tane tek zincirli bölge olu ur, 

bunlardan biri k k zincir, di eri de halkasal DNA’n n bir parças r. Sonra DNA k k 

zincirin ucundan ba layarak sentezlenir ve uzat r. Halkasal DNA bir kal p olarak 

kullan r, ayr  olarak dönen iki orijinal zincirde b rak lan bo luk doldurulur. Bu i lem 

dönme ve doldurma ile devam eder, asl nda orijinal k k zincir tamamen aç r ve halkasal 

zincir yeni sentezlenmi  DNA zinciri ile tam olarak e lenir. Bu sayede orijinal DNA 

halkas na e it uzunlukta tek zincirli DNA elde edilmi  olur (del Solar vd., 1998). 

Basit plazmit replikasyonu için, aç lmayan eski zincir tamamlay  bir zincir yapmak 

için kal p olarak kullan r. Bu çift zincirli bölge ayr r ve plazmitin ikinci bir kopyas  

vermek için halkasal hale gelir. E. coli’nin F plazmiti gibi baz  plazmitler bir bakteriden 

di erine kendilerini aktar rlar. Böylesi plazmitler iki farkl  replikasyon orijinine sahiptirler. 

Konak hücre bölündü ü zaman iki yönlü replikasyonla bölünürler fakat konjugasyon 

esnas nda bir hücreden di erine ta rlarken yuvarlanan çember mekanizmas  

kullanamazlar. ki yönlü replikasyon vejetatif replikasyon merkezi olan oriV de ba lar. Bu 

bölge plazmit üzerinde transfer esnas nda kullan lan orijin olan oriT den farkl  bir bölgedir. 

Bütün plazmitler ya amalar  devam ettirmek için vejetatif bir orijine sahip olmal rlar 

(Clark, 2010). 

Fakat sadece oriT orijinine sahip olan plazmitler özel bir transfer orijini kullanarak 

kendilerini transfer edebilirler. Gerçek plazmitler ve virüsler aras ndaki ili ki DNA 

replikasyon mekanizmas yla tan mlan r. Yuvarlanan çember replikasyonu mekanizmas  

sadece transfer olabilen plazmitler taraf ndan kullan lmaz ayn  zamanda birçok virüs 
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taraf ndan da kullan r. Genellikle, çift zincirli virüs DNA moleküllerinde bu mekanizma 

görülür. Bu virüsler yeni bir DNA zinciri sentezlemek için, aç lan zinciri kal p olarak 

kullan rlar. Dönmeye ve senteze devam ederler ve uzun lineer bir çift zincirli DNA 

sentezlerler, ço u zamanda orijinal DNA halkas  uzunlu unda bir ürün olu turarak sentezi 

sonland rlar. Bu tek bir genom içerisinde parça parça da r ve virüs partikülleri 

içerisine paketlenir. Bu virüslerin baz lar  paketlemeden önce DNA’s  halkasal hale 

getirir. Di erleri ise lineer DNA halinde paketleme yapar ve sadece konak bir hücreyi 

enfekte ettikten sonra tekrar replike olaca  zaman DNA’s  halkasal hale getirir (del 

Solar vd., 1998). 

Di er virüsler tek zincirli DNA içerirler. Bu virüsler tamamlay  olu turulmam  

aç k zinciri b rak rlar. Dönmeye devam ederler ve uzun tek bir zincir olu turarak i lemi 

sonland rlar (Clark, 2010). 

 

1.4.4. Plazmitlerin Konak Seçicili i 

 

Plazmitlerin konak seçicili i, kodlad klar  replikasyon proteinleri taraf ndan 

belirlenir. Plazmitler kendi replikasyonlar  için gerekli proteinlerin sadece birkaç , ço u 

durumda da bu proteinlerin sadece birini kodlarlar. Replikasyon için gerekli di er bütün 

proteinler; DNA polimeraz, DNA ligaz, helikazlar vs. konak hücre taraf ndan sa lan r.  

Plazmit taraf ndan kodlanan bu replikasyon proteinleri replikasyonun gerçekle ti i ori 

(replikasyon orjini) bölgesine çok yak n yerle mi lerdir. Bu nedenle ori bölgesinin 

etraf nda çok küçük bir bölge replikasyon için gereklidir. Plazmitin di er bölgeleri 

kar labilir ve yabanc  diziler plazmite eklenebilir, bu halde dahi replikasyon yine de 

olacakt r. Plazmitlerin bu özelli i çok yönlü klonlama vektörlerinin yap  fazlas yla 

kolayla rm r (Twyman, 1998). 

Bir plazmitin konak seçicili ine ori bölgesiyle karar verilir. Plazmit Col E1’den 

türevlenen plazmitlerin ori bölgeleri konak seçicili inde bir s rlamaya sahiptir: Bunlar 

sadece E.coli, Salmonella vs. gibi enterik bakterilerde replike olabilirler. RF4 ve 

RSF1010’un da dahil oldu u di er promiscuous plazmitler geni  bir konak seçicili ine 

sahiptirler. Konjugasyonla kolayl kla aktar labilen RP4 tipi plazmitleri Gram negatif (-) 

bakterilerin ço unda replike olurlar. Böylesi promiscuous plazmitler DNA molekülündeki 

genetik bilginin birçok kona a kolayca transfer edilmesine olanak sa larlar. RSF1010 gibi 

plazmitler konjugatif de illerdir. Fakat kal  olarak muhafaza edildikleri birçok Gram 



11 
 

 

negatif (-) ve Gram pozitif (+) bakteriye aktar labilirler. Ayr ca Staphylococcus aureus’tan 

izole edilen plazmitlerin ço u geni  bir konak spesifikli ine sahiptir (Stiffler  vd., 1974). 

Bunlar pek çok Gram pozitif (+) bakteride replike edilebilirler. Geni  konak 

seçicili ine sahip olan plazmitlerin ço u replikasyon için gerekli olan proteinlerin hepsini 

olmasa da ço unu kodlarlar. Bu genleri ekspres edebilirler. Çe itli bakteri aileleri 

taraf ndan tan nabilmeleri için promotorlar  ve ba lanma bölgeleri içermelidirler (Primrose 

ve Twyman, 2006). 

Plazmitlerin bulunduklar  konak hücrelere kazand rd klar  birçok fenotipik özellik 

bulunmaktad r (Tablo 2). 

 
 

Tablo 2. Plazmitlerin bulunduklar  konaklara kazand rd klar  fenotipik 
özelliklerden baz lar  

 
Plazmitlerin Gösterdi i Fenotipik özellikler 
 
Antibiyotik dirençlili i 

Antibiyotik üretimi 

Aromatik bile iklerin degredasyonu 

Hemolizin üretimi 

eker fermantasyonu 

Enterotoksin üretimi 

r metal direnci 

Bakteriyosin üretimi 

Bitki tümörlerini indükleme 

Hidrojen sülfit üretimi 

Düzenlenmi  kona n restriksiyonu ve modifikasyonu 

 
 
1.4.5. Plazmitlerin Hücrelerde Payla  

 

Hücrede plazmitlerin kararl  bir ekilde muhafaza edilmesi özel bir payla m 

mekanizmas  gerektirir. Hücrelere e it olarak da lamamaya ba  plazmit kayb , 

bölünmeyle ilgili karars zl k olarak adland r. Do al olarak mevcut olan plazmitler 

kararl klar  sürdürürler. Çünkü bu plazmitler, her hücre bölünmesinde hücrede 
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muhafaza olmalar  sa layan bir par bölgesi içerirler. Dü ük kopyal  plazmitlerin 

kararl  için bu par bölgesi zorunludur (Bingle ve Thomas, 2001). 

Yüksek kopyal  plazmitlerden olan Col E1’de par bölgesi içerir, fakat bu par bölgesi 

birçok Col E1 türevli klonlama vektöründen ç kar lm r. pBR322 gibi vektörlerin kopya 

say lar n genellikle yüksek olmas na ra men, s rl  besin ortam nda ya da di er stres 

artlar  alt nda plazmit içermeyen hücrelerin say nda art  meydana gelir. pSC101gibi bir 

plazmitteki par bölgesi pBR322’ye klonlanabilir, böylece plazmitin hücrede muhafazas  

sa lan r (Primrose vd.1983). DNA’n n süpersarmall  da payla m mekanizmas nda 

etkilidir. par bölgesi içermeyen pSC101 türevleri yabani tip pSC101 ile 

kar la ld nda, süpersarmall k yo unlu unda bir azalma gösterir (Miller ve Cohen, 

1993). 

pSC101’in bölünme yetene i olmayan mutantlar  ve ba ka plazmitlerin benzer 

mutantlar , negatif süpersarmall  artt ran topA mutasyonlar  ile E. coli’ de stabil 

kalabilirler. Aksine DNA giraz inhibitörleri ve DNA girazdaki mutasyonlar kusurlu 

pSC101 türevlerindeki par bölgesinin kaybedilmesine neden olurlar (Miller ve Cohen, 

1993). 

Plazmit karars zl , plazmitin multimerik formlar ndan dolay  da artabilir. Bir 

plazmitin kopya say  kontrol eden mekanizma, her bakteri de e it say da plazmit orijini 

olmas  sa ar. Multimerik plazmit içeren hücreler ayn  say da plazmit orijinine sahiptir 

fakat birkaç plazmit bölünme fonksiyonundaki eksikli e ba  olarak bölünmede bir 

karars zl a neden olabilir. Bu multimerik formlar Col E1’de görülmez. Çünkü Col E1, 

multimerlerin monomerlere dönü tü ü do al bir yönteme sahiptir. Col E1 oldukça yüksek 

bir rekombinejenik (cer) bölge içerir. E er cer s ras  bir plazmitte birden fazla yerde 

bulunursa, yani bir multimer de bulunursa, konak hücrenin Xer proteini rekombinasyonu 

ba lat r ve monomerleri yeniden olu turur (Twyman, 1998). 

 

1.4.5.1. Plazmitlerin Kopya Say  

 

Bir hücrede bir plazmitin kopya say  di er plazmitden farkl r ve bu farkl k 

replikasyonu kontrol eden düzenleme mekanizmalar  taraf ndan belirlenir. Bir plazmitin 

kopya say  plazmit replikasyonunun ba lang n düzenlenmesiyle belirlenir. Ba lang  

kontrol eden 2 ana mekanizma öyle tan mlan r: 

1. Antisens RNA düzenlemesi 
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2. Gerekli proteinlerin iteron denen tekrar dizilerine ba lanmas yla yap lan 

düzenleme. 

Halihaz rda kullan lan klonlama vektörlerinin ço u Col E1 plazmitinden türevlenen 

bir  ori  bölgesi  ta r  ve  kopya  say  kontrolü  antisens  RNA arac yla  yap r  (del  Solar  

vd., 1998). Bu tip plazmitte DNA replikasyonu için gerekli primer, RNA II diye bilinen 

555 bazl k replikasyon orijininde bir RNA-DNA hibriti olu turan bir ribonükleotittir 

(Tomizawa ve Itoh, 1981). RNA II, RNaz H ile serbest bir 3’ OH grubu b rakacak ekilde 

kesilmi se ancak o zaman bir primer olarak hareket edebilir. RNA II bu ekilde i lem 

görmedikçe bir primer olarak fonksiyon görmeyecek ve replikasyon gerçekle meyecektir. 

Ayr ca replikasyon kontrolünde RNA I olarak bilinen 108 bazl k küçük RNA molekülü de 

arac k eder. Bu RNA I, RNA II gibi DNA’n n ayn  bölgesinden ama tamamlay  zinciri 

taraf ndan kodlan r. Yani, RNA I ve RNA II birbirlerinin tamamlay r ve çift zincirli 

RNA olu turmak için hibridize olabilirler. Bu dubleks yap  RNA II’nin RNase H ile 

parçalanmas  engeller ve böylece replikasyon gerçekle mez. RNA I plazmit taraf ndan 

kodland  için plazmitin kopya say  fazla oldu unda RNA I de fazla say da 

sentezlenecektir. Böylece konak hücre büyürken ve bölünürken RNA I’in konsantrasyonu 

dü ecek ve plazmit tekrar replike olmaya ba layacakt r (Tomizawa ve Itoh 1981). 

Kopya say n korunmas na RNA I’e ek olarak Rop diye bilinen, plazmit 

taraf ndan kodlanan bir protein de yard m eder. Bir dimer formu olan bu Rop proteini RNA 

I ve RNA II’nin e le mesini art r. Primer i lendi i için RNA II, RNA I’in nispeten dü ük 

konsantrasyonlar nda bile inhibe edilebilir (Rop proteini primerin uçlardan kesilmesine 

engel olur). rop geninin delesyonu ya da RNA I’deki mutasyonlar sonucunda kopya 

say nda art  görülür (Twigg ve Sherratt, 1980). 

pSC101 plazmitinde ve geni  konak spektrumu olan plazmitlerin ço unda, ori 

bölgesi 17 ile 22 bp uzunlu unda, 3 ila 7 kopyaya sahip iteron s ralar  içerirler. pSC101 

plazmitinde ori bölgesine yak n, Rep A proteinini kodalyan repA geni bulunur. Sadece 

plazmitin kodlad , replikasyon için gerekli olan bu protein iteronlara ba lan r ve DNA 

sentezini ba lat r. 

Kopya say  kontrolü iki ilave mekanizmayla gösterilir. lkinde, Rep A kendi 

promotor bölgesine ba lanarak transkripsiyonunu engeller ve sentezini bask lar (Ingmer ve 

Cohen, 1993). E er kopya say  yüksekse Rep A’n n sentezi bask lanacakt r. Hücre 

bölünmesinden sonra, kopya say  ve Rep A’n n konsantrasyonu dü ecek ve replikasyon 

yeniden ba lat lacakt r. Rep A proteinindeki mutasyonlar kopya say n artmas na sebep 
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olabilir (Ingmer & Cohen 1993). kinci olarak, Rep A iki plazmitin iteron bölgelerine 

ba lanarak bu iki plazmiti birbirine ba layabilir. Böylece onlar  replikasyonun 

ba lang nda engellemi  olur. Handcuffing (kelepçeleme) olarak bilinen bu mekanizmaya 

göre iteron plazmitlerinin replikasyonu hem Rep A proteininin konsantrasyonuna hem de 

plazmitlerin kendi konsantrasyonlar na ba  olacakt r. 

 

1.4.5.2. Plazmit Uyu mazl  

 

Ayn  replikasyon ve payla rma sistemlerine sahip plazmitler ayn  hücrede 

muhafaza edilemezler. ki farkl  plazmitin, seçimsel bask  olmad  durumlarda ayn  hücre 

içinde birlikte bulunmamas na plazmit uyu mazl  denir. Bu terim sadece, ikinci plazmit 

hücreye girdi inde ve DNA restriksiyon sistemi bulunmad  durumlarda kullan labilir. 

Kar kl  uyumsuz plazmit gruplar , ayn  uyumsuzluk gruplar na ait olarak dü ünülürler. 

E. coli’de 30’un üzerinde, S. aureus plazmitleri içinde 13 tane uyu mazl k gurubu tespit 

edilmi tir. Plazmitler ayn  replikasyon kontrol mekanizmas na sahip iseler uyu mazlar. 

rt  olarak, kopya say n antisens kontrole ba  oldu u plazmitlerin RNAI/RNAII 

bölgelerindeki dizilerin de imiyle, uyu mazl k gruplar n de imi mümkündür. Buna 

alternatif olarak ayn  par bölgesini payla yorlarsa plazmitler uyumsuz olacaklard r (Austin 

ve Nordstrom 1990). 

 

1.4.6. Thermus Cinsine Ait Plazmitler 

 

Thermus cinsi do al olarak birçok plazmit bar nd rmaktad r (Eberhard vd., 1981). 

Fakat yap lan birçok çal mada Thermus cinsine ait plazmitlerin fonksiyonlar  

belirlenememi tir (Takayama vd., 2004). 

Son zamanlarda yap lan çal malarda Thermus thermophilus HB27  ve  HB8  

bakterilerine ait 2 megaplazmit tan mlanm r. Bu megaplazmitlerin, termofilik arkealarda 

ve termofilik bakterilerdeki DNA tamir mekanizmas nda görevli genlere benzer genler 

ta klar  belirlenmi tir (Bruggemann ve Chen, 2006). 

Thermus cinsine ait bakterilerden izole edilen plazmitler genelde, herhangi bir 

fenotipik özellik göstermeyen cryptic plazmitler olarak kar za ç kmaktad rlar 

(Kobayashi vd., 2005). 
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1.4.7. Vektör Olarak Plazmitler 

 

1970’lerin ba nda ilk nesil klonlama vektörlerinin tasarlanmas ndan beri, dizayn 

edilen plazmitlerin say  a  derecede artm r. Plazmitler ticari olarak sat n al nabilir ya 

da elden temin edilebilirler. Bu yüzden, günümüz ara rmac lar  belirli bir çal ma için 

hangi plazmiti kullanacaklar  belirleme hususunda, birkaç küçük kritere dikkat etmek 

zorundad rlar. Bunlar: insert boyu, kopya say , plazmit uyu mazl , seçilebilir marker, 

klonlama bölgeleri ve özelle mi  vektör fonksiyonlar r. Bu kriterler yap lan çal maya 

göre de ebilir (Primrose ve Twyman, 2006). 

deal bir klonlama arac  a da verilen üç özelli e sahip olmal r. 

1. Dü ük moleküler a rl kl  olmal  

2. Konak hücrelerden kolayl kla ay rt edilebilir olmal  

3. Kolayl kla de erlendirilebilen genlerde tek noktadan kesen restriksiyon 

endonükleazlara sahip olmal r (Clark, 2010). 

Dü ük moleküler a rl n avantajlar  birkaç tanedir. Bunlardan birincisi; plazmiti 

kullanmak çok kolayd r. Örne in, k lmalarla olu acak zarara kar  oldukça dirençlidir ve 

kolayl kla konak hücreden izole edilebilir. kinci olarak, dü ük moleküler a rl kl  

plazmitler genellikle konakta çoklu kopyalar halinde bulunurlar ve bu sadece onlar n 

izolasyon kolayl  için de il bütün klonlanan genler için gen dozaj na yol açmada 

etkilidir. Son olarak, dü ük moleküler a rl a sahip olman n verdi i avantaj, konak 

endonükleazlar ndan etkilenme ihtimalinin minimum seviyede olmas r (Primrose ve 

Twyman, 2006). 

Küçük bir DNA fragmentinin vektör içine sokulmas ndan sonra, olu an kimerik 

moleküller uygun bir al  içine transforme edilmelidir. Transformasyon verimlili i çok 

dü ük oldu u için, kimerik moleküllerin kolayl kla de erlendirilebilir fenotiplere sahip 

olmas  gereklidir. Genellikle bu fenotipler (antibiyotik direnci, kanamisin direnci vs.) 

vektör üzerinde bulunabildi i gibi, insert DNA üzerinde bulunan genler taraf ndan da 

üretilebilirler (Clark, 2010). 

Klonlaman n ilk basamaklar ndan biri vektör DNA’s n kesilmesidir ve bu 

DNA’n n ayn  endonükleaz ile kesilmi  ayn  uçlara sahip bir DNA fragmenti ile 

birle tirilmesidir. E er vektörün endonükleaz için birden fazla kesim bölgesi varsa birden 

fazla fragment üretilecektir. Kesilen iki DNA örne i sonradan kar ld nda ve tekrar 

birle tirildi inde, olu an kimeralar muhtemelen vektörün bir parças  ta yor olacakt r. 
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er endonükleaz n kesti i bölgeye bir DNA parças  sokulunca bir gen inaktif oluyorsa ve 

bu inaktif olan gen fenotipik olarak de erlendirilebilirse bu çok avantajl  olur. Böylece, 

kendi üzerine katlanan ya da insört DNA ile birle en vektörler kolayl kla ay rt edilebilir 

(Primrose ve Twyman,2006). 

Bu çal ma kapsam nda Thermus cinsine ait 2 izolattan plazmit izolasyonu yap ld . 

Thermus sp. K6 olarak adland lan bakteriden izole edilen plazmit üzerinden çal malara 

devam edildi. zole edilen plazmitin tüm baz dizini ortaya ç kar ld  ve biyoinformatik 

analizi yap ld . zole edilen plazmitin küçük bir genoma sahip olmas  ve bir benzerine 

rastlan lmamas  bu plazmit üzerinde yo unla lmas na neden oldu. Yap lan biyoinformatik 

analizler sonucunda restriksiyon endonükleaz kesim bölgeleri, ORF dizileri, GC içeri i, 

kopya say  ve promotorlar n yerleri tespit edildi. Buna dayanarak, plazmitin termofilik 

bakteriler için klonlama vektörü olarak kullan labilmesi amaçland . Ayr ca plazmit genomu 

üzerinde yap lacak genetik modifikasyonlarla pHIG22’nin klonlama ve ekspresyon vektörü 

olarak kullan lmas  mümkündür. 

 



 
 

 
2. YAPILAN ÇALI MALAR 

 

2.1. Materyal 

 

2.1.1. Kullan lan Kimyasallar ve Enzimler 

 

BclI (NEB), HindIII (Promega), EcoRI (Promega), NotI (TaKaRa), SmaI (GmbH), 

PstI (Fermentas), BamHI (Fermentas), KpnI (Sigma), NcoI (Fermentas), SacI (Fermentas),  

NdeI (NEB), BglII (Promega), Sau3A (Takara), T4 DNA Ligaz (Promega), Taq DNA 

polimeraz (Fermentas), Genomik DNA zolasyon Kiti (Promega), pGEM-T Easy 

Klonlama Vektörü (Promega), Tripton (Merck), Yeast ekstrakt (Merck), Polipepton 

(Merck), NaCl (Merck), MgSO4.7H2O (Sigma), CaSO4 (Merck), Fe III Citrate (Merck), 

H2SO4 (Merck), MnSO4.H2O  (Merck),  ZnSO4.7H2O  (Sigma),  KNO3 (Sigma),  NaNO3 

(Merck), H3BO3 (Merck), CuSO4.5H2O (Sigma), Na2MoO4.2H2O (Merck), CoCl2.6H2O 

(Merck), Etil alkol (Applichem), IPTG (Applichem), Amfisilin (Applichem), Kanamisin 

(AppliChem), DNA Extraction Kiti (Fermentas), EDTA (Merck), dNTP seti (Promega), 

pET28a(+) Klonlama Vektörü (Invitrogen), CaCl2 (Aktar Kimya), X-Gal (Applichem), 

Commassie Brillant Blue G-250 (Merck), Commassie Brillant Blue R-250 (Merck), BSA 

(NEB), Sodyum Asetat (Merck), K2HPO4(Merck), KH2PO4(Merck), Trizma Baz (Sigma), 

Nutrient Agar (Merck), SDS, Glisin (GERBU), Akrilamid (Sigma), Bis-akrilamid 

(Promega),  Bromo  Fenol  Mavisi  (Gerbu),  Etidyum  Bromür  (Sigma),  Agaroz  (Sigma),  

TEMED (Janssen Chimica), -merkaptoetanol (Merck), Lizozim (Merck), Protein mark r 

(Promega), Metanol (Sigma), Fenol (Sigma), NaOH (JTBaker), Asetik asit (Riedel-dan 

Haen), Gliserol (Merck). 
Kullan lan reagentler %99 ya da daha saft rlar. 
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2.1.2. Mikroorganizmalar 

 

2.1.2.1. Thermus sp. K6 ve Thermus sp. M5 

 

Thermus sp. K6 ve Thermus sp. M5 bakterileri Karadeniz Teknik Üniversitesi 

(KTÜ), Fen Fakültesi, Biyoloji Bölümü, Moleküler Biyoloji laboratuvar nda izole edildi. 

K6 ve M5, plazmitlerinin izole edildikleri ve transformasyon denemelerinin yap ld  

hücrelerdir.  

 

2.1.2.2. Escherichia coli JM101 

 

E. coli JM101 su u hibrit vektör a amas nda kullan ld . JM101 F´ traD36 proA+B+ 

lacIq (lacZ)M15/ (lac-proAB) glnV thi+ genotipik özelliklerine sahiptir. JM101 

(LacZ)M15 genini içerir ve böylece rekombinat plazmitlerin mavi veya beyaz koloni 

ayr na göre ayr lmalar na müsaade eder. 

 

2.1.2.3. Escherichia coli DH5  

 

E. coli DH5  su u pD782 vektörünün izolasyonu için kullan ld . DH5  fhuA2 

(argF-lacZ)U169 phoA glnV44 80 (lacZ)M15 gyrA96 recA1 relA1 endA1 thi-1 

hsdR17 genotipik özelliklere sahiptir.  

 

2.1.2.4. Thermus thermophilus HB27 TH104 (pTT8) 

 

Thermus thermophilus HB27 TH104 (pTT8) bakterisi Dr. Akira NAKAMURA’dan 

temin edilmi tir. pHIG22 ve rekombinant plazmitlerin transformasyonu ve replikasyonu 

denemelerinde kullan ld . 
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2.1.3. Vektörler 

 

2.1.3.1. pGEM®-T Easy Klonlama Vektörü 

 

pGEM®-T Easy (Promega) vektörü PCR ürünlerinin klonlanmas nda ve shuttle 

vektör tasarlanmas nda kullan ld . pGEM®-T Easy PCR ürünlerinin klonlanmas  için 

uygun bir sistemdir ( ekil 1). 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 
ekil 1. pGEM-T Easy vektörünün ematik görünümü 

 
 
2.1.3.2. pUC18 Klonlama Vektörü 

 

pUC18 klonlama vektörü PCR ürünlerinin klonlanmas nda ve shuttle vektör 

tasarlanmas nda kullan ld . pUC18 klonlama vektörü restriksiyon endonükleazlarla kesim 

yap lan DNA parçalar n klonlanmas  için uygun bir sistemdir. Bu çal mada restriksiyon 

endonükleazlarla kesilen pHIG22 fragmentleri ayn  restriksiyon endonükleazlarla kesilen 

pUC18 klonlama vektörüne klonland  (Sambrook vd., 1989). 
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ekil 2. pUC18 vektörünün ematik görünümü 
 
 

2.1.3.3. pDG782 Vektörü 

 

Klonlama a amalar nda kullan lan kanamisin kaseti, PCR ile pDG782 vektöründen 

ço alt ld . pDG782 vektörü kanamisin direnç geni içeren bir sistemdir. pDG782, Rize 

Üniversitesi ö retim üyesi Yrd. Doç. Dr. Cemal SANDALLI’dan temin edilmi tir. 

 

2.1.4. Kullan lan Besiyerleri ve Antibiyotikler 

 

2.1.4.1. Luria Bertani (LB) S -Agar Besiyeri 

 

Tripton    1 gr 

Yeast ekstrakt  0,5 gr 

NaCl    0,5 gr 

ddH2O    100 ml 

 

E.coli JM101 Luria Bertani Broth (pH 7) besiyerinde üretildi. Besiyerine 

istendi inde % 1,2 agar ilavesi ile LB agar yap ld  (Luria S., 1984) . 
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2.1.4.2. Thermus 162 S -Agar Besiyeri 

 

Yeast ekstrakt    1,0 gr 

Tripton      1,0 gr 

Nitrilotriasetik asit   0,1 gr 

CaSO4.2H2O     0,04 gr 

MgSO4.6H2O     0,2 gr 

Fe (III) Sitrat (0.01 M)  0,5 ml 

Trace Element    0,5 ml 

Fosfat Tamponu   100 ml 

ddH2O      900 ml 

 

Fosfat Tamponu: 

Na2HPO4.12H2O   43 gr 

KH2PO4     5,44 gr 

ddH2O      1000 ml 

 

Trace Element: 

H2SO4      0,50 ml 

MnSO4.H2O     0,28 gr 

ZnSO4.7H2O     0,50 gr 

H3BO3      0,50 gr 

CuSO4.5H2O     0,025gr 

Na2MoO4.2H2O    0,025gr 

CoCl2.6H2O     0,045 gr 

ddH2O      1000 ml 

 
Thermus sp. K6 ve Thermus sp. M5 izolatlar  Thermus 162 (pH 7,5) besiyerinde 

üretildi. Besiyerine istendi inde % 2 agar ilavesi ile Thermus 162 agar yap ld . 
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2.1.4.3. TM (Thermus Medium) S -Agar Besiyeri 

 

Polipepton   4 gr 

Yeast Ekstrakt   2 gr 

NaCl     1 gr 

*Castenholz sol.  100 ml 

ddH2O     1 L’ye tamamlan r (pH 7,5). 

 

*Castenholz sol. 

Nitrilotriasetik asit  1 gr 

CaSO4.2H2O    0,6 gr 

MgSO4.7H2O    1 gr 

NaCl     0,08 gr 

KNO3    1,03 gr 

NaNO3    6,89 gr 

Na2HPO4   1,11 gr 

FeCl3 (0.01 M)   1 ml 

**Nitch sol.   10 ml 

ddH2O     1 L’ye tamamlan r (pH 8,2). 

 

**Nitch sol. 

H2SO4    0,5 ml 

MnSO4.7H2O    2,2 gr 

ZnSO4.7H2O    0,5 gr 

CuSO4    0,016gr 

H3BO4     0,5 gr 

Na2MoO4.2H2O   0,025gr 

CoCl2.6H2O    0,046 gr 

ddH2O     1 L’ye tamamlan r. 

 
Thermus thermophilus HB27 TH104 (pTT8) bakterisi TM (pH 7.5) besiyerinde 

büyütüldü. Besiyerine istendi inde % 2 agar ilavesi ile TM agar yap ld . 
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2.1.5. Antibiyotikler 

 

Çal mada kullan lan antibiyotikler ve konsantrasyonlar  a daki Tablo 3’ de 

verilmi tir. 

 
 

Tablo 3. Çal mada kullan lan antibiyotikler 
 
 
Antibiyotikler  

Stok 

mg/ml 

Son µg/ml 

Thermus 

Son µg/ml 

E.coli 

Ampisilin (ddH2O) 100 - 100 

Kanamisin (ddH2O) 15 10-25 10-50 

 
 
2.1.6. Kullan lan Analiz Programlar  

 

Plasmapper (Donf vd., 2004), OriFinder (Gao ve Zhang , 2008), Gentle V 1.9. 4, 

BioEdit V 7.0.9.0 (Hall, 1999), FastPCR 6.1.53. beta 3 (Kalendar vd, 2009), BPROM 

(Softberry) ve Promotor Predictor (URL-4, 2011) programlar  kullan ld . 

 

2.2. METOTLAR 

 

2.2.1. Kapl calardan Örneklerin Al nmas  ve Termofilik Bakterilerin zolasyonu 

 

Kapl cadan su ve çamurlu su örnekleri, a  kapakl  steril elere al nd . Al nan 

örnekler olabildi ince k sa sürede ve so uk artlar alt nda laboratuvara getirildi. Daha 

sonra içerdikleri termofilik bakteriler, uygun besiyerler kullan larak zenginle tirme 

kültürleri yap lmak suretiyle ço alt ld . Ço alt lan bu kültürler, uygun besiyerleri içeren 

agar petrilerine tek koloni elde etmek amac yla ekildi ve sonuçta petri üzerinde olu an 

koloniler incelenerek birbirinden farkl  olabilecek koloniler seçilip bunlar n saf kültürleri 

yap ld  (Benson, 1985; Dulger, 1997). 

 

 



24 
 

 

2.2.2. zolatlar n Genomik DNA’lar n zolasyonu 

 

Seçilen iki bakteri su u için genomik DNA izolasyonu Sambrook ve arkada lar n 

prosedürüne göre yap ld . Termofilik izolatlar, 65 ºC’de Degryse besiyerinde 150 rpm’ de 

bir gece inkübe edildi. Elde elden s  kültürler 1,5 ml’lik mikrosantrifüj tüplerine aktar ld  

ve hücreler 13.000 rpm’de 3-4 dakika santrifüj edilerek çöktürüldü. Süpernatant k mlar  

dökülerek pellet k mlar  al nd . Pelletlerin üzerine, 500 1 TE tamponu ( 10 mM Tris-

HCI; 1 mM EDTA, pH 8,0) ilave edildi ve vortekslenerek çözüldü. Üzerine 10 g lizozim 

ilave edilerek kar ld  ve 1 saat 37 C’de inkübe edildi. nkübasyondan sonra üzerine 50 

l %10’luk SDS  eklendi ve 30 dakika 37 C’de inkübe edildi. Daha sonra her bir tüpe 3 

M’l k 1/10 hacim sodyum asetat (pH 5,2) eklendi ve 65 C’de 30 dakika bekletildi. Her 10 

dakikada bir, tüpler alt üst edildi.  Hemen sonras nda üzerine 500 l fenol: kloroform: 

izoamilalkol (25:24:1) ilave edildi, alt üst edilerek kar ld  ve 5 dakika 13.000 rpm’de 

santrifüj edildi. Santrifüjden sonra, üst k mdaki s  pipet yard yla yeni bir 

mikrosantrifüj tüpüne al nd  ve pellet k mlar  at ld . Bu tüplere 500 1 kloroform ilave 

edildi ve alt üst edilerek 13.000 rpm’de 5 dakika santrifüj edildi. Bu kloroform a amas  2 

kez tekrarland ktan sonra yeni bir mikrosantrifüj tüpüne aktar lan s n üzerine 1/10 

hacim 3 M sodyum asetat ve 2 hacim %96’l k so uk etil alkol ilave edildi ve -20 C’de 30 

dakika bekletildi. Daha sonra 13.000 rpm’de 15 dakika santrifüj edildi ve üst k mdaki 

 at ld . Kalan pellet üzerine 500 1 %70’lik so uk etanol ilave edildi ve 5 dakika 

13.000 rpm’de santrifüj edildi. Santrifüjden sonra, üst faz döküldü ve kalan pellet 37 C’de 

10 dakika kurutuldu. Elde edilen DNA pelletleri, 100 l TE’de çözülerek – 20 C’de 

muhafaza edildi.  

 

2.2.3. zolatlar n rRNA Analizleri 

 

2.2.3.1. 16S rRNA Geninin PCR ile Art lmas  

 

16S rRNA genleri, iki termofilik izolattan Sambrook ve arkada lar n prosedürüne 

göre izole edilen genomik DNA’dan UNI16S-L (5’-

ATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCA-3’) ileri ve UNI16S-R (5’-

ATGGTACCGTGTGACGGGCGGTGTGTA) geri primerleri kullan larak PCR yard  

ile ço alt ld . PCR artlar  Beffa ve arkada lar na (1996) göre olu turuldu. 12 ng kal p 



25 
 

 

DNA, 5 µl 10X PCR tamponu (100 mM Tris-HCl, pH 8,3; 500 mM steril KCl), 1,5 mM 

MgCl2, 1 U Taq DNA Polimeraz, 0,25 mM ileri primeri, 0,25 mM geri primeri, 170 mM 

dATP, 170 mM dCTP, 170 mM dGTP ve 170 mM dTTP kar  steril ddH2O ile 50 µl’ye 

tamamland . Ço altma i lemi 200 µl’lik tüplerde, “Thermal Cycler’da gerçekle tirildi. 

Reaksiyon s cakl klar  ve süreleri ise: lk denatürasyon basama  95 C’de 2 dakika olarak 

gerçekle tirildikten sonra, 36 döngü 94 C’de 1 dakika (denatürasyon için), 56 C’de 1 

dakika (hibridizasyon için) ve 72 C’de 2 dakika (polimerizasyon için) eklinde 

gerçekle tirildi. Elde edilen PCR ürünlerinin 5 µl’si %1,1’lik agaroz jelde yürütüldü ve 

etidyum bromür boyas  (0,5 µg/ml) ile boyand ktan sonra “BioDocAnalyze” sistemiyle 

görüntülendi. 

 

2.2.3.2. 16S rRNA Geninin Klonlanmas , Baz Dizisinin Ortaya Ç kar lmas  ve 
GenBank’taki S ralarla Kar la lmas  

 

Yukar da aç klanan PCR ile ço alt lan 16S rRNA genleri, pGEM-T Easy Klonlama 

Kiti kullan larak, pGEM-T Easy klonlama vektörüne firman n öngördü ü artlarda 

klonland . Klonlanma sonucunda olu an kolonilerden rekombinant plazmitler, Maniatis ve 

arkada lar n (1982) geli tirdi i plazmit izolasyon yöntemine göre izole edildiler. Daha 

sonra izole edilen bu plazmitlerin hangilerinin istenilen parçay  ta  belirlendi ve 

do rulu u teyit edilen klonlar n baz dizin analizi, baz dizini otomatik dizi analizatörleri 

arac yla ile (Macrogen, Güney Kore) belirlendi. Elde edilen yakla k 1400 bp 

uzunlu undaki 16S rRNA dizileri Gen Bankas nda var olan di er bakteriyal dizilerle 

kar la larak aralar ndaki benzerlik oranlar  ortaya ç kar ld . 

 

2.2.4. zolatlar n Plazmit çeriklerinin Belirlenmesi 

 

Thermus cinsine ait oldu u belirlenen Thermus sp. K6 ve Thermus sp. M5 su lar n 

plazmit içerikleri incelendi. 

 

2.2.4.1. Plazmit DNA zolasyonu 
 

zolatlar n plazmit içerikleri, Voskuil ve Chambliss' n (32) geli tirdi i metoda göre 

ortaya ç kar ld . Herbir bakteriden 5-10 ml gece kültürü (12-16 saat) 10.000 rpm'de 5 
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dakika santrifuj edildi. Süpernatant k sm  at ld  ve çökelek 200 µl SET tamponunda (%25 

sakkaroz, 50 mM EDTA, 50 mM Tris-HCl (pH 8,0)) vortekslenerek çözüldü. Kullan lan 

SET tamponunun 1ml'sine 5 mg lizozim ilave edildi. Daha sonra, kar m mikrosantrifuj 

tüpüne aktar ld  ve 37°C'de 10 dakika inkübe edildi. Bunun üzerine 350 µl yeni 

haz rlanm  sodyum hidroksit-sodyum dodesil sülfat solüsyonu (0,2 N NaOH, %1 SDS) 

ilave edildi. Süspansiyon effaf bir durum al ncaya kadar ters düz çevrildi ve bu effaf 

süspansiyona 350 µl so uk 3 M K+ - 5 M asetat solüsyonundan ilave edildi. Süspansiyon, 

13.000 rpm'de, 5 dakika santrifuj edildi. Süpernatant k sm  yeni bir mikrosantrifuj tüpüne 

aktar ld  veüzerine 650 µl so uk fenol:kloroform:izoamilalkol (25:24:1) kar ndan ilave 

edildi. Bir dakika vortekslenerek kar ld .  Kar m daha sonra 5 dakika 

mikrosantrifujde santrifuj edildi. Üst faz al nd  ve buna 620 µl so uk 

kloroform:izoamilalkol kar ndan ilave edildi. Otuz saniye vortekslenerek 

kar ld ktan sonra kar m mikrosantrifujde 3 dakika santrifuj edildi. 550 µl'lik üst faz 

pipetörle al p yeni bir tüpe aktar ld ktan sonra, buna e it miktarda so uk (-20°C) 

izopropanol ilave edildi. Kar m ters düz çevrilerek tamamen kar ld ktan sonra, 5 

dakika santrifüjlendi.  Süpernatant k sm  döküldü ve izopropanol aç k havada uçurulduktan 

sonra çökelek k sm  %70'lik etanol ilave edilerek 2 dakika santrifüjlendi, kalan etanol aç k 

havada uçurulduktan sonra 50 µl ddH2O'da çözüldü.  

Yap lan plazmit DNA's  izolasyonu çal mas  sonucunda, plazmit DNA'lar n izole 

edilip edilmedi inin ortaya ç kar lmas  için, 0,5 µg/ml etidyum bromür içeren %0,7'lik 

agaroz jel haz rland . 5 µl DNA solüsyonu, 1 µl 10X yürütme boyas  ve 4 µl ddH2O veya 

TE tamponu ilavesi ile haz rlanan kar m agaroz jel üzerinde olu turulan her bir kuyucu a 

yüklenerek 100 voltluk elektrik alanda, fragment büyüklü ü belli olan bir ahit DNA ile 

yürütüldüler. Yürütme neticesinde, plazmit DNA'lar n var olup olmad klar  ve moleküler 

rl klar  tespit edildi.   

 

2.2.5. pHIG22’ nin DNA Baz Dizininin Belirlenmesi 

 
2.2.5.1. pHIG22’ nin Restriksiyon Analizi 

 

Plazmit DNA’s n restriksiyon analizinin yap lmas  için bir seri restriksiyon 

endonükleaz ile kesim reaksiyonlar  yap ld . BclI (NEB), HindIII (Promega), EcoRI 

(Promega), NotI (TaKaRa), SmaI (GmbH), PstI(Fermentas), BamHI (Fermentas), 
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KpnI(Sigma), NcoI (Fermentas), SacI (Fermentas), NdeI (NEB), BglII (Promega), 

Sau3A(Fermentas) restriksiyon endonükleazlar  ile firmalar n öngördü ü artlar alt nda 

kesim reaksiyonlar  gerçekle tirildi. 

Yap lan kesim reaksiyonlar  sonucunda, plazmit DNA'lar n herhangi bir 

restriksiyon endonükleaz ile kesilip kesilmedi inin belirlenmesi için, 0,5 µg/ml etidyum 

bromür içeren %0,7'lik agaroz jel haz rland . 6 µl DNA solüsyonu, 1 µl 10X yürütme 

boyas  ve 4 µl ddH2O veya TE tamponu ilavesi ile haz rlanan kar m agaroz jel üzerinde 

olu turulan herbir kuyucu a yüklenerek 100 voltluk elektrik alanda, fragment büyüklü ü 

belli olan bir ahit DNA ile yürütüldüler. Yürütme neticesinde, kesim sonuçlar  ve olu an 

fragmentlerin moleküler a rl klar  tespit edildi ve sonra BioDocAnalyze sistemiyle 

görüntülendi. 

 

2.2.5.2. pHIG22 Fragmentlerinin pUC18 Vektörüne Klonlanmas  

 

Yukar da aç kland  gibi elde edilen fragmentler T4 ligaz (Promega) enzimi 

kulan larak pUC18  klonlama vektörüne, uygun görülen konsantrasyonlar ve artlarda 

gerçekle tirilerek klonland  (Tablo 4). 16 °C’de bir gece boyunca bekletildi. 

 
 

Tablo 4. pUC18 vektörüne ligasyon için gereken artlar 
 

pUC18 vektörüne ligasyon için tepkime 
bile enleri  

19X T4 DNA ligaz tampon 1 µL 

Kal p DNA 3 µL 

pUC18 vektörü 1 µL 

T4 DNA ligaz (1 U) 1 µL 

ddH2O 4 µL 

 
 

2.2.6. E. coli JM101 ’e Transformasyon 

 

Kompotent hücre haz rlamak için E. coli JM101 hücreleri Luria Bertani (LB) Broth 

besiyerine ekildi ve 37 °C’de gece boyunca büyütüldü. Bir gecelik kültürden LB Broth 

besiyerine 1:100 oran nda a lama yap ld . Hücreler 37°C’de yo unluklar  600 nm dalga 
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boyunda OD600 0,4–0,5 olacak ekilde büyütüldü. Hücreler ard ndan 4 °C’de 4.000×rpm 

zda 5 dk. santrifüj edildi ve pelletin üzerine 10 ml 100 mM so uk CaCl2 ilave edilerek 

elle çözülmeleri sa land . Hücreler 30 dk. buz üzerinde bekletildi ve tekrar 4°C’de 

4.000×rpm h nda 5 dk. santrifüj edildi. Pellet üzerine 2 ml 100 mM so uk CaCl2 ilave 

edilerek çözünmesi sa land . Elde edilen kompotent hücreler +4°C’de 2 gün içinde 

kullan lmak üzere muhafaza edilebilir. 

Transformasyon, Sambrok vd., (1990) tan mlad artlarda gerçekle tirildi. 

Kompotent E. coli hücreleri mikrosantrifüj tüplerine aktar ld  ve bu hücrelerin üzerlerine 

3–5 µl ligasyon kar ndan ilave edildi.  Kar m 30 dk. buz üzerinde bekletildi ve daha 

sonra 90 sn. 42 °C’de bekletildi. Ard ndan ependorf tüplerinin içerisine 200 µl LB Broth 

besiyeri ilave edilerek 37 °C’de 2 saat inkübasyona b rak ld . nkübasyon sonucunda 

hücreler ve petri kaplar nda bulunan 50 mg/ml LB-Agar besiyeri üzerine cam bagetle 

yay ld . Petriler 37 °C’de 1 gece inkübasyona b rak ld . nkübasyon sonucunda olu an 

kolonilerden seçilen klonlar izole edilerek sekanslama i lemi için Macrogen Inc., Seoul, 

Korea firmas na gönderildi. 

 

2.2.7. Ters (Invers) PCR ile pHIG22’nin Tüm Dizininin Kalan K mlar n 
Belirlenmesi ve Klonlanmas  

 

pHIG22’nin tüm baz diziliminin belirlenmesi için tersPCR (inverse PCR) çal mas  

gerçekle tirildi. Bu nedenle, elde edilen bu fragment parçalar na ait baz dizilimleri 

kullan larak uç k mlara yak n bölgelerden d  taraflara do ru olacak ekilde, 6 adet 

primer dizayn edildi (Tablo 5). 

Daha sonra dizayn edilen primerler kullan larak yap lan PCR çal mas  200 L’lik 

PCR tüpleri içerisinde, 50 L’lik son hacimde gerçekle tirildi (Tablo 6). PCR için 

BioRAD marka Mj Mini model Personal Thermal Cycler cihaz  kullan ld  (Tablo 7). 
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Tablo 5. Ters (invers ) PCR için dizayn edilen primerler 
 

Primerlerin ismi Primerlerin dizisi 

TherS_6P-1FW 5’- CTAgCATgAgAAgCCgACACC- 3’ 

TherS_6P-1RW 5’- ggATACACCAggAggTgAgTg- 3’ 

TherS_6P-2FW 5’- gACCTgTCgATgCTgTgATgC- 3’ 

TherS_6P-2RW 5’- CAATCAgCAggCTCggTTAgg- 3’ 

TherS_6P-3FW 5’- CgCgACAgTTTCgACATCTAg - 3’ 

TherS_6P-3RW 5’- gATACCTCAggCgCAgATAgg - 3’ 

 
 

Tablo 6. Ters (invers) PCR için reaksiyon artlar  
 

Polimeraz zincir tepkimesi (PCR) için 

tepkime bile eni (50 µL)   

10X PCR tampon 5 µL 

MgCl2 (25 mM) 4 µL 

dNTP (1 mM) 16 µL 

Forward primer  (10 µM) 1 µL 

Rewers primer (10 µM) 1 µL 

dH2O 21,75 µL 

Taq polimeraz 0,25 µL 

Kal p DNA 1 µL 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



30 
 

 

Tablo 7. Ters (invers) PCR protokolü 
 

cakl k Süre (dakika) Döngü 
say  

95 °C 1 1 

94 °C 0.5 36 

55 °C 1 36 

72 °C 2 36 

72 °C 4 1 

4 °C 15 1 

 
 
Sonuçlar % 0,7’lik agaroz jel elektroforezinde yürütülerek BioDocAnalyze jel 

görüntüleme sistemi ile görüntülendi.  

 

2.2.7.1. PCR Fragmentlerinin pGEM-T Easy Klonlama Vektörüne Klonlanmas  

 

Yukar da aç kland  gibi elde edilen DNA fragmentleri, baz dizilimi belirlenmek 

üzere, pGEM-T Easy klonlama vektörüne firman n öngördü ü artlar alt nda yap ld  

(Tablo 8) ve transformasyonla E. coli JM101 hücresine aktar ld . 

 
 

Tablo 8. pGEM-T Easy klonlama vektörüne ligasyon için gereken artlar 
 

pGEM-T Easy vektörüne ligasyon 

 için tepkime bile enleri  

 

10X T4 DNA ligaz tampon 1 µL 

Kal p DNA 3 µL 

pGEM-T T Easy klonlama vektörü 1 µL (1:1)* 

T4 DNA ligaz (1 U) 1 µL 

ddH2O 4 µL 

 
* 1:1 suland lm  vektör 
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2.2.7.2. pHIG22’nin Tüm Sekans n Elde Edilmesi 

 

Daha önce belirlenen 920 bp uzunlu undaki fragment ile pGEM-T vektörüne 

klonlanan fragmentlerin dizileri kar la ld , baz s ralar  birle tirildi. Böylece pHIG22 

plazmitinin tüm baz dizisi ortaya ç kar ld . 

 

2.2.8. Biyoinformatik ve Di er Analizler 

 

pHIG22 plazmitinin tüm baz dizininin belirlenmesi için; elde edilen fagmentlerin 

birle tirilmesinde, çak an bölgelerin belirlenmesinde ve sekans sonuçlar n temizlenip 

tüm baz dizisinin elde edilmesinde, Gentle V 1.9. 4 ve BioEdit V 7.0.9.0 (Hall, 1999), 

programlar  kullan ld . Çal mada kullan lan primerlerin dizayn edilmesinde FastPCR 

6.1.53. beta 3 (Kalendar vd, 2009) program  kullan ld . pHIG22 plazmiti için ORF analizi 

OriFinder (Gao veZhang , 2008) program  ile gerçekle tirildi (URL-2, 2011). Ayr ca olas  

promotor bölgelerinin belirlenmesinde BPROM (Softberry) (URL-3, 2011) ve Promotor 

Predictor (URL-4, 2011) programlar  kullan ld .  

 

2.2.9. pHIG22 Plazmitinin Replikasyon Orijininin ve Fonksiyonel Genlerinin 
Belirlenmesi 

 

2.2.9.1. Spesifik Primerlerin Dizayn  

 

pHIG22 plazmitinin replikasyon orijininin ve fonksiyonel genlerinin belirlenebilmesi 

için 12 adet primer dizayn edildi (Tablo 9). Primerler pHIG22 plazmitinin farkl  

bölgelerden farkl  boyutlarda amplifikasyonunu sa layacak ekilde, uç k mlar nda 

BamHI restriksiyon endonükleaz kesim bölgesi içerecek ekilde dizayn edildi. PCR artlar  

optimize edildi (Tablo 10). 
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Tablo 9. pHIG22 plazmitinin farkl  bölgelerinin ço alt lmas  için dizayn edilen spesifik 
primerler 

 
Primerlerin smi Primerler dizisi 

pHg-1Fw 5’- CAggATCCTCCCAgTCTATgggCTC -3’ 

pHg-1Rw 5’- CggATCCgCTgggTTAggTgTTgTg -3’ 

pHg-2Fw 5’- CggATCCgCAAACggggTAAgCTAC -3’ 

pHg-2Rw 5’- CggATCCgCTCTgACTTCgCCTTg -3’ 

pHg-3Fw 5’- CggATCCgACTTCCCTAggAACCTC -3’ 

pHg-3Rw 5’- CggATCCgCATCACgCACgTTTTC -3’ 

pHg-4Fw 5’- CggATCCgATgCTCCAggCTCATC -3’ 

pHg-4Rw 5’- CggATCCAgTgCggCATAATgTg -3’ 

pHg-5Fw 5’- CggATCCgACTTgACgggCATACg -3’ 

pHg-5Rw 5’- CggATCCgCTggAggAgCTTgATg -3’ 

pHg-6Fw 5’- CggATCCgCATCAAgCTCCTCCAg -3’ 

pHg-6Rw 5’- gAgCCCATAgACTgggAggATCCTg -3’ 

 
 
Tablo 10. PCR artlar  

 
cakl k Süre (dakika) Döngü say  

95 °C 3 1 

94 °C 1 36 

57 °C 1.5 36 

72 °C 1.5 36 

72 °C 10 1 

4 °C 15 1 
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2.2.9.2. Kanamisin Kasetinin pDG782 Vektöründen PCR ile Ço alt lmas  

 

Klonlama çal malar nda kullan lmak üzere; pDG782 vektörü, E. coli DH5  

bakterisinden Maniatis ve arkada lar n (1982) geli tirdi i plazmit izolasyon yöntemine 

göre izole edildiler. zole edilen pDG782 vektöründen, dizayn edilen primerler (Tablo 11) 

kulan larak PCR ile kanamisin kaseti ço alt ld  (Tablo 12). Kullan lan primerlerden 

pKAN-Fw ileri primerinin 5’ ucuna BamHI restriksiyon endonükleaz kesim bölgesi 

eklendi. Kanamisin kasetinin a  bölgesinde BamHI restriksiyon endonükleaz kesim 

bölgesi bulundu undan bu bölgeye herhangi bir linker eklenmedi. 

 
 

Tablo 11. pDG782 plazmiti için dizayn edilen primerler 
 

Primerlerin ismi Primerlerin dizisi 

pKAN-Fw 5’-CggATCCgACCATTTgAggTgATAgg-3’ 

KanR 5’-CgATACAAATTCCTCgTAggCgCTCgg-3’ 

 
 

Tablo 12. PCR artlar  
 

cakl k Süre (dakika) Döngü say  

95 °C 2 1 

94 °C 1 36 
53.5 °C 1 36 

72 °C 2 36 

72 °C 10 1 

4 °C 15 1 

 
 
2.2.9.3. E.coli-Thermus Shuttle Vektörlerinin Dizayn Edilmesi 

 

E.coli-Thermus shuttle vektörlerinin dizayn edilmesi için pUC18 vektörü, pHIG22 

plazmiti, pGEM-T Easy vektörü, pET28a+ ekspresyon vektörü, kanamisin kaseti ve dizayn 

edilen primerler ile yap lan PCR sonucu ço alt lan fragmentler kullan ld .  
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2.2.9.3.1. pUC-HIGK Shuttle Vektörünün Tasarlanmas  

 

Uygun primerler kullan larak pHIG22 plazmitinden PCR ile ço alt lan fragmentler, 

pUC18 vektörü ve kanamisin kaseti; firmalar n öngördü ü artlar alt nda belirlenen 

restriksiyon endonükleazlarla kesildi. Kesim reaksiyonlar  sonucu olu an fragmentler 

BioDocAnalyze sistemi ile görüntülendi. 

Uygun restriksiyon endonükleazlarla kesim yap lan fragmentler, T4 DNA ligaz 

enzimi ile firman n öngördü ü artlarda 16 ºC’de bir gece bekletildi. Ertesi gün kompotent 

hücre haz rland  ve transformasyonla E. coli JM101 hücresine aktar ld . 

Yap lan klonlama çal mas nda ilk a amada pUC18 klonlama vektörüne pHIG22 

plazmiti eklendi. Bu rekombinant plazmite sonraki a amada EcoRI kesim noktas ndan 

kanamisin kaseti eklendi. 

Klonlanma sonucunda olu an kolonilerden rekombinant plazmitler, Maniatis ve 

arkada lar n (1982) geli tirdi i plazmit izolasyon yöntemine göre izole edildiler. 

Klon oldu u dü ünülen rekombinant plazmitler Thermus thermophilus HB27 TH104 

(pTT8) bakterisine Koyama ve arkada lar n (1986) geli tirdi i transformasyon metoduna 

göre aktar lmaya çal ld .  

 

2.2.9.3.2. pET-HIG Shuttle Vektörlerinin Tasarlanmas  

 

Dizayn edilen primerler kullan larak, pHIG22 plazmitinden PCR ile farkl  ORF’leri 

içerecek ekilde fragmentler ço alt ld . Ço alt lan fragmentler ve pGEM-T Easy vektörü, 

T4 ligaz enzimi ile firman n öngördü ü artlar alt nda 16 ºC’de bir gece bekletildi. Ertesi 

gün kompotent hücre haz rland  ve transformasyonla E. coli JM101 hücresine aktar ld . 

pGEM-T Easy vektörüne klonlanan PCR fragmentleri, uygun restriksiyon 

endonükleazlarla ç kar ld  ve pET28a+ vektörüne uygun restriksiyon endonükleaz kesim 

bölgesinden klonland . 

Klonlanma sonucunda olu an kolonilerden rekombinant plazmitler, Maniatis ve 

arkada lar n (1982) geli tirdi i plazmit izolasyon yöntemine göre izole edildiler. 

Klonlama sonucunda elde edilen rekombinant plazmitler Thermus thermophlius 

HB27 TH104 (pTT8) bakterisine Koyama ve arkada lar n (1986) geli tirdi i 

transformasyon metoduna göre aktar lmaya çal ld . 

 



35 
 

 

2.2.9.4. E.coli-Thermus Shuttle Vektörlerinin Thermus thermophilus HB27 
TH104 (pTT8) Bakterisine Transformasyonu 

 

Transformasyon metodu Koyama ve arkada lar n (1986) geli tirdi i yönteme göre 

yap ld . Do al kompetant olan Thermus thermophilus HB27 TH104 (pTT8) bakterisi TM 

besiyerinde 65 ºC’de 150 rpm’de 15 saat inkübasyona b rak ld . nkübasyon sonunda 

büyüyen Thermus kültüründen 0,2 ml al narak, 10 ml taze haz rlanm  TM besiyerine 

inokule edildi. 2,5 saat 70 ºC’de 150 rpm’de  büyütüldü. Büyütülen kültürden 0,5 ml steril 

bir tüpe al narak üzerine 10 µl plazmit DNA’s  (50 ng/µl) ilave edildi. 1 saat 70 ºC’de 170 

rpm’de inokule edilerek kompetant hücrelerin plazmit DNA’s  hücre içine almas  

sa land . Bu süre sonunda uygun antibiyotikli besiyerlerine yay larak 60 ºC’de 1 ile 3 gün 

aras nda inkübasyona b rak ld . 

nkübasyon sonucunda petriler incelendi. 

 

2.2.10. pHIG22 Plazmitinin Protein Profilinin ncelenmesi 

 

E.coli JM101 bakterisi, pUC18 vektörünü içeren E.coli JM101 bakterisi, pUC-HIGK 

shuttle vektörünü içeren E.coli JM101 bakterisi ve pHIG22 plazmitini içeren Thermus sp. 

K6 bakterisinin protein profilleri kar la larak; pHIG22 plazmit DNA’s  üzerinde 

bulunan ORF’lerin herhangi bir protein kodlay p kodlamad  ara ld . 

 

2.2.10.1. Çözünebilir Hücre Proteinlerinin zolasyonu 

 

E.coli JM101 bakterisi, pUC18 vektörünü içeren E.coli JM101 bakterisi, pHIG22 

plazmitini içeren E.coli JM101 bakterisi ve Thermus sp. K6 bakterisinin proteinlerinin 

profilini ç karmak için, öncelikle her bir bakteriden 10 ml gece kültürleri yap ld . 

Hücrelerin, 14.000 rpm’de 15 dakika santrifuj edilmesiyle olu turulan çökelek, 50 mM 

Tris-HCl (pH 7.4) ve %10 sakkarozdan olu an TS tamponunda çözüldü ve s  azot (-

194 C) tank nda bir dakika bekletildikten sonra oda s cakl na al nd  ve bu i lem iki kez 

tekrarland  (Belduz vd., 1993). Oda s cakl nda çözündükten sonra, hacminin 1/20’si 

kadar 10 mg/ml’lik lizozim ilave edilerek hücre süspansiyonu 35 dakika buz üzerinde 

bekletildi, daha sonra 16.000 x g’de santrifuj edildi ve protein özütünü içeren s  k m, 

steril bir tüpe al narak –20°C’de sakland . 
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2.2.10.2. Protein Konsantrasyonunun Tayini 

 

Protein konsantrasyonunun tayini Bradford’un (1976) geli tirmi  oldu u metoda 

göre gerçekle tirildi. 100 ml boya çözeltisi haz rlamak için 10 mg Commasie Brillant Blue 

G-250, 5 ml %95’lik etanol içerisinde iyice çözülerek üzerine 10 ml %85’lik fosforik asit 

ilave edildi ve 100 ml’ye saf su ile tamamland . Haz rlanan çözelti filtre ka  ile 

süzülerek temizlendi. 

Haz rlanan kalibrasyon e risinde standart olarak BSA kullan ld . Kalibrasyon e risi 

için; 2, 4, 6,10, 15, 20, 40, 60, 80 g BSA içeren çözeltiler 0,15 M’l k NaCI ile 100 l’ye 

tamamland . Ard ndan üzerine 5 ml yukar da anlat ld  gibi haz rlanan boya çözeltisinden 

ilave edildi ve vortekslenerek 10 dakika oda s cakl nda beklemeye b rak ld . Örnekler 

için BSA yerine 10 l her bir bakteriden izole edilen protein özütü kullan larak ayn  i lem 

gerçekle tirildi. Süre sonunda Agilent 8453E UV-visible Spectroscopy System cihaz  

kullan larak 595 nm’de ölçümler yap ld  ve protein miktar g/ l cinsinden hesapland . 

 

2.2.10.3. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi 

 

Her bir bakteriden izole edilen protein özütlerinin konsantrasyonu hesapland ktan 

sonra, bu protein özütlerinden uygun miktarlarda (40 g) al narak bu özütlere e it miktarda 

2 x muamele tamponu (0,15 M TRIS-HCl pH 6,8, %4 SDS, %20 gliserol, %6 -

Merkaptoetanol) ilave edildi ve sonras nda 95 °C’de 3 dakika bekletildi. Daha sonra 

Laemli (1970) taraf ndan tan mlanan %12’lik sodyum dodesil sülfatpoliakrilamid jeline 

(SDS-PAGE) yüklenerek ve 0,75 mm kal nl ndaki her bir jel için 15 mA ak m 

uygulanarak ay rma i lemi gerçekle tirildi. 

Ay rma i lemi tamamland ktan sonra, jel Coomassie Brilliant Blue (%0,125 

Coomassie Brilliant Blue R-250, %50 metanol, %10 asetik asit) boyas  ile 2-4 saat boyand  

ve Y kama-I (%50 metanol, %10 asetik asit) solüsyonunda 1 saat bekletildikten sonra 

kama-II (%7 asetik asit, %5 metanol) solüsyonuna aktar ld  ve bir bilgisayar taray  

ile foto rafland . 
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2.2.10.4. SDS-PAGE Jelinin Gümü  ile Boyanmas  

 

Ay rma i lemi tamamland ktan sonra, jel % 50’lik metanolde 1 ila 3 saat dü ük h zda 

salland . Sonra 100 ml gümü  nitrat solüsyonu (0,8 gr gümü  nitrat, 21 ml % 36’l k NaOH, 

1,4 ml Amonyak ve 77 ml ddH2O) içerisine aktar ld  ve 15 dk. bekletildi. 5 dk. ddH2O ile 

kand ktan sonra Solüsyon I’e (2,5 ml %1’lik sitrik asit, 0,25 ml %37’lik formaldehit ve 

497 ml ddH2O) aktar ld  ve 10 dk. bekletildi. Daha sonra Solüsyon II’ye (200 ml %50’lik 

metanol, 48 ml %12’lik astik asit ve 400 ml ddH2O) al nan jel bir bilgisayar taray  ile 

foto rafland . 

 

2.2.11. pHIG22’nin Kopya Say n Hesaplanmas  

 

Thermus sp. K6 bakterisinden izole edilen pHIG22 plazmitinin kopya say n 

belirlenmesi için, kopya say  bilinen pUC18 vektörü standart olarak kullan ld . 

pUC18 vektörünü içeren E.coli JM101 bakterisi ve pHIG22 plazmitini ta yan 

Thermus sp. K6 bakterisinden gecelik kültürler at ld . OD600 =  1.0  olana  kadar  hücreler  

büyütüldü. E.coli JM101 ve Thermus sp. K6 kültürlerinin ml’sindeki bakteri say  

hemositometre kullan larak mikroskop alt nda say ld  ve hesapland . 

Hesaplanan veriler do rultusunda ayn  say da hücre al narak plazmit DNA 

izolasyonu yap ld . 

Yap lan plazmit DNA's  izolasyonu sonucunda, plazmit DNA'lar n yo unluklar n 

hesaplanmas  için, 0,5 µg/ml etidyum bromür içeren %0,7'lik agaroz jel haz rland . 5 µl 

DNA solüsyonu, 1 µl 10X yürütme boyas  ve 4 µl ddH2O  veya  TE  tamponu  ilavesi  ile  

haz rlanan kar m agaroz jele yüklenerek 100 voltluk elektrik alanda, fragment büyüklü ü 

belli olan bir ahit DNA ile yürütüldüler. Yürütme neticesinde, pHIG22 plazmitinin kopya 

say  pUC18 vektörünün kopya say yla kar la larak hesapland . Görüntülenen 

bantlar n yo unluklar  BioDocAnalyze 1.0 sistemi ile hesapland . 



 
 

 
3. BULGULAR 

 

3.1. Thermus sp. K6 ve Thermus sp. M5 Bakterilerinin Te his Edilmesi 

 

Ayd n Alangüllü kapl cas ndan al nan su ve çamurlu su örnekleri, a  kapakl  steril 

elere al nd . Al nan örnekler olabildi ince k sa sürede ve so uk artlar alt nda 

laboratuvara getirildi. Daha sonra içerdikleri termofilik bakteriler, uygun besiyerler 

kullan larak zenginle tirme kültürleri yap lmak suretiyle ço alt ld . Ço alt lan bu kültürler, 

uygun besiyerleri içeren agar petrilerine tek koloni elde etmek amac yla ekildi ve sonuçta 

petri üzerinde olu an koloniler incelenerek birbirinden farkl  olabilecek koloniler seçilip 

bunlar n saf kültürleri yap ld  (Benson, 1985; Dulger, 1997). 

Saf kültürleri yap lan, K6 ve M5 olarak adland lan iki bakteri 16S rRNA analizi 

için seçildi ve daha sonraki çal malar bu iki izolat üzerinden devam ettirildi. Bu iki izolat 

için genomik DNA izolasyonu yap ld  (Sambrook vd, 1989). 

 

3.1.1. zolatlar n rRNA Analizleri 

 

K6 ve M5 izolatlar ndan 16S rRNA genleri, universal primerler, UNI16S-L ve 

UNI16S-R, kullan larak uygun konsantrasyonlar ve artlar alt nda PCR ile ço alt ld . 

BioDocAnalyze sistemi ile görüntülenen DNA fragmentlerinin yakla k 1400 bp oldu u 

belirlendi. 

PCR ile ço alt lan K6 ve M5 izolatlar na ait 16S rRNA genleri, pGEM-T Easy 

vektörüne firman n öngördü ü artlarda klonland . Klonlanma sonucunda olu an 

kolonilerden rekombinant plazmitler, Maniatis ve arkada lar n (1982) geli tirdi i plazmit 

izolasyon yöntemine göre izole edildiler. Daha sonra izole edilen bu plazmitlerin 

hangilerinin istenilen parçay  ta  belirlendi ve do rulu u teyit edilen klonlar n baz 

dizinleri belirlendi. Elde edilen yakla k 1400 bp uzunlu undaki 16S rRNA dizileri Gen 

Bankas nda var olan di er bakteriyal dizilerle kar la larak aralar ndaki benzerlik 

oranlar  ortaya ç kar ld . 

Gen Bankas nda yap lan BLAST analizi sonucu K6 ve M5 izolatlar n Thermus 

cinsine ait olduklar  belirlendi. K6 ve M5 izolatlar  s ras yla, Thermus sp. K6 ve Thermus 

sp. M5 olarak adland ld . 
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3.2. Thermus sp. K6 ve Thermus sp. M5 Bakterilerinin Plazmit çeriklerinin 
Belirlenmesi 

 

Thermus cinsine ait oldu u belirlenen Thermus sp.  K6  ve  Thermus sp.  M5  

bakterilerinin plazmit içerikleri incelendi. 

zolatlar n plazmit içerikleri, Voskuil ve Chambliss' n geli tirdi i metoda göre ortaya 

kar ld . Yap lan plazmit DNA's  izolasyonu çal mas  sonucunda, Thermus sp. M5 

bakterisinin herhangi bir plazmit içermedi i, Thermus sp. K6 bakterisinin 2 farkl  plazmit 

içerdi i belirlendi ( ekil 3). Bu iki plazmitin boyutlar  yakla k olarak 2200 bp ve 1500 bp 

olarak belirlendi. Daha sonraki çal malar Thermus sp. K6 bakterisinden izole edilen 

yakla k 2200 bp büyüklükte olan plazmit üzerinden devam ettirildi. 

 
 
 

 
 

ekil 3. Thermus sp. K6 ve Thermus sp. M5 
bakterilerinden plazmit izolasyonu. 1) Marker, 
2) Thermus sp. K6’dan plazmit izolasyonu, 3) 
Thermus sp. M5’den plazmit izolasyonu 

 
 

3.3. pHIG22’ nin Restriksiyon Analizi 

 

Restriksiyon analizinin yap lmas  için pHIG22 plazmiti Jel Ekstraksiyon kiti 

kullan larak jelden ç karma yöntemi ile elde edildi. pHIG22 plazmiti için 13 farkl  

restriksiyon endonükleaz ile kesim reaksiyonlar  yap ld . 2 kez tekrarlanan kesim sonuçlar , 

Genomik DNA 

pHIG22 

1 

2 kb 

10 kb 

2.5  kb 

1.5 kb 

2.2  kb 

2 3 
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fragment büyüklü ü belli olan bir ahit DNA ile %0,7'lik agaroz jel elektroforezinde 

yürütüldü, sonra BioDocAnalyze sistemiyle görüntülendi ( ekil 4). 

 
 

 
  

ekil 4. pHIG22’nin RE’ler ile kesimi. K) Kontrol olarak pHIG22, 
 1) pHIG22’nin BamHI kesim sonucu, 2) pHIG22’nin BclI kesim sonucu, 
 3) pHIG22’nin HindIII kesim sonucu, 4) pHIG22’nin EcoRI kesim  
 sonucu, 5) pHIG22’nin NotI kesim sonucu, 6) pHIG22’nin SmaI kesim 
 sonucu, 7) pHIG22’nin NcoI kesim sonucu, 8) pHIG22’nin Sau3A  
 kesim sonucu, 9) pHIG22’nin KpnI kesim sonucu, 10) pHIG22’nin PstI 
 kesim sonucu, 11) pHIG22’nin SacI kesim sonucu, 12) pHIG22’nin 
 NdeI kesim sonucu, 13) pHIG22’nin BglII kesim sonucu  

 
 
pHIG22 plazmitini BamHI ve NcoI restriksiyon endonükleazlar n tek yerden, 

Sau3A endonükleaz n ise 2 yerden kesti i, di er restriksiyon endonükleazlar n herhangi bir 

bölgeden kesmedi i belirlendi. 

Sau3A restriksiyon endonükleaz  ile yap lan kesim reaksiyonu sonucu olu an 2 farkl  

büyüklükteki DNA fragmenti DNA Jel Ekstraksiyon kiti kullan larak jelden ç kar ld .  

 

3.4. pHIG22’nin DNA Baz Dizininin Belirlenmesi 

 

Sau3A ile yap lan kesim sonucu olu an s ras yla, yakla k 1000 bp ve 1200 bp 

boyutlar ndaki fragmentler, T4 DNA ligaz (Promega) enzimi kulan larak pUC18 

vektörünün BamHI bölgesine klonland . 

Ertesi gün al nan ligasyon ürünleri önceden haz rlanan kompetant E.coli JM101 

hücresine transforme edildi. Transformasyon sonucunda olu an kolonilerden seçilen 

klonlar izole edildi. M13 Forward ve M13 Revers universal primerleri kullan larak, 

Macrogen Inc., Seoul, Korea firmas  taraf ndan baz dizileri belirlendi. Baz dizileri 

belirlenen fragmentlerdeki en iyi okuma sonucu, 1000 bp uzunlukta oldu u tahmin edilen 

1 2 3 4 5 6 7 K 8 9 10 11 13 K 12 
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fragmentten elde edildi. Böylece pHIG22 plazmitinin 920 bp’lik k sm  elde edilmi  oldu 

(Tablo 13). 

 
 

Tablo 13. pHIG22 plazmitinin 920 bp’lik k sm  
 
GCTCCAGCTCCACCGACGGAATGGGGCTAGAGCGAGCCTCTTCCCAGGCCCGCCTATCCCC
CTCCCGTAACGCCTCCCAAAGGACACGCTCAAGCTCGCCACTCTCCAAAAACACTCACCTC
CTGGTGTATCCGCCAGGAGGTGGGAGCGTCCTCGGGTTAGGGCCAGCTTCTCTTCGTCTCT
GCTTCCCCGCCCCCCACGGCTAGGGGCCTCTTCTCACTCTCTTGCGCCGTGTGCCCAAACG
GGGTAAGCTACTCACGTCAGGAAAGCCCCGCCTGGAGCGCCCAACTCCCGGCGGCTTTTTC
TTTGGGGGAATGGGACCCCCGTTAGGGGCCATGCTACTATGGTCAGCCGCTAGCTTGCAAC
CACAACACCTAACCCAGACGGCCAGAAGAGCCAGCGGAAAGCCAGGCAGGAGCCTCATACA
TGGCGACCACGAAGAAGTTAGGCAGGCGGGAGGCCTCCCCATAGTCAAAGACCAGCCAGAA
CACCAAGGCCGGCCTATTAGCGAAGCGGATGCGGAGAGCCCGCACCCGAAGCCGCAAGGCG
AAGTCAGAGCCCTCCCAACCCACCAACTCCCCAACCTCATGAAGGACTTCCCTAGGAACCT
CCCAGGAAGGAGCAGGCTCAACCTCAGCCCCCAGGATAGTGCCGAGACGGCGAGCGTACCG
AGCCCAGAAAAAGAGGCCCTGAGGCACCTCCCCCCACGCCTCTTCAACCGCCTCAGAGATG
CGCCCGATACCCTGAAGCGCCAGACCCTTAGCCTCTTCCGCAAAGTCCATGCCTATCACCT
CTCTTCTCTCTTCTCCCTCTTCTCCACGCCAAGCCCTAGCATGAGAAGCCGACACCTGATG
ACGGGATGGAGCCCGGAGCCCGGAGCCATCCCGCCCAAGAGTGTAGGCCTGGGCGGGGTCC
CCGCC 

 
 
pHIG22’ nin tüm baz diziliminin kalan k mlar n bulunmas  için ters PCR (inverse 

PCR) çal mas  gerçekle tirildi. Bu nedenle, elde edilen bu fragment parçalar na ait baz 

dizilimleri kullan larak uç k mlara yak n bölgelerden d  taraflara do ru olacak ekilde, 6 

adet primer dizayn edildi. 

PCR sonuçlar  % 0,7’lik agaroz jel elektroforezinde yürütülerek, BioDocAnalyze jel 

görüntüleme sistemi ile görüntülendi. Bu primerler kullan larak yap lan PCR’lar 

sonucunda; TherS_6P-1FW ve TherS_6P-1RW primerleri ile yap lan reaksiyondan 

yakla k 1500 bp büyüklükte fragment elde edildi ( ekil 5). 
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ekil 5.Ters (invers) PCR ile ço alt lan fragment 
1) Marker, 2) PCR Ürünü 3) Kontrol 

 
 
Elde edilen fragmentin baz dizilimi belirlenmek üzere, pGEM-T Easy vektörüne 

yap ld  ve E. coli JM101 hücresine aktar ld . 

Transformasyon sonucunda olu an kolonilerden seçilen klonlar izole edildi. 

Klonlar n baz s ralar  SP6 ve T7 universal promoter primerleri ile okutularak belirlendi. 

Elde edilen baz s ralar  ile daha önce belirlenen 920 bp uzunlu undaki fragmentin 

baz dizinleri Gentle ve BioEdit programlar  kullan larak analiz edildi. Her iki fragmentin 

 ve yukar  bölgelerinde çak an baz dizileri bulundu, çak an bölgelerdeki bazlar 

temizlendi, baz dizileri birle tirildi. Böylece pHIG22 plazmitinin tüm baz dizisi 2222 bp 

olarak bulundu (Tablo 14). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1 2 3 

1.5  kb 
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Tablo 14. pHIG22 plazmitinin tüm baz dizilimi 
 
AGGATCCTCCCAGTCTATGGGCTCCAGCTCCACCGACGGAATGGGGCTAGAGCGAGCCTCT
TCCCAGGCCCGCCTATCCCCCTCCCGTAACGCCTCCCAAAGGACACGCTCAAGCTCGCCAC
TCTCCAAAAACACTCACCTCCTGGTGTATCCGCCAGGAGGTGGGAGCGTCCTCGGGTTAGG
GCCAGCTTCTCTTCGTCTCTGCTTCCCCGCCCCCCACGGCTAGGGGCCTCTTCTCACTCTC
TTGCGCCGTGTGCCCAAACGGGGTAAGCTACTCACGTCAGGAAAGCCCCGCCTGGAGCGCC
CAACTCCCGGCGGCTTTTTCTTTGGGGGAATGGGACCCCCGTTAGGGGCCATGCTACTATG
GTCAGCCGCTAGCTTGCAACCACAACACCTAACCCAGACGGCCAGAAGAGCCAGCGGAAAG
CCAGGCAGGAGCCTCATACATGGCGACCACGAAGAAGTTAGGCAGGCGGGAGGCCTCCCCA
TAGTCAAAGACCAGCCAGAACACCAAGGCCGGCCTATTAGCGAAGCGGATGCGGAGAGCCC
GCACCCGAAGCCGCAAGGCGAAGTCAGAGCCCTCCCAACCCACCAACTCCCCAACCTCATG
AAGGACTTCCCTAGGAACCTCCCAGGAAGGAGCAGGCTCAACCTCAGCCCCCAGGATAGTG
CCGAGACGGCGAGCGTACCGAGCCCAGAAAAAGAGGCCCTGAGGCACCTCCCCCCACGCCT
CTTCAACCGCCTCAGAGATGCGCCCGATACCCTGAAGCGCCAGACCCTTAGCCTCTTCCGC
AAAGTCCATGCCTATCACCTCTCTTCTCTCTTCTCCCTCTTCTCCACGCCAAGCCCTAGCA
TGAGAAGCCGACACCTGATGACGGGATGGAGCCCGGAGCCCGGAGCCATCCCGCCCAAGAG
TGTAGGCCTGGGCGGGGTCCCCGCCGTCAAGGGTGCAGAGCACCCCTCCGGGGCGGGCCTC
TCGCATGTACAAACCCCGTCCTCGTGGCCTCCGGAAAACGTGCGTGATGGGATGGCCCGCC
CCTCCGGGGCTAACGCCCTTGACGGCACCCCGCCCTAGCCAAGGCCTAGGCTTGGGGATGG
CTCCGGGAAAATGCTCCAGGCTCATCAACCACCCCATGCCCGCTTCCTGCTAACCAGTCCA
GTATTCCCAAGACTACCGGGGTGAACTTAGGTAGCCAGTAGAAGCGCCCCACGAGAACGCC
ACGCTTCAGCCAGTCCCACACCCTCACCGCCTCCCATGGAAGGCGGGCCACCCGATCAGGC
CCAACCACAAGCGGCACGGCCTCCTCCACCGCCCCCAGGTCCTCCAGACTCTCCACCTCCC
GGTAATCGCCCAGGTACATATTCGCCCGAGCGAAGGCCATTTTGGCGTAGAGGAGGAGAAG
CGAAGGGGTATCCAGGAGGAACCCCACATTATGCCGCACTTGACGGGCATACGCCCGCCAG
ACACCCGCCACGCCATAAGCACGCCCCCAGTTTCCCGAAAAGGGCAAGTGCTTTTGCTCAG
GCTTAGAGGCGTAGACCCTGGAATAGCGGAAGTCTCTCTCCCGCAGCGCCTCAATGCGGGT
CCTGGACCGAATGCCCCCTAACGCCCGTTGCCACGCTTCTTCTATCCAGTCAGCCCAATCA
CGCCAGGCCTCAGCATCAAGGTCCCCAATCCTAGCCAGGATATGCAAATGCGGAGCGGCAG
GAGAACGATTCTGTTGAAACTCTAAGAAGAAGAGATAGGCCCAGTCTTCCCCCCAGCGACT
CAGACGCATGCGAAACGCATGCAGGAACCTATCCAGCGCACCCCGCCAGCGAGATAAGCGA
GCCTCATCATCCGGAAGCTCCTCCCAAGCCTCAGGCGCAAGCGTCAGCGTGATGAGATGCG
TAGGAGGAGGGGCATCAAGCTCCTCCAGGGTCAGCGTCAGCCTAACCAACCGCCTAATAGA
CCCCGCCAGCGTACACCTCTCCCTAGACCCAGGCACCGGAGGAGGAGACTGAGGCTTCCCA
AGGGGACTCAGGTGAGTCCCCCAAGGGTAAACCCTTACACGCCACCTGGGTTTGTGCGACT
TATGCACCGAAAGAGACAAGGACCGCCCCGCCGGGGGGGGCGGGCCTTCAGGCCCGGCCCC
CCCCCGGTCCAGTCCCGAGCCTTCCCCTTGCAGATACCTCAGGCGCAGATAGGCCCGAGAG
GCCTCCTCAGCAAACCGCCGACGAGC 

 
 
pHIG22 plazmitinin 1 numaral  nükleotiti olarak, plazmitin BamHI kesim bölgesinin 

3 nükleotit yukar  bölgesindeki Adenin nükleotiti kabul edildi.  
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3.5. Biyoinformatik ve Di er Analizler 

 

3.5.1. pHIG22’ye Ait Muhtemel ORF’lerin Belirlenmesi 

 

pHIG22 plazmit genomu üzerindeki ORF’lerin belirlenmesi için GenBank’taki 

OriFinder (URL-1) program  kullan ld . Program, ATG kodonu ile ba lay p TAG, TGA ya 

da TAA kodonlar ndan biriyle biten en az 300 bp uzunlu undaki fragmentleri ORF (Aç k 

Okuma Çerçevesi) kabul edecek ekilde ayarland . Analiz hem ana zincirde hem de 

tamamlay  zincirde 6 farkl  okuma çerçevesini kapsayacak ekilde yap ld . Yap lan analiz 

sonucunda pHIG22 plazmitinde 5 ORF bölgesi belirlendi ve plazmitin GC oran  %63 

olarak hesapland  ( ekil 6). 

 
 

 
 

ekil 6. ORF Finder program yla belirlenen muhtemel ORF bölgeleri 
 
 
OriFinder program  ile tahmin edilen aç k okuma çerçevelerinden; 426 bp olan ORF-

1 ve 741 bp olan ORF-2’nin ana zincirde, 696 bp olan ORF-3, 387 bp olan ORF-4 ve 741 

bp olan ORF-5’in de tamamlay  zincirde oldu u belirlendi. Tespit edilen 5 ORF 

bölgesinin ematik görüntüsünün elde edilmesi için PlasMapper (URL-2) program  

kullan ld  ( ekil 7). 
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ekil 7. pHIG22 üzerinde bulunan muhtemel ORF’lerin PlasMapper program yla 
gösterilmesi 

 
 
3.5.2. pHIG22 Plazmitinin Promotor Analizi 

 

pHIG22 plazmitinin promotor analizinin yap labilmesi için Promoter Predictor 

program  kullan ld . Her iki zincirdeki tahmini promotor bölgeleri tespit edildi (URL-3). 

Yap lan analiz “1” üzerinden de erlendirilen bir skora göre yap ld , “1” de erine en yak n 

bulunan skor en iyi de er olarak kabul edildi. Bu de erlere göre ilk zincirde herhangi bir 

promotor bölge bulunamad . Kar  zincirde 2 promotor bölge tespit edildi. 0,80 ve 0,97 

skor de erine sahip bu iki bölge için transkripsiyon ba lama bölgesi olarak tahmin edilen 

nükleotit büyük harfle gösterildi (Tablo 15). 
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Tablo 15. Promoter Predictor program  ile yap lan promotor analizi 
 

 
 
Ayr ca ikinci bir program kullan larak yap lan analizler kar la ld . Bunun için 

BPROM program  kullan ld . pHIG22 plazmiti için her iki zincirdeki tahmini promotor 

bölgelerinin (Tablo 16) bulunmas  amaçland  (URL-3, 2011). Bu program bakterilerdeki 

operon ve genleri esas alarak ORF bölgelerinin yukar  bölgelerini tarama ve bu 

bölgelerdeki olas  -10 ve -35 kutular  tahmin etme esas na dayanmaktad r. Yap lan analiz 

sonucunda, ilk zincirde herhangi bir promotor bölgeye rastlan lmad  fakat kar  zincirde 2 

promotor bölge tespit edildi. 

 
 

Tablo 16. BPROM program  ile yap lan promotor analizi 
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3.6. pHIG22 Plazmitinin Replikasyon Orijininin ve Fonksiyonel Genlerinin 
Belirlenmesi 

 

3.6.1. Kanamisin Kasetinin pDG782 Vektöründen PCR ile Ço alt lmas  

 

Yakla k 1300 bp büyüklü ündeki kanamisin kaseti, E. coli DH5  bakterisinden 

izole edilen pDG782 vektöründen, pKAN-Fw ileri ve KanR geri primerleri kullan larak 

uygun PCR konsantrasyonlar  ve artlar  sa lanarak ço alt ld . PCR sonuçlar  kontrol 

edilmek amac yla BioDocAnalyze sistemi ile görüntülendi ( ekil 8). Daha sonraki 

çal malarda kullan lmak üzere -20 C de muhafaza edildi. 

 
 

 
 

ekil 8. PCR ile ço alt lan kanamisin kaseti 1) Marker, 2) 
Kanamisin Kaseti 

 
 
3.6.2. pUC-HIGK Shuttle Vektörünün Tasarlanmas  

 

pUC18 vektörü ve pHIG22 plazmiti, firman n öngördü ü artlar sa lanarak  BamHI  

restriksiyon endonükleaz enzimi ile tek noktadan kesildi. Kesim reaksiyonu sonucu her iki 

plazmit 5’ ve 3’ uçlarda yap kan uçlar olu acak ekilde  lineer hale getirildi. Olu an 

yap kan uçlar n birle tirilmesi için T4 ligaz enzimi firman n öngördü ü artlar alt nda 16 

ºC’de bir gece bekletildi. Ertesi gün kompotent hücre haz rland  ve transformasyonla E. 

coli JM101 hücresine aktar ld .  

Rekombinant plazmitler seçildi ve klon oldu u belirlenen plazmitler üzerinden 

çal ma devam ettirildi. 

pHIG22 plazmiti ile birle tirilen pUC18 vektörünün, firman n öngördü ü artlar 

sa lanarak EcoRI restriksiyon endonükleaz enzimi ile tek noktadan kesilerek her iki 

1 

1.5 kb 

1kb 
1.3 kb 

2 
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ucunda yap kan uç b rakmas  sa land . Kanamisin kasetinin ayn  yap kan uçlara sahip 

olabilmesi için, pKAN-Fw ve KanR primerleri ile ço alt larak pGEM-T easy Klonlama 

vektörüne klonland . pGEM-T Easy Klonlama vektöründen EcoRI restriksiyon 

endonükleaz enzimi ile kesilerek ç kar ld . 

EcoRI restriksiyon endonükleaz enzimi ile tek noktadan kesilerek her iki ucunda 

yap kan uç olu turulan rekombinant pUC18 vektörü ve EcoRI restriksiyon endonükleaz 

enzimi ile kesilerek pGEM-T vektöründen ç kar lan kanamisin kaseti, T4 ligaz enzimi ile 

firman n öngördü ü artlar alt nda 16 ºC’de bir gece boyunca bekletildi. 

Ertesi gün kompotent hücre haz rland  ve transformasyonla E. coli JM101 hücresine 

aktar ld . Rekombinant plazmitler seçildi ve klon olan plazmitler elde edildi. pUC18, 

pHIG22 ve kanamisin kasetinin birle tirildi i pUC-HIGK vektörü elde edilmi  oldu ( ekil 

9). 
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ekil 9. pUC-HIGK vektörünün ematik olarak tasarlanmas  
 
 
pUC-HIGK vektörü Thermus thermophilus HB27 TH104 (pTT8) bakterisine 

transforme edilmek üzere sonraki çal malar için -20 ºC’de sakland . 

 

3.6.3. pHIG22 Plazmitinin Replikasyon Orijinin Belirlenmesi 

 

Dizayn edilen ileri ve geri primerleri ile pHIG22 plazmitinin 5 farkl  bölgesi (Tablo 

17) PCR ile ço alt ld . pHIG22 plazmitinden  PCR ile ço alt lan 5 farkl  bölge pGEM-T 

Easy vektörüne klonland  ve her bir fragment EcoRI restriksiyon endonükleaz enzimi ile 

kesilerek ç kar ld . pET28a+ vektörü de EcoRI restriksiyon endonükleaz enzimi ile 

kesilerek ayn  yap kan uçlara sahip hale getirildi. 
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pGEM-T klonlama vektöründen ç kar lan 5 farkl  fragment, pET28a+ vektörüne ayr  

ayr  klonland . Olu an rekombinant plazmitler Thermus thermophilus HB27 TH104 

(pTT8) bakterisine transforme edilmek üzere -20 ºC de muhafaza edildi. 

 
 

 
 

ekil 10. Dizayn edilen spesifik primerler 
 
 
PCR ile ço alt lan her fragmentin plazmit üzerindeki farkl  muhtemel ORF 

bölgelerini içermesi sa land . 

 
 

Tablo 17. PCR ile ço alt lan farkl  bölgeler 
 

Kullan lan leri Primerler Kullan lan Geri Primerler PCR Ürünü 

pHG-3Fw pHG-2Rw 2185 bp 
pHG-4Fw pHG-3Rw 2138 bp 
pHG-5Fw pHG-4Rw 2224 bp 

pHG-6Fw pHG-1Rw 721 bp 

pHG-5Fw pHG-6Rw 781 bp 
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3.7. E.coli-Thermus Shuttle Vektörlerinin Thermus thermophilus HB27 TH104 
(pTT8) Bakterisine Transformasyonu 

 

Do al kompetant olan Thermus thermophilus HB27 TH104 (pTT8) bakterisi TM 

besiyerinde ço alt ld . Daha önce olu turulan rekombinant plazmitler Koyama ve 

arkada lar n (1986) geli tirdi i yönteme göre transforme edilmeye çal ld . 

Yap lan transformasyon denemeleri sonucunda petriler üzerinde herhangi bir 

koloniye rastlan lmad . Transformasyon protokolü 5 kez tekrarland  ve ayn  sonuçlar elde 

edildi. 

Transformasyon prosedürü modifiye edildi ve protokol tekrarland . Yap lan 

çal malar sonucunda herhangi bir koloniye rastlan lmad . 

 

3.8. pHIG22 Plazmitinin Protein Profilinin ncelenmesi 

 

E.coli JM101 bakterisi, pUC18 vektörünü içeren E.coli JM101 bakterisi, pUC-HIGK 

shuttle vektörünü içeren E.coli JM101 bakterisi ve pHIG22 plazmitini içeren Thermus sp. 

K6 bakterisinin protein profillerinin kar la lmas  için, hücre içi proteinleri izole edildi. 

zole edilen hücre içi proteinler ile SDS-PAGE analizi yap ld . Analiz sonucu elde 

edilen jel görüntüsü taray  ile tarand  ve bilgisayar ortam na aktar ld  ( ekil 11). Protein 

bantlar n incelemesi sonucunda pUC-HIGK shuttle vektörünü ta yan E.coli JM101 

bakterisinin hücre içi protein profilinde herhangi bir farkl  banta rastlan lmad .  
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ekil 11. SDS-PAGE analizi. 1) E. coli JM101, 2) pUC18 
vektörünü içeren E.coli JM101, 3) pUC-HIGK 
vektörünü içeren E.coli JM101, 4) pHIG22 
plazmitini içeren Thermus sp. K6 

 
 

pHIG22 taraf ndan kodlanan herhangi bir proteinin ekspresyon seviyesinin dü ük 

olmas  ve moleküler a rl n küçük olma ihtimaline kar k Comassie Brilant Blue ile 

boyanan protein bantlar n jel üzerinde görülememe ihtimali dü ünüldü. Bu ihtimale 

kar k protein bantlar n daha net bir biçimde görünmesini sa layan gümü  boyama 

tekni i uyguland . Yap lan analiz sonucu elde edilen jel görüntüsü taray  ile tarand  ve 

bilgisayar ortam na aktar ld  ( ekil 12). Yap lan gümü  boyama sonucu herhangi farkl  bir 

banta rastlan lmad . 

 

1 2 3 4 



53 
 

 

 
 

ekil 12. Gümü  boyama sonucu elde edilen protein bantlar . 
E.coli JM101, 2) pUC18 vektörünü içeren E.coli 
JM101, 3) pUC-HIGK shuttle vektörünü içeren E.coli 
JM101, 4) pHIG22 plazmitini içeren Thermus sp. K6 

 
 

3.9. pHIG22’nin Kopya Say n Hesaplanmas  

 

pHIG22 plazmitini içeren Thermus sp. K6 ve pUC18 vektörünü içeren E.coli JM101 

bakterilerinin ml’deki hücre say  hesapland . Al nan s  kültürlerin ml’sinde 3,27 X 107 

Thermus sp. K6 hücresi, 5,27 X 107 E.coli JM101 hücresi oldu u belirlendi. Her kültürden 

it miktarda (3,27 X 107) hücre al narak plazmit izolasyonu yap ld . 

Hücre ba na 690 plazmit (pUC18) içerdi i bilinenen E. coli hücresi standart olarak 

al nd  (Sambrook vd., 1989). E.coli JM101 ve Thermus sp. K6’dan izole edilen plazmitler 

agaroz jel elektroforezi ile görüntülendi ve bant yo unluklar  kar la ld . 

BioDocAnalyze 1.0 program  ile görüntülenen bantlar n yo unluklar  hesapland  ( ekil 

13). 

 

 

 

 

1 2 3 4 
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ekil 13. pHIG22’nin kopya say n belirlenmesi 
 1) pUC18, 2) pHIG22, 3) Marker 

 
 
BioDocAnalyze 1.0 program  ile yap lan hesaplamaya göre pUC18 vektörünün bant 

yo unlu unun pHIG22 plazmitinden 6.02 kat daha fazla oldu u belirlendi. Bu 

hesaplamaya göre pHIG22’nin hücre ba na dü en kopya say  114 ± 10 / hücre olarak 

belirlendi. 

Bu analiz sonucuna göre pHIG22’nin yüksek kopyal  bir plazmit oldu u sonucuna 

var ld . 

 

2.5 kb 

1 2 3 

3 kb 

2 kb 



 
 

 
4. TARTI MA 

 

Bu çal ma, Thermus cinsine ait bir bakteriden daha önce tan mlanmam  bir 

plazmitin izolasyonunun ve karakterizasyonunun yap lmas  kapsamaktad r. 

Termofilik bakterilerin özellikle büyüme s cakl k aral , di er ortam bakterileri ile 

yasland nda yüksek olmas  nedeniyle endüstriyel aç dan oldukça önem arz etmektedir. 

lgilenilen bakterinin termofilik bir karaktere ve yeni bir plazmite sahip olmas , üzerine 

ilinmesi gereken bir durumdur. 

Thermus cinsine ait bakterilerden çok say da plazmit tan mlanm r (Eberhard vd., 

1981). Fakat bu plazmitlerin çok az  karakterize edilmi tir ve fonksiyonlar  tam olarak 

belirlenememi tir (Takayama vd., 2004). 

Kapl cadan al nan su örneklerinden Thermus cinsine ait oldu u belirlenen iki bakteri 

izole edildi. Bu bakteriler Thermus sp. K6 ve Thermus sp. M5 olarak adland ld . Plazmit 

içerikleri incelenen bakterilerden Thermus sp. K6 bakterisinin 2 plazmite sahip oldu u 

belirlendi. 

Thermus sp. K6 bakterisinden izole edilen 2 plazmitten biri üzerinden çal malara 

devam edildi ve bu plazmit pHIG22 olarak adland ld . Plazmitin genom büyüklü ü 2222 

bp olarak bulundu ve cryptic özellikte oldu u belirlenen plazmitin GC oran  % 63 olarak 

hesapland .Önceki çal malarda izole edilen Thermus cinsine ait plazmitlerin GC oranlar  

pHIG22 plazmiti ile benzerlikler göstermektedir. Thermus sp. TK10 bakterisinden izole 

edilen pNHK101 plazmitinin GC oran  % 66,8 (Kobayashi vd., 2005), Thermus sp. 4C 

bakterisinden izole edilen pS4C ve pL4C plazmitlerinin GC oranlar  ise, s ras yla % 58,25 

ve 68,60 olarak belirlenmi tir (Ruan ve Xu, 2007). pHIG22 plazmitinin % 63 GC oran na 

sahip olmas  bu plazmitler ile benzer yap da oldu unu göstermi tir. 

pHIG22’nin restriksiyon analizi yap ld . NcoI ve BamHI restriksiyon endonükleaz 

tek kesim bölgesi, Sau3A enzimi 2 kesim bölgesi içerdi i belirlendi. Sau3A restriksiyon 

endonükleaz ile yap lan kesim sonucu elde edilen fragmentler pUC18 vektörüne klonland . 

pHIG22’nin baslang çta, Macrogen (Kore) firmas na yapt lan DNA s ra analizi 

sonucunda 920 bp’lik k sm  elde edildi. Daha sonra pHIG22’nin tüm baz diziliminin elde 

edilmesi için ters PCR çal mas  yap ld  ve dizay edilen primerler ile tüm baz dizilimi elde 

edildi. 
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Termofilik bakterilerden izole edilen plazmitler genelde  büyük genomlara sahiptir 

ve tüm genomun ayd nlat lmas  zahmetlidir (Makarova vd., 2002). Büyük genomun 

dezavantajlar  dü ünüldü ünde, pHIG22 plazmitinin 2222 bp’lik küçük bir genoma sahip 

olmas  ve kopya say n yüksek olmas  (114±10) yap lacak çal malar aç ndan büyük 

avantaj olarak görülmü tür. Ayr ca dü ük moleküler a rl a sahip olman n verdi i avantaj, 

konak endonükleazlar ndan etkilenme ihtimalinin de minimum seviyede olmas  

sa layacakt r (Primrose ve Twyman, 2006).  

Küçük bir genoma sahip olan pHIG22’nin di er termofilik bakterilerden izole edilen 

plazmitlere göre genom büyüklü ü ve kopya say  aç ndan daha avantajl  olmas  yap lan 

çal malar n önemini art rm r. 

Thermus cinsine ait cryptic plazmitlerde yap lan BLAST analizi sonuçlar nda 

plazmitlerin baz dizilimlerinin di er plazmitlere benzerli i çok az olarak belirlenmi tir 

(Hideo vd., 2005). Bu da bu cinse ait bakterilerde yeterli çal ma yap lmad n 

göstergesidir. Thermus sp. TK10 bakterisinden izole edilen pNKH101 ve pKMH052 

plazmitlerinin BLAST analizleri sonucu herhangi bir plazmite benzer s ralara sahip 

olmad  görülmü tür (Hideo vd., 2005). Yap lan BLAST analizi sonucunda pHIG22’nin 

GenBank’ta herhangi bir s raya benzerli i bulunamam r. Thermus cinsine ait 

plazmitlerin herhangi bir genoma ya da di er plazmitlere benzer s ralar içermemesi 

nedeniyle fonksiyonel genlerinin belirlenmesi zorla r. Bu dezavantaj, yeni termostabil 

proteinlerin bulunabilmesi ve karakterize edilmesi yönünden dü ünüldü ünde avantaj 

olarak görülmektedir. 

pHIG22 plazmitinin genomu üzerinde yap lan bilgisayar analizleri sonucunda 5 

muhtemel ORF bölgesi belirlenmi tir. pHIG22’nin genom büyüklü ü ve cryptic özellikte 

olmas ndan dolay , bu ORF’lerden en az birinin replikasyondan sorumlu oldu u 

dü ünülmektedir.  

Thermus cinsine ait ço u plazmit, replikasyonlar  için en az bir replikasyon proteini 

kodlamaktad rlar. repA ad  verilen bu proteinin di er plazmitlere ait replikasyon 

proteinlerine benzer s ralara sahip oldu u görülmü tür (Ruan ve Xu, 2007). Thermus 

cinsine ait plazmitlerin replikasyon proteinlerinin ayr nt  olarak ayd nlat lmam  

olmas ndan dolay  bu benzerlik di er türlere ait plazmitlere oranla daha azd r. Yap lan bir 

çok çal mada ayn  cinse ait birçok plazmit tan mlanm  ve bu plazmitlerin replikasyon 

proteinleri belirlenmi tir. Belirlenen gen s ralar ndan yola ç karak birçok analiz program  

tasarlanm r. Analiz programlar  ile plazmitlerin replikasyon orijinleri ya da 
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replikasyondan sorumlu genlerin baz s ralar  tahmin edilmektedir. Bu da ayn  cinse ait yeni 

bir plazmitin fonksiyonel genlerinin ara lmas  büyük ölçüde kolayla rm r. 

Thermus cinsine ait çok az say da plazmitin fonksiyonel genleri belirlenmi tir. Bu da 

replikasyondan sorumlu genlerin analiz programlar  ile bulunma ihtimalini ortadan 

kald rm r. Yap lan BLAST ara rmalar  sonucunda, Thermus cinsi bakterilerden izole 

edilen plazmitlerin fazla homoloji göstermedi i belirlenmi tir. Bu yüzden Thermus cinsine 

ait yeni plazmitlerin literatüre kazand larak sonraki çal malar için kolayl k sa lamas  

amaçlanmal r. pHIG22 plazmit genomu üzerinde bulunan muhtemel ORF bölgelerinin 

di er Thermus cinsine ait plazmitlerin replikasyon proteinleri ile  homoloji ara rmas  

sonucu herhangi bir benzer s raya rastlan lmam r. 

Cryptic plazmitlerde, replikasyon orijini ve promotor bölgeler genellikle tek bir 

zincirde bulunmaktad r (Wang vd., 2009). Yap lan 2 farkl  programla yap lan promotor 

analizleri sonucunda pHIG22 plazmitinin bir zincirinde 2 promotor bölge tespit edilmi tir. 

2 analiz sonucunda bulunan diziler kar la ld nda birbirine yak n diziler bulunmu tur. 

Bu diziler di er termofilik plazmitlerle kar la ld nda herhangi benzer bir s ra 

bulunamam r.  

pHIG22 plazmiti BamHI restriksiyon endonükleaz enzimi ile kesilerek pUC18 

vektörüne klonland . Termofilik bakterilerin yüksek s cakl klarda inkübe edilmesinden 

dolay , marker olarak yüksek s cakl klarda degrede olmayan kanamisin antibiyoti i 

kullan ld  (Kobayashi vd., 2005). Bunun sa lanmas  için kanamisin direnç geni pDG782 

plazmitinden PCR ile ço alt ld , pGEM-T klonlama vektörüne klonland  ve EcoRI 

restriksiyon endonükleaz enzimi ile ç kar ld . Ç kar lan kanamisin kaseti ayn  enzimle 

kesilen pUC18-pHIG22 plazmitine eklendi ve böylece E.coli ve Thermus cinsinde replike 

olabilecek pUC-HIGK shuttle vektörü elde edilmi  oldu ( ekil 9). Yap lan bir çal mada 

E.coli-Thermus shuttle vektörleri dizayn edilmi tir. Dizayn edilen shuttle vektörler ile 

Clostridium thermocellum celA geni Thermus thermophilus’da ekspres edilmi tir (Lasa 

vd., 1992). Yap lan di er bir çal mada Thermus thermophilus için ekspresyon vektörleri 

geli tirilmi tir (Masheda ve Hoshino, 1998). 

pUC-HIGK shuttle vektörü Thermus thermophilus HB27 TH104 (pTT8) bakterisine 

transforme edilmeye çal ld  ama yap lan transformasyon çal malar ndan herhangi bir 

sonuç elde edilemedi. Thermus thermophilus HB27 TH104 (pTT8) bakterisinin 

restriksiyon-modifikasyon sisteminin pUC-HIGK shuttle vektörünün hücre içinde 
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muhafazas  engelleyebilece i dü ünüldü. Bakteri içerisine plazmit DNA al nsa bile, bu 

DNA’n n hücre içinde degrede edildi i dü ünüldü. 

Bunlar n d nda, Thermus thermophilus HB27 TH104 bakterisi 10 kb’den daha 

büyük pTT8 plazmitini bar nd rmaktad r. Önceki yap lan çal malarda pTT8 plazmitini 

içeren su lar n transformasyon veriminin daha fazla oldu u belirlenmi tir. pTT8 

plazmitinin, transforme edilen di er plazmitlerin hücredeki stabilitesini art rd  

görülmü tür (Kobayashi vd., 2005). Fakat transformasyon çal malar ndan herhangi bir 

sonuç elde edilememi tir. Bunun nedeninin plazmit uyu mazl  olabilece i dü ünüldü, 

ayr ca Thermus thermophilus HB27 TH104 (pTT8) bakterisi ile yap lan transformasyon 

denemelerinde pTT8 plazmitinin bakterideki stabilitesinin fazla oldu u belirlenmi tir 

(Kobayashi vd., 2005). pUC-HIGK shuttle vektörünün Thermus thermophilus HB27 

TH104 (pTT8) bakterisine transforme edilememesinin nedeninin pTT8 plazmitinin 

pHIG22 plazmiti ile ayn  ya da benzer replikasyon sistemini payla yor olmas ndan 

kaynakland  ve pUC-HIGK shuttle vektörünün Thermus thermophilus HB27 TH104 

(pTT8) bakterisinde replike olamad  da dü ünülmektedir. 

pHIG22 plazmiti üzerinde belirlenen muhtemel ORF’lerin herhangi bir protein 

kodlay p kodlamad n belirlenebilmesi için SDS-PAGE analizi yap ld . Elde edilen jel 

Comassie Brillant Blue ve gümü  ile boyand  ( ekil 11 ve 12). pUC18 vektörü ve pUC-

HIGK shuttle vektörlerinin ekspres etti i protein bantlar  incelendi inde herhangi farkl  bir 

protein bant na rastlan lmad . Bunun birkaç nedeni olabilir. lki, pHIG22 plazmiti 

taraf ndan kodlanan proteinlerin E.coli proteazlar nca hücre içinde degrede edilmi  olma 

ihtimali; ikinci olarak, ekspresyon seviyelerinin çok dü ük olmas  sebebiyle bu bantlar n 

belirlenememesi veya Thermus promotorlar n E.coli RNA polimerazlar nca tan namam  

olmas . Bu soru i aretlerinin giderilmesi için, Thermus sp. K6’da plazmit curing yöntemi 

yap larak; plazmit içeren ve plazmit içermeyen hücrelerin proteinlerinin belirlenmesi 

dü ünülmektedir. Belirlenen bu proteinlerin büyüklük ve MALDI-TOF analizleri yap larak 

plazmitten kodlanan genlerin belirlenmesi dü ünülmektedir. 

Bütün bu veriler birlikte de erlendirildi inde, pHIG22 plazmitinin Thermus cinsine 

ait cryptic bir plazmit oldu u ve di er plazmitlerle k yasland nda küçük bir genoma sahip 

oldu u oldu u belirlenmi tir. 2222 bp’lik bir genoma sahip olmas  ve hücrede çok kopyal  

olarak bulunmas  yap lacak çal malar aç ndan plazmiti cazip hale getirmektedir. pHIG22 

üzerinde yap lacak genetik modifikasyonlarla klonlama ve ekspresyon vektörü olarak 

kullan labilmesi muhtemeldir. 



 
 

 

5. SONUÇLAR 

 

Yüksek lisans tezi olarak haz rlanan Thermus sp. K6’ dan yeni, kriptik, küçük, çok 

kopyal  bir plazmitin (pHIG22) izolasyonu ve k smi karakterizasyonu ba kl  bu 

çal madan u sonuçlar elde edilmi tir. 

Ayd n Alangüllü kapl cas ndan al nan su örneklerinden izole edilen 2 izolat n 16S 

rRNA analizi ile cinsleri belirlendi. Thermus cinsine ait oldu u belirlenen 2 bakteriye 

ras yla Thermus sp. K6 ve Thermus sp. M5 adlar  verildi. 

Bu 2 bakteriye ait plazmit içerikleri ara ld . Thermus sp. M5 bakterisinin herhangi 

bir plazmit içermedi i, Thermus sp. K6 bakterisinin 2 plazmit içerdi i belirlendi. 

Thermus sp. K6 bakterisinden izole edilen 2 plazmitten biri üzerinden çal malara 

devam edildi ve bu plazmite pHIG22 ad  verildi. Bu plazmitin herhangi bir fenotipik 

özellik göstermeyen %63 GC oran na sahip cryptic bir plazmit oldu u belirlendi. 

pHIG22’nin hücre ba na dü en kopya say  114±10 olarak belirlendi. 

pHIG22 plazmitinin restriksiyon analizi yap ld . Yap lan kesim reaksiyonlar  sonucu 

NcoI ve BamHI restriksiyon endonükleazlar n tek noktadan, Sau3A restriksiyon 

endonükleaz n 2 farkl  noktadan kesti i belirlendi. 

Sau3A restriksiyon endonükleaz  ile yap lan kesim reaksiyonu sonucu olu an 

fragmentler pUC18 klonlama vektörüne klonland , ters PCR ile tüm baz dizilimi ortaya 

kar ld  ve pHIG22’nin 2222 bp’lik bir genoma sahip oldu u belirlendi (Tablo 14). 

DNA analiz programlar  kullan larak, pHIG22 plazmitinin 5 aç k okuma çerçevesi 

içerdi i tespit edildi. ORF-1 426 bp ve ORF-2 741 bp ana zincirde, ORF-3 696 bp, ORF-4 

387 bp ve ORF-5 741 bp tamamlay  zincirde belirlendi. 

pHIG22 plazmiti için promotor analizi yap ld . 2 farkl  programla yap lan analiz 

sonucunda tamamlay  zincirde 2 promotor bölge tespit edildi. 2 analiz sonucunun 

benzerlik göstermesi ile, bu bölgelerin promotor bölge olma ihtimalinin yüksek oldu una 

karar verildi. 

Tespit edilen ORF’lerin ve promotorlerin fonksiyonel olup olmad n 

belirlenebilmesi için E.coli-Thermus shuttle vektörleri dizayn edildi ve Thermus 

thermophilus HB27 TH104 (pTT8) bakterisine aktar lmaya çal ld . Transformasyon 

denemeleri sonucunda herhangi bir sonuç elde edilemedi. 
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pUC18, shuttle vektörler, pHIG22 ve Thermus sp. K6’n n protein profilleri 

kar larak kar la ld  ( ekil 11 ve ekil 12). Protein profillerinin incelenmesi 

sonucunda pHIG22 taraf ndan E.coli’de kodlanan herhangi bir protein belirlenemedi. 

Yap lan bu çal ma sonucunda termofilik bakterilerde klonlama ve ekspresyon 

çal malar  için kullan labilecek çok kopyal , yeni bir plazmit literatüre kazand ld .



 
 

 

6. ÖNER LER 

 

Thermus cinsine ait oldu u belirlenen pHIG22 plazmitinin termofilik bakterilere gen 

aktar nda kullan labilecek ekilde modifiye edilmesi önerilmektedir.  

Klonlama vektörü olarak kullan labilmesi için plazmit üzerine antibiyotik direnç geni 

ve çoklu klonlama bölgesi eklenmesi gerekmektedir. Ekspresyon vektörü olarak 

kullan labilmesi için plazmit üzerine ekspresyonu sa layacak sekanslar n eklenmesi 

dü ünülmektedir. 

Plazmit üzerindeki ORF bölgelerinin fonksiyonlar n belirlenip, literatüre 

kazand larak di er çal malara kaynak te kil etmesi önerilmektedir. 

pHIG22 plazmitinin E.coli ve Bacillus cinsi bakterilerde kullan lan klonlama ve 

ekspresyon vektörleri ile shuttle vektörler olu turulmas  önerilmektedir. Böylece ekonomik 

yönden de erli enzimleri kodlayan genlerin klonlanmas n ve ekspresyonunun daha 

verimli halde yap labilece i dü ünülmektedir. 

pHIG22 plazmitinin replikasyondan sorumlu baz dizisinin, di er fonksiyonel 

genlerinin ve ürünlerinin karakterizasyonun yap lmas  için, mRNA izolasyonu, cDNA 

eldesi ve spesifik primerler ile RT-PCR yap lmas  dü ünülmektedir.  

Thermus sp. K6’da acridine orange ile plazmit curing yöntemi yap larak; plazmit 

içeren ve plazmit içermeyen hücrelerin proteinlerinin kar la p, farkl  proteinlerin 

büyüklük ve MALDI-TOF analizleri yap larak plazmitten kodlanan genlerin belirlenmesi 

dü ünülmektedir. 
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