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Yiksek Lisans Tezi
OZET

THERMUS sp. K6’ DAN YENI, KRIPTIK, KUCUK, COK KOPYALI BIR PLAZMITIN
(pHI1G22) iZOLASYONU VE KISMi KARAKTERIZASYONU

Halil ibrahim GULER

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitusu
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Ali Osman BELDUZ
2011, 65 Sayfa

Bu caligmada, Alangulli (Aydin) Kaplicasi’ndan alinan su ve camurlu su
orneklerinden izole edilen iki izolatin cins tayini yapilmistir. Thermus cinsine ait oldugu
belirlenen 2 bakteriden plazmit izolasyonu yapilmaistir.

Thermus sp. K6 ve Thermus sp. M5 olarak adlandirilan iki izolattan yapilan plazmit
izolasyonu sonucu Thermus sp. K6 bakterisinden izole edilen plazmitin tim baz sirasi elde
edildi. izole edilen plazmitin 2222 bp biyikliikte, %63 GC icerigine sahip, cok kopyals,
cryptic bir plazmit oldugu belirlendi. ilk kez tamimlanan bu plazmit pHIG22 olarak
adlandirild1.

pHIG22 icin yapilan BLAST arastirmalari sonucunda, GenBank’ta herhangi bir
plazmit veya diziye benzerlik elde edilemedi. Yapilan biyoinformatik analizler sonucunda;
genom Uzerinde muhtemel 5 ORF bolgesi 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 tamamlayici zincirde oldugu belirlendi. Yapilan promotor analizi
sonucu pHIG22’nin tamamlayici zincirinde 2 promotor bolge tespit edildi.

pHIG22, pUC18 klonlama vektoru ve kanamisin kaseti birlestirilerek E.coli-Thermus
shuttle vektort olusturuldu. pHIG22 genomundan belirli diziler PCR ile ¢ogaltilarak
pET28a+ vektorine klonlandi. Olusturulan rekombinant plazmitler ile termofilik

bakterilere transformasyon ¢alismalar: yapild:.

Anahtar Kelimeler: Cryptic plazmit, Shuttle vektor, Kopya sayisi, Thermus sp. K6



Master Thesis

SUMMARY

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

Halil ibrahim GULER

Karadeniz Technical University
The GraduateSchool of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Prof. Ali Osman BELDUZ
2011, 65 Pages

In this study, thermophilic bacteria of both water and mud samples were isolated
from Alangullu (Aydin) 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 BILGILER

1.1.Giris

Termofilik bakteriler son yillarin en fazla ilgi duyulan arastirma odaklarindan birisi
olmustur. Termofilik bakterilerin sahip olduklari enzimler endistriyel agidan biyik énem
tasidig1 gibi sahip olduklar: diger Ozelliklerde bircok agidan 6nem teskil etmektedir
(Williams, 1995).

Plazmitler tum bakteri turleri arasinda yaygin olarak bulunmasina ragmen, termofilik
bakterilerden diger bakteri tlirlerine oranla daha az sayida plazmit izole edilmistir. Thermus
cinsine ait bakterilerden izole edilen plazmitler genelde, herhangi bir fenotipik 6zellik
gOstermeyen cryptic plazmitler olarak karsimiza ¢ikmaktadirlar (Kobayashi vd., 2005).

Thermus cinsine ait bircok dogal plazmit izole edilmesine ragmen, izole edilen

plazmitlerin fonksiyonlari tam olarak ac¢iklanamamistir (Takayama vd., 2004).

1.2. Termofilik Mikroorganizmalar

Termofilik bakteriler son yillarda en fazla ilgi duyulan arastirma odaklarindan birisi
olmustur. Cogu canli grubunun yasayabilmesinin mimkin olmadig: sicakliklarda bile
termofilik  mikroorganizmalarin ~ enzimlerini  kullanabilmeleri  ve  yasamlarini
strddrebilmeleri, arastirmacilar1 bu konuda caligmalarin yapilmasina yoneltmistir.
Dinyamizda solfatarik alanlar, hidrotermal kuyular, sicak su kaynaklari gibi cesitli
jeotermal alanlardan aerobik termofillerin izolasyonlar: yapilmaktadir. Yapilan pek cok
caligmada sicakligin mikroorganizmalarin fizyolojik aktiviteleri ve gelisimleri Gzerindeki
en onemli faktorlerden biri oldugu, yuksek sicakligin farkli mikroorganizmalar tarafindan
farkl diizeyde tolere edildigi tespit edilmis; pek cok Okaryotik canli kisa bir sureligine
50°C’lik sicakhiga bile dayanamazken, bazi mikroorganizmalarin oldukga yuksek
sicakliklarda yasayabildigi bildirilmistir (Williams vd., 1995).

Mikroorganizmalarin optimum biyume sicakliklar: dikkate ahindiginda sakrofiller
(20°C altinda), mezofiller (20-55°C) ve termofiller (55°C Uzerinde) olmak (zere l¢ ana

gruba ayrilirlar (Gomes ve Steiner, 2004). Termofilik mikroorganizmalarin biyokatalitik



potansiyelleri ve enzimleri Gzerinde birgcok arastirmalar yapilmistir (Gomes ve Steiner,
2004). 60-110°C arasinda yuksek sicakliklarda gelisebilen termofilik mikroorganizmalar,
volkanik ve jeotermal kaynaklarda bulunurlar. 50-60°C arasindaki sicakliklarda optimum
olarak cogalabilen mikroorganizmalar ise, ilimli termofillerdir. 60-80°C arasindaki
sicakhiklarda gelisebilen ekstrem termofillerde; genellikle Bacillus, Clostridium,
Thermoanaerobacter, Thermus, Fervidobacterium, Thermotoga ve Aquifex cinslerine
aittirler (Stetter, 1998).

Termofil bakteriler, hem endustriyel uygulama alanlar1 icin hem de temel bilimlerin
gelismesi igin pek ¢ok avantaj sagladigindan dolay: son zamanlarda, bu bakteriler lizerine
arastirmalar yogun bir sekilde yurutilmektedir (Akhmaloka vd., 2006).

1.2.1. Termofilik Organizmalarin Biyoteknolojide Kullanimi

Termofilik organizmalar, biyoteknoloji acisindan bazi biyik faydalar saglamaktadir
(Brock, 1986). Termofillerin biyoteknolojide kullanildig: bazi alanlar sunlardir: Termofilik
organizmalar kullanilarak bazi yakit ve kimyasallarin dretiminin mimkin olmasi,
fermentasyon yapabilen bu organizmalar kullanilarak genetik manipulasyonlarin
yapilabilmesi, termofil enzimlerin potansiyel olarak endustride kullaniimalari.
Biyoteknoloji agisindan termofilik organizmalarin en 6nemli 6zellikleri, biyokimyasal
reaksiyonlari normal organizmalardakinden ¢ok daha yiksek sicakliklarda katalizleyebilen
enzimleri tretmeleridir. Buna ilave olarak, termofillerden elde edilen enzimler, normal
sicakliklarda diger enzimlere gore daha dayaniklidirlar ve bu yuzden bunlardan elde edilen

urtinler daha uzun émdrladdrler (Brock, 1986).

1.2.2. Thermus Cinsinin Karakteristik Ozellikleri

Thermus cinsi bakteriler pek ¢ok dogal ve yapay kaynakta bulunabilirler. Ik izole
edilen Thermus aquaticus Yellow Stone National Parkindan notr ve alkali sicak sulardan
izole edilmis, daha sonra yapilan ¢alismalarda ise, Yellow Stone Parki ve diger karasal
sularin yani sira deniz dibindeki termal cukurlardan da izole edildikleri bildirilmistir
(Williams ve Da Costa, 1994).



Williams ve Sharp’in bildirdigine gore ise, Thermus cinsine ait bakteriler gram
negatif, heterotrofik, hareketsiz, cubuk seklinde, cogu zorunlu aerobik, pH6,0-10,5
araliginda, optimum nétr pH’da, ve 55-80 °C araliginda, optimum 70 °C’de gelisen, dusuk
konsantrasyonlu organik materyallerin bulundugu ortamlarda blyuyebilen bakterilerdir. %
0,1 tripton, % 2,5-3 yeast extract ve dusiik mineral tuzlarinin bulundugu besi ortamlar:
gelismeleri igin yeterlidir. Bu grup bakteriler i¢in 6zel bir zenginlestirme ortami yoktur,
uygun mineral tuzlarini iceren minimal organik ortamlarda gelisebilirler. Thermus suslari
secici olarak besi ortami 162°de ve Thermus besi ortaminda, ¢alkalamali ortamda gelisirler.
Ilk yapilan cahsmalarda Japon bilim adamlar1 bu bakterileri Flavobacterium
thermophillum grubuna dahil etmisler daha sonraki ¢alismalar sonucunda ise Thermus ismi
verilmistir (Williams vd., 1995).

1.3. 16S rDNA ve 16S rRNA'nin Tur Tayininde Kullamlmasi

Bakteri genomundaki 16S rRNA geninde devamli ayn: olan yani degismeyen ve
degisken olan bdlgeler bulunmaktadir. Bakteri turlerinin teshisinde bu degisken bélgeler
kullaniimaktadir. 16S rRNA geninde 8 adet degismeyen ve 9 adet degisken bdlgenin
oldugu ortaya cikarild: (Gray vd., 1984) ve bu 0Ozellikler kullanilarak kultir edilmemis
bakterilerin bile 16S rDNA'larin1 polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yardmmiyla belli
primerler kullanilarak artirildi (Relman vd., 1992). PCR veya diger bazi izolasyon
yontemleri ile elde edilen 16S rDNA'nin baz dizin analizi, restriksiyon fragmenti uzunluk
polimorfizmi (RFLP) ve hibridizasyon 6zellikleri kullanilarak tirler arasinda karsilastirma
yapilmaktadir. Yapilan bir calismada, hibridizasyon (Stackebrant ve Goebel, 1994)
caligmalarinda ayni cinse ait olan tlrlerin arasinda 16S rRNA dizisi agisindan %97'den
daha az benzerlik gosteren suslarin farkl tirler oldugunu ortaya koymuslardir (Sneath,
1986).



1.4. Plazmitler

1.4.1. Plazmitlerin Genel Ozellikleri

Plazmitler bagimsiz replike olabilen DNA molekdlleridir ve nadirende olsa RNA
seklinde olabilirler. Canli hiicrelerde bulunmalarina ve genetik bilgi tagimalarina ragmen
kromozom degillerdir. iki nedenden dolay: hiicre genomu olarak kabul edilmezler.
Bunlardan birincisi, tek bir plazmit farkli hicre tirlerinde bulunabilir ve bir konak
hiicreden baskasina gegebilir. ikincisi, bir plazmit bir hiicrede var iken bir siire sonra o
konakta bulunmayabilir. Bu ylzden, plazmitler protein kodlayan genleri tasimalarina
ragmen, normal sartlar altinda hiicre biylmesi ve bélinmesi i¢in gerekli degillerdir. Bu da
kendi basina replike olabilen nikleik asit molekulleri anlamina gelen replikon terimini
ortaya gikarmistir. Kromozomlar, plazmitler, virus genomlari (hem DNA hem RNA) ve
viroidlerin hepsi replikon olarak ifade edilirler. Baska bir deyisle replikon, DNA (ya da
RNA) sentezinin basladigi replikasyon orijininin kontroliini kendi elinde bulundurmasiyla
tanimlanir. Bu yuzden bir replikon kendi replikasyonu igin gerekli olan enzimleri kodlayan
genleri tasimak zorunda olmadig1 gibi nukleotit dnculleri ve enerji ihtiyacindan da sorumlu
degildir. Virusler ve plazmitler kendileri igin gerekli olan ¢ogu enzimi, hammaddeyi ve
enerjiyi saglamak icin konak hiicreyi kullanan replikonlar olarak karsimiza ¢ikar (Clarck,
2010).

Plazmitler kendi basina yasayan yaratiklar olarak kabul edilirler. Solucanlarin
toprakta yuvalandigi, baliklarin denizde yizdiglt gibi plazmitlerde kendi konak
hucrelerinde ¢ogalirlar. Bir plazmit i¢in konagi onun yasayabildigi ortamdir, bu ytzden bir
hiicre gibi ifade edilemezler sadece hiicrenin bir parcas: olabilirler. Bazi yonlerden,
plazmitler ulastiklar1 hiicreden hicreye 6lim tasima yeteneklerini kaybetmis virislere
benzerler. Plazmitler, replikasyon enzimlerini, enerji ve hammadde ihtiyaclarini
karsilamak icin konak hucreye gerek duyduklarindan dolayr bazi viral Ozellikleri
barindirirlar.  Viruslerin aksine, plazmitler birgcok proteini sentezleyemedikleri igin,
yasadiklar1 hiicreyi terk etmezler ve ona zarar vermekten kagmirlar (Clarck, 2010).

Virusler genellikle replike olduklar1 hiicreyi yok ederler ve yeni kurbanlar aramak
icin viris partiktlleri seklinde hiicreden ayrilirlar. Plazmitler ise konak hiicre ile ayn1 anda
replike olurlar. Konak hticre bolindigl zaman plazmitte bolunur ve yavru hicrelere

plazmitin bir kopyas: alinir (Primrose vd.1983).



Gergekte plazmitler, konak hiucreden birakilmamay: garantilemek igin konak
olimine yol acan fonksiyonlar1 kullanarak, konagi ona karsi korur ve konak iginde
kalmayi garanti altina alirlar (Clarck, 2010).

Plazmitler, ekstrakromozomal bir halde surekli kalitsal olarak alinan replikondurlar.
Plazmitlerin cogu ¢ift zincir halka DNA molekulleri olarak meydana gelirler. Eger her iki
DNA zinciri saglam halka halinde ise, kovalent kapal: halka veya CCC DNA olarak
tanimlanirlar. Sadece bir zincir saglam ise, agik halka veya OC DNA olarak tanimlanirlar.
Farkl1 yapisal konfigurasyonlarindan dolayi, CCC ve OC DNA agaroz jel elektroforezinde
ayrilir. Etidyum bromir gibi interkalasyon yapan ajanlarin ilavesi, supersarmal plazmit
DNA’ smin agilmasina neden olur. Eger asir1 miktarda EB ilave edilirse, plazmit ters
yonde sipersarmal olacaktir. Bu gercegin kullanimi plazmit DNA’nin izolasyonunda
kullanilir (Primrose vd., 2006).

1.4.2. Plazmitlerin Simiflandirilmasi

Plazmitler daha onceleri F plazmitleri, kolisojenik plazmitler ve R plazmitleri olarak
smiflandirilmislardir. Fakat ginimizde plazmit siniflandiriimasinda kullanilan birgok
yontem bulunmaktadir. Bunlar, genelde replikasyon mekanizmasina, gosterdigi fenotipik

ve yapisal 6zellige gore degismektedir (Wang vd., 2009).

1.4.2.1. Plazmitlerin Gosterdigi Fenotipe Gore Simflandiriimasi

Plazmitler birgok sekilde smiflandirilabilirler. En basit fakat en muhtemel 6lgut
konak hiicrede g0sterdikleri fenotiptir. Bakteriyel plazmitlerin, replikasyonunda,
transferinde ve hlicrede muhafazasinin saglanmasinda kullandig: genler, genellikle konak
kromozomunda ve baska bir plazmite aktarilabilen mobil elemanlar (zerinde tasmnirlar
(Twyman, 1998).

Bakteriyel plazmit tarafindan ortaya konan fenotip, plazmit molekilinun kendine
has bir 6zelligini yansitmaz ve farkl bir¢cok fenotip ayni plazmit tarafindan gosterilebilir.
Megaplazmitler cogu antibiyotik icin direng geni tasirlar ve tip alaninda ¢alisanlar icin
blyik Onem tasirlar. Dahasi, tasinabilir elementlerin  fazlaligi ve plazmitlerin

rekombinasyon yapma egiliminden dolay:, plazmit yapisi istikrarsizdir. Bu yuzden



plazmitlerin sadece fenotiplerine bakarak metodsal bir siniflandirma yapmak zordur. Cogu
Okaryotik plazmit boylesi bir smiflandirma sistemine dayali bir fenotip gostermez; diger
plazmitler igin fenotip, DNA ile kodlanmis fonksiyonlardan ziyade plazmit davranigindan
kaynaklanir (Twyman, 1998).

1.4.2.2. Plazmitlerin Yapisal Olarak Simiflandiriimasi

Cogu plazmit c¢ift zincirli kapali halka yapisinda bulunmasina ragmen, bir plazmiti
tanimlamak igin diger yapisal sekilleri goz ardi edemeyiz. Bir¢cok sayida tek zincirli
halkasal DNA plazmitlerine Streptomyces ve Clostridium tirlerinde rastlanilmistir
(Schrempf vd., 1975).

Ayrica lineer cift zincirli DNA plazmitleri birgcok bakteriyal ve dkaryotik kaynaktan
izole edilmistir, Borrelia hermsii’de bulunan cesitli yizey antijenlerini kodlayan lineer
plazmitler bunlara 6rnek verilebilir (Ferdows vd., 1996).

Lineer plazmit barindiran 6karyotlarda, sirekli transkript olan genlerin kromozoma
mi ait yoksa plazmitten mi kaynaklandigini belirlemek her zaman belirgin degildir. Normal
blylime sartlar1 altinda esansiyal olmayan bir plazmitin alisilagelmis tanimi, ‘normal’
biiylime sartlar1 kesin olarak belirlenmedikce anlamsizdir. Ornegin, bir yapay maya
kromozomu esansiyal degildir, ayn1 zamanda memeli Y-kromozumu da esansiyal degildir,
fakat bunlardan ikisi de bir plazmit olarak tanimlanmamaktadir (Twyman, 1998).

Diger yandan RNA plazmitleri dedigimiz viroidler higbir gen tasimayan 6zellesmis
tek zincirli halkasal RNA plazmitleridir. iki parcali, lineer, cift zincirli RNA elementleri
mayalarda bulunmustur. Bunlar 6ldurtct faktorler olarak bilinirler ¢linkii konak (zerinde
olduruct fenotip gosterirler. Genomu kapsayan bir protein tabakas: kodlayan bu RNA
plazmitleri diger hicreleri enfekte etmezler ve intraseltlar olarak aktarilirlar (Primrose ve
Twyman, 2006).

1.4.2.3. Plazmitlerin Temel Ozelliklerine Gére Siniflandiriimas:

Iyi bir plazmit siniflandirma sistemi transfer, replikasyon ve hiicrede muhafaza olma
gibi 6zgun Ozellikleri kullanir. Bakterilerde, plazmit aktarimi dért yol ile olur. Bunlar;

hlcre birlesmesi, transformasyon, transdiiksiyon ve konjugasyondur (Twyman, 1998).



Ilk 3 yol plazmite bagh olarak gerceklesmezken, konjugasyon plazmit bilgisi
dahilindedir ve c¢ogu plazmitler bu metotla hicreler arasinda kendi transferlerini
gerceklestirecek genleri tagirlar (Twyman, 1998).

Okaryotlarda, plazmit transfer mekanizmas: smiflandirmada daha az kullanilan bir
kriterdir. Horizontal plazmit transferi genellikle hiicreler birlestigi zaman meydana gelir ve
cogunlukla mekaniksel transfer seklinde olur. Genellikle bakteriler plazmitlerini
Okaryotlara aktarirlar, en yaygin olarak gorilenler bakteriden mayaya konjugasyonla
plazmit aktarimi ve Agrobacterium tumafaciens Ti plazmit aktariminda goralir (Twyman,
1998).

Plazmitler tra genleri denen transfer genlerini tasiyip tasimamalarina gore konjugatif
ve non-konjugatif olarak iki blyidk smifa ayrilabilirler. tra genleri; bakteriyal
konjugasyonun olusmasimni saglayan genlerdir. Genellikle konjugatif plazmitler, digerlerine
gore yiksek molekdl agirliklidir ve kromozom basina 1 ila 3 kopya icerir. Non konjugatif
plazmitler ise dusik molekil agirlikhidir ve kromozom basina ¢ok sayida kopya olarak
bulunurlar. R6K istisna bir konjugatif plazmittir, molekiiler agirhg: 25x10° daltondur ve
bir relaxed plazmit olarak muhafaza edilir (Primrose ve Twyman, 2006).

Plazmitler ayrica hiicre basina kopya sayismin az olmasina veya ¢ok sayida olmasina
gore de smiflandirilabilirler.

Plazmit terminolojisinde kullanilan bazi terimler Tablo 1’de tanimlanmustir
(Twyman, 1998).



Tablo 1. Plazmit terminolojisinde kullanilan bazi terimlerin anlami

Terim

Tamm

Basic replicon

Plazmitin replike olabilmesi icin gerekli olan minimal bolgedir.

Copy number

Bir plazmitin bir hiicrede bulunan sayisini ifade eder. Genellikle
plazmit DNA’sinin kantitatif 6lcimu veya kodlanan gen Urund ile
hesaplanir.

Conjugative ~ ve  Non-conjugative

plazmid

Plazmitlerin  konjugasyonla kendi transferlerini  yapabilme
yetenegine gore belirlenirler.

cop Mutanti

Bir pazmitin kopya sayisimi dizenleyen geninde mutasyon
tastmasidir.

Cryptic Plazmit Hicbir fenotipik 6zellik gostermeyen plazmittir.
Curing Dogal yolla ya da uyarilarak plazmit kaybidir.
Bir plazmitin ikinci bir plazmitle uyusmayarak kaybi, genelde
Dislodgment ikinci plazmit tarafindan kodlanan restriksiyon endontkleazlarin
aktivitesiyle belirlenir.
. Hem ekstrakromozomal hem de konak genomuna entegrasyon
Episome . . - .
yapabilen plazmit ya da virtslerdir.
Homoplasmid,

Heteroplasmid

Bir yada iki farkli tip plazmit iceren hucreleri tanimlar.

Incompatibility

Ayni replikasyon orijinine sahip olan plazmitlerin ayni hiicrede
muhafaza olamamasidir

Invertron

Okaryotlar da uzun kusursuz, tekrarh dizilere sahip olan lineer bir
plazmittir

Killer system

Curing yapilmis yavru hicrelerdeki plazmit muhafaza sistemini
yok eden sistemdir

Maintenance system

Bolunen hicrelerde plazmitin muhafaza edilmesini saglayan
sistemdir.

Miniplazmit

F-plazmiti gibi blylk bir plazmitin temel replikonudur.

One-way incompatibility

Replikasyon orijinleri farkli olmasina ragmen,Tip-1 plazmitin bir
hiicre popllasyonuna girerek Tip-2 plazmitin uyusmazlik sonucu
hiicreden kaybedilmesi fakat tip-2 plazmitin tip-1 plazmit icin ayn:
Ozelligi gosterememesidir.

Partition, partition system

Hiicre boélinmesi esnasinda plazmitlerin  yavru hicrelere
paylasiimasidir. Paylasim sistemi plazmitlerin iki yavru hiicreye
esit paylagilmasimi saglar.

Plazmit orijini

DNA replikasyonunun basladigi plazmit tizerindeki bolgedir.

Plazmit ayrimi

Farkli tipteki plazmitlerin hicre bélinmesi esnasinda yavru
hiicrelere farkl: olarak paylasimidir.

Promiscuous plazmit

Genis konak spektrumuna sahip olan plazmitlerdir.

Prime plazmit

Bir plazmit episomunun rastgele konak kromozomundan ayrilmasi
ve ayrilirken konak kromozomunun bir parcasii da yaninda
tasimasidir.

Relaxed plazmit

Replikasyonu igin protein sentezine ihtiyagc duymayan, protein
sentezi baskilansa bile kopya sayisini artirabilen; bunu da negatif
regulator proteinin uzaklastiriimasiyla saglayan plazmittir.

Stringent plazmit

Replikasyonu igin protein sentezinin devam etmesine ihtiyac
duyan, protein sentezi inhibe edilince kopya sayisi azalan
plazmittir.




1.4.3. Plazmit Replikasyonu

Plazmit DNA’s1 iki alternatif yolla replike olur. Halkasal c¢ift zincir DNA’ya sahip
tipik plazmitler DNA’larin1 replike etmek igin iki alternatif mekanizma kullanilirlar. Cogu
plazmitler kuclk bakteriyal kromozomlar gibi replike olurlar. Bu plazmitler DNA’nin
acildig1 ve replikasyonun basladigi replikasyon orijininine sahiptirler (Clark, 2010).

iki replikasyon catal halkasal plazmit DNA etrafinda farkli yonlerde birbirleriyle
karsilasana kadar hareket eder. Cok az sayida kulcuk plazmitte tek bir replikasyon catali
vardir ve basladig: yere ulasana kadar halka tizerinde hareket eder (Clark, 2010).

Diger replikasyon mekanizmasi birka¢ plazmit ve zararsiz bazi virtsler tarafindan
kullanilan yuvarlanan ¢ember replikasyonu’dur. Replikasyon orijininde ¢ift zincirli DNA
molekdlunin tek zincirinde kirik olusturulur. Diger halkasal zincir kirik zincirden
uzaklasarak dénmeye baslar. Bunun sonucunda DNA’da iki tane tek zincirli bolge olusur,
bunlardan biri kirik zincir, digeri de halkasal DNA’nin bir parcasidir. Sonra DNA Kkirik
zincirin ucundan baslayarak sentezlenir ve uzatilir. Halkasal DNA bir kalip olarak
kullanilir, ayr1 olarak doénen iki orijinal zincirde birakilan bosluk doldurulur. Bu islem
donme ve doldurma ile devam eder, aslinda orijinal kirik zincir tamamen acilir ve halkasal
zincir yeni sentezlenmis DNA zinciri ile tam olarak eslenir. Bu sayede orijinal DNA
halkasina esit uzunlukta tek zincirli DNA elde edilmis olur (del Solar vd., 1998).

Basit plazmit replikasyonu igin, agcilmayan eski zincir tamamlayici bir zincir yapmak
icin kalip olarak kullanilir. Bu ¢ift zincirli bolge ayrilir ve plazmitin ikinci bir kopyasini
vermek icin halkasal hale gelir. E. coli’nin F plazmiti gibi bazi plazmitler bir bakteriden
digerine kendilerini aktarirlar. Boylesi plazmitler iki farkli replikasyon orijinine sahiptirler.
Konak hicre bollindugt zaman iki yonli replikasyonla bolundrler fakat konjugasyon
esnasinda bir hucreden digerine tasmrlarken yuvarlanan cember mekanizmasini
kullanamazlar. iki yonlii replikasyon vejetatif replikasyon merkezi olan oriV de baslar. Bu
bolge plazmit Gzerinde transfer esnasinda kullanilan orijin olan oriT den farkl: bir bolgedir.
Butin plazmitler yasamalarini devam ettirmek igin vejetatif bir orijine sahip olmalidirlar
(Clark, 2010).

Fakat sadece oriT orijinine sahip olan plazmitler 6zel bir transfer orijini kullanarak
kendilerini transfer edebilirler. Gergek plazmitler ve virtsler arasindaki iliski DNA
replikasyon mekanizmasiyla tanimlanir. Yuvarlanan c¢ember replikasyonu mekanizmasi

sadece transfer olabilen plazmitler tarafindan kullanilmaz ayni zamanda birgok virlis
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tarafindan da kullanilir. Genellikle, ¢ift zincirli viris DNA molekullerinde bu mekanizma
goralir. Bu virtsler yeni bir DNA zinciri sentezlemek icin, agilan zinciri kalip olarak
kullanilirlar. Dénmeye ve senteze devam ederler ve uzun lineer bir ¢ift zincirli DNA
sentezlerler, cogu zamanda orijinal DNA halkas: uzunlugunda bir trin olusturarak sentezi
sonlandirirlar. Bu tek bir genom icerisinde parca parca dagitilir ve virs partikilleri
icerisine paketlenir. Bu virlslerin bazilar1 paketlemeden 6nce DNA’smi halkasal hale
getirir. Digerleri ise lineer DNA halinde paketleme yapar ve sadece konak bir hicreyi
enfekte ettikten sonra tekrar replike olacagi zaman DNA’simi halkasal hale getirir (del
Solar vd., 1998).

Diger virUsler tek zincirli DNA icerirler. Bu virusler tamamlayicisi olusturulmamis
acik zinciri birakirlar. Dénmeye devam ederler ve uzun tek bir zincir olusturarak islemi
sonlandirirlar (Clark, 2010).

1.4.4. Plazmitlerin Konak Segciciligi

Plazmitlerin konak seciciligi, kodladiklar1 replikasyon proteinleri tarafindan
belirlenir. Plazmitler kendi replikasyonlar1 igin gerekli proteinlerin sadece birkagini, ¢cogu
durumda da bu proteinlerin sadece birini kodlarlar. Replikasyon icin gerekli diger butin
proteinler; DNA polimeraz, DNA ligaz, helikazlar vs. konak hiicre tarafindan saglanir.
Plazmit tarafindan kodlanan bu replikasyon proteinleri replikasyonun gerceklestigi ori
(replikasyon orjini) bolgesine cok yakin yerlesmislerdir. Bu nedenle ori bdlgesinin
etrafinda cok kugik bir bolge replikasyon icin gereklidir. Plazmitin diger bolgeleri
cikarilabilir ve yabanc: diziler plazmite eklenebilir, bu halde dahi replikasyon yine de
olacaktir. Plazmitlerin bu 0zelligi ¢cok yonlu klonlama vektdrlerinin yapimimi fazlasiyla
kolaylastirmistir (Twyman, 1998).

Bir plazmitin konak seciciligine ori bolgesiyle karar verilir. Plazmit Col E1’den
tirevlenen plazmitlerin ori bolgeleri konak seciciliginde bir sinirlamaya sahiptir: Bunlar
sadece E.coli, Salmonella vs. gibi enterik bakterilerde replike olabilirler. RF4 ve
RSF1010’un da dahil oldugu diger promiscuous plazmitler genis bir konak segiciligine
sahiptirler. Konjugasyonla kolaylikla aktarilabilen RP4 tipi plazmitleri Gram negatif (-)
bakterilerin cogunda replike olurlar. Boylesi promiscuous plazmitler DNA molekulundeki
genetik bilginin birgok konaga kolayca transfer edilmesine olanak saglarlar. RSF1010 gibi
plazmitler konjugatif degillerdir. Fakat kalict olarak muhafaza edildikleri bircok Gram
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negatif (-) ve Gram pozitif (+) bakteriye aktarilabilirler. Ayrica Staphylococcus aureus’tan
izole edilen plazmitlerin cogu genis bir konak spesifikligine sahiptir (Stiffler vd., 1974).

Bunlar pek cok Gram pozitif (+) bakteride replike edilebilirler. Genis konak
seciciligine sahip olan plazmitlerin cogu replikasyon igin gerekli olan proteinlerin hepsini
olmasa da c¢ogunu kodlarlar. Bu genleri ekspres edebilirler. Cesitli bakteri aileleri
tarafindan taninabilmeleri i¢cin promotorlar: ve baglanma bolgeleri icermelidirler (Primrose
ve Twyman, 2006).

Plazmitlerin bulunduklar1 konak hticrelere kazandirdiklar1 birgok fenotipik 6zellik
bulunmaktadir (Tablo 2).

Tablo 2. Plazmitlerin bulunduklar1 konaklara kazandirdiklar: fenotipik
Ozelliklerden bazilar:

Plazmitlerin Gosterdigi Fenotipik 6zellikler

Antibiyotik direngliligi

Antibiyotik retimi

Aromatik bilesiklerin degredasyonu
Hemolizin Gretimi

Seker fermantasyonu

Enterotoksin Uretimi

Agir metal direnci

Bakteriyosin dretimi

Bitki timorlerini indukleme
Hidrojen stlfit Gretimi

Duzenlenmis konagin restriksiyonu ve modifikasyonu

1.4.5. Plazmitlerin Hucrelerde Paylasim

Hicrede plazmitlerin kararli bir sekilde muhafaza edilmesi 6zel bir paylasim
mekanizmasmi gerektirir. Hucrelere esit olarak dagilamamaya bagli plazmit kaybi,
bolinmeyle ilgili kararsizlik olarak adlandirilir. Dogal olarak mevcut olan plazmitler

kararhliklarmi surdururler. Cunkt bu plazmitler, her hiicre bdlinmesinde hicrede
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muhafaza olmalarin1 saglayan bir par bolgesi icerirler. Distuk kopyali plazmitlerin
kararlilig1 igin bu par bolgesi zorunludur (Bingle ve Thomas, 2001).

Yiksek kopyali plazmitlerden olan Col E1’de par boélgesi icerir, fakat bu par bolgesi
bircok Col E1 turevli klonlama vektorinden ¢ikarilmistir. pBR322 gibi vektoérlerin kopya
sayilarmin genellikle yiksek olmasina ragmen, smirli besin ortaminda ya da diger stres
sartlart altinda plazmit icermeyen hicrelerin sayisinda artis meydana gelir. pSC101gibi bir
plazmitteki par bdlgesi pBR322’ye klonlanabilir, boylece plazmitin hiicrede muhafazasi
saglanir (Primrose vd.1983). DNA’nin supersarmalligi da paylasim mekanizmasinda
etkilidir. par Dbolgesi icermeyen pSC101 turevleri yabani tip pSC101 ile
karsilastirildiginda, stpersarmallik yogunlugunda bir azalma gosterir (Miller ve Cohen,
1993).

pSC101’in bolinme yetenegi olmayan mutantlari ve baska plazmitlerin benzer
mutantlari, negatif stpersarmalligi arttiran topA mutasyonlar1 ile E. coli’ de stabil
kalabilirler. Aksine DNA giraz inhibitérleri ve DNA girazdaki mutasyonlar kusurlu
pSC101 tlrevlerindeki par bolgesinin kaybedilmesine neden olurlar (Miller ve Cohen,
1993).

Plazmit kararsizligi, plazmitin multimerik formlarindan dolay: da artabilir. Bir
plazmitin kopya sayisin1 kontrol eden mekanizma, her bakteri de esit sayida plazmit orijini
olmasini sagar. Multimerik plazmit iceren hticreler ayni sayida plazmit orijinine sahiptir
fakat birka¢ plazmit bolunme fonksiyonundaki eksiklige bagli olarak bolinmede bir
kararsizliga neden olabilir. Bu multimerik formlar Col E1’de gorilmez. Cunku Col E1,
multimerlerin monomerlere donusttigi dogal bir yonteme sahiptir. Col E1 oldukca ytiksek
bir rekombinejenik (cer) bolge icerir. Eger cer sirasi bir plazmitte birden fazla yerde
bulunursa, yani bir multimer de bulunursa, konak hiicrenin Xer proteini rekombinasyonu

baslatir ve monomerleri yeniden olusturur (Twyman, 1998).

1.4.5.1. Plazmitlerin Kopya Sayis1

Bir hiicrede bir plazmitin kopya sayisi diger plazmitden farkhdir ve bu farklilik
replikasyonu kontrol eden diizenleme mekanizmalar: tarafindan belirlenir. Bir plazmitin
kopya sayis1 plazmit replikasyonunun baslangicinin diizenlenmesiyle belirlenir. Baslangici
kontrol eden 2 ana mekanizma sOyle tanimlanir:

1. Antisens RNA dizenlemesi



13

2. Gerekli proteinlerin iteron denen tekrar dizilerine baglanmasiyla yapilan
diizenleme.

Halihazirda kullanilan klonlama vektorlerinin cogu Col E1 plazmitinden tlirevienen
bir ori bélgesi tasir ve kopya sayist kontroli antisens RNA araciligiyla yapilir (del Solar
vd., 1998). Bu tip plazmitte DNA replikasyonu icin gerekli primer, RNA Il diye bilinen
555 bazlik replikasyon orijininde bir RNA-DNA hibriti olusturan bir ribonikleotittir
(Tomizawa ve Itoh, 1981). RNA Il, RNaz H ile serbest bir 3° OH grubu birakacak sekilde
kesilmisse ancak o zaman bir primer olarak hareket edebilir. RNA 1l bu sekilde islem
gormedikce bir primer olarak fonksiyon gérmeyecek ve replikasyon gergeklesmeyecektir.
Ayrica replikasyon kontrolinde RNA | olarak bilinen 108 bazlik kiiciik RNA molekilu de
aracilik eder. Bu RNA I, RNA 11 gibi DNA’nin ayn: bodlgesinden ama tamamlayici zinciri
tarafindan kodlanir. Yani, RNA | ve RNA I birbirlerinin tamamlayicisidir ve ¢ift zincirli
RNA olusturmak icin hibridize olabilirler. Bu dubleks yapt RNA 1I’nin RNase H ile
parcalanmasini engeller ve boylece replikasyon gerceklesmez. RNA | plazmit tarafindan
kodlandig: igin plazmitin kopya sayist fazla oldugunda RNA | de fazla sayida
sentezlenecektir. Boylece konak hiicre buytrken ve bolinirken RNA I’in konsantrasyonu
disecek ve plazmit tekrar replike olmaya baslayacaktir (Tomizawa ve Itoh 1981).

Kopya sayisinin korunmasina RNA [I’e ek olarak Rop diye bilinen, plazmit
tarafindan kodlanan bir protein de yardim eder. Bir dimer formu olan bu Rop proteini RNA
I ve RNA II’nin eslesmesini artirir. Primer iglendigi icin RNA 1l, RNA I’in nispeten dustk
konsantrasyonlarinda bile inhibe edilebilir (Rop proteini primerin uclardan kesilmesine
engel olur). rop geninin delesyonu ya da RNA I’deki mutasyonlar sonucunda kopya
sayisinda artig gorulir (Twigg ve Sherratt, 1980).

pSC101 plazmitinde ve genis konak spektrumu olan plazmitlerin ¢ogunda, ori
bolgesi 17 ile 22 bp uzunlugunda, 3 ila 7 kopyaya sahip iteron siralari igerirler. pSC101
plazmitinde ori bdlgesine yakin, Rep A proteinini kodalyan repA geni bulunur. Sadece
plazmitin kodladigi, replikasyon icin gerekli olan bu protein iteronlara baglanir ve DNA
sentezini baslatir.

Kopya sayis1 kontrolii iki ilave mekanizmayla gosterilir. ilkinde, Rep A kendi
promotor bolgesine baglanarak transkripsiyonunu engeller ve sentezini baskilar (Ingmer ve
Cohen, 1993). Eger kopya sayis1 yliksekse Rep A’nin sentezi baskilanacaktir. Hiicre
bolinmesinden sonra, kopya sayist ve Rep A’nin konsantrasyonu disecek ve replikasyon

yeniden baslatilacaktir. Rep A proteinindeki mutasyonlar kopya sayisinin artmasina sebep
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olabilir (Ingmer & Cohen 1993). ikinci olarak, Rep A iki plazmitin iteron bélgelerine
baglanarak bu iki plazmiti birbirine baglayabilir. Bdylece onlar1 replikasyonun
baslangicinda engellemis olur. Handcuffing (kelepgeleme) olarak bilinen bu mekanizmaya
gore iteron plazmitlerinin replikasyonu hem Rep A proteininin konsantrasyonuna hem de

plazmitlerin kendi konsantrasyonlarina bagli olacaktir.

1.4.5.2. Plazmit Uyusmazh@

Ayni replikasyon ve paylastirma sistemlerine sahip plazmitler ayni hiicrede
muhafaza edilemezler. iki farkh plazmitin, secimsel baski olmadig1 durumlarda ayni hiicre
icinde birlikte bulunmamasina plazmit uyusmazlig: denir. Bu terim sadece, ikinci plazmit
hicreye girdiginde ve DNA restriksiyon sistemi bulunmadigi durumlarda kullanilabilir.
Karsilikli uyumsuz plazmit gruplari, ayn1 uyumsuzluk gruplarina ait olarak dustndlirler.
E. coli’de 30’un Uzerinde, S. aureus plazmitleri icinde 13 tane uyusmazlik gurubu tespit
edilmistir. Plazmitler ayn: replikasyon kontrol mekanizmasina sahip iseler uyusmazlar.
Sagirtici olarak, kopya sayisinin antisens kontrole bagli oldugu plazmitlerin RNAI/RNAII
bolgelerindeki dizilerin degisimiyle, uyusmazlik gruplarin degisimi mumkindir. Buna
alternatif olarak ayni par bolgesini paylasiyorlarsa plazmitler uyumsuz olacaklardir (Austin
ve Nordstrom 1990).

1.4.6. Thermus Cinsine Ait Plazmitler

Thermus cinsi dogal olarak birgok plazmit barindirmaktadir (Eberhard vd., 1981).
Fakat yapilan bircok caligmada Thermus cinsine ait plazmitlerin fonksiyonlari
belirlenememistir (Takayama vd., 2004).

Son zamanlarda yapilan calismalarda Thermus thermophilus HB27 ve HBS8
bakterilerine ait 2 megaplazmit tanimlanmistir. Bu megaplazmitlerin, termofilik arkealarda
ve termofilik bakterilerdeki DNA tamir mekanizmasinda gorevli genlere benzer genler
tasidiklar1 belirlenmistir (Bruggemann ve Chen, 2006).

Thermus cinsine ait bakterilerden izole edilen plazmitler genelde, herhangi bir
fenotipik 06zellik gostermeyen cryptic plazmitler olarak karsimiza ¢ikmaktadirlar
(Kobayashi vd., 2005).
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1.4.7. Vektor Olarak Plazmitler

1970’lerin basinda ilk nesil klonlama vektorlerinin tasarlanmasindan beri, dizayn
edilen plazmitlerin sayis1 asir1 derecede artmistir. Plazmitler ticari olarak satin alinabilir ya
da elden temin edilebilirler. Bu ylizden, gunumuz arastirmacilari belirli bir ¢calisma icin
hangi plazmiti kullanacaklarmi belirleme hususunda, birka¢ kiglk kritere dikkat etmek
zorundadirlar. Bunlar: insert boyu, kopya sayisi, plazmit uyusmazlhgi, secilebilir marker,
klonlama bolgeleri ve Ozellesmis vektor fonksiyonlaridir. Bu kriterler yapilan calismaya
gore degisebilir (Primrose ve Twyman, 2006).

Ideal bir klonlama arac: asagida verilen t¢ 6zellige sahip olmalidur.

1. Dustk molekdler agirlikli olmal:

2. Konak hicrelerden kolaylikla ayirt edilebilir olmal:

3. Kolayhkla degerlendirilebilen genlerde tek noktadan kesen restriksiyon
endoniikleazlara sahip olmalidir (Clark, 2010).

Dustk molekuler agirligin avantajlar: birkag tanedir. Bunlardan birincisi; plazmiti
kullanmak cok kolaydir. Ornegin, kirilmalarla olusacak zarara kars: oldukca direnclidir ve
kolaylikla konak hiicreden izole edilebilir. ikinci olarak, diisik molekiler agirlikl
plazmitler genellikle konakta ¢oklu kopyalar halinde bulunurlar ve bu sadece onlarin
izolasyon kolaylig1 icin degil butun klonlanan genler igin gen dozajina yol agmada
etkilidir. Son olarak, disuk molekuler agirhga sahip olmanin verdigi avantaj, konak
endonikleazlarindan etkilenme ihtimalinin minimum seviyede olmasidir (Primrose ve
Twyman, 2006).

Kiguk bir DNA fragmentinin vektor icine sokulmasindan sonra, olusan kimerik
molekiiller uygun bir alic1 igine transforme edilmelidir. Transformasyon verimliligi ¢cok
distk oldugu icgin, kimerik molekillerin kolaylikla degerlendirilebilir fenotiplere sahip
olmas1 gereklidir. Genellikle bu fenotipler (antibiyotik direnci, kanamisin direnci vs.)
vektor Uzerinde bulunabildigi gibi, insert DNA Uzerinde bulunan genler tarafindan da
uretilebilirler (Clark, 2010).

Klonlamanin ilk basamaklarindan biri vektor DNA’smin kesilmesidir ve bu
DNA’nin ayn1 endoniikleaz ile kesilmis ayni uglara sahip bir DNA fragmenti ile
birlestirilmesidir. Eger vektortin endontkleaz icin birden fazla kesim bdlgesi varsa birden
fazla fragment Uretilecektir. Kesilen iki DNA 6rnegi sonradan karistirildiginda ve tekrar

birlestirildiginde, olusan kimeralar muhtemelen vektoriin bir pargasini tasimiyor olacaktir.
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Eger endoniikleazin kestigi bolgeye bir DNA pargasi sokulunca bir gen inaktif oluyorsa ve
bu inaktif olan gen fenotipik olarak degerlendirilebilirse bu ¢ok avantajli olur. Boylece,
kendi Uzerine katlanan ya da insort DNA ile birlesen vektorler kolaylikla ayirt edilebilir
(Primrose ve Twyman,2006).

Bu calisma kapsaminda Thermus cinsine ait 2 izolattan plazmit izolasyonu yapild:.
Thermus sp. K6 olarak adlandirilan bakteriden izole edilen plazmit Uzerinden ¢alismalara
devam edildi. izole edilen plazmitin tiim baz dizini ortaya ¢ikarild: ve biyoinformatik
analizi yapildi. izole edilen plazmitin kiigiik bir genoma sahip olmasi ve bir benzerine
rastlanilmamasi bu plazmit tizerinde yogunlasilmasina neden oldu. Yapilan biyoinformatik
analizler sonucunda restriksiyon endoniikleaz kesim bdlgeleri, ORF dizileri, GC igerigi,
kopya sayis1 ve promotorlarin yerleri tespit edildi. Buna dayanarak, plazmitin termofilik
bakteriler icin klonlama vektoru olarak kullanilabilmesi amaglandi. Ayrica plazmit genomu
Uzerinde yapilacak genetik modifikasyonlarla pHIG22’nin klonlama ve ekspresyon vektori

olarak kullanilmas: mimkuinddr.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal

2.1.1. Kullanilan Kimyasallar ve Enzimler

Bcll (NEB), Hindlll (Promega), EcoRI (Promega), Notl (TaKaRa), Smal (GmbH),
Pstl (Fermentas), BamHI (Fermentas), Kpnl (Sigma), Ncol (Fermentas), Sacl (Fermentas),
Ndel (NEB), Bglll (Promega), Sau3A (Takara), T4 DNA Ligaz (Promega), Taq DNA
polimeraz (Fermentas), Genomik DNA izolasyon Kiti (Promega), pGEM-T Easy
Klonlama Vektori (Promega), Tripton (Merck), Yeast ekstrakt (Merck), Polipepton
(Merck), NaCl (Merck), MgS0,.7H,0 (Sigma), CaSO, (Merck), Fe 111 Citrate (Merck),
H,SO, (Merck), MnSO4.H,O (Merck), ZnSO,.7H,O (Sigma), KNO;3; (Sigma), NaNO;
(Merck), H3BO3 (Merck), CuSO4.5H,0 (Sigma), Na;M00,.2H,0 (Merck), CoCl,.6H,0
(Merck), Etil alkol (Applichem), IPTG (Applichem), Amfisilin (Applichem), Kanamisin
(AppliChem), DNA Extraction Kiti (Fermentas), EDTA (Merck), dNTP seti (Promega),
pET28a(+) Klonlama Vektoru (Invitrogen), CaCl, (Aktar Kimya), X-Gal (Applichem),
Commassie Brillant Blue G-250 (Merck), Commassie Brillant Blue R-250 (Merck), BSA
(NEB), Sodyum Asetat (Merck), K,HPO4(Merck), KH,PO4(Merck), Trizma Baz (Sigma),
Nutrient Agar (Merck), SDS, Glisin (GERBU), Akrilamid (Sigma), Bis-akrilamid
(Promega), Bromo Fenol Mavisi (Gerbu), Etidyum Bromur (Sigma), Agaroz (Sigma),
TEMED (Janssen Chimica), B-merkaptoetanol (Merck), Lizozim (Merck), Protein markir
(Promega), Metanol (Sigma), Fenol (Sigma), NaOH (JTBaker), Asetik asit (Riedel-dan
Haen), Gliserol (Merck).

Kullanilan reagentler %99 ya da daha saftirlar.
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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 Universitesi
(KTU), Fen Fakiiltesi, Biyoloji Bolumii, Molekiiler Biyoloji laboratuvarinda izole edildi.
K6 ve M5, plazmitlerinin izole edildikleri ve transformasyon denemelerinin yapildigi

hiicrelerdir.

2.1.2.2. Escherichia coli IM101

E. coli IM101 susu hibrit vektor asamasinda kullamldi. IM101 F* traD36 proA™B*
laclA(lacZ)M15/ A(lac-proAB) gInV thi* genotipik 6zelliklerine sahiptir. JM101
A(LacZ)M15 genini icerir ve boylece rekombinat plazmitlerin mavi veya beyaz koloni

ayrimina gore ayrilmalarina musaade eder.

2.1.2.3. Escherichia coli DH5a.

E. coli DH5a susu pD782 vektorunun izolasyonu igin kullanildi. DH5a fhuA2
A(argF-lacZ)U169 phoA gIinv44 @80 A(lacZ)M15 gyrA96 recAl relAl endAl thi-1
hsdR17 genotipik 6zelliklere sahiptir.

2.1.2.4. Thermus thermophilus HB27 TH104 (pTT8)

Thermus thermophilus HB27 TH104 (pTT8) bakterisi Dr. Akira NAKAMURA’dan
temin edilmistir. pHIG22 ve rekombinant plazmitlerin transformasyonu ve replikasyonu

denemelerinde kullanild:.
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2.1.3. Vektorler
2.1.3.1. pPGEM®-T Easy Klonlama Vektorii
pGEM®-T Easy (Promega) vektdrii PCR driinlerinin klonlanmasinda ve shuttle

vektor tasarlanmasinda kullanildi. pGEM®-T Easy PCR driinlerinin klonlanmas: icin
uygun bir sistemdir (Sekil 1).

Xmnl 2009
17 1
x 1 start
Scal 1890 Nael 2707 Apal 14
g Aatll 20
f1 ori Sphl 26
BstZl | 31
Ncol 37
Amp' RStlzl 3%
ot
PGEM®-T Easy lacZ Sacll | 49
Vector [y EcoRl | 52
(3015bp)

Spel 64
EcoRl 70
Notl 77
BstZ| 77
Pstl 88
ori Sall 90
Ndel 97
Sacl 109
BstXI| 118
Nsil 127
141

T sps

Sekil 1. pGEM-T Easy vektoriinin sematik gorinimi

2.1.3.2. pUC18 Klonlama Vektori

pUC18 klonlama vektori PCR drtnlerinin klonlanmasinda ve shuttle vektor
tasarlanmasinda kullanildi. pUC18 klonlama vektori restriksiyon endontikleazlarla kesim
yapilan DNA pargalarinin klonlanmasi i¢in uygun bir sistemdir. Bu ¢alismada restriksiyon
endontiikleazlarla kesilen pHIG22 fragmentleri ayn: restriksiyon endoniikleazlarla kesilen
pUC18 klonlama vektorine klonland: (Sambrook vd., 1989).
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Eco01091 2674 Pfol 46 BstAPI 179

Aatll 2617 /Ndel 183
Sspl 2501 \ Ehel 235

Gsul 1784,

Eco311 1766.
Eam1105] 1694
. BseYl 1110
\.Cail 1217
Hincll Cfrol Ecl136ll
Pst) sall Ecosst "  Eco241  EcoRI
MH3IpUC sequencing primer (20), 17mer 399 Hindiii Pael Sdal—BYel _ L xpal  BamHi _Smal_KP"! saci Xapl 455

5'G TAA AAC GAC GGC CAG TGC CAA GCT TGC ATG CCT GCA GGT CGA CTC TAG AGG ATC CCC GGG TAC CGA GCT CGA ATT CGT
3'CATT TTG CTG CCG GTC ACG GTT CGA ACG TAC GGA CGT CCA GCT GAG ATC TCC TAG GGG CCC ATG GCT CGA GCT TAA GCA
LacZ ¢ Val val Ala Leu Ala Ser Ala His Arg Cys Thr Ser Glu Leu Pro Asp Gly Pro Val Ser Ser Ser Asn Thr
AAT CAT GGT CAT AGC TGT TTCCTG 3
TTA GTA CCA GTA TCG ACA AAG GAC §'
lle Met Thr Met

R —
M13/pUC reverse sequencing peimer (26), 17-mer

Sekil 2. pUC18 vektorinin sematik goranum
2.1.3.3. pDG782 Vektoru
Klonlama agamalarinda kullanilan kanamisin kaseti, PCR ile pDG782 vektériinden

cogaltildi. pDG782 vektori kanamisin direng geni iceren bir sistemdir. pDG782, Rize
Universitesi 6gretim Gyesi Yrd. Dog. Dr. Cemal SANDALLI’dan temin edilmistir.

2.1.4. Kullanilan Besiyerleri ve Antibiyotikler

2.1.4.1. Luria Bertani (LB) Sivi-Agar Besiyeri

Tripton 1or
Yeast ekstrakt 0,5¢r
NacCl 0,5¢r
ddH,0 100 ml

E.coli JM101 Luria Bertani Broth (pH 7) besiyerinde Uretildi. Besiyerine
istendiginde % 1,2 agar ilavesi ile LB agar yapild: (Luria S., 1984) .



21

2.1.4.2. Thermus 162 Sivi-Agar Besiyeri

Yeast ekstrakt 1009r
Tripton 1009r
Nitrilotriasetik asit 0,19r
CaS0,4.2H,0 0,04 gr
MgSO,4.6H,0 0,2 gr
Fe (111) Sitrat  (0.01 M) 0,5ml
Trace Element 0,5ml
Fosfat Tamponu 100 ml
ddH.O 900 ml

Fosfat Tamponu:

NazHPO4.12H20 43 gr
KH2PO, 5,44 gr
ddH,O 1000 mi

Trace Element:

H,SO4 0,50 ml
MnSQO4.H,0 0,28 gr
ZnS04.7H,0 0,50 gr
HsBOs 0,50 gr
CuS04.5H,0 0,025gr
Na;Mo00O,.2H,0 0,025gr
CoCl,.6H,0 0,045 gr
ddH;0 1000 mi

Thermus sp. K6 ve Thermus sp. M5 izolatlar1 Thermus 162 (pH 7,5) besiyerinde
uretildi. Besiyerine istendiginde % 2 agar ilavesi ile Thermus 162 agar yapildi.
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2.1.4.3. TM (Thermus Medium) Sivi-Agar Besiyeri

Polipepton 49gr

Yeast Ekstrakt 29r

NaCl 1lor

*Castenholz sol. 100 ml

ddH,0O 1 L’ye tamamlanir (pH 7,5).

*Castenholz sol.

Nitrilotriasetik asit 1lor

CaS0,.2H,0 0,6 gr
MgS0O,.7H,0 lor

NacCl 0,08 gr

KNOs; 1,03 gr

NaNO; 6,89 gr

Na,HPO, 1,11 gr

FeCl; (0.01 M) 1ml

**Nitch sol. 10 ml

ddH,0 1 L’ye tamamlanir (pH 8,2).
**Nitch sol.

H,SO, 0,5 ml
MnSO,.7H,0 2,2gr
ZnS04.7H,0 0,50r

CuSO4 0,016gr

HsBO, 0,50r
Na:Mo00,4.2H,0 0,025gr
CoCl,.6H,0 0,046 gr

ddH,0 1 L’ye tamamlanir.

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

blydtuldd. Besiyerine istendiginde % 2 agar ilavesi ile TM agar yapildi.
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2.1.5. Antibiyotikler

Cahismada kullanilan antibiyotikler ve konsantrasyonlari asagidaki Tablo 3’ de

verilmistir.

Tablo 3. Caligmada kullanilan antibiyotikler

Stok Son pg/ml Son pg/ml
Antibiyotikler mg/ml Thermus E.coli
Ampisilin (ddH,0) 100 - 100
Kanamisin (ddH-0) 15 10-25 10-50

2.1.6. Kullanmilan Analiz Programlan

Plasmapper (Donf vd., 2004), OriFinder (Gao ve Zhang , 2008), Gentle VV 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: kullanild.

2.2. METOTLAR

2.2.1. Kaphcalardan Orneklerin Ahnmasi ve Termofilik Bakterilerin izolasyonu

Kaplicadan su ve ¢amurlu su ornekleri, agz1 kapakl steril siselere alindi. Alinan
ornekler olabildigince kisa slirede ve soguk sartlar altinda laboratuvara getirildi. Daha
sonra icerdikleri termofilik bakteriler, uygun besiyerler kullanilarak zenginlestirme
kilturleri yapilmak suretiyle cogaltildi. Cogaltilan bu kiltirler, uygun besiyerleri igeren
agar petrilerine tek koloni elde etmek amaciyla ekildi ve sonugta petri zerinde olusan
koloniler incelenerek birbirinden farkl: olabilecek koloniler secilip bunlarin saf kilturleri
yapildi (Benson, 1985; Dulger, 1997).
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2.2.2. Tzolatlarin Genomik DNA’larmin izolasyonu

Secilen iki bakteri susu igcin genomik DNA izolasyonu Sambrook ve arkadaslarinin
prosedurine gore yapildi. Termofilik izolatlar, 65 °C’de Degryse besiyerinde 150 rpm’ de
bir gece inkibe edildi. Elde elden siv1 kiltirler 1,5 mI’lik mikrosantrifij tiplerine aktarild:
ve hucreler 13.000 rpm’de 3-4 dakika santrifij edilerek ¢okturuldi. Stpernatant kisimlart
dokulerek pellet kisimlar1 alindi. Pelletlerin Gzerine, 500 pl TE tamponu ( 10 mM Tris-
HCI; 1 mM EDTA, pH 8,0) ilave edildi ve vortekslenerek ¢oziildi. Uzerine 10 pg lizozim
ilave edilerek karistirild: ve 1 saat 37°C’de inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra (izerine 50
ul %10’luk SDS eklendi ve 30 dakika 37°C’de inkube edildi. Daha sonra her bir tlipe 3
M’lik 1/10 hacim sodyum asetat (pH 5,2) eklendi ve 65°C’de 30 dakika bekletildi. Her 10
dakikada bir, tlpler alt st edildi. Hemen sonrasinda tzerine 500 pl fenol: kloroform:
izoamilalkol (25:24:1) ilave edildi, alt Ust edilerek karistirildi ve 5 dakika 13.000 rpm’de
santrifiij edildi. Santrifijden sonra, Ust kisimdaki sivi pipet yardmmyla yeni bir
mikrosantrifij tlpdne alindi ve pellet kisimlar: atildi. Bu tiiplere 500 ul kloroform ilave
edildi ve alt Gst edilerek 13.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Bu kloroform asamasi 2
kez tekrarlandiktan sonra yeni bir mikrosantrifiyj tlplne aktarilan sivinin (zerine 1/10
hacim 3 M sodyum asetat ve 2 hacim %96’lik soguk etil alkol ilave edildi ve -20°C’de 30
dakika bekletildi. Daha sonra 13.000 rpm’de 15 dakika santriftj edildi ve st kisimdaki
sivi atildi. Kalan pellet Gzerine 500 pl %70’lik soguk etanol ilave edildi ve 5 dakika
13.000 rpm’de santriftj edildi. Santrifijden sonra, st faz dokuldu ve kalan pellet 37°C’de
10 dakika kurutuldu. Elde edilen DNA pelletleri, 100 ul TE’de c¢ozilerek — 20°C’de

muhafaza edildi.

2.2.3. izolatlarin rRNA Analizleri

2.2.3.1. 16S rRNA Geninin PCR ile Artirilmas:

16S rRNA genleri, iki termofilik izolattan Sambrook ve arkadaslarinin prosedirtine
gore izole edilen genomik DNA’dan UNI16S-L (5-
ATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCA-3’) ileri ve UNI16S-R (5’-
ATGGTACCGTGTGACGGGCGGTGTGTA) geri primerleri kullanilarak PCR yardimi
ile cogaltildi. PCR sartlar1 Beffa ve arkadaslarina (1996) gore olusturuldu. 12 ng kalip
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DNA, 5 pl 10X PCR tamponu (100 mM Tris-HCI, pH 8,3; 500 mM steril KCI), 1,5 mM
MgCl,, 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 karigimi steril ddH,O ile 50 pl’ye
tamamlandi. Cogaltma islemi 200 pl’lik tuplerde, “Thermal Cycler’da gerceklestirildi.
Reaksiyon sicakliklar: ve streleri ise: Ilk denatiirasyon basamag: 95°C’de 2 dakika olarak
gerceklestirildikten sonra, 36 dongi 94°C’de 1 dakika (denatiirasyon igin), 56°C’de 1
dakika (hibridizasyon igin) ve 72°C’de 2 dakika (polimerizasyon icin) seklinde
gerceklestirildi. Elde edilen PCR urinlerinin 5 pl’si %1,1’lik agaroz jelde yaratuldu ve
etidyum bromir boyasi (0,5 pug/ml) ile boyandiktan sonra “BioDocAnalyze” sistemiyle

gorintilendi.

2.2.3.2. 16S rRNA Geninin Klonlanmasi, Baz Dizisinin Ortaya Cikarnlmas: ve
GenBank’taki Siralarla Karsilastirilmasi

Yukarida agiklanan PCR ile gogaltilan 16S rRNA genleri, pPGEM-T Easy Klonlama
Kiti kullanilarak, pGEM-T Easy klonlama vektériine firmanin 6ngordigl sartlarda
klonlandi. Klonlanma sonucunda olusan kolonilerden rekombinant plazmitler, Maniatis ve
arkadaslarinin (1982) gelistirdigi plazmit izolasyon yontemine gore izole edildiler. Daha
sonra izole edilen bu plazmitlerin hangilerinin istenilen parcay: tasidigi belirlendi ve
dogrulugu teyit edilen klonlarin baz dizin analizi, baz dizini otomatik dizi analizatorleri
araciligiyla ile (Macrogen, Gilney Kore) belirlendi. Elde edilen yaklasik 1400 bp
uzunlugundaki 16S rRNA dizileri Gen Bankasinda var olan diger bakteriyal dizilerle

karsilastirilarak aralarindaki benzerlik oranlari ortaya ¢ikarildi.

2.2.4. Izolatlarin Plazmit Iceriklerinin Belirlenmesi

Thermus cinsine ait oldugu belirlenen Thermus sp. K6 ve Thermus sp. M5 suslarinin

plazmit icerikleri incelendi.

2.2.4.1. Plazmit DNA izolasyonu

Izolatlarin plazmit icerikleri, Voskuil ve Chambliss'in (32) gelistirdigi metoda gére
ortaya cikarildi. Herbir bakteriden 5-10 ml gece kilttrt (12-16 saat) 10.000 rpm'de 5
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dakika santrifuj edildi. Stpernatant kismi atildi ve ¢okelek 200 pl SET tamponunda (%25
sakkaroz, 50 mM EDTA, 50 mM Tris-HCI (pH 8,0)) vortekslenerek ¢ozildi. Kullanilan
SET tamponunun 1ml'sine 5 mg lizozim ilave edildi. Daha sonra, karisim mikrosantrifuj
tupune aktarildi ve 37°C'de 10 dakika inkiibe edildi. Bunun dzerine 350 pl yeni
hazirlanmis sodyum hidroksit-sodyum dodesil sulfat solisyonu (0,2 N NaOH, %1 SDS)

ilave edildi. Stspansiyon seffaf bir durum alincaya kadar ters diiz cevrildi ve bu seffaf

suispansiyona 350 pl soguk 3 M K* - 5 M asetat soliisyonundan ilave edildi. Stispansiyon,
13.000 rpm'de, 5 dakika santrifuj edildi. Supernatant kismi yeni bir mikrosantrifuj tipine
aktarild: vetizerine 650 pl soguk fenol:kloroform:izoamilalkol (25:24:1) karisimindan ilave
edildi. Bir dakika vortekslenerek Kkaristirildi. Karisim daha sonra 5 dakika
mikrosantrifujde santrifuj edildi. Ust faz alindi ve buna 620 pl soguk
kloroform:izoamilalkol  karisimindan ilave edildi. Otuz saniye vortekslenerek

karstirildiktan sonra karisim mikrosantrifujde 3 dakika santrifuj edildi. 550 ul'lik Gst faz

pipetorle alinip yeni bir tupe aktarildiktan sonra, buna esit miktarda soguk (-20°C)
izopropanol ilave edildi. Karisim ters duz cevrilerek tamamen karistirildiktan sonra, 5
dakika santrifujlendi. Stpernatant kismi dokuldi ve izopropanol agik havada ucurulduktan
sonra gOkelek kismi %70'lik etanol ilave edilerek 2 dakika santrifijlendi, kalan etanol agik
havada ucurulduktan sonra 50 pl ddHO'da ¢ozuldi.

Yapilan plazmit DNA's1 izolasyonu ¢alismasi sonucunda, plazmit DNA'larinin izole
edilip edilmediginin ortaya ¢ikarilmas: icin, 0,5 pg/ml etidyum bromdr iceren %0,7'lik
agaroz jel hazirlandi. 5 pl DNA solusyonu, 1 pl 10X yuriitme boyas: ve 4 pl ddH20 veya
TE tamponu ilavesi ile hazirlanan karisim agaroz jel tizerinde olusturulan her bir kuyucuga
yuklenerek 100 voltluk elektrik alanda, fragment buyukligi belli olan bir sahit DNA ile
yurataldaler. Yaritme neticesinde, plazmit DNA'larmin var olup olmadiklar: ve molekuler

agirhiklar: tespit edildi.

2.2.5. pHIG22’ nin DNA Baz Dizininin Belirlenmesi

2.2.5.1. pHIG22’ nin Restriksiyon Analizi

Plazmit DNA’smin restriksiyon analizinin yapilmas: igin bir seri restriksiyon
endoniikleaz ile kesim reaksiyonlari yapildi. Bcll (NEB), Hindlll (Promega), EcoRlI
(Promega), Notl (TaKaRa), Smal (GmbH), Pstl(Fermentas), BamHI (Fermentas),
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Kpnl(Sigma), Ncol (Fermentas), Sacl (Fermentas), Ndel (NEB), Bglll (Promega),
Sau3A(Fermentas) restriksiyon endonukleazlar: ile firmalarin 6ngordugu sartlar altinda
kesim reaksiyonlari gerceklestirildi.

Yapilan kesim reaksiyonlar1 sonucunda, plazmit DNA'larinin  herhangi bir
restriksiyon endontikleaz ile kesilip kesilmediginin belirlenmesi igin, 0,5 pg/ml etidyum
bromur igceren %0,7'lik agaroz jel hazirlandi. 6 pul DNA soliusyonu, 1 pl 10X ydritme
boyasi ve 4 pl ddH20 veya TE tamponu ilavesi ile hazirlanan karisim agaroz jel Uzerinde
olusturulan herbir kuyucuga yuklenerek 100 voltluk elektrik alanda, fragment biyuklugi
belli olan bir sahit DNA ile yaratilddler. Yuritme neticesinde, kesim sonuglar: ve olusan
fragmentlerin molekiler agirliklar1 tespit edildi ve sonra BioDocAnalyze sistemiyle

gorintilendi.

2.2.5.2. pHIG22 Fragmentlerinin pUC18 Vektorine Klonlanmasi
Yukarida agiklandigi gibi elde edilen fragmentler T4 ligaz (Promega) enzimi

kulanilarak pUC18 klonlama vektOrine, uygun gorulen konsantrasyonlar ve sartlarda

gerceklestirilerek klonland: (Tablo 4). 16 °C’de bir gece boyunca bekletildi.

Tablo 4. pUC18 vektdriine ligasyon icin gereken sartlar

pUC18 vektorine ligasyon igin tepkime

bilesenleri

19X T, DNA ligaz tampon lpuL
Kalip DNA 3 UL
pUC18 vektori 1L
T, DNA ligaz (1 U) 1pL
ddH,0O 4 uL

2.2.6. E. coli IM101 e Transformasyon

Kompotent hticre hazirlamak icin E. coli JM101 hucreleri Luria Bertani (LB) Broth
besiyerine ekildi ve 37 °C’de gece boyunca biyutuldi. Bir gecelik kiltirden LB Broth
besiyerine 1:100 oraninda asilama yapildi. Hucreler 37°C’de yogunluklari 600 nm dalga
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boyunda ODgg 0,4-0,5 olacak sekilde biyatildi. Hucreler ardindan 4 °C’de 4.000%rpm
hizda 5 dk. santrifij edildi ve pelletin tizerine 10 ml 100 mM soguk CacCl, ilave edilerek
elle ¢6zilmeleri saglandi. Hicreler 30 dk. buz uUzerinde bekletildi ve tekrar 4°C’de
4.000xrpm hizinda 5 dk. santriftij edildi. Pellet (izerine 2 ml 100 mM soguk CaCl, ilave
edilerek c¢ozinmesi saglandi. Elde edilen kompotent hiicreler +4°C’de 2 gln iginde
kullanilmak Uzere muhafaza edilebilir.

Transformasyon, Sambrok vd., (1990) tanimladigi sartlarda gergeklestirildi.
Kompotent E. coli hucreleri mikrosantrifj tiplerine aktarild: ve bu hiicrelerin Gzerlerine
3-5 ul ligasyon karistmindan ilave edildi. Karisim 30 dk. buz lzerinde bekletildi ve daha
sonra 90 sn. 42 °C’de bekletildi. Ardindan ependorf tiplerinin icerisine 200 pl LB Broth
besiyeri ilave edilerek 37 °C’de 2 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonucunda
hicreler ve petri kaplarinda bulunan 50 mg/ml LB-Agar besiyeri tzerine cam bagetle
yayildi. Petriler 37 °C’de 1 gece inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonucunda olusan
kolonilerden secilen klonlar izole edilerek sekanslama islemi i¢in Macrogen Inc., Seoul,

Korea firmasina gonderildi.

2.2.7. Ters (Invers) PCR ile pHIG22’nin Tam Dizininin Kalan Kisimlarmin
Belirlenmesi ve Klonlanmasi

pHIG22’nin tum baz diziliminin belirlenmesi igin tersPCR (inverse PCR) ¢alismasi
gerceklestirildi. Bu nedenle, elde edilen bu fragment parcalarina ait baz dizilimleri
kullanilarak u¢ kisimlara yakin bdlgelerden dis taraflara dogru olacak sekilde, 6 adet
primer dizayn edildi (Tablo 5).

Daha sonra dizayn edilen primerler kullanilarak yapilan PCR calismasi 200 uL’lik
PCR tupleri icerisinde, 50 pL’lik son hacimde gerceklestirildi (Tablo 6). PCR igin
BioRAD marka Mj Mini model Personal Thermal Cycler cihaz1 kullanild: (Tablo 7).
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Tablo 5. Ters (invers ) PCR i¢in dizayn edilen primerler

Primerlerin ismi

Primerlerin dizisi

TherS_6P-1FW
TherS_6P-1RW
TherS_6P-2FW
TherS_6P-2RW
TherS_6P-3FW
TherS_6P-3RW

5’- CTAgCATgAgAAgCCgACACC- 3
5’- ggATACACCAggAggTgAgTg- 3’
5’- gACCTgTCgATgCTgTgATgC- 3’
5’- CAATCAQCAQgCTCggTTAgg- 3’
5’- CgCgACAgTTTCgACATCTAg - 3’
5’- gATACCTCAggCgCAgATAgg - 3’

Tablo 6. Ters (invers) PCR icin reaksiyon sartlar

Polimeraz zincir tepkimesi (PCR) i¢in

tepkime bileseni (50 pL)

10X PCR tampon

MgCl, (25 mM)

dNTP (1 mM)

Forward primer (10 puM)
Rewers primer (10 pM)
dH,0

Taq polimeraz

Kalip DNA

S5 pL

4 uL

16 pL
1puL
1puL
21,75 pL
0,25 L
1puL
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Tablo 7. Ters (invers) PCR protokolu

Sicaklik Sure (dakika) Dongu

sayis1
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

Sonuglar % 0,7’lik agaroz jel elektroforezinde yurutulerek BioDocAnalyze jel

goruntuleme sistemi ile goruntulendi.

2.2.7.1. PCR Fragmentlerinin pGEM-T Easy Klonlama Vektdrtine Klonlanmasi
Yukarida agiklandig: gibi elde edilen DNA fragmentleri, baz dizilimi belirlenmek

uzere, pGEM-T Easy klonlama vektorine firmanin 6ngordugi sartlar altinda yapistirildi

(Tablo 8) ve transformasyonla E. coli JM101 hticresine aktarild.

Tablo 8. pGEM-T Easy klonlama vektoriine ligasyon icin gereken sartlar

pGEM-T Easy vektorine ligasyon

icin tepkime bilesenleri

10X T, DNA ligaz tampon lpuL
Kalip DNA 3 UL
pGEM-T T Easy klonlama vektori 1L (1:1)*
T4 DNA ligaz (1 U) 1pL
ddH,0 4 uL

*1:1 sulandirilmig vektor
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2.2.7.2. pHIG22’nin Tum Sekansmin Elde Edilmesi

Daha once belirlenen 920 bp uzunlugundaki fragment ile pGEM-T vektoriine
klonlanan fragmentlerin dizileri karsilastirildi, baz siralar1 birlestirildi. Boylece pHIG22

plazmitinin tim baz dizisi ortaya ¢ikarildz.

2.2.8. Biyoinformatik ve Diger Analizler

pHIG22 plazmitinin tim baz dizininin belirlenmesi igin; elde edilen fagmentlerin
birlestirilmesinde, cakisan bolgelerin belirlenmesinde ve sekans sonuglarinin temizlenip
tim baz dizisinin elde edilmesinde, Gentle VV 1.9. 4 ve BioEdit V 7.0.9.0 (Hall, 1999),
programlart kullanildi. Calismada kullanilan primerlerin dizayn edilmesinde FastPCR
6.1.53. beta 3 (Kalendar vd, 2009) programi kullanildi. pHIG22 plazmiti i¢cin ORF analizi
OriFinder (Gao veZhang , 2008) programu ile gerceklestirildi (URL-2, 2011). Ayrica olasi
promotor bdlgelerinin belirlenmesinde BPROM (Softberry) (URL-3, 2011) ve Promotor
Predictor (URL-4, 2011) programlart kullanild:.

2.2.9. pHIG22 Plazmitinin Replikasyon Orijininin ve Fonksiyonel Genlerinin
Belirlenmesi

2.2.9.1. Spesifik Primerlerin Dizaym

pHIG22 plazmitinin replikasyon orijininin ve fonksiyonel genlerinin belirlenebilmesi
icin 12 adet primer dizayn edildi (Tablo 9). Primerler pHIG22 plazmitinin farkl:
bolgelerden farkli boyutlarda amplifikasyonunu saglayacak sekilde, ug¢ kisimlarinda
BamHI restriksiyon endonukleaz kesim bolgesi icerecek sekilde dizayn edildi. PCR sartlart
optimize edildi (Tablo 10).
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Tablo 9. pHIG22 plazmitinin farkl: bolgelerinin ¢cogaltilmasi i¢in dizayn edilen spesifik

primerler

Primerlerin Ismi

Primerler dizisi

pHg-1Fw
pHg-1Rw
pHg-2Fw
pHg-2Rw
pHg-3Fw
pHg-3Rw
pHg-4Fw
pHg-4Rw
pPHg-5Fw
pHg-5Rw
pHg-6Fw
pHg-6Rw

5’- CAggATCCTCCCAgGTCTATgggCTC -3’
5’- CggATCCgCTgggTTAggTgTTgTg -3’
5’- CgqgATCCgCAAACQggggTAAQCTAC -3’
5’- CggATCCgCTCTgACTTCgCCTTg -3’
5’- CggATCCgACTTCCCTAggAACCTC -3
5°- CggATCCgCATCACYCACGTTTTC -3
5’- CYgATCCgATgCTCCAggCTCATC -3’
5’- CqgATCCAQTgCggCATAATQgTg -3’

5’- CggATCCgACTTgACgggCATACY -3’
5’- CggATCCgCTggAggAgCTTgATg -3’
5’- CggATCCgCATCAAgCTCCTCCAg -3’
5’- gAgCCCATAgACTgggAggATCCTg -3’

Tablo 10. PCR sartlar

Sicaklik Sure (dakika) Dongl sayist
95°C 3 1

94 °C 1 36

57 °C 15 36

72 °C 15 36

72 °C 10 1

4°C 15 1
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2.2.9.2. Kanamisin Kasetinin pDG782 Vektorinden PCR ile Cogaltiimasi

Klonlama calismalarinda kullanilmak (izere; pDG782 vektori, E. coli DH5a
bakterisinden Maniatis ve arkadaslarinin (1982) gelistirdigi plazmit izolasyon yontemine
gore izole edildiler. izole edilen pDG782 vektoriinden, dizayn edilen primerler (Tablo 11)
kulanilarak PCR ile kanamisin kaseti ¢ogaltildi (Tablo 12). Kullanilan primerlerden
PKAN-Fw ileri primerinin 5° ucuna BamHI restriksiyon endonukleaz kesim bdlgesi
eklendi. Kanamisin kasetinin asagi bolgesinde BamHI restriksiyon endonukleaz kesim
bblgesi bulundugundan bu bélgeye herhangi bir linker eklenmedi.

Tablo 11. pDG782 plazmiti igin dizayn edilen primerler

Primerlerin ismi Primerlerin dizisi
pKAN-Fw 5’-CggATCCgACCATTTgAggTgATAgg-3’
KanR 5’-CgATACAAATTCCTCgTAggCgCTCgg-3’

Tablo 12. PCR sartlar

Sicaklik Sure (dakika) DOngu sayist

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 Vektdrlerinin Dizayn Edilmesi

E.coli-Thermus shuttle vektorlerinin dizayn edilmesi i¢in pUC18 vektori, pHIG22
plazmiti, pPGEM-T Easy vektoru, pET28a+ ekspresyon vektori, kanamisin kaseti ve dizayn

edilen primerler ile yapilan PCR sonucu ¢ogaltilan fragmentler kullanild.
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2.2.9.3.1. pUC-HIGK Shuttle Vektorinin Tasarlanmasi

Uygun primerler kullanilarak pHIG22 plazmitinden PCR ile ¢ogaltilan fragmentler,
pUC18 vektori ve kanamisin kaseti; firmalarin 0ngordigi sartlar altinda belirlenen
restriksiyon endonukleazlarla kesildi. Kesim reaksiyonlart sonucu olusan fragmentler
BioDocAnalyze sistemi ile gorinttlendi.

Uygun restriksiyon endontkleazlarla kesim yapilan fragmentler, T4 DNA ligaz
enzimi ile firmanin 6ngordigl sartlarda 16 °C’de bir gece bekletildi. Ertesi giin kompotent
hicre hazirland: ve transformasyonla E. coli JM101 hicresine aktarild:.

Yapilan klonlama calismasinda ilk asamada pUC18 klonlama vektoriine pHIG22
plazmiti eklendi. Bu rekombinant plazmite sonraki asamada EcoRI kesim noktasindan
kanamisin kaseti eklendi.

Klonlanma sonucunda olusan kolonilerden rekombinant plazmitler, Maniatis ve
arkadaslarinin (1982) gelistirdigi plazmit izolasyon yontemine gore izole edildiler.

Klon oldugu distinilen rekombinant plazmitler Thermus thermophilus HB27 TH104
(pTT8) bakterisine Koyama ve arkadaslarmin (1986) gelistirdigi transformasyon metoduna

gore aktarilmaya calisild.

2.2.9.3.2. pET-HIG Shuttle Vektorlerinin Tasarlanmasi

Dizayn edilen primerler kullanilarak, pHIG22 plazmitinden PCR ile farkli ORF’leri
icerecek sekilde fragmentler cogaltildi. Cogaltilan fragmentler ve pGEM-T Easy vektord,
T4 ligaz enzimi ile firmanin 6ngordigi sartlar altinda 16 °C’de bir gece bekletildi. Ertesi
gun kompotent hiicre hazirland: ve transformasyonla E. coli JM101 hiicresine aktarildi.

pPpGEM-T Easy vektorine klonlanan PCR fragmentleri, uygun restriksiyon
endoniikleazlarla ¢ikarildi1 ve pET28a+ vektoriine uygun restriksiyon endontkleaz kesim
bdlgesinden klonlandi.

Klonlanma sonucunda olusan kolonilerden rekombinant plazmitler, Maniatis ve
arkadaslarinin (1982) gelistirdigi plazmit izolasyon yontemine gore izole edildiler.

Klonlama sonucunda elde edilen rekombinant plazmitler Thermus thermophlius
HB27 TH104 (pTT8) bakterisine Koyama ve arkadaslarmin (1986) gelistirdigi

transformasyon metoduna gére aktarilmaya caligildi.
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2.2.9.4. E.coli-Thermus Shuttle Vektorlerinin Thermus thermophilus HB27
TH104 (pTT8) Bakterisine Transformasyonu

Transformasyon metodu Koyama ve arkadaslarmin (1986) gelistirdigi yonteme gore
yapildi. Dogal kompetant olan Thermus thermophilus HB27 TH104 (pTT8) bakterisi TM
besiyerinde 65 °C’de 150 rpm’de 15 saat inkilbasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda
blylyen Thermus kiltirinden 0,2 ml alinarak, 10 ml taze hazirlanmigs TM besiyerine
inokule edildi. 2,5 saat 70 °C’de 150 rpm’de buyatalda. Baydtdilen kaltirden 0,5 ml steril
bir tlpe alinarak Uzerine 10 pl plazmit DNA’s1 (50 ng/ul) ilave edildi. 1 saat 70 °C’de 170
rpm’de inokule edilerek kompetant hiicrelerin plazmit DNA’sin1 hiicre igine almasi
saglandi. Bu siire sonunda uygun antibiyotikli besiyerlerine yayilarak 60 °C’de 1 ile 3 giin
arasinda inkubasyona birakild.

Inkiibasyon sonucunda petriler incelendi.

2.2.10. pHIG22 Plazmitinin Protein Profilinin incelenmesi

E.coli IM101 bakterisi, pUC18 vektorini iceren E.coli IM101 bakterisi, pUC-HIGK
shuttle vektorunu iceren E.coli JIM101 bakterisi ve pHIG22 plazmitini igeren Thermus sp.
K6 bakterisinin protein profilleri Kkarsilastirilarak; pHIG22 plazmit DNA’s1 (izerinde

bulunan ORF’lerin herhangi bir protein kodlayip kodlamadig: arastirildi.

2.2.10.1. Coziinebilir Hiicre Proteinlerinin izolasyonu

E.coli JM101 bakterisi, pUC18 vektorinl iceren E.coli JIM101 bakterisi, pHIG22
plazmitini iceren E.coli JM101 bakterisi ve Thermus sp. K6 bakterisinin proteinlerinin
profilini c¢ikarmak icin, oncelikle her bir bakteriden 10 ml gece kultirleri yapildi.
Hucrelerin, 14.000 rpm’de 15 dakika santrifuj edilmesiyle olusturulan ¢okelek, 50 mM
Tris-HCI (pH 7.4) ve %10 sakkarozdan olusan TS tamponunda ¢ozlldl ve sivi azot (-
194°C) tankinda bir dakika bekletildikten sonra oda sicakligina alindi ve bu islem iki kez
tekrarland: (Belduz vd., 1993). Oda sicaklhiginda ¢ozlindukten sonra, hacminin 1/20’si
kadar 10 mg/ml’lik lizozim ilave edilerek hiicre stspansiyonu 35 dakika buz Uzerinde
bekletildi, daha sonra 16.000 x g’de santrifuj edildi ve protein 6zitlnu iceren sivi kisim,

steril bir ttpe alinarak —20°C’de saklandi.
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2.2.10.2. Protein Konsantrasyonunun Tayini

Protein konsantrasyonunun tayini Bradford’un (1976) gelistirmis oldugu metoda
gore gergeklestirildi. 100 ml boya ¢ozeltisi hazirlamak igin 10 mg Commasie Brillant Blue
G-250, 5 ml %95’lik etanol igerisinde iyice ¢Ozilerek Uzerine 10 ml %85’lik fosforik asit
ilave edildi ve 100 ml’ye saf su ile tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti filtre kagidi ile
stizlilerek temizlendi.

Hazirlanan kalibrasyon egrisinde standart olarak BSA kullanildi. Kalibrasyon egrisi
icin; 2, 4, 6,10, 15, 20, 40, 60, 80 ug BSA iceren ¢ozeltiler 0,15 M’lik NaCl ile 100 pl’ye
tamamlandi. Ardindan Uzerine 5 ml yukarida anlatildig: gibi hazirlanan boya ¢ozeltisinden
ilave edildi ve vortekslenerek 10 dakika oda sicakhiginda beklemeye birakildi. Ornekler
icin BSA yerine 10 pl her bir bakteriden izole edilen protein 6zutt kullanilarak ayn1 islem
gerceklestirildi. Stre sonunda Agilent 8453E UV-visible Spectroscopy System cihazi

kullanilarak 595 nm’de 6lgtimler yapildi ve protein miktar: pg/ul cinsinden hesaplandi.

2.2.10.3. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Her bir bakteriden izole edilen protein 6zltlerinin konsantrasyonu hesaplandiktan
sonra, bu protein 6zitlerinden uygun miktarlarda (40 ug) ahinarak bu 6zitlere esit miktarda
2 x muamele tamponu (0,15 M TRIS-HCI pH 6,8, %4 SDS, %20 gliserol, %6 B-
Merkaptoetanol) ilave edildi ve sonrasinda 95 °C’de 3 dakika bekletildi. Daha sonra
Laemli (1970) tarafindan tanimlanan %12’lik sodyum dodesil sulfatpoliakrilamid jeline
(SDS-PAGE) vyiklenerek ve 0,75 mm kalinhgindaki her bir jel icin 15 mA akim
uygulanarak ayirma islemi gerceklestirildi.

Ayirma islemi tamamlandiktan sonra, jel Coomassie Brilliant Blue (%0,125
Coomassie Brilliant Blue R-250, %50 metanol, %10 asetik asit) boyasi ile 2-4 saat boyandi
ve Yikama-l1 (%50 metanol, %10 asetik asit) solusyonunda 1 saat bekletildikten sonra
Yikama-Il (%7 asetik asit, %5 metanol) soliisyonuna aktarildi ve bir bilgisayar tarayicisi

ile fotografland.
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2.2.10.4. SDS-PAGE Jelinin Gumus ile Boyanmasi

Ayirma islemi tamamlandiktan sonra, jel % 50’lik metanolde 1 ila 3 saat dustik hizda
sallandi. Sonra 100 ml giimis nitrat soltsyonu (0,8 gr giimus nitrat, 21 ml % 36’lik NaOH,
1,4 ml Amonyak ve 77 ml ddH,0O) igerisine aktarildi ve 15 dk. bekletildi. 5 dk. ddHO ile
yikandiktan sonra Solisyon I’e (2,5 ml %1’lik sitrik asit, 0,25 ml %37°lik formaldehit ve
497 ml ddH,0) aktarild: ve 10 dk. bekletildi. Daha sonra Soliisyon 11’ye (200 ml %50’ lik
metanol, 48 ml %12’lik astik asit ve 400 ml ddH;0) alinan jel bir bilgisayar tarayicisi ile
fotograflandi.

2.2.11. pHIG22’nin Kopya Sayisimin Hesaplanmasi

Thermus sp. K6 bakterisinden izole edilen pHIG22 plazmitinin kopya sayisinin
belirlenmesi igin, kopya sayis1 bilinen pUC18 vektoru standart olarak kullanildi.

pUC18 vektorund iceren E.coli JM101 bakterisi ve pHIG22 plazmitini tasiyan
Thermus sp. K6 bakterisinden gecelik kulttrler atildi. ODgyo = 1.0 olana kadar hcreler
blydtuldd. E.coli JM101 ve Thermus sp. K6 kiltirlerinin ml’sindeki bakteri sayisi
hemositometre kullanilarak mikroskop altinda sayildi ve hesaplandi.

Hesaplanan veriler dogrultusunda ayni sayida hucre alinarak plazmit DNA
izolasyonu yapildi.

Yapilan plazmit DNA's1 izolasyonu sonucunda, plazmit DNA'larinin yogunluklarinin
hesaplanmasi igin, 0,5 pg/ml etidyum bromur iceren %0,7'lik agaroz jel hazirlandi. 5 pl
DNA solisyonu, 1 pl 10X yuriutme boyas: ve 4 pl ddH20 veya TE tamponu ilavesi ile
hazirlanan karisim agaroz jele yuklenerek 100 voltluk elektrik alanda, fragment buyikligu
belli olan bir sahit DNA ile yaratuldaler. Yaritme neticesinde, pHIG22 plazmitinin kopya
sayist pUC18 vektorinin kopya sayisiyla Karsilastirilarak hesaplandi. Goruntilenen
bantlarin yogunluklari BioDocAnalyze 1.0 sistemi ile hesapland:.



3. BULGULAR

3.1. Thermus sp. K6 ve Thermus sp. M5 Bakterilerinin Teshis Edilmesi

Aydin Alangilli kaplicasindan alinan su ve ¢camurlu su 6rnekleri, agzi kapakl steril
siselere alindi. Alinan o6rnekler olabildigince kisa sirede ve soguk sartlar altinda
laboratuvara getirildi. Daha sonra icerdikleri termofilik bakteriler, uygun besiyerler
kullanilarak zenginlestirme kultirleri yapilmak suretiyle ¢ogaltildi. Cogaltilan bu kdilttrler,
uygun besiyerleri iceren agar petrilerine tek koloni elde etmek amaciyla ekildi ve sonugta
petri tzerinde olusan koloniler incelenerek birbirinden farkl: olabilecek koloniler segilip
bunlarin saf kalttrleri yapildi (Benson, 1985; Dulger, 1997).

Saf kilturleri yapilan, K6 ve M5 olarak adlandirilan iki bakteri 16S rRNA analizi
icin secildi ve daha sonraki ¢alismalar bu iki izolat Uzerinden devam ettirildi. Bu iki izolat

icin genomik DNA izolasyonu yapildi (Sambrook vd, 1989).

3.1.1. izolatlarin rRNA Analizleri

K6 ve M5 izolatlarindan 16S rRNA genleri, universal primerler, UNI16S-L ve
UNI16S-R, kullanilarak uygun konsantrasyonlar ve sartlar altinda PCR ile ¢ogaltild.
BioDocAnalyze sistemi ile goriintiilenen DNA fragmentlerinin yaklasik 1400 bp oldugu
belirlendi.

PCR ile ¢ogaltilan K6 ve M5 izolatlarina ait 16S rRNA genleri, pGEM-T Easy
vektorine firmanin 6ngordigl sartlarda klonlandi. Klonlanma sonucunda olusan
kolonilerden rekombinant plazmitler, Maniatis ve arkadaslarinin (1982) gelistirdigi plazmit
izolasyon yontemine gore izole edildiler. Daha sonra izole edilen bu plazmitlerin
hangilerinin istenilen parcay: tasidigi belirlendi ve dogrulugu teyit edilen klonlarin baz
dizinleri belirlendi. Elde edilen yaklagik 1400 bp uzunlugundaki 16S rRNA dizileri Gen
Bankasinda var olan diger bakteriyal dizilerle karsilastirilarak aralarindaki benzerlik
oranlar1 ortaya ¢ikarild.

Gen Bankasinda yapilan BLAST analizi sonucu K6 ve M5 izolatlarmin Thermus
cinsine ait olduklar1 belirlendi. K6 ve M5 izolatlar: sirasiyla, Thermus sp. K6 ve Thermus

sp. M5 olarak adlandirild:.
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3.2. Thermus sp. K6 ve Thermus sp. M5 Bakterilerinin Plazmit iceriklerinin
Belirlenmesi

Thermus cinsine ait oldugu belirlenen Thermus sp. K6 ve Thermus sp. M5
bakterilerinin plazmit igerikleri incelendi.

Izolatlarin plazmit icerikleri, Voskuil ve Chambliss'in gelistirdigi metoda gore ortaya
cikarildi. Yapilan plazmit DNA's1 izolasyonu calismasi sonucunda, Thermus sp. M5
bakterisinin herhangi bir plazmit icermedigi, Thermus sp. K6 bakterisinin 2 farkli plazmit
icerdigi belirlendi (Sekil 3). Bu iki plazmitin boyutlar: yaklasik olarak 2200 bp ve 1500 bp
olarak belirlendi. Daha sonraki calismalar Thermus sp. K6 bakterisinden izole edilen
yaklasik 2200 bp biyuklukte olan plazmit izerinden devam ettirildi.

s Genomik DNA

pHIG22

Sekil 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 yapilmas: i¢in pHIG22 plazmiti Jel Ekstraksiyon Kiti
kullanilarak jelden cikarma yontemi ile elde edildi. pHIG22 plazmiti icin 13 farkl

restriksiyon endontikleaz ile kesim reaksiyonlar: yapildi. 2 kez tekrarlanan kesim sonuclari,
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fragment biydkligt belli olan bir sahit DNA ile %0,7'lik agaroz jel elektroforezinde

yuratuldd, sonra BioDocAnalyze sistemiyle gorintilendi (Sekil 4).

K 8 9 10 11 12 13

Sekil 4. pHIG22’nin RE’ler ile kesimi. K) Kontrol olarak pHIG22,
1) pHIG22’nin BamHI kesim sonucu, 2) pHIG22 nin Bcll kesim sonucu,
3) pHIG22’nin Hindlll kesim sonucu, 4) pHIG22’nin EcoRI kesim
sonucu, 5) pHIG22 nin Notl kesim sonucu, 6) pHIG22’nin Smal kesim
sonucu, 7) pHIG22’nin Ncol kesim sonucu, 8) pHIG22 nin Sau3A
kesim sonucu, 9) pHIG22’nin Kpnl kesim sonucu, 10) pHIG22’nin Pstl
kesim sonucu, 11) pHIG22’nin Sacl kesim sonucu, 12) pHIG22 nin
Ndel kesim sonucu, 13) pHIG22’nin Bglll kesim sonucu

pHIG22 plazmitini BamHI ve Ncol restriksiyon endonikleazlarinin tek yerden,
Sau3A endoniikleazin ise 2 yerden kestigi, diger restriksiyon endonukleazlarin herhangi bir
bolgeden kesmedigi belirlendi.

Sau3A restriksiyon endonukleazi ile yapilan kesim reaksiyonu sonucu olusan 2 farkli
blyuklikteki DNA fragmenti DNA Jel Ekstraksiyon kiti kullanilarak jelden ¢ikarildi.

3.4. pHIG22’nin DNA Baz Dizininin Belirlenmesi

Sau3A ile yapilan kesim sonucu olusan sirasiyla, yaklasik 1000 bp ve 1200 bp
boyutlarindaki fragmentler, T4 DNA ligaz (Promega) enzimi kulanilarak pUC18
vektorinin BamHI bolgesine klonlandi.

Ertesi gun alinan ligasyon Grunleri dnceden hazirlanan kompetant E.coli JM101
hicresine transforme edildi. Transformasyon sonucunda olusan kolonilerden secilen
klonlar izole edildi. M13 Forward ve M13 Revers universal primerleri kullanilarak,
Macrogen Inc., Seoul, Korea firmas: tarafindan baz dizileri belirlendi. Baz dizileri

belirlenen fragmentlerdeki en iyi okuma sonucu, 1000 bp uzunlukta oldugu tahmin edilen
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fragmentten elde edildi. BOylece pHIG22 plazmitinin 920 bp’lik kismi elde edilmis oldu
(Tablo 13).

Tablo 13. pHIG22 plazmitinin 920 bp’lik kismi

GCTCCAGCTCCACCGACGGAATGGGGCTAGAGCGAGCCTCTTCCCAGGCCCGCCTATCCCC
CTCCCGTAACGCCTCCCAAAGGACACGCTCAAGCTCGCCACTCTCCAAAAACACTCACCTC
CTGGTGTATCCGCCAGGAGGTGGGAGCGTCCTCGGGTTAGGGCCAGCTTCTCTTCGTCTCT
GCTTCCCCGCCCCCCACGGCTAGGGGCCTCTTCTCACTCTCTTGCGCCGTGTGCCCAAACG
GGGTAAGCTACTCACGTCAGGAAAGCCCCGCCTGGAGCGCCCAACTCCCGGCGGCTTTTTC
TTTGGGGGAATGGGACCCCCGTTAGGGGCCATGCTACTATGGTCAGCCGCTAGCTTGCAAC
CACAACACCTAACCCAGACGGCCAGAAGAGCCAGCGGAAAGCCAGGCAGGAGCCTCATACA
TGGCGACCACGAAGAAGTTAGGCAGGCGGGAGGCCTCCCCATAGTCAAAGACCAGCCAGAA
CACCAAGGCCGGCCTATTAGCGAAGCGGATGCGGAGAGCCCGCACCCGAAGCCGCAAGGCG
AAGTCAGAGCCCTCCCAACCCACCAACTCCCCAACCTCATGAAGGACTTCCCTAGGAACCT
CCCAGGAAGGAGCAGGCTCAACCTCAGCCCCCAGGATAGTGCCGAGACGGCGAGCGTACCG
AGCCCAGAAAAAGAGGCCCTGAGGCACCTCCCCCCACGCCTCTTCAACCGCCTCAGAGATG
CGCCCGATACCCTGAAGCGCCAGACCCTTAGCCTCTTCCGCAAAGTCCATGCCTATCACCT
CTCTTCTCTCTTCTCCCTCTTCTCCACGCCAAGCCCTAGCATGAGAAGCCGACACCTGATG
ACGGGATGGAGCCCGGAGCCCGGAGCCATCCCGCCCAAGAGTGTAGGCCTGGGCGGGGTCC
CCGCC

pHIG22’ nin tim baz diziliminin kalan kisimlarinin bulunmasi igin ters PCR (inverse
PCR) calismasi gerceklestirildi. Bu nedenle, elde edilen bu fragment parcalarina ait baz
dizilimleri kullanilarak u¢ kisimlara yakin bolgelerden dis taraflara dogru olacak sekilde, 6
adet primer dizayn edildi.

PCR sonuclar1 % 0,7’lik agaroz jel elektroforezinde yurutulerek, BioDocAnalyze jel
goruntuleme sistemi ile gorintilendi. Bu primerler kullanilarak yapilan PCR’lar
sonucunda; TherS_6P-1FW ve TherS_6P-1RW primerleri ile yapilan reaksiyondan
yaklasik 1500 bp biyuklukte fragment elde edildi (Sekil 5).
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1.5 kb

Sekil 5.Ters (invers) PCR ile cogaltilan fragment
1) Marker, 2) PCR Uriinii 3) Kontrol

Elde edilen fragmentin baz dizilimi belirlenmek (zere, pGEM-T Easy vektoriine
yapistirildi ve E. coli IM101 hiicresine aktarildi.

Transformasyon sonucunda olusan kolonilerden secilen klonlar izole edildi.
Klonlarin baz siralar1 SP6 ve T7 universal promoter primerleri ile okutularak belirlendi.

Elde edilen baz siralar: ile daha 6nce belirlenen 920 bp uzunlugundaki fragmentin
baz dizinleri Gentle ve BioEdit programlar1 kullanilarak analiz edildi. Her iki fragmentin
asagi ve yukari bolgelerinde cakisan baz dizileri bulundu, ¢akisan bdlgelerdeki bazlar
temizlendi, baz dizileri birlestirildi. Boylece pHIG22 plazmitinin tim baz dizisi 2222 bp
olarak bulundu (Tablo 14).
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Tablo 14. pHIG22 plazmitinin tum 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
TATGCACCGAAAGAGACAAGGACCGCCCCGCCGGGGGGGGCGGGCCTTCAGGLCLCGGLLCC
CCCCCGGTCCAGTCCCGAGCCTTCCCCTTGCAGATACCTCAGGCGCAGATAGGCCCGAGAG
GCCTCCTCAGCAAACCGCCGACGAGC

pHIG22 plazmitinin 1 numarali niikleotiti olarak, plazmitin BamHI kesim bdlgesinin
3 nikleotit yukar1 bolgesindeki Adenin nikleotiti kabul edildi.
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3.5. Biyoinformatik ve Diger Analizler
3.5.1. pHIG22’ye Ait Muhtemel ORF’lerin Belirlenmesi

pHIG22 plazmit genomu U(zerindeki ORF’lerin belirlenmesi icin GenBank’taki
OriFinder (URL-1) program: kullanildi. Program, ATG kodonu ile baslayip TAG, TGA ya
da TAA kodonlarindan biriyle biten en az 300 bp uzunlugundaki fragmentleri ORF (Ac¢ik
Okuma Cercevesi) kabul edecek sekilde ayarlandi. Analiz hem ana zincirde hem de
tamamlayici zincirde 6 farkli okuma cercevesini kapsayacak sekilde yapildi. Yapilan analiz
sonucunda pHIG22 plazmitinde 5 ORF bolgesi belirlendi ve plazmitin GC oram %63
olarak hesapland: (Sekil 6).

(() ORF Finder (Open Reading Frame
ER\eN Finder)

PubMed OMIM Taxonomy Structure

Anonymous

1 GenBank v| [ Redraw | [300 v [sixFranes | Frame from to Length

-2 B395.1135 741
+2 B335. 1075 741
-1 B1083..1778 696
+3 B1887.90 426
| I -3 §223. 609 387
—— ]

— ) |

Sekil 6. ORF Finder programiyla belirlenen muhtemel ORF bolgeleri

OriFinder program ile tahmin edilen agik okuma cercevelerinden; 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 tamamlayici zincirde oldugu belirlendi. Tespit edilen 5 ORF
bolgesinin  sematik gorintisinun elde edilmesi igin PlasMapper (URL-2) programi
kullanild: (Sekil 7).
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Open reading frame

Sekil 7. pHIG22 tzerinde bulunan muhtemel ORF’lerin PlasMapper programiyla
gosterilmesi

3.5.2. pHIG22 Plazmitinin Promotor Analizi

pHIG22 plazmitinin promotor analizinin yapilabilmesi igin Promoter Predictor
programi kullanildi. Her iki zincirdeki tahmini promotor bolgeleri tespit edildi (URL-3).
Yapilan analiz “1” (izerinden degerlendirilen bir skora gore yapildi, “1” degerine en yakin
bulunan skor en iyi deger olarak kabul edildi. Bu degerlere gore ilk zincirde herhangi bir
promotor bdlge bulunamadi. Karsi zincirde 2 promotor bolge tespit edildi. 0,80 ve 0,97
skor degerine sahip bu iki bolge igin transkripsiyon baslama bodlgesi olarak tahmin edilen
nikleotit buyik harfle gosterildi (Tablo 15).
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Tablo 15. Promoter Predictor programi ile yapilan promotor analizi
Promoter predictions for seq0 :
Start End Score Promoter Sequence
Predictions for the reverse strand of seq0 :

Start End Score Promoter Sequence
943 903 0.80 CTGCACCCTTGACGGCGGGGACCCCGCCCAGGCCTACACTC TTGGGCGGG
390 345 0.97 GGTGTTGTGGTTGCAAGCTAGCGGCTGACCATAGTAGCATGGCCCCTAAC

Ayrica ikinci bir program kullanilarak yapilan analizler karsilastirildi. Bunun igin
BPROM programi kullanildi. pHIG22 plazmiti igin her iki zincirdeki tahmini promotor
bolgelerinin (Tablo 16) bulunmasi amaglandi (URL-3, 2011). Bu program bakterilerdeki
operon ve genleri esas alarak ORF bolgelerinin yukari bolgelerini tarama ve bu
bolgelerdeki olasi -10 ve -35 kutularini tahmin etme esasina dayanmaktadir. Yapilan analiz
sonucunda, ilk zincirde herhangi bir promotor bolgeye rastlaniimad: fakat karsi zincirde 2

promotor boélge tespit edildi.

Tablo 16. BPROM programu ile yapilan promotor analizi

Length of sequence- 2222

Threshold for promoters - 0.20

Number of predicted promoters - 2
Promoter Pos: 280 LDF- 1.54

-10 box at pos. 265 GGGTAAGCT Score 58
-35 box at pos. 245 TTGCGC Score 16

Promoter Pos: 1096 LDF- 0.98
-10 box at pos. 1081 GCCTAGGCT Score 28
-35 box at pos. 1056 TTGACG Score 60

Oligonucleotides from known TF binding sites:

No such sites for promoter at 280
No such sites for promoter at 1096
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3.6. pHIG22 Plazmitinin Replikasyon Orijininin ve Fonksiyonel Genlerinin
Belirlenmesi

3.6.1. Kanamisin Kasetinin pDG782 Vektorinden PCR ile Cogaltilmasi

Yaklasik 1300 bp blyuklaglndeki kanamisin kaseti, E. coli DH5a bakterisinden
izole edilen pDG782 vektorinden, pKAN-Fw ileri ve KanR geri primerleri kullanilarak
uygun PCR konsantrasyonlar: ve sartlari saglanarak cogaltildi. PCR sonuglar1 kontrol
edilmek amaciyla BioDocAnalyze sistemi ile goruntulendi (Sekil 8). Daha sonraki

calismalarda kullaniimak tzere -20 C de muhafaza edildi.

1.5 kb
1kb

1.3 kb

Sekil 8. PCR ile ¢ogaltilan kanamisin kaseti 1) Marker, 2)
Kanamisin Kaseti

3.6.2. pUC-HIGK Shuttle Vektorinin Tasarlanmasi

pUC18 vektoru ve pHIG22 plazmiti, firmanin 6ngordigl sartlar saglanarak BamHI
restriksiyon endoniikleaz enzimi ile tek noktadan kesildi. Kesim reaksiyonu sonucu her iKi
plazmit 5* ve 3’ uglarda yapiskan uglar olusacak sekilde lineer hale getirildi. Olusan
yapiskan uclarin birlestirilmesi icin T4 ligaz enzimi firmanin 6ngordigl sartlar altinda 16
°C’de bir gece bekletildi. Ertesi giin kompotent hiicre hazirland: ve transformasyonla E.
coli JIM101 hiicresine aktarild.

Rekombinant plazmitler secildi ve klon oldugu belirlenen plazmitler Uzerinden
caligma devam ettirildi.

pHIG22 plazmiti ile birlestirilen pUC18 vektorintn, firmanin 6ngdrdigu sartlar

saglanarak EcoRI restriksiyon endonlkleaz enzimi ile tek noktadan kesilerek her iki
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ucunda yapiskan ug¢ birakmas: saglandi. Kanamisin kasetinin ayni yapiskan uglara sahip
olabilmesi igin, pKAN-Fw ve KanR primerleri ile ¢cogaltilarak pGEM-T easy Klonlama
vektorine klonlandi. pGEM-T Easy Klonlama vektorinden EcoRI restriksiyon
endonukleaz enzimi ile kesilerek ¢ikarild.

EcoRlI restriksiyon endonukleaz enzimi ile tek noktadan kesilerek her iki ucunda
yapiskan u¢ olusturulan rekombinant pUC18 vektori ve EcoRI restriksiyon endonlkleaz
enzimi ile kesilerek pPGEM-T vektériinden ¢ikarilan kanamisin kaseti, T4 ligaz enzimi ile
firmanin 6ngordigu sartlar altinda 16 °C’de bir gece boyunca bekletildi.

Ertesi gin kompotent hiicre hazirland: ve transformasyonla E. coli JM101 huicresine
aktarildi. Rekombinant plazmitler secildi ve klon olan plazmitler elde edildi. pUC18,
pHIG22 ve kanamisin kasetinin birlestirildigi pUC-HIGK vektoru elde edilmis oldu (Sekil
9).
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BamHI

|
pHIG22 2222 bp |

l

ET oRI EJcoRI v EcoRI i
| Kan + 1300 bp | I

pUC-HIGK

6208 bp

Sekil 9. pUC-HIGK vektorinin sematik olarak tasarlanmasi

pUC-HIGK vektori Thermus thermophilus HB27 TH104 (pTT8) bakterisine
transforme edilmek Gzere sonraki ¢calismalar icin -20 °C’de sakland:.

3.6.3. pHIG22 Plazmitinin Replikasyon Orijinin Belirlenmesi

Dizayn edilen ileri ve geri primerleri ile pHIG22 plazmitinin 5 farkli bdlgesi (Tablo
17) PCR ile ¢ogaltildi. pHIG22 plazmitinden PCR ile ¢ogaltilan 5 farkli bolge pGEM-T
Easy vektorune klonland: ve her bir fragment EcoRI restriksiyon endonikleaz enzimi ile
kesilerek cikarildi. pET28a+ vektorl de EcoRI restriksiyon endoniikleaz enzimi ile
kesilerek ayni yapiskan uclara sahip hale getirildi.
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pGEM-T klonlama vektoriinden ¢ikarilan 5 farkli fragment, pET28a+ vektoriine ayri

ayr1 klonlandi. Olusan rekombinant plazmitler Thermus thermophilus HB27 TH104

(pTT8) bakterisine transforme edilmek tizere -20 °C de muhafaza edildi.

Sekil 10. Dizayn edilen spesifik primerler

PHG-4Fy

PCR ile cogaltilan her fragmentin plazmit UGzerindeki farkli muhtemel ORF

bolgelerini icermesi sagland.

Tablo 17. PCR ile ¢ogaltilan farkli bolgeler

Kullanilan Tleri Primerler  Kullanilan Geri Primerler PCR Urunu
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-6RwW 781 bp
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3.7. E.coli-Thermus Shuttle Vektorlerinin Thermus thermophilus HB27 TH104
(pTT8) Bakterisine Transformasyonu

Dogal kompetant olan Thermus thermophilus HB27 TH104 (pTT8) bakterisi TM
besiyerinde cogaltildi. Daha 06nce olusturulan rekombinant plazmitler Koyama ve
arkadaslarinin (1986) gelistirdigi yonteme gore transforme edilmeye calisildi.

Yapilan transformasyon denemeleri sonucunda petriler (zerinde herhangi bir
koloniye rastlanilmadi. Transformasyon protokolu 5 kez tekrarland: ve ayni sonuclar elde
edildi.

Transformasyon prosedurii modifiye edildi ve protokol tekrarlandi. Yapilan

caligmalar sonucunda herhangi bir koloniye rastlanilmadi.

3.8. pHIG22 Plazmitinin Protein Profilinin Incelenmesi

E.coli JIM101 bakterisi, pUC18 vektdrinu iceren E.coli JM101 bakterisi, pUC-HIGK
shuttle vektorunu iceren E.coli JM101 bakterisi ve pHIG22 plazmitini igeren Thermus sp.
K6 bakterisinin protein profillerinin karsilastirilmasi i¢in, hiicre igi proteinleri izole edildi.

Izole edilen hiicre ici proteinler ile SDS-PAGE analizi yapildi. Analiz sonucu elde
edilen jel goruntusi tarayicr ile tarandi ve bilgisayar ortamina aktarild: (Sekil 11). Protein
bantlarinin incelemesi sonucunda pUC-HIGK shuttle vektorini tasiyan E.coli JM101

bakterisinin hiicre ici protein profilinde herhangi bir farkli banta rastlaniimad:.
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Sekil 11. SDS-PAGE analizi. 1) E. coli JM101, 2) pUC18
vektoruni iceren E.coli IM101, 3) pUC-HIGK
vektoruni iceren E.coli IM101, 4) pHIG22
plazmitini iceren Thermus sp. K6

pHIG22 tarafindan kodlanan herhangi bir proteinin ekspresyon seviyesinin disuk
olmas1 ve molekuler agirligmin kiiglik olma ihtimaline karsilik Comassie Brilant Blue ile
boyanan protein bantlarmin jel Gzerinde gorilememe ihtimali dustndldd. Bu ihtimale
karsilik protein bantlarinin daha net bir bigcimde goriinmesini saglayan giimis boyama
teknigi uygulandi. Yapilan analiz sonucu elde edilen jel gorintisu tarayici ile tarandi ve
bilgisayar ortamina aktarild: (Sekil 12). Yapilan glimis boyama sonucu herhangi farkli bir

banta rastlaniimad:.
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Sekil 12. Glimis boyama sonucu elde edilen protein bantlari.
E.coli IM101, 2) pUC18 vektoriini iceren E.coli
JM101, 3) pUC-HIGK shuttle vektorinu iceren E.coli
JM101, 4) pHIG22 plazmitini iceren Thermus sp. K6

3.9. pHIG22’nin Kopya Sayisimin Hesaplanmasi

pHIG22 plazmitini iceren Thermus sp. K6 ve pUC18 vektorind iceren E.coli JM101
bakterilerinin ml’deki hticre sayisi hesaplandi. Alinan sivi kilturlerin ml’sinde 3,27 X 10’
Thermus sp. K6 hiicresi, 5,27 X 10’ E.coli IM101 hiicresi oldugu belirlendi. Her kiiltiirden
esit miktarda (3,27 X 10" hiicre alinarak plazmit izolasyonu yapildu.

Hucre basina 690 plazmit (pUC18) icerdigi bilinenen E. coli hiicresi standart olarak
alind1 (Sambrook vd., 1989). E.coli JM101 ve Thermus sp. K6’dan izole edilen plazmitler
agaroz jel elektroforezi ile gorintilendi ve bant yogunluklari karsilastirildi.
BioDocAnalyze 1.0 programu ile gorinttlenen bantlarin yogunluklari hesapland: (Sekil
13).
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Sekil 13. pHIG22’nin kopya sayisinin belirlenmesi
1) pUC18, 2) pHIG22, 3) Marker

BioDocAnalyze 1.0 programu ile yapilan hesaplamaya gére pUC18 vektdérinun bant
yogunlugunun pHIG22 plazmitinden 6.02 kat daha fazla oldugu belirlendi. Bu
hesaplamaya gore pHIG22’nin hiicre basina dusen kopya sayis1 114 + 10 / hucre olarak
belirlendi.

Bu analiz sonucuna gore pHIG22’nin yiksek kopyal: bir plazmit oldugu sonucuna
varildi.



4. TARTISMA

Bu calisma, Thermus cinsine ait bir bakteriden daha 6nce tanimlanmamis bir
plazmitin izolasyonunun ve karakterizasyonunun yapilmasimi kapsamaktadir.

Termofilik bakterilerin 0zellikle biytme sicakhik araligi, diger ortam bakterileri ile
kiyaslandiginda yuksek olmasi nedeniyle endustriyel agidan oldukga 6nem arz etmektedir.
Ilgilenilen bakterinin termofilik bir karaktere ve yeni bir plazmite sahip olmas, tizerine
egilinmesi gereken bir durumdur.

Thermus cinsine ait bakterilerden ¢ok sayida plazmit tanimlanmistir (Eberhard vd.,
1981). Fakat bu plazmitlerin ¢ok az: karakterize edilmistir ve fonksiyonlari tam olarak
belirlenememistir (Takayama vd., 2004).

Kaplicadan alinan su érneklerinden Thermus cinsine ait oldugu belirlenen iki bakteri
izole edildi. Bu bakteriler Thermus sp. K6 ve Thermus sp. M5 olarak adlandirildi. Plazmit
icerikleri incelenen bakterilerden Thermus sp. K6 bakterisinin 2 plazmite sahip oldugu
belirlendi.

Thermus sp. K6 bakterisinden izole edilen 2 plazmitten biri Gzerinden ¢alismalara
devam edildi ve bu plazmit pHIG22 olarak adlandirildi. Plazmitin genom buyuklugu 2222
bp olarak bulundu ve cryptic 6zellikte oldugu belirlenen plazmitin GC oran1 % 63 olarak
hesaplandi.Onceki calismalarda izole edilen Thermus cinsine ait plazmitlerin GC oranlar:
pHIG22 plazmiti ile benzerlikler gostermektedir. Thermus sp. TK10 bakterisinden izole
edilen pNHK101 plazmitinin GC orant % 66,8 (Kobayashi vd., 2005), Thermus sp. 4C
bakterisinden izole edilen pS4C ve pL4C plazmitlerinin GC oranlari ise, sirasiyla % 58,25
ve 68,60 olarak belirlenmistir (Ruan ve Xu, 2007). pHIG22 plazmitinin % 63 GC oranina
sahip olmasi bu plazmitler ile benzer yapida oldugunu gostermistir.

pHIG22’nin restriksiyon analizi yapildi. Ncol ve BamHI restriksiyon endonikleaz
tek kesim bolgesi, Sau3A enzimi 2 kesim bolgesi icerdigi belirlendi. Sau3A restriksiyon
endonikleaz ile yapilan kesim sonucu elde edilen fragmentler pUC18 vektoriine klonlandi.
pHIG22’nin baslangigta, Macrogen (Kore) firmasina yaptirilan DNA sira analizi
sonucunda 920 bp’lik kismi elde edildi. Daha sonra pHIG22’nin tim baz diziliminin elde
edilmesi icin ters PCR ¢alismasi yapildi ve dizay edilen primerler ile tim baz dizilimi elde
edildi.
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Termofilik bakterilerden izole edilen plazmitler genelde buyuk genomlara sahiptir
ve tim genomun aydinlatilmas: zahmetlidir (Makarova vd., 2002). Biyik genomun
dezavantajlar1 disunuldugunde, pHIG22 plazmitinin 2222 bp’lik kigik bir genoma sahip
olmas1 ve kopya sayisinin yuksek olmas: (114+10) yapilacak ¢alismalar agisindan buyik
avantaj olarak gorulmustir. Ayrica dustik molekiler agirlhiga sahip olmanin verdigi avantaj,
konak endonukleazlarindan etkilenme ihtimalinin de minimum seviyede olmasini
saglayacaktir (Primrose ve Twyman, 2006).

Kicuk bir genoma sahip olan pHIG22 nin diger termofilik bakterilerden izole edilen
plazmitlere gore genom biyuklugu ve kopya sayist agisindan daha avantajli olmas: yapilan
caligmalarin 6nemini artirmastir.

Thermus cinsine ait cryptic plazmitlerde yapilan BLAST analizi sonuglarinda
plazmitlerin baz dizilimlerinin diger plazmitlere benzerligi ¢ok az olarak belirlenmistir
(Hideo vd., 2005). Bu da bu cinse ait bakterilerde yeterli calisma yapilmadiginin
gostergesidir. Thermus sp. TK10 bakterisinden izole edilen pNKH101 ve pKMH052
plazmitlerinin BLAST analizleri sonucu herhangi bir plazmite benzer siralara sahip
olmadig1 gorilmdistir (Hideo vd., 2005). Yapilan BLAST analizi sonucunda pHIG22 nin
GenBank’ta herhangi bir siraya benzerligi bulunamamistir. Thermus cinsine ait
plazmitlerin herhangi bir genoma ya da diger plazmitlere benzer siralar icermemesi
nedeniyle fonksiyonel genlerinin belirlenmesi zorlasmistir. Bu dezavantaj, yeni termostabil
proteinlerin bulunabilmesi ve karakterize edilmesi yoniinden distnuldigiinde avantaj
olarak gorulmektedir.

pHIG22 plazmitinin genomu Uzerinde yapilan bilgisayar analizleri sonucunda 5
muhtemel ORF bdlgesi belirlenmistir. pHIG22’nin genom blydkligi ve cryptic 0zellikte
olmasindan dolay;, bu ORF’lerden en az birinin replikasyondan sorumlu oldugu
distnulmektedir.

Thermus cinsine ait ¢cogu plazmit, replikasyonlari i¢in en az bir replikasyon proteini
kodlamaktadirlar. repA adi verilen bu proteinin diger plazmitlere ait replikasyon
proteinlerine benzer siralara sahip oldugu gorulmistir (Ruan ve Xu, 2007). Thermus
cinsine ait plazmitlerin replikasyon proteinlerinin ayrintili olarak aydinlatilmamis
olmasindan dolay: bu benzerlik diger tlrlere ait plazmitlere oranla daha azdir. Yapilan bir
¢ok calismada ayni cinse ait birgok plazmit tanimlanmis ve bu plazmitlerin replikasyon
proteinleri belirlenmistir. Belirlenen gen siralarindan yola ¢ikarak birgok analiz programi

tasarlanmistir.  Analiz programlar1 ile plazmitlerin replikasyon orijinleri ya da
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replikasyondan sorumlu genlerin baz siralari tahmin edilmektedir. Bu da ayni cinse ait yeni
bir plazmitin fonksiyonel genlerinin arastirilmasini buyik 6lctide kolaylastirmastir.
Thermus cinsine ait ¢ok az sayida plazmitin fonksiyonel genleri belirlenmistir. Bu da
replikasyondan sorumlu genlerin analiz programlar: ile bulunma ihtimalini ortadan
kaldirmigtir. Yapilan BLAST arastirmalari sonucunda, Thermus cinsi bakterilerden izole
edilen plazmitlerin fazla homoloji gostermedigi belirlenmistir. Bu yuzden Thermus cinsine
ait yeni plazmitlerin literature kazandirilarak sonraki galismalar igin kolaylik saglamasi
amaclanmalidir. pHIG22 plazmit genomu Gzerinde bulunan muhtemel ORF bolgelerinin
diger Thermus cinsine ait plazmitlerin replikasyon proteinleri ile homoloji arastirmasi
sonucu herhangi bir benzer siraya rastlanilmamaistir.

Cryptic plazmitlerde, replikasyon orijini ve promotor bolgeler genellikle tek bir
zincirde bulunmaktadir (Wang vd., 2009). Yapilan 2 farkli programla yapilan promotor
analizleri sonucunda pHIG22 plazmitinin bir zincirinde 2 promotor bolge tespit edilmistir.
2 analiz sonucunda bulunan diziler karsilastirildiginda birbirine yakin diziler bulunmustur.
Bu diziler diger termofilik plazmitlerle karsilastirildiginda herhangi benzer bir sira
bulunamamustir.

pHIG22 plazmiti BamHI restriksiyon endonikleaz enzimi ile kesilerek pUC18
vektorine klonlandi. Termofilik bakterilerin yiksek sicakliklarda inkiibe edilmesinden
dolay:, marker olarak yiiksek sicakliklarda degrede olmayan kanamisin antibiyotigi
kullanild1 (Kobayashi vd., 2005). Bunun saglanmas i¢in kanamisin direng geni pDG782
plazmitinden PCR ile cogaltildi, pGEM-T klonlama vektérine klonlandi ve EcoRI
restriksiyon endontkleaz enzimi ile ¢ikarildi Cikarilan kanamisin kaseti ayni enzimle
kesilen pUC18-pHIG22 plazmitine eklendi ve boylece E.coli ve Thermus cinsinde replike
olabilecek pUC-HIGK shuttle vektori elde edilmis oldu (Sekil 9). Yapilan bir ¢alismada
E.coli-Thermus shuttle vektorleri dizayn edilmistir. Dizayn edilen shuttle vektorler ile
Clostridium thermocellum celA geni Thermus thermophilus’da ekspres edilmistir (Lasa
vd., 1992). Yapilan diger bir ¢calismada Thermus thermophilus icin ekspresyon vektorleri
gelistirilmistir (Masheda ve Hoshino, 1998).

pUC-HIGK shuttle vektori Thermus thermophilus HB27 TH104 (pTT8) bakterisine
transforme edilmeye calisildi ama yapilan transformasyon calismalarindan herhangi bir
sonu¢ elde edilemedi. Thermus thermophilus HB27 TH104 (pTT8) bakterisinin

restriksiyon-modifikasyon sisteminin pUC-HIGK shuttle vektoriinin hucre iginde
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muhafazasini1 engelleyebilecegi dustnuldi. Bakteri igerisine plazmit DNA alinsa bile, bu
DNA’nin hucre iginde degrede edildigi distnaldu.

Bunlarin diginda, Thermus thermophilus HB27 TH104 bakterisi 10 kb’den daha
biylik pTT8 plazmitini barindirmaktadir. Onceki yapilan calismalarda pTT8 plazmitini
iceren suslarin transformasyon veriminin daha fazla oldugu belirlenmistir. pTT8
plazmitinin, transforme edilen diger plazmitlerin hicredeki stabilitesini artirdig:
gorulmistir (Kobayashi vd., 2005). Fakat transformasyon caligmalarindan herhangi bir
sonu¢ elde edilememistir. Bunun nedeninin plazmit uyusmazhg: olabilecegi distinild,
ayrica Thermus thermophilus HB27 TH104 (pTT8) bakterisi ile yapilan transformasyon
denemelerinde pTT8 plazmitinin bakterideki stabilitesinin fazla oldugu belirlenmistir
(Kobayashi vd., 2005). pUC-HIGK shuttle vektérinin Thermus thermophilus HB27
TH104 (pTT8) bakterisine transforme edilememesinin nedeninin pTT8 plazmitinin
pHIG22 plazmiti ile ayn1 ya da benzer replikasyon sistemini paylasiyor olmasindan
kaynaklandigi ve pUC-HIGK shuttle vektorinin Thermus thermophilus HB27 TH104
(pTT8) bakterisinde replike olamadig: da distinilmektedir.

pHIG22 plazmiti Uzerinde belirlenen muhtemel ORF’lerin herhangi bir protein
kodlayip kodlamadigmin belirlenebilmesi icin SDS-PAGE analizi yapildi. Elde edilen jel
Comassie Brillant Blue ve giimus ile boyand: (Sekil 11 ve 12). pUC18 vektoru ve pUC-
HIGK shuttle vektorlerinin ekspres ettigi protein bantlar: incelendiginde herhangi farkl bir
protein bantina rastlaniimadi. Bunun birkag nedeni olabilir. ilki, pHIG22 plazmiti
tarafindan kodlanan proteinlerin E.coli proteazlarinca hiicre icinde degrede edilmis olma
ihtimali; ikinci olarak, ekspresyon seviyelerinin ¢ok disiik olmasi sebebiyle bu bantlarin
belirlenememesi veya Thermus promotorlarinin E.coli RNA polimerazlarinca taninamamis
olmasi. Bu soru isaretlerinin giderilmesi i¢in, Thermus sp. K6’da plazmit curing yontemi
yapilarak; plazmit iceren ve plazmit icermeyen hucrelerin proteinlerinin belirlenmesi
distnulmektedir. Belirlenen bu proteinlerin blylklik ve MALDI-TOF analizleri yapilarak
plazmitten kodlanan genlerin belirlenmesi distintlmektedir.

Butlin bu veriler birlikte degerlendirildiginde, pHIG22 plazmitinin Thermus cinsine
ait cryptic bir plazmit oldugu ve diger plazmitlerle kiyaslandiginda kiiguk bir genoma sahip
oldugu oldugu belirlenmistir. 2222 bp’lik bir genoma sahip olmasi ve hiicrede ¢ok kopyali
olarak bulunmas: yapilacak ¢alismalar agisindan plazmiti cazip hale getirmektedir. pHIG22
Uzerinde yapilacak genetik modifikasyonlarla klonlama ve ekspresyon vektori olarak

kullanilabilmesi muhtemeldir.



5. SONUCLAR

Yiksek lisans tezi olarak hazirlanan Thermus sp. K6’ dan yeni, kriptik, kicglk, ¢ok
kopyali bir plazmitin (pHIG22) izolasyonu ve kismi karakterizasyonu baslikli bu
calismadan su sonuclar elde edilmistir.

Aydin Alangulli kaplicasindan alinan su orneklerinden izole edilen 2 izolatin 16S
rRNA analizi ile cinsleri belirlendi. Thermus cinsine ait oldugu belirlenen 2 bakteriye
sirasiyla Thermus sp. K6 ve Thermus sp. M5 adlar: verildi.

Bu 2 bakteriye ait plazmit icerikleri arastirildi. Thermus sp. M5 bakterisinin herhangi
bir plazmit icermedigi, Thermus sp. K6 bakterisinin 2 plazmit icerdigi belirlendi.

Thermus sp. K6 bakterisinden izole edilen 2 plazmitten biri izerinden ¢alismalara
devam edildi ve bu plazmite pHIG22 ad1 verildi. Bu plazmitin herhangi bir fenotipik
Ozellik gostermeyen %63 GC oranina sahip cryptic bir plazmit oldugu belirlendi.
pHIG22’nin hicre basina dusen kopya sayis1 114+10 olarak belirlendi.

pHIG22 plazmitinin restriksiyon analizi yapildi. Yapilan kesim reaksiyonlari sonucu
Ncol ve BamHI restriksiyon endonikleazlarin tek noktadan, Sau3A restriksiyon
endonukleazin 2 farkli noktadan kestigi belirlendi.

Sau3A restriksiyon endontkleazi ile yapilan kesim reaksiyonu sonucu olusan
fragmentler pUC18 klonlama vektoriine klonlandi, ters PCR ile tiim baz dizilimi ortaya
cikarild: ve pHIG22’nin 2222 bp’lik bir genoma sahip oldugu belirlendi (Tablo 14).

DNA analiz programlar: kullanilarak, pHIG22 plazmitinin 5 a¢ik okuma cercevesi
icerdigi 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 tamamlayic1 zincirde belirlendi.

pHIG22 plazmiti icin promotor analizi yapildi. 2 farkli programla yapilan analiz
sonucunda tamamlayici zincirde 2 promotor bdlge tespit edildi. 2 analiz sonucunun
benzerlik gdstermesi ile, bu bdlgelerin promotor bdlge olma ihtimalinin yiiksek olduguna
karar verildi.

Tespit edilen ORF’lerin  ve promotorlerin  fonksiyonel olup olmadiginin
belirlenebilmesi icin E.coli-Thermus shuttle vektorleri dizayn edildi ve Thermus
thermophilus HB27 TH104 (pTT8) bakterisine aktarilmaya cahsildi. Transformasyon

denemeleri sonucunda herhangi bir sonug elde edilemedi.
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pUC18, shuttle vektorler, pHIG22 ve Thermus sp. K6’nin protein profilleri
cikarilarak Kkarsilastirildr (Sekil 11 ve Sekil 12). Protein profillerinin incelenmesi
sonucunda pHIG22 tarafindan E.coli’de kodlanan herhangi bir protein belirlenemedi.

Yapilan bu c¢alisma sonucunda termofilik bakterilerde klonlama ve ekspresyon
caligmalart icin kullanilabilecek ¢ok kopyali, yeni bir plazmit literatiire kazandirildi.



6. ONERILER

Thermus cinsine ait oldugu belirlenen pHIG22 plazmitinin termofilik bakterilere gen
aktariminda kullanilabilecek sekilde modifiye edilmesi Onerilmektedir.

Klonlama vektori olarak kullanilabilmesi igin plazmit Gzerine antibiyotik direng geni
ve coklu Kklonlama bolgesi eklenmesi gerekmektedir. Ekspresyon vektori olarak
kullanilabilmesi icin plazmit Gzerine ekspresyonu saglayacak sekanslarin eklenmesi
dustnilmektedir.

Plazmit Uzerindeki ORF bolgelerinin  fonksiyonlarmin belirlenip, literatiire
kazandirilarak diger calismalara kaynak teskil etmesi 6nerilmektedir.

pHIG22 plazmitinin E.coli ve Bacillus cinsi bakterilerde kullanilan klonlama ve
ekspresyon vektorleri ile shuttle vektorler olusturulmas: 6nerilmektedir. Boylece ekonomik
yonden degerli enzimleri kodlayan genlerin klonlanmasmin ve ekspresyonunun daha
verimli halde yapilabilecegi disunulmektedir.

pHIG22 plazmitinin replikasyondan sorumlu baz dizisinin, diger fonksiyonel
genlerinin ve Urunlerinin karakterizasyonun yapilmasi igin, mRNA izolasyonu, cDNA
eldesi ve spesifik primerler ile RT-PCR yapilmas: distintlmektedir.

Thermus sp. K6’da acridine orange ile plazmit curing yontemi yapilarak; plazmit
iceren ve plazmit icermeyen hicrelerin proteinlerinin karsilastirilip, farkli proteinlerin
blyiklik ve MALDI-TOF analizleri yapilarak plazmitten kodlanan genlerin belirlenmesi
dustnilmektedir.
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