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Doktora Tezi
OZET

THERMUS SCOTODUCTUS K6’ DAN iZOLE EDILEN YENI, KRIPTIK, KUCUK, COK
KOPYALI BiR PLAZMITIN (pHIG22) FONKSIYONEL ANALiZi

Halil ibrahim GULER

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1 )
Danisman: Prof. Dr. Ali Osman BELDUZ
2015, 162 Sayfa, 2 Ek Sayfa

Bu ¢alismada, Thermus scotoductus K6 bakterisinden izole edilen ve tanimlanan, 2222
bp uzunlugunda,yeni, kriptik, kiiciik, cok kopyali, ¢ift zincir, % 62,78 GC igerikli yeni bir
plazmit (pHIG22) karakterize edildi ve fonksiyonel analizi yapildi.

pHIG22 plazmitinin 387. baz1 ile 614. bazi1 arasinda kalan 2012 bp’lik bolgenin
replikasyondan sorumlu minimal replikonu oldugu belirlendi. TEM analizleri ile plazmitin
“Teta” tip replikasyon moduna sahip oldugu, replikasyon orijininin 46. baz ile 239. baz
(BamHI kesim bolgesi ‘0’ noktasi kabul edildiginde ve ters oryantasyonda) arasindaki bolge
oldugu tespit edildi. pHIG22 nin her iki zincirinden transkript kodlandig1 belirlendi. RACE ve
LACE analizleri sonucunda, Transkript 1’in 1622 bp biiyiikliikte (329-1950), Transkript
2’ninde 1712 bp biyiikliikte (2103-329) oldugu tespit edildi. Transkriptlerin proteine doniisiip
dontismediginin belirlenmesi igin yapilan ¢alismalarda; SDS-PAGE, Zimogram, 2D jel analizi
ve MALDI-TOF/TOF analizleri sonucunda transkriptlerin herhangi bir protein kodlamadig:
sonucuna varildi. Transkriptlerin diizenleyici bolgeleri incelenerek, her iki zincirde promotdr
diziler oldugu belirlendi. E.coli suslarinda replike olmadigi belirlenen pHIG22’nin T.
scotoductus K6 bakterisindeki kopya sayis1 Real-time qPCR teknigi ile 148 olarak hesaplandi.
pHIG22 minimal replikonu ve farkli DNA pargalar1 kullanilarak, E.coli-Thermus suslarinda
replike olabilen pUCHIGK shuttle klonlama vektorii ve pHIGKE?2 shuttle ekspresyon vektorii
dizayn edildi.

Anahtar Kelimeler: T. scotoductus K6, plazmit pHIG22, kriptik plazmit, shuttle vektor



PhD. Thesis
SUMMARY

FUNCTIONAL ANALYSIS OF A NOVEL, CRYPTIC, SMALL AND MULTICOPY
PLASMID (pHIG22) FROM THERMUS SCOTODUCTUS K6

Halil ibrahim GULER

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program )
Supervisor: Prof. Dr. Ali Osman BELDUZ
2015, 162 Pages, 2 Appendix Pages

In this study, a small, novel, cryptic, multicopy and double strand plasmid (pHIG22)
which has 2222 bp in long and with a total G + C content of 62,78 from Thermus scotoductus
K6 was characterized and functionally analyzed. A 2012 bp region among 387 and 614 bp of
pHIG22 was determined as minimal replicon of plasmid.

Replication mode of pHIG22 was identified as ‘Teta’ and rep origin of it was
determined as a region among 46 and 239 (BamHI recognition site is accept as ‘0’ point) bp
by TEM analysis. Two transcripts were detected from the both strands of pHIG22. According
to RACE and LACE analysis results, Transcript 1 (329-1950) and Transcript 2 (2103-329)
were determined 1622 bp in long and 1712 bp in long, respectively. Analysis of SDS-PAGE,
Zimogram, 2D gel analysis and MALDI-TOF/TOF analysis show that transcripts do not
encode any proteins, and these studies were performed to understand that transcripts whether
encode or not encode proteins. The regulator regions of transcripts were investigated and
promotor sequences were detected on both strands. The copy number of pHIG22, which has
no ability to replicate in E.coli strains, in T. scotoductus K6 was calculated as 148 by using
Real-time gPCR technique. pUCHIGK shuttle cloning vector and pHIGKE2 shuttle
expression vector, which can replicate in E.coli-Thermus strains, were constructed by using

pHIG22 minimal replicon and various DNA fragments.

Key Words: T. scotoductus K6, plasmid pHIG22, cryptic plasmid, shuttle vector
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Plazmitler, konaklarinda kendilerine has kopya sayilar1 olan ekstrakromozomal DNA
elementleridir. Kendi basma replike olabilen niikleik asit molekiilleri anlamina gelen
replikon teriminin de ortaya c¢ikmasini saglayan plazmitler, canli diinyasinda 3 ana
domaindeki (arkea, bakteria, dkarya) tiirlerde bulunmustur (Woese vd., 1990). Plazmitler
bir organizmadaki toplam genetik materyalin 6nemli bir kismina sahip olabilirler, dyle ki
arkealarin bazi iiyelerinde hiicrenin genetik materyalinin % 25’den daha fazlasini tasiyor
olabilirler (Zillig vd., 1994; Holmes vd., 1995). Plazmitler genetik materyale entegre
olabilirler. Uzerlerindeki genetik bilgileri rekombinasyon ve transpozisyonla baska bir
hiicreye  aktarabilirler. ~ Plazmitler, g¢esitli  mekanizmalarla  yeni  konaklara
aktarilabildiginden, popiilasyonlar arasinda paylasilan ekstrakromozomal DNA havuzu
olarak da diisiiniilebilirler.

Plazmitler, kendi basina yasayan varliklar olarak kabul edilirler. Solucanlarin
toprakta yuvalandigi, baliklarin denizde ylizdiigli gibi plazmitlerde kendi konak
hiicrelerinde ¢ogalirlar. Bir plazmit i¢in konag1 onun yasayabildigi ortamdir, bu yilizden bir
hiicre gibi ifade edilemezler sadece hiicrenin bir pargasi olabilirler. Bazi yodnlerden,
plazmitler ulastiklar1 hiicreden hiicreye 6liim tasima yeteneklerini kaybetmis viriislere
benzerler. Plazmitler, replikasyon enzimlerini, enerji ve hammadde ihtiyaglarin
karsilamak icin konak hiicreye gerek duyduklarindan dolayr bazi viral o6zellikleri
barmdirirlar. Viriislerin aksine, plazmitler bir¢ok proteini sentezleyemedikleri igin,
yasadiklar1 hiicreyi terk etmezler ve ona zarar vermekten kacinirlar (Clarck, 2010).

Plazmitlerin  tasidigi  genetik  bilginin  zenginligi  dolayisiyla,  bunlarin
mikroorganizmalar {izerindeki etkileri ve bu elementlerin dogal klonlama vektorii olarak
kullanilabilme potansiyeli vardir. Plazmitler iizerindeki arastirmalar, hem temel bilimler
sebebiyle hem de klinik, biyoteknolojik ve cevresel sebeplerle her zaman ilgi odagi
olmustur (del Solar vd., 1998).

Plazmitler iizerine yapilan arastirmalarin artmasina 3 ana faktor katki saglamistir:

1) Bu elementlerin genetik organizasyonunun oldukga basit olmast,

2) Kolaylikla izole edilebilir ve in vitro da manipiile edilebilir olmalari,



3) Vazgecilebilir elementler olduklarindan, manipiilasyonlarinin konaklar tizerinde
aksi sonuglar vermemesi.

Plazmitleri en iyi tamimlayan 0&zellik bagimsiz, kendi kontrollerinde replike
olabilmeleridir. Plazmit replikasyonun analizi ve kontrolii, molekiiler biyolojide yeni
mekanizmalarin bulunmasini saglamistir. Buna en iyi 6rnek antisens RNA’nin varligidir ve
bu da bize DNA replikasyonunun mekanizmasini, makromolekiiler etkilesimleri ve gen
ekspresyonunun kontroliinii anlamamizi saglamistir. Bazi plazmitlerin farkli canhi
organizmalar arasinda genetik bariyer olarak gérev yapmasi; replikasyonu kontrol eden
genel mekanizmalar, DNA replikasyonunu icine alan konak mekanizmasi ve plazmit
replikasyon bilesenleri arasindaki iletisim hakkinda cevaplanmasi gereken sorular ortaya
¢ikarmistir. Bu plazmit-konak iletisimi, arastirmacilarin ilgisini g¢evresel ve evrimsel
alanlara ¢ekmistir. Plazmit-konak iliskileri alanindaki ¢aligmalar klinik mikrobiyolojide ve
biyoteknolojide de bircok calisma alanina sahiptir. Plazmitler kendi baslarma replike
olmalarina ragmen, cogunlukla konak replikasyon mekanizmalarin1 kullanirlar ve bu
yiizden plazmit replikasyon caligsmalari, kromozom replikasyon ¢aligmalarini da kapsayan

mekanizmalarin aydinlatilmasini da kolaylastirir (del Solar vd., 1998).

1.2. Termofilik Bakterilerin Biyoteknolojik A¢idan Onemi

Son yillarin en fazla ilgi duyulan arastirma konularindan biri termofilik bakterilerdir
(Williams, 1995). Termofilik organizmalar, mikrobiyologlar ve biyokimyacilar i¢in
oldukca cezbedici bir konudur, hem endiistriyel uygulama alanlar1 i¢in hem de temel
bilimlerin gelismesi i¢in pek ¢ok avantaj sagladigindan dolayr son zamanlarda, bu
bakteriler {izerine arastirmalar yogun bir sekilde devam etmektedir (Akhmaloka vd., 2006).

Termofilik organizmalarin hiicre bilesenleri termal kararli oldugu gibi, asir1 derecede
asidik ve alkalik sartlarin denatlirasyonlarina da direnglidir (Haki ve Rakshit, 2003). Bu
nedenle termofilik organizmalar biyoteknoloji agisindan olduk¢a Onem tasimaktadir.
Biyoteknolojide termofilik organizmalar, baz1 yakit ve kimyasallarin {retilmesinde ve
genetik manipulasyonlarin yapilabilmesinde kullanilmasina ragmen, biyoteknoloji
acisindan en Onemli Ozellikleri biyokimyasal reaksiyonlart ¢ok yiiksek sicakliklarda

katalizleyebilen termofilik enzimleri iiretmeleridir.



Termofilik enzimlerin pH degisikliklerine ve yiiksek sicakliklara karsi gosterdigi
kararlilik, bu enzimlerin endiistri alanlarinda tercih edilme nedenleridir. Termofilik
enzimler, mikroorganizmalarin optimum biiyiime sicakligindan daha yiiksek bir sicaklikta
bile kararli ve aktiftirler. Bu yiiksek sicakliklar, reaksiyon sirasinda meydana gelebilecek
kontaminasyon riskini énemli derecede azaltir, ¢linkii biyolojik dongiide kontaminasyona
sebep olan bakterilerin ¢ogu mezofiliktir (Burg, 2003). Ayrica bu yiiksek sicakliklarda,
reaksiyona katilan maddelerin difiizyon hizlar ve ¢6ziiniirliikleri 6nemli derecede artar ve
bu da daha fazla {iriin olusumunu saglar (Mozhaev, 1993; Kumar ve Swati, 2001).

Termofilik enzimler, belirtilen bu avantajlarindan dolay1 bir¢ok endiistriyel alanda
tercih edilmektedirler. Bununla birlikte bu enzimlerden bazilari, son zamanlarda
saflagtirilmis ve basarili bir sekilde klonlanip mezofilik konaklarda ekspres edilmistir. Bu
enzimlere ornek olarak, DNA polimerazlar, amilazlar, ksilanazlar, kitinazlar, seliilazlar,
proteazlar, lipazlar ve gida ve kimya endiistrilerinde DNA’y1 modifiye edebilen enzimler
verilebilir. Bu enzimler molekiiler biyoloji alaninda, nisasta endiistrisi, gida endiistrisi,
petrol endiistrisi, kimyasal endiistrisi, kagit ve kagit hamuru endiistrisi gibi pek cok
endiistri alaninda genis 6l¢iide kullanilmaktadir.

Termal kararli enzimler, bircok biyoteknolojik uygulamalarda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Farkli ekolojik alanlardan termofilik mikroorganizmalarin fazla miktarda
izolasyonu ve bu mikroorganizmalardan faydali enzimlerin ekstraksiyonu ile biyoteknoloji
alaninda daha biiyiik adimlar atilabilir (Kohilu vd., 2001). Bu enzimler ayrica protein
miihendisliginde termoaktivite ve termostabilitenin tam olarak anlagilabilmesi i¢in model

enzimler olarak kullanilmaktadir (Kumar vd., 2001).

1.3. Thermus Cinsinin Genel Ozellikleri

Brock ve Freeze’nin 1996 yilinda, Thermus aquaticus’u kesfetmelerinden beri,
termofilik arastirmalarinin kayitlarinda hakim olan bakteriler, Thermus cinsine ait
bakterilerdir. Sicak anlamina gelen “thermos” kelimesinden tiiretilerek isimlendirilen
Thermus cinsi, su an sistematigi yapilmis 10 tiirii igermektedir. Thermus cinsinin tyeleri,
hem biyokimyasal hem de metabolik olarak oldukca benzerdirler.

Bu cinsin iiyeleri gram negatif (-), heterotrofik, hareketsiz, cubuk seklinde, cogu
zorunlu aerobik, pH 6,0-10,5 araliginda, optimum notr pH’da, ve 55-80 °C araliginda,

optimum 70 °C’de gelisen, diisilk konsantrasyonlu organik materyallerin bulundugu



ortamlarda biiyiiyebilen bakterilerdir (Williams ve Sharp, 1995). Thermus cinsi dogada ve
insan yapimi termal c¢evrelerde en fazla yayilis gosteren termofilik bakterilerdendir (Cava
vd., 2009).

Thermus cinsi bakteriler dogal kompetan hiicrelerdir. In vivo protein miihendisligi
acisindan Thermus cinsi, konak vektor sistemlerin gelistirilmesi, diger termofilik ve
hipertermofilik bakterilerden elde edilen genlerin klonlanmasi ve ekspresyonu i¢in biiyiik

bir avantaj saglamaktadir (Hoseki vd.,1999).

1.4. Plazmitler

1.4.1. Plazmitlerin Temel Ozellikleri

Plazmitler, kendi kendini esleyebilen, kromozomdan ayr1 bir DNA pargas1 olarak
tanimlandig1 gibi kendi basina yasayan yaratiklar olarak da kabul edilirler. Bir plazmit i¢in
konag1 onun yasayabildigi ortamdir, bu ylizden bir hiicre gibi ifade edilemezler sadece
hiicrenin bir parcasi olabilirler. Plazmitler bagimsiz replike olabilen DNA molekiilleridir
ve nadiren de olsa hiicrede RNA seklinde olabilirler. Bazi yonlerden, plazmitler ulagtiklar
hiicreden hiicreye 6lim tasima yeteneklerini kaybetmis virilislere benzerler. Plazmitler,
replikasyon enzimlerini, enerji ve hammadde ihtiyaclarini karsilamak i¢in konak hiicreye
gerek duyduklarindan dolay1r bazi viral 6zellikleri barindirirlar. Viriislerin  aksine,
plazmitler bir¢ok proteini sentezleyemedikleri icin, yasadiklari hiicreyi terk etmezler ve
ona zarar vermekten kacinirlar (Clarck, 2010). Sekil 1°de tipik bir plazmit DNA’sinin

bakteri hiicresi igerisindeki goriiniimii gosterilmektedir (URL-1).

Bakteriyal
Kromozom DNA's1

Plazmit DNA's1

Sekil 1. Tipik bir plazmit DNA’siin bakteri hiicresi i¢erisinde
goriiniimii (URL-1)


https://tr.wikipedia.org/wiki/Kromozom
https://tr.wikipedia.org/wiki/DNA

Plazmitler, canli hiicrelerde bulunmalarina ve genetik bilgi tagimalarina ragmen
kromozom degillerdir. iki nedenden dolay1 hiicre genomu olarak kabul edilmezler.
Bunlardan ilki, tek bir plazmit farkli hiicre tiirlerinde bulunabilir ve bir konak hiicreden
baskasina gegebilir. ikincisi, bir plazmit bir hiicrede var iken bir siire sonra o konakta
bulunmayabilir. Bu yilizden, plazmitler protein kodlayan genleri tagimalarina ragmen,
normal sartlar altinda hiicrenin biiyiimesi ve boliinmesi i¢in gerekli degillerdir. Bu da
plazmitler i¢in kendi basina replike olabilen niikleik asit molekiilleri anlamia gelen
replikon terimini ortaya ¢ikarmistir. Kromozomlar, plazmitler, viriis genomlar1 (hem DNA
hem RNA) ve viroidlerin hepsi replikon olarak ifade edilirler. Bagka bir deyisle replikon,
DNA (ya da RNA) sentezinin basladig1 replikasyon orijininin kontroliinii kendi elinde
bulundurmasiyla tanimlanir. Bu ylizden bir replikon kendi replikasyonu igin gerekli olan
enzimleri kodlayan genleri tasimak zorunda olmadigi gibi niikleotit Onciilleri ve enerji
ihtiyacindan da sorumlu degildir. Viriisler ve plazmitler kendileri i¢in gerekli olan ¢ogu
enzimi, hammaddeyi ve enerjiyi saglamak i¢in konak hiicreyi kullanan replikonlar olarak
karsimiza ¢ikar (Clarck, 2010).

Viriisler genellikle replike olduklar1 hiicreyi yok ederler ve yeni kurbanlar aramak
i¢in virls partikiilleri seklinde hiicreden ayrilirlar. Plazmitler ise konak hiicre ile ayn1 anda
replike olurlar. Konak hiicre boliindiigli zaman plazmit de boliiniir ve yavru hiicrelere
plazmitin bir kopyas1 alinir (Primrose vd.,1984).

Gergekte plazmitler, konak hiicreden birakilmamay: garantilemek igin konak
Olimiine yol acan fonksiyonlar1 kullanarak, konagi ona karsi korur ve konak iginde
kalmayr garanti altina alirlar (Clarck, 2010). Asagidaki Tablo 1’de plazmit

terminolojisinde kullanilan bazi terimler verilmistir (Twyman, 1998).



Tablo 1. Plazmit terminolojisinde kullanilan bazi terimlerin anlami1

TERIM

TANIM

Temel replikon

Plazmitin replike olabilmesi i¢in gerekli olan minimal bolgedir.

Kopya say1s1

Bir plazmitin bir hiicrede bulunan sayisini ifade eder. Genellikle
plazmit DNA’simin kantitatif dl¢iimii veya kodlanan gen {irlinii
ile hesaplanir.

Konjugatif ve konjugatif olmayan

plazmitler

Plazmitlerin konjugasyonla kendi transferlerini yapabilme
yetenegine gore belirlenirler.

COp Mmutanti

Bir pazmitin kopya sayisin1 diizenleyen geninde mutasyon
tagimasidir.

Kriptik plazmit

Higbir fenotipik 6zellik gdstermeyen plazmittir.

Curing

Dogal yolla ya da wuyarilarak plazmitlerin hiicreden

arindirilmasidir.

Degistirme (Dislodgement)

Bir plazmitin ikinci bir plazmitle uyusmayarak kaybi, genelde
ikinci plazmit tarafindan kodlanan restriksiyon
endoniikleazlarin aktivitesiyle belirlenir.

Epizom

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

Homoplazmit,
Heteroplazmit

Bir ya da iki farkli tip plazmit i¢eren hiicreleri tanimlar.

Uyusmazlik Grubu

Ayni replikasyon orijinine sahip olan plazmitlerin ayni hiicrede
muhafaza olamamasidir.

Tekrar dizili plazmit (Invertron)

Okaryotlarda uzun kusursuz, tekrarl dizilere sahip olan lineer
bir plazmittir.

Killer sistem

Curing yapilmis yavru hiicrelerdeki plazmit muhafaza sistemini
yok eden sistemdir.

Muhafaza sistemi

Boliinen hiicrelerde plazmitin muhafaza edilmesini saglayan
sistemdir.

Miniplazmit

F-plazmiti gibi biiyiik bir plazmitin temel replikonudur.

Tek yonlii uyusmazlik

Replikasyon orijinleri farkli olmasina ragmen, Tip-1 plazmitin
bir hiicre popiilasyonuna girerek Tip-2 plazmitin uyusmazlik
sonucu hiicreden kaybedilmesi fakat tip-2 plazmitin tip-1
plazmit i¢in aym 6zelligi gdsterememesidir.

Paylasim sistemi

Hiicre boliinmesi esnasinda plazmitlerin  yavru hiicrelere
paylasilmasidir. Paylasim sistemi plazmitlerin iki yavru hiicreye
esit paylagilmasini saglar.

Plazmit orijini

DNA replikasyonunun basladig1 plazmit tizerindeki bolgedir.

Plazmit ayrimi

Farkli tipteki plazmitlerin hiicre bdliinmesi esnasinda yavru
hiicrelere farkli olarak paylasimidir.

Promiscuous plazmit

Genis konak spektrumuna sahip olan plazmitlerdir.

Prime plazmit

Bir plazmit epizomunun rastgele konak kromozomundan
ayrilmasi ve ayrilirken konak kromozomunun bir pargasini da
yaninda tagimasidir.

Gevsek (relaxed) kontrollii plazmit

Replikasyonu i¢in protein sentezine ihtiyag duymayan, protein
sentezi baskilansa bile kopya sayisimi arttirabilen; bunu da
negatif regulator proteinin uzaklastirilmasiyla saglayan
plazmittir.

Siki (stringent) kontrollii plazmit

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




Plazmitlerin ¢ogu ¢ift zincir halka DNA molekiilleri olarak meydana gelirler. Eger
her iki DNA zinciri saglam halka halinde ise, kovalent kapali halka veya CCC DNA olarak
tanimlanirlar. Sadece bir zincir saglam ise, acik halka veya OC DNA olarak tanimlanirlar.
Farkl1 yapisal konfigiirasyonlarindan dolayi, CCC ve OC DNA agaroz jel elektroforezinde
ayrilir. Etidyum bromiir (EB) gibi interkalasyon yapan ajanlarin ilavesi, siipersarmal
plazmit DNA’sinin agilmasina neden olur. Eger asir1 miktarda EB ilave edilirse, plazmit
ters yonde silipersarmal olacaktir. Bu gergegin tespiti plazmit DNA’nin izolasyonunda

kullanilir (Primrose vd., 2006).

1.4.2. Plazmit Tipleri ve Siniflandiriimasi

Plazmitler, daha Onceleri basit Ozelliklerine gore siniflandirilirken, giiniimiizde
plazmit siniflandirilmasinda  kullanilan birgok yontem bulunmaktadir. Onceleri, F
plazmitleri, kolisojenik plazmitler ve R plazmitleri olarak siniflandirilmasina ragmen, son
donemlerde molekiiler biyoloji alaninda kaydedilen ilerlemeler, plazmitler iizerine yapilan
calismalarin yogunlagmasi ve bilgi birikiminin artmasi ile plazmitlerin farkli 6zelliklerinin
on plana ¢iktig1 yeni siiflandirma sistemlerine ihtiya¢ duyulmustur. Bu smiflandirmalar
genelde plazmitlerin replikasyon mekanizmasina, kopya sayisina, gosterdigi fenotipik ve
yapisal ozellige gore degismektedir (Wang vd., 2009).

En basit fakat en muhtemel 6l¢iit konak hiicrede gosterdikleri fenotiptir. Bakteriyel
plazmitlerin replikasyonunda, transferinde ve hiicrede muhafazasinin saglanmasinda
kullandig1 genler, genellikle konak kromozomunda ve baska bir plazmite aktarilabilen
mobil elemanlar {lizerinde tasinirlar (Twyman, 1998).

Bakteriyel plazmit tarafindan ortaya konan fenotip, plazmit molekiiliiniin kendine
has bir 6zelligini yansitmaz ve farkli birgok fenotip ayni plazmit tarafindan gosterilebilir.
Megaplazmitler ¢ogu antibiyotik icin diren¢ geni tasirlar ve tip alaninda calisanlar igin
bliylikk Onem tasirlar. Dahasi, tasinabilir elementlerin fazlaligt ve plazmitlerin
rekombinasyon yapma egiliminden dolayi, plazmit yapis1 istikrarsizdir. Bu yiizden
plazmitlerin sadece fenotiplerine bakarak metotsal bir siiflandirma yapmak zordur. Cogu
Okaryotik plazmit boylesi bir siniflandirma sistemine dayali bir fenotip gostermez; diger
plazmitler i¢in fenotip, DNA ile kodlanmis fonksiyonlardan ziyade plazmit davranisindan

kaynaklanir (Twyman, 1998).



Cogu plazmit ¢ift zincirli kapali halka (CCC) yapisinda bulunmasia ragmen, bir
plazmiti tanimlamak icin diger yapisal sekilleri goz ardi edemeyiz. Cok sayida tek zincirli
halkasal DNA plazmitlerine Streptomyces ve Clostridium tiirlerinde rastlanilmistir
(Schrempf vd., 1975).

Ayrica lineer ¢ift zincirli DNA plazmitleri bir¢ok bakteriyal ve dkaryotik kaynaktan
izole edilmistir, Borrelia hermsii’de bulunan ¢esitli ylizey antijenlerini kodlayan lineer
plazmitler bunlara 6rnek verilebilir (Ferdows vd., 1996).

Lineer plazmit barindiran 0karyotlarda, siirekli transkript olan genlerin kromozoma
mi1 ait yoksa plazmitten mi kaynaklandigini belirlemek her zaman belirgin degildir. Normal
bliylime sartlart altinda esansiyal olmayan bir plazmitin alisilagelmis tanimi, ‘normal’
biiyiime sartlar1 kesin olarak belirlenmedik¢e anlamsizdir. Ornegin, bir yapay maya
kromozomu esansiyal degildir, ayni 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 tagimayan 6zellesmis
tek zincirli halkasal RNA plazmitleridir. iki parcali, lineer, ¢ift zincirli RNA elementleri
mayalarda bulunmustur. Bunlar 6ldiiriicii faktorler olarak bilinirler ¢iinkii konak iizerinde
oldiirticii fenotip gosterirler. Genomu kapsayan bir protein tabakasi kodlayan bu RNA
plazmitleri diger hiicreleri enfekte etmezler ve intraseliilar olarak aktarilirlar (Primrose ve
Twyman, 2006).

Iyi bir plazmit siniflandirma sistemi transfer, replikasyon ve hiicrede muhafaza olma
gibi 6zgiin ozellikleri kullanir. Bakterilerde, plazmit aktarimi dort yol ile olur. Bunlar;
hiicre birlesmesi, transformasyon, transdiiksiyon ve konjugasyondur. Ilk 3 yol plazmite
bagl olarak ger¢eklesmezken, konjugasyon plazmit bilgisi dahilindedir ve ¢ogu plazmitler
bu metotla hiicreler arasinda kendi transferlerini gerceklestirecek genleri tasirlar (Twyman,
1998).

Okaryotlarda plazmit transfer mekanizmasi, siniflandirmada daha az kullamilan 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 goriilenler bakteriden mayaya konjugasyonla
plazmit aktarimi ve Agrobacterium tumafaciens Ti plazmit aktariminda goriiliir (Twyman,
1998).

Yukarida belirtilen siiflandirmalardan farkli olarak, plazmitler tra genleri denen

transfer genlerini tasiyip tasimamalarina gore de konjugatif ve non-konjugatif olarak iki



biiyiikk sinifa ayrilabilirler. tra genleri; bakteriyal konjugasyonun olusmasini saglayan
genlerdir. Genellikle konjugatif plazmitler, digerlerine gore yiiksek molekiil agirliklidir ve
kromozom bagina 1 ila 3 kopya igerir. Non-konjugatif plazmitler ise diisiik molekiil
agirliklidir ve kromozom basina ¢ok sayida kopya olarak bulunurlar fakat buna istisna
plazmitlerin de (R6K istisna bir konjugatif plazmittir, molekiiler agirhg: 25x10° daltondur
ve bir relaxed (gevsek kontrollii) plazmit olarak muhafaza edilir) literatiirde belirtildigi
bilinmektedir (Primrose ve Twyman, 2006).

Plazmitler ayrica hiicre basina kopya sayisinin az olmasina veya ¢ok sayida olmasina

gore de ayrilarak ¢cok kopyali ya da az kopyali plazmitler olarak siniflandirilabilirler.

1.4.3. Plazmitlerde Replikasyon Mekanizmalari
1.4.3.1. Teta Tip Replikasyon

Teta tip DNA replikasyonu ebeveyn zincirlerin birbirlerinden ayrilmasini, bir primer
RNA’nin sentezini (pRNA) ve bu pRNA’nin kovalent olarak uzatilmasiyla DNA
sentezinin baglatilmasini igerir (Kornberg vd., 1992). Her iki zincirin sentezi birbirine bagh
olmakla birlikte iki zincirden biri (lider zincir) siirekli iken, diger zincir (izci zincir) kesikli
olarak sentez edilir. Teta tipi DNA sentezi bir veya daha fazla orijinden baslayabildigi gibi
replikasyon tek veya cift yonlii de olabilir (Kelman vd., 1995; Zavitz vd., 1991). Elektron
mikroskobu (EM) altinda replikasyon ara iiriinleri tipik teta harfinde goriilebildigi i¢in bu
ad1 almistir. Replikasyon bolgesini kesen enzimler tarafindan bu ara iiriinler kesildiginde
‘Y’ seklinde molekiiller (catallar) iiretir. Replikasyon ara fiiriinleri tek veya cift yonli
elektroforez ile takip edilebilir. Bu analizler sonucu; replikasyon ara iiriinlerinin tabiati,
replikasyonun yonii, orijinin ve terminusun lokasyonu, lider ve izci zincir sentezleri
arasindaki uyum derecesi hakkinda bilgi elde edilebilir. Baz istisnalar ile birlikte, teta tip
replikasyon mekanizmasii kullanan plazmitler, plazmit tarafindan kodlanan bir Rep
baslangi¢ proteinine ihtiya¢ duyarlar. Bazi replikonlar ise lider zincir sentezinin erken
safhalarinda konak DNA pol I'ne ihtiyag¢ duyabilirler (del Solar vd., 1998).

Teta Tip plazmitlerin replikasyon orijinleri asagidaki gibi tanimlanabilir:

I.  Plazmitin otonom replikasyonunu destekleyebilen minimal cis-aktin

bolgesi,
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Ii. Replikasyon islemlerinin baglatilabilmesi i¢in DNA  zincirlerinin
birbirlerinden ayrildig1 bolge,
iii.  Lider zincir sentezinin basladig1 baz ya da bazlar.

Baz1 istisnalar ile birlikte plazmit DNA replikasyonu, plazmit tarafindan kodlanan
0zel bir Rep baslatici proteine ihtiya¢ duyar. Replikasyon orijinleri plazmit tarafindan
kodlanan ve/veya konak tarafindan kodlanan proteinler ile etkilesim yapan bdlgelere
ihtiyag duyabilirler. Bu bolgeler Rep protein etkilesimlerinin oldugu replikasyon orijininde
bulunan 6zel dizilerin varligiyla anlasilir. Teta replikasyonu yapan plazmitlerin ¢ogu
orijininde ilave ozellikler bulunmustur. Bunlardan biri, dizi tekrarlar1 igeren yan yana
(komsu) A-T zengini bir bolgedir. Bu bolge, zincirlerin agildigr ve konak baslatici
faktorlerin toplandigr yerdir. Digeri, konak DnaA baslatict proteinin baglandigi bir veya
birden fazla bolgede olabilen “dnaA kutular1” dir (Kornberg vd., 1992; Bramhill vd.,
1998).

E. coli kromozomunun replikasyon orijininde (oriC) bulunan ¢oklu Dam metilasyon
dizileri, P1 ve pSC101 gibi plazmitlerin replikasyon orijininde de bulunabilir (Brendler
vd., 1991) Metilasyon, replikasyon i¢in gerekli degildir ve esas roli
posttransreplikasyondur. Dam metilasyon dizileri diger plazmit replikasyon dizilerinde de
bulunmaz (Abeles vd., 1993).

Pol I’den bagimsiz replikasyon orijinlerinin yapisal organizasyonunun karsilastirmal
analizi sunu Ongormektedir: Rep baglanma boélgesi, biikiilmiis bir DNA bolgesine
yerlesmesine ragmen, A-T zengini bolgenin tekrarlar1 igindeki DNA esas olarak diizdiir
(Eckdahl vd., 1990). Aslinda DNA, Rep proteinleri ile indiiklenen orijin bdlgesinin daha
fazla biikiilmesini saglayan Rep baglanma bdlgelerinde biikiiliir. Replikasyon orijinleri
mimari rolii olan faktdrler i¢in de bélgeler igerebilirler (Ornegin; integrasyon konak
faktorti, IHF veya inversiyon stimiilasyon faktdrii, FIS).

Konak tarafindan kodlanan proteinler, farkli ori bolgeleri arasinda veya ayni
plazmitler lizerindeki farkli orijinler arasinda bile (plazmit R6K’da oldugu gibi) topolojik
benzerlik ister. Diizenleyici plazmit DNA bdlgeleri replikasyon orijininin zorunlu
unsurlanidir. Ciinkii bu bolgeler fonksiyonel bir replizom olusturmak icin gereklidir
(Stenzel vd., 1991). Birgok plazmitin replikasyon orijininde bulunan yapisal faktorlerin
baglanmasi igin gerekli olan DNA bélgelerinin varhigi, oriC’de bulunan duruma benzerlik
gosterir (Wowlker vd., 1993).
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1.4.3.2. Yuvarlanan Cember Replikasyonu

Yuvarlanan ¢ember (RC) mekanizmasinda replikasyon tek yonliidiir. Lider zincirin
ve izci zincirin sentezi birlesik olmadigindan asimetrik islem olarak da diisiiniilebilir. RC
replikasyonun en dnemli 6zelligi biri yeni sentezlenmis lider pozitif (+) zincirin, kovalent
olarak ayni ebeveyn pozitif zincirine bagli olmasidir (del Solar vd., 1993; Espinosa vd.,
1995). ilk baslarda RC replikasyonunun sadece ssDNA kolifajlariyla ve G pozitif (+)
bakterilerden izole edilen kiigiik ¢cok kopyali plazmitlerle sinirli oldugu distintiliirdi.
Halbuki G negatif (-), siyanobakteri ve arkelerdan izole edilen plazmitlerde de RC
moduyla replike olan plazmitler bulunmustur. Su ana kadar tanimlanan RC replikasyon
moduyla replike olan plazmitlerin ¢ogunun 10 kb’den daha kiigiik oldugu belirlenmis
olmasma ragmen, biitiin kii¢lik plazmitlerin RC moduyla replike oldugu sdylenemez.
Ornegin, G pozitif (+) bakterilerden izole edilen pRIF1 (2,6 kb) ve pWV02 (3,8 kb ) gibi
kiiglik plazmitler teta moduyla replike olurlar (Hefford vd., 1993). RC replikasyonunun ana
hatlarin1 ortaya ¢ikaran mekanizmalar ¢ogunlukla stafilokokal plazmitler pT181, pC221,
pUB110 ve pCl194 ve streptokokal plazmitler pNV158 ve onun Amob tiirevi pLS1 ile
yapilmugtir (del Solar vd., 1993).

RC replikasyonun su andaki modeli deneysel olarak ortaya konmus bir¢ok satha
icerir. Replikasyon, plazmit tarafindan kodlanan Rep proteiniyle baslatilir. Bu Rep proteini
cift zincirli orijin (dso) olarak isimlendirilen bir bdlgede (+) zincirde spesifik bir kirik
olusturur. Bu serbest 3’-OH ucu lider zincir ic¢in primer olarak kullanilir. Bu sentez
sirasinda, ¢ogunlukla konak replikasyon proteinleri (en azindan DNA pol III, SSB ve bir
helikaz) kullanilir. Serbest 3’-OH ucunun uzamasi ayn1 zamanda ebeveyn (+) zincirin
uzaklastirllmasi ile gergeklesir. Replizom yeniden olusturulmus bir dso’ya ulasincaya
kadar devam eder. Bu dso’da DNA zincir transfer reaksiyonlart gergekleserek lider zincir
replikasyonu sonlandirilir. Lider zincir replikasyonunun son {iriinleri, ebeveyn (-) zinciri de
iceren ¢ift zincirli bir DNA, yeni sentezlenmis (-) zincir ve ebeveyn (+) zincire karsilik
gelen tek zincirli DNA ara iirlinlidiir. Zincir uzaklastirma mekanizmasindan farkli olarak,
replikasyon moduyla {iretilen tek zincirli DNA ara f{iriinleri plazmit DNA zincirlerinden
sadece birine karsilik gelir. ssDNA’nin {iretiminin, RC mekanizmasinda plazmit
replikasyonunun mihenk tasi oldugu Erchlich’in laboratuvarinda yapilan caligmalarla
gosterilmistir (Gruss vd., 1989; te Riele vd., 1986). Sonucta ebeveyn (+) zinciri fiziki

olarak dso’dan uzak olan tek zincirli orijinde (SS0) konak proteinleri tarafindan baslatilan
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sentezle ¢ift zincir DNA’ya donistiiriiliir. Son adim konak DNA girazlartyla replikasyon
tirtinlerinin stipersarmallastiriimasidir.

RC replikasyon plazmitleri birbirleri arasinda degistirilebilir gen modiillerinden
olusur (Projan vd., 1988). Sadece bir tane zorunlu modiil vardir. Bu modiil plazmit
replikasyonu i¢in gerekli fonksiyonlari tasir. dso, rep geni ve replikasyon kontroliinde rol
alan plazmit elementlerini igerir. Bu modiil, lider zincir baslangici ve kontrol bolgesi (LIC)
olarak adlandirilir (del Solar vd., 1993). Ilave olarak bu plazmitler antibiyotik diren¢ geni,
konjugasyon mobilizasyonundan sorumlu (mob) bir gen, bir veya iki sso bolgesi i¢erebilir
(del Solar vd., 1993).

RC tipinde replike olan plazmitlerin Rep proteinleri, DNA zincir transferaz
aktivitesine sahiptir. Dolayisiyla Tip-I topoizomeraz benzeri bir sekilde plazmitleri kesip
yapistirabilirler (Koepsel vd., 1985). Rep proteinlerinin higbiri, tanimlanan birgok DNA
baglanma proteinindeki tipik HTH motifine sahip degildir (istisna olarak plazmit
pMV158’in RepB proteinlerinde muhtemel LZ motifi mevcuttur) (de la Campa vd., 1990).

1.4.3.3. Zincir Uzaklastirma Tip Replikasyon

Zincir uzaklastirma metoduyla replike olan plazmitlerden en iyi bilineni IncQ
ailesinden olan prototip RSF1010 plazmitidir. Bu ailenin iiyeleri replikasyonun baglamasi
icin plazmit tarafindan kodlanan ii¢ baslatici proteine ihtiya¢ duyarlar. Bu proteinler
replikasyonun baglamasini bilesik orijin bolgesinde tesvik ederler ve sonraki asamada
replikasyon herhangi bir yonde olacak sekilde zincir uzaklagtirma mekanizmasiyla devam
eder (Scherzinger vd., 1991; Sakai vd., 1996).

Zincir uzaklastirma tipi replikasyona sahip olan RSF1010 plazmiti {izerinde birgok
calisma yapildigindan, hemen hemen tiim bilinenler bu plazmit iizerinden tanimlanmaigtir.
RSF1010 plazmitinin replikasyon orijini ¢ift yonlii replikasyonu destekleyebilen minimal
bolge olarak tanimlanir. RSF1010'un replikasyon proteinleri (RepA, RepB ve RepC) ikinci
bir plazmit tarafindan trans olarak ortama ilave edildigi zaman ¢ift yonlii replikasyon
bolgede baslayabilir (Scherzinger vd., 1991). Bu bolge ayn1 zamanda replikasyon orijinini
de igerir ve orijin in vivo ve in vitro’da elde edilen replikasyon ara iiriinlerine uygulanan
EM analizi ile tespit edilir. Bu minimal ori bolgesi, ti¢ 6zdes 20 baz ciftlik iterona ilaveten
GC'ce (28 bp) ve AT'ce zengin (31 bp) segmentler iceren 174 baz ¢iftlik bir bolge de igerir.

Orijin bolgesi zorunlu olmayan bir bolgede ve zit zincirlerde yerlesik bulunan iki kiigiik
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palindromik dizi (ssiA-ssiB) igerir. iteronlar RepC baglanma bolgeleridir (Haring vd.,
1985; Haring vd., 1989). ssi bolgelerindeki ters tekrarlar sa¢ tokast olusumunu saglar. Bu
sa¢ tokas1 yapilarinda, gévdenin iist kismindaki baz eslesmesi replikasyon icin énemlidir.
Oysa govdenin alt kismindaki dizi spesifikligi ve baz komplementerligi primer sentezi igin
gereklidir (Miao vd., 1993). ssiA-ssiB dizileri plazmitin kodladigi RepB primaz tarafindan
spesifik olarak taninir. RepB primaz bu dizilerden “siirekli replikasyonu” baslatir (Haring
vd., 1989; Honda vd., 1991). Genetik analizler gostermistir ki, tek bir ssi bolgesinin tek bir
yonde, iteronlardan uzak bir bolgede zincir uzamasi ve primerlesmeyi saglamasi, RSF1010
replikasyonu i¢in yeterlidir. Bu organizasyon RSF1010 replikasyon orijinin ti¢ fonksiyonel
lokusa ayrilabilecegini gosterir: iteronlar, sSiA bdlgesi ve ssiB bolgesi. Iteronlar ve buna
bitisik AT'ce zengin bolge dubleks agilma bolgesi olarak fonksiyon gosterir. SSiA ve ssiB
bolgeleri primerlesme bolgelerini olusturur (Sakai vd., 1996).

Yukarida belirtildigi gibi RSF1010'un replikasyonu plazmit tarafindan kodlanan ii¢
proteinin ortak calismasi ile baslatilir. RepA, RepB ve RepC'nin fonksiyonu sirasiyla
sOyledir: 5'—3'" helikaz, primaz ve baslatma aktivitesi (Haring vd. ,1989; Sakai vd., 1996).
RSF1010 DNA'simin replikasyonu konak tarafindan kodlanan DnaA, DnaB, DnaC ve
DnaG proteinlerinden bagimsizdir. Ciinkii bu proteinlerin rolleri plazmitin kodladigi
RepA, RepB ve RepC proteinlerinin ortak calismasiyla devralinir (DnaA, DnaB, DnaC ve
DnaG'nin yerine). RSF1010'un replikasyonunun baglamasi i¢in gereken kalip, siipersarmal
plazmit DNA'dir. DNA Pol III-HE ve SSB, replikasyon igin gereklidir (Scherzinger vd.,
1991).

1.4.4. Plazmitlerde Kopya Sayis1 ve Kontrolii

Belirli bir konak icinde ve belirli sabit sartlar altinda farkli bakterilerde plazmit
kopya sayis1 degisebilmesine ragmen, herhangi bir plazmitin kendine 6zgii kopya sayisi
vardir. Bu karakteristik kopya sayisi; replikasyonun baslangi¢c adiminin diizenlenmesinde
gorev alan, plazmit tarafindan kodlanan kontrol elementleriyle basarilir.

Kontrol sistemleri denge durumunda replikasyon oranini muhafaza ederler. Bunu,
her bir hiicrede olmas1 gereken ortalama kopya sayisindaki sapmalar1 diizelterek, plazmit
kopya sayis1 ve hiicre siklusu bagina ortalama bir replikasyon olacak sekilde diizenleyerek
yaparlar ve bdylece replikasyonun hizini korurlar. Kopya sayisini belirlemek ve muhafaza

edebilmek i¢in plazmitler negatif regiilatér devrelerini kullanir (Pritchard vd., 1978).
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Replikasyonu kontrol eden mekanizmalar ¢esitli sistemlerde incelenmistir ve birgok
inhibitdr tipi belirlenmistir (Thomas vd., 1988). Bunlar:
i.  Antisens RNA diizenlemesi,
ii.  Baslatici proteinlerin baglandigi DNA bolgeleri (iteronlar) ile diizenleme,

iii.  Hem antisens RNA hem de bir protein ile diizenlemedir.

1.4.4.1. Antisens RNA ile Kontrol

Antisens RNA ile kontrol mekanizmasinda model plazmit ColE1’dir. Halihazirda
kullanilan klonlama vektorlerinin ¢ogu ColE1 plazmitinden tiirevlenen bir ori bolgesi tasir
ve kopya sayisi kontrolii antisens RNA araciligiyla yapilir (del Solar vd., 1998). Bu tip
plazmitte DNA replikasyonu i¢in gerekli primer, RNA II diye bilinen 555 bazlik
replikasyon orijininde bir RNA-DNA hibriti olusturan bir riboniikleotittir (Tomizawa ve
Itoh, 1981). RNA II, RNaz H ile serbest bir 3> OH grubu birakacak sekilde kesilmisse
ancak o zaman bir primer olarak hareket edebilir. RNA II bu sekilde islem goérmedikge bir
primer olarak fonksiyon gormeyecek ve replikasyon gerceklesmeyecektir. Ayrica
replikasyon kontroliinde RNA I olarak bilinen 108 bazlik kiiciik RNA molekiilii de aracilik
eder. Bu RNA I, RNA II gibi DNA’nin ayni bélgesinden ama tamamlayict zinciri
tarafindan kodlanir. Yani, RNA I ve RNA II birbirlerinin tamamlayicisidir ve ¢ift zincirli
RNA olusturmak i¢in hibridize olabilirler. Bu dubleks yapt RNA II'nin RNaz H ile
parcalanmasini engeller ve bdylece replikasyon gerceklesmez. RNA I plazmit tarafindan
kodlandig1 icin plazmitin kopya sayisi fazla oldugunda RNA 1 de fazla sayida
sentezlenecektir. Boylece konak hiicre biiyiirken ve boliiniirken RNA I’in konsantrasyonu
diisecek ve plazmit tekrar replike olmaya baslayacaktir (Tomizawa ve Itoh, 1981).

Kopya sayisinin korunmasina RNA D’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 islendigi i¢cin, RNA II, RNA I’in nispeten
diisiik konsantrasyonlarinda bile inhibe edilebilir (Rop proteini primerin uclardan
kesilmesine engel olur). rop geninin delesyonu ya da RNA I’deki mutasyonlar sonucunda

kopya sayisinda artig gortiliir (Twigg ve Sherratt, 1980).
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1.4.4.2. iteronlarla Kontrol

Teta modunda replike olan ve iteron igeren plazmitlerin Rep proteinleri, ya otoregiile
edilirler ya da transkripsiyonel kontrol altindadirlar ve iteronlar, plazmit kopya sayisinin
kontroliinde dnemli bir role sahiptirler (Kittell vd., 1992; Chattoraj vd., 1997). iteronlarin
rolii ilk defa, F plazmitlerinde tanimlanmistir. oriS iteronlari uyumlu bir plazmite
klonlandiginda, oriS-bagimli replikasyonun inhibe edildigi gézlenmistir. Benzeri durumlar
P1 veya R1162/RSF1010 gibi iteron igeren baska plazmitlerde de gbzlenmistir (Kim vd.,
1985).

pSC101 plazmitinde ve genis konak spektrumu olan plazmitlerin ¢ogunda, ori
bolgesi 17 ile 22 bp uzunlugunda, 3 ila 7 kopyaya sahip iteron siralar igerirler. pSC101
plazmitinde ori bolgesine yakin, RepA proteinini kodlayan repA geni bulunur. Sadece
plazmitin kodladigi, replikasyon igin gerekli olan bu protein iteronlara baglanir ve DNA
sentezini baslatir.

Kopya sayisi kontrolii iki ilave mekanizmayla gosterilir. ilkinde, RepA kendi
promotor bolgesine baglanarak transkripsiyonunu engeller ve sentezini baskilar (Ingmer ve
Cohen, 1993). Eger kopya sayisi yiiksekse RepA’nin sentezi baskilanacaktir. Hiicre
boliinmesinden sonra, kopya sayisi ve RepA’nin konsantrasyonu diisecek ve replikasyon
yeniden baglatilacaktir. RepA proteinindeki mutasyonlar kopya sayisinin artmasina sebep
olabilir. ikinci olarak, RepA iki plazmitin iteron bolgelerine baglanarak bu iki plazmiti
birbirine baglayabilir. Boylece onlar1 replikasyonun baglangicinda engellemis olur.
Handcuffing (kelepceleme) olarak bilinen bu mekanizmaya gore iteron plazmitlerinin
replikasyonu hem RepA proteininin konsantrasyonuna hem de plazmitlerin kendi

konsantrasyonlarina bagli olacaktir (Ingmer ve Cohen, 1993).

1.4.5. Plazmit Uyusmazhg: ve Konak Seciciligi

Plazmitler, ayn1 replikasyon ve paylastirma sistemlerine sahip iseler ayn1 hiicrede
muhafaza edilemezler. Iki farkli plazmitin, segimsel baski olmadig1 durumlarda ayni hiicre
icinde birlikte bulunmamasina plazmit uyusmazlig1 denir. Bu terim sadece, ikinci plazmit
hiicre i¢ine alindiginda ve konak DNA restriksiyon sistemi bulunmadigi durumlarda
kullanilabilir. Karsilikli uyumsuz plazmit gruplari, ayn1 uyumsuzluk gruplarina ait olarak

diistintiliirler. E. coli’de 30’un iizerinde, S. aureus plazmitleri i¢in de 13 tane uyusmazlik
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grubu tespit edilmistir. Plazmitler, ayni replikasyon kontrol mekanizmasina sahip iseler
uyusmazlar. Sasirtict olarak, kopya sayisinin antisens kontrole bagli oldugu plazmitlerin
RNAI/RNAII bolgelerindeki dizilerin degisimiyle, uyusmazlik gruplarin degisimi
miimkiindiir. Buna alternatif olarak ayni1 par bolgesini paylasiyorlarsa plazmitler uyumsuz
olacaklardir (Austin ve Nordstrom, 1990).

Plazmitlerin konak segiciligi, kodladiklar1 replikasyon proteinleri tarafindan
belirlenir. Plazmitler kendi replikasyonlar i¢in gerekli proteinlerin sadece birkagini, cogu
durumda da bu proteinlerin sadece birini kodlarlar. Replikasyon i¢in gerekli diger biitiin
proteinler; DNA polimeraz, DNA ligaz, helikazlar vs. konak hiicre tarafindan saglanir.
Plazmit tarafindan kodlanan bu replikasyon proteinleri replikasyonun gergeklestigi ori
(replikasyon orjini) bolgesine ¢ok yakin yerlesmislerdir. Bu nedenle ori bolgesinin
etrafinda ¢ok kiiclik bir bolge replikasyon icin gereklidir. Plazmitin diger bdlgeleri
¢ikarilabilir ve yabanci diziler plazmite eklenebilir, bu halde dahi replikasyon yine de
olacaktir. Plazmitlerin bu 6zelligi ¢cok yonli klonlama vektorlerinin yapimini fazlasiyla
kolaylagtirmistir (Twyman, 1998).

Bir plazmitin konak segiciligine ori bolgesiyle karar verilir. Plazmit Col E1’den
tiirevlenen plazmitlerin ori bolgeleri konak segiciliginde 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 seciciligine
sahiptirler. Konjugasyonla kolaylikla aktarilabilen RP4 tipi plazmitler Gram negatif (-)
bakterilerin cogunda replike olurlar. Boylesi promiscuous plazmitler DNA molekiiliindeki
genetik bilginin bir¢ok konaga kolayca transfer edilmesine olanak saglarlar. RSF1010 gibi
plazmitler konjugatif degillerdir. Fakat kalici olarak muhafaza edildikleri bircok Gram
negatif (-) ve Gram pozitif (+) bakteriye aktarilabilirler. Ayrica Staphylococcus aureus’tan
izole edilen plazmitlerin ¢ogu genis bir konak spesifikligine sahiptir (Stiffler vd., 1974).

Bunlar pek ¢ok Gram pozitif (+) bakteride replike edilebilirler. Genis konak
seciciligine sahip olan plazmitlerin cogu replikasyon i¢in gerekli olan proteinlerin hepsini
olmasa da g¢ogunu kodlarlar. Bu genleri ekspres edebilirler. Cesitli bakteri aileleri
tarafindan taninabilmeleri i¢in promotorlar1 ve baglanma bolgeleri icermelidirler (Primrose

ve Twyman, 2006).
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1.4.6. Plazmitlerin Biyoteknolojide Kullanimi

1.4.6.1. Vektor Olarak Plazmitler

Mikroorganizmalar arasinda gen klonlamasinda bir¢ok aract molekiillerden (vektor)
yararlanilmaktadir. Bunlarin amaca yonelik ve bilingli olarak secilmesi ve kullanilmasi
gereklidir. 1970’lerin basinda ilk nesil klonlama vektorlerinin tasarlanmasindan beri,
dizayn edilen plazmitlerin sayisi asir1 derecede artmustir (Primrose ve Twyman, 2006).

Ticari olarak bulunan g¢ogu vektdr bakteri tabanli olmasina ragmen, oOkaryotik
vektorler de gelistirilmis ve kullanilmaktadir. Bu tiir vektorler, genellikle, Okaryotik
hiicrelere (memeli, kanath hiicreleri) yabanci genlerin aktarilmasi ve ekspresyonu igin
gelistirilmis vektorlerdir. Bu nedenle de, yabanci genle birlestirilmis olan plazmite,
kuvvetli viral promotor ve regiilator (terminasyon) sekanslar da ilave edilerek COS
hiicrelerine transfekte edilirler. Eger istenirse, Once, yabanci gen tasiyan plazmit bir
bakteriye aktarilarak genin fazlaca iiretimi saglanabilir. Okaryotik hiicreye transfekte
edilen vektordeki genin ekspresyonu saglanir. Plazmitler ticari olarak satin alinabilir ya da
elden temin edilebilirler. Bu ylizden, giinlimiiz arastirmacilari belirli bir ¢alisma i¢in hangi
plazmiti kullanacaklarin1 belirleme hususunda, birka¢ kiiciik kritere dikkat etmek
zorundadirlar. Bunlar: insort boyu, kopya sayisi, plazmit uyusmazhigi, secilebilir marker,
klonlama bdlgeleri ve 6zellesmis vektor fonksiyonlaridir. Bu kriterler yapilan caligmaya
gore degisebilir (Primrose ve Twyman, 2006).

Ideal bir klonlama arac1 asagida verilen ii¢ 6zellige sahip olmalidir.

I. Diisiikk molekiiler agirlikli olmali,
ii. Konak hiicrelerden kolaylikla ayirt edilebilir olmali,
iii. Kolaylikla degerlendirilebilen genlerde tek noktadan kesen restriksiyon
endoniikleazlara sahip olmalidir (Clark, 2010).

Diisiik molekiiler agirhigin avantajlar1 birka¢ tanedir. Bunlardan birincisi; plazmiti
kullanmak ¢ok kolaydir. Ornegin, kirilmalarla olusacak zarara karsi oldukca direnclidir ve
kolaylikla konak hiicreden izole edilebilir. ikinci olarak, diisiik molekiiler agirlikls
plazmitler genellikle konakta coklu kopyalar halinde bulunurlar ve bu sadece onlarin
izolasyon kolaylig1 icin degil biitiin klonlanan genler icin gen dozajina yol agmada

etkilidir. Son olarak, diisiik molekiiler agirliga sahip olmanin verdigi avantaj, konak
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endoniikleazlarindan etkilenme ihtimalinin minimum seviyede olmasidir (Primrose ve
Twyman, 2006).

Kiiclik bir DNA fragmentinin vektor i¢ine sokulmasindan sonra, olusan kimerik
molekiiller uygun bir alici i¢ine transforme edilmelidir. Transformasyon verimliligi ¢ok
diisiik oldugu icin, kimerik molekiillerin kolaylikla degerlendirilebilir fenotiplere sahip
olmasi gereklidir. Genellikle bu fenotipler (antibiyotik direnci, kanamisin direnci vs.)
vektor tlizerinde bulunabildigi gibi, insért DNA iizerinde bulunan genler tarafindan da
iretilebilirler (Clark, 2010).

Klonlamanin ilk basamaklarindan biri vektor DNA’simin kesilmesi ve bu DNA’nin
ayn1 endoniikleaz ile kesilmis ayn1 uclara sahip bir DNA fragmenti ile birlestirilmesidir.
Eger vektorlin endoniikleaz i¢in birden fazla kesim bolgesi varsa birden fazla fragment
iretilecektir. Kesilen iki DNA 6rnegi sonradan karistirildiginda ve tekrar birlestirildiginde,
olugan kimeralar muhtemelen vektoriin bir parcasini tagimiyor olacaktir. Eger
endoniikleazin kestigi bolgeye bir DNA parcasi sokulunca bir gen inaktif oluyorsa ve bu
inaktif olan gen fenotipik olarak degerlendirilebilirse bu ¢ok avantajli olur. Boylece, kendi
lizerine katlanan ya da insért DNA ile birlesen vektorler kolaylikla ayirt edilebilir
(Primrose ve Twyman,2006).

1.4.6.2. Vektorlerin Gen Terapisinde Kullanimi

Gelecekte genetik bozukluklari tedavi etmenin bir yolu gen terapisi olabilir. immiin
Yetmezlik, Kistik Fibrozis ve hatta Hemofili A gibi hastaliklar belli genlerin DNA
dizisinde olusan mutasyonlardan meydana geldigi i¢in, gen terapi denemelerinde hastanin
viicudundaki hiicrelerin i¢cine mutasyonsuz gen kopyalarindan gotiirmek amaciyla virtisler
kullanilmistir. Gen terapisi kullanilarak laboratuvarda ¢ok sayida basarilar elde edilmistir.
Ancak, viral gen terapisinin yaygin kullanilmasi i¢in baz1 6énemli problemlerin ¢6ziilmesi
gerekmektedir. Viriislere gosterilen bagisiklik tepkisi hedef hiicrelere gen ulastirilmasini
engellemekle kalmaz, hasta icin ciddi komplikasyonlara yol acar (Beardsley, 2000).

Baz1 viral vektorler, Ornegin lentiviriisler, konak kromozomlardan birinde
genomlarmi rastgele konumlara sokarlar, bu durum hiicresel genlerin islevlerini bozup
kansere yol agabilir (McDowell, 2003). Adeno-iliskili viriis-temelli vektorler bu bakimdan

¢ok daha giivenilirdirler ¢iinkii insan genomunda hep ayn1 konumda entegre olurlar.
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Viral vektorler ilk olarak molekiiler genetik deneylerinde ¢iplak DNA ile
transfeksiyona alternatif olarak gelistirildiler. Kalsiyum fosfat ¢okelmesi gibi geleneksel
yontemlere kiyasla, transdiiksiyon, hiicre yasayabilirligini (viabilitesini) etkilemeden
hiicrelerin neredeyse tamaminin enfekte olmasini miimkiin kilar (Warnock vd., 2011).

Buna ilaveten, bazi viriisler hiicre genomuna entegre olup kararli gen ifadesini
saglarlar. Ancak, viral bir vektoriin ingasi ¢ok daha yogun ve emek isteyen bir siire¢ oldugu
i¢in ¢ogu uygulamada transfeksiyon hala tercih edilmektedir.

Genelde belli bir proteinin islevini ¢alismak igin, protein kodlayan genler viral
vektorler kullanilarak ifade edilebilirler. Belirteg (marker) genleri (yesil floresan protein
gibi) kararli sekilde ifade eden viral vektorler, 6zellikle retroviriisler, hiicreleri kalici
sekilde isaretlemek i¢in kullanilir. Bu sekilde isaretlenmis hiicreler kullanilarak, in vitro’da
enfekte edilmis hiicrelerin bir konak hayvana transfer edildigi ksenotransplantasyon
deneylerinde hiicreler ve onlarin yavrularini takip etmek miimkiin olur (Hoeben vd., 2013).

Gen insersiyonu, gen nakavtindan daha ucuzdur. Ama gen susturmasi bazen non-
spesifiktir ve baska genler lizerinde hedef disi etkiler gdsterebilir, bu yiizden daha az
giivenilir sonuglar verir. Hayvan konak vektorleri de bazen Onemli rol oynarlar.
Retrovirtisler gen terapisi uygulamalarinin ana konularindan biridir. Moloney miirin 16semi
virlisi gibi rekombinant retroviriisler, konak genomun ig¢ine stabil sekilde entegre
olabilirler. Tasidiklar1 ters transkriptaz, bu viriislerin konak genom ile biitiinlesmesini
saglar (Warnock vd., 2011).

Retroviral vektdrler ikilesim-yeterli veya ikilesim-kusurlu olabilirler. Ikilesim
kusurlu vektorler deneysel calismalar i¢in en yaygin secenektir ¢linkii viral ikilesme ve
paketleme icin gerekli genler ¢ikarilmis veya baska genlerle degistirilmistir. Bu viriisler
hedef hiicrelerini enfekte edebilir ve tasidiklari yiikii teslim edebilirler ama hiicrenin
parcalanmasi ve Oliimii ile sonuglanacak tipik litik bir yolak takip etmekten acizdirler
(Warnock vd., 2011).

Benzer sekilde, replikasyon-yetkin viral vektorler virion sentezi icin gerekli tiim
genlere sahiptirler ve enfeksiyon baslayinca kendilerini ¢ogaltmaya devam edebilirler. Bu
vektorlerdeki viral genomlar ¢ok daha uzun oldugu i¢in, hiicre i¢ine ulastirilmak istenen
DNA ensersiyonunun uzunlugu replikasyon kusurlu viral vektorlerdekine kiyasla sinirlidir.
Viral vektore bagli olarak, maksimum DNA parca uzunlugu genelde 8-10 kb kadardir
(Coffin vd., 1997). Bu durum ¢ogu genomik dizinin kullanimin1 kisitlasa da, cCDNA dizileri
rahatlikla sigar (Christopher vd.,2013).
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https://tr.wikipedia.org/wiki/Komplementer_DNA
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Moloney retroviriis gibi retroviriislerin baslica sakincasi, transdiiksiyon olabilmesi
icin hiicrelerin aktif olarak boliiniiyor olma gereksinimidir. Bunun sonucu olarak, néron
gibi hiicreler retroviriis enfeksiyonu ve transdiiksiyonuna c¢ok direnglidir. Ayrica,
ensersiyon mutagenezi bir endise konusudur, ¢linkii konak genomunun i¢ine entegrasyon
kansere yol agabilir (Liu vd., 2000).

1.4.7. Thermus Cinsi Plazmitler

Thermus cinsine ait bakterilerden izole edilen plazmitler genelde, herhangi bir
fenotipik 6zellik gostermeyen kriptik plazmitler olarak karsimiza ¢ikmaktadirlar
(Kobayashi vd., 2005). Kriptik plazmitler genelde diisiik molekiiler agirlikli olup, bu
6zelligin bircok avantaji bulunmaktadir. Kirilmalarla olusacak zarara kars1 oldukg¢a direngli
olmalari, genellikle konakta c¢oklu kopyalar halinde bulunmalari, konak
endoniikleazlarindan etkilenme ihtimalinin minimum seviyede olmasi bu avantajlardan
sadece birka¢ tanesidir (Primrose ve Twyman, 2006). Bu avantajlar géz Oniinde
bulunduruldugunda kriptik plazmitlerin, klonlama ve ekspresyon vektorii olarak dizayn
edilip kullanilmas1 molekiiler ¢alismalar acisindan olduk¢a énemlidir.

Cogu Thermus izolati konagina herhangi bir avantaj saglamayan bir ya da daha fazla
plazmit barindirir. Bu gibi plazmitlerden elde edilen DNA fragmentleri termofilik
bakteriler i¢in klonlama vektorleri olarak gelistirilebilirler (Vasquez vd.,1984; Koyama
vd., 1990; Wayne ve Xu, 1997). Fakat yapilan bircok calismada Thermus cinsine ait
plazmitlerin fonksiyonlari1 tam olarak belirlenememistir (Takayama vd., 2004). Bu da
yapilan ¢alismalarin yetersiz oldugunu ifade etmektedir.

Literatiirde Thermus cinsinden izole edilen iki plazmitin replikasyon bdlgelerinin
belirlendigi ve bu bolgeler kullanilarak E.coli-Thermus shuttle vektorleri dizayn edildigi
belirtilmistir (Lasa vd.,1992). Su ana kadar literatiirde, Thermus tiirlerinde tanimlanan
plazmit sayis1 19°dur (Takayama vd., 2004; Kobayashi vd., 2005; Ruan vd., 2007; Cava
vd., 2009; Ohtani vd., 2012).

Tanimlanan bu 19 plazmitin 11’1 genom ¢aligmalarindan elde edilmis ve fonksiyonel
analizleri yapilmamistir. Sadece sekans bilgileri mevcuttur. Thermus sp. YS45
bakterisinden elde edilen pTCCBO09 plazmitinin ise sekans bilgisi olmayip sadece
restriksiyon-modifikasyon sisteminde etkili oldugu belirlenebilmistir. Genel olarak

bakildiginda Thermus cinsi bakterilerden tanimlanan plazmitlerin ¢ogu biiylik genomlu


https://tr.wikipedia.org/wiki/Transd%C3%BCksiyon_%28genetik%29
https://tr.wikipedia.org/wiki/N%C3%B6ron
https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Ensersiyon_mutagenezi&action=edit&redlink=1
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plazmitler olup, fonksiyonel analizleri olduk¢a zahmetli ve zordur. Ayrica literatiirde bu
alanda cok bilgi olmamasi yapilacak calismalari da zorlagtirmistir. Geriye kalan 8
plazmitten biri olan Thermus sp. TK10’dan elde edilen pNHK 101 plazmitinin ise sekans
bilgisi elde edilmemis sadece kodladigr 3 ORF hakkinda bilgi verilmistir (Kobayashi vd.,
2005). Bunlarin da fonksiyonel testleri yapilmamistir. Bu bilgiler dikkate alindiginda
Thermus cinsi bakterilerde tanimlanan sadece 5 plazmit bulunmaktadir. Bu plazmitler;
Thermus aquaticus’dan tanimlanan pTA103 plazmiti, Thermus thermophilus HB8’den elde
edilen pTT8 ve pVV8 plazmitleri ve Thermus sp. 4C’den elde edilen pS4C ve pLAC
plazmitleridir (Ruan ve Xu, 2007; Ohtani vd., 2012). Bu ii¢ bakteriden elde edilen
plazmitler hakkinda detayli ¢alismalar yapilmistir.

Thermus aquaticus’dan tanimlanan pTA103 plazmitinin RC tip replikasyona sahip
oldugu, Thermus thermophilus HB8’den elde edilen pTT8 plazmitinin Teta moduna sahip
oldugu literatiirde belirtilmistir. Diger iki plazmitin replikasyon modu hakkinda herhangi
bir ¢alisma yapilmamustir. Yine Thermus sp. 4C bakterisinden DNA tamir mekanizmasinda
ve replikasyonda gorev alan pS4C ve pL4C plazmitleri izole edilmistir. Plazmitlerin
bakterilerden eliminasyonuyla, bakteri biiyiime sicakliginda azalmanin meydan geldigi,
yiiksek sicakligin bakterilere zarar verdigi goriilmiistiir. Plazmit genomunda tespit edilen
muhtemel ORF’ler ile yapilan BLAST arastirmalar1 sonucunda DNA tamir
mekanizmasinda ve bakteri replikasyonunda gorev alan enzimlere yiiksek oranda benzerlik
gosteren genler bulunmustur (Ruan ve Xu, 2007). Bu plazmitler kullanilarak Thermus cinsi
icin konak vektor sistemleri olusturulmasi ve bircok bakteriye yiiksek sicakliklarda
bliyliyebilme yeteneginin kazandirilmasi onerilmistir (Ruan ve Xu, 2007). Bu plazmitler
arasindaki uyusmazlik gruplarina bakildiginda ise detayli bir calisma yapilmamis olup,
pS4C ve pL4C plazmitlerinin ayni hiicrede replike olabildigi ve boylece farkli uyusmazlik
gruplarinda oldugu (Ruan ve Xu, 2007), pTT8 ve pVVS8 plazmitlerinin de farkl
uyusmazlik gruplarinda bulundugu ve ayni hiicrede replike olabildigi sonuglari
goriilmiistiir (Takayama vd., 2004). Thermus cinsinden izole edilen plazmitlerin bu ve
buna benzer genler icermeleri ve boylece Ruan ve Xu’nun 6nerdigi ¢aligmalarin yapilmasi
kuvvetle muhtemeldir.

Bu ¢alisma kapsaminda Thermus scotoductus K6 susundan izole edilen ve pHIG22
olarak adlandirilan; 2222 bp biiytikliikte, % 62,78 GC igerigine sahip, kriptik, kiiclik ve
cok kopyali bir plazmitin karakterizasyonu yapildi. Biyoinformatik araglar kullanilarak

analiz edilen pHIG22 genomunun muhtemel ORF bolgeleri, palindrom ve iteron dizileri,
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olas1 promotor bdolgeleri ve diizenleyici bolgeleri belirlendi. Plazmit tarafindan kodlanan
transkriptler belirlendi ve bu transkriptlerin UTR analizleri yapildi, proteine doniisiip
dontismedigi tespit edildi. Belirlenen transkriptlerin diizenleyici bdlgeleri incelenerek,
promotor Ozellikte olup olmadigr arastirildi. Olusturulan hibrit vektorler aracigiyla
pHIG22’nin minimal replikonu belirlendi ve E. coli’de replikasyonu arastirildi. Yapilan
Transmisyon Elektron Mikroskobi (TEM) caligsmalar1 ile pHIG22 nin replikasyon orijini
ve replikasyon modu belirlendi. QPCR teknigi ile pHIG22 plazmitinin Thermus
scotoductus K6 hiicresindeki kopya sayist hesaplandi. Farkli plazmitlerin minimal
replikonlari, ¢oklu klonlama bdlgeleri (MCS), direng kasetleri, ekspresyon icin gerekli
diizenleyici bolgeler vb. diziler kullanilarak yapilan genetik modifikasyonlar ile Thermus-
E. coli shuttle vektorleri olusturuldu. Olusturulan bu yeni shuttle vektérler hem Thermus-E.
coli suslar1 i¢in klonlama vektorii hem de Thermus cinsi i¢in ekspresyon plazmiti olacak

sekilde tasarlandi.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal

2.1.1. Kullanilan Kimyasallar, Enzimler ve Kitler

Tripton (Merck), Yeast ekstrakt (Merck), Polipepton (Merck), NaCl, (Merck), Fe Ili
Citrate (Merck), MgS0,.7H,O (Sigma), CaSO, (Merck), H,SO4 (Merck), MnSQO4.H,0
(Merck), ZnS0O,4.7H,0 (Sigma-Aldrich), KNO3 (Sigma-Aldrich), NaNO3 (Merck), H;BO3
(Merck), CuS04.5H,0 (Sigma-Aldrich), Na,M00,4.2H,0 (Merck), CoCl,.6H,O (Merck),
Etil alkol (Applichem), IPTG (Applichem), Amfisilin (Applichem), Kanamisin
(AppliChem), EDTA (Merck), dNTP seti (Promega), (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;HPO,4 (Merck), KH,PO, (Merck),
Trizma Baz (Sigma-Aldrich), Nutrient Agar (Merck), SDS (GERBU), Glisin (GERBU),
Akrilamid (Sigma-Aldrich), Bis-akrilamid (Promega), Bromo Fenol Mavisi (Gerbu),
Etidyum Bromiir (Sigma-Aldrich), Agaroz (Sigma), TEMED (Janssen Chimica), anti-poly
Histidine antikoru (Sigma-Aldrich), B-merkaptoetanol (Merck), Lizozim (Merck), Protein
Ladder (Promega), Metanol (Sigma), Fenol (Sigma-Aldrich), NaOH (JTBaker), Asetik asit
(Riedel-dan Haen), Gliserol (Merck), Ammonium acetate (Sigma-Aldrich), Cytochrome C
(Sigma-Aldrich), Uranyl Acetate Dihydrate (Merck), Formvar/Carbon Coated-Copper 200
mesh (Polyscience, Inc.), Lead (Il) citrate tribasic trihydrate (Sigma-Aldrich), Acridine
Orange (Sigma-Aldrich), Anti-Mouse 1gG (whole molecule)-Alkaline Phosphatase
antibody (Sigma-Aldrich), Nitroblue tetrazolium, BCIP (bromochloroindolyl fosfat)
(NBT/BCIP stock solution, Roche) kimyasallar1 kullanilmistir.

BamHI (Fermentas), Sacl (Fermentas), Bcll (NEB), Hindlll (Promega), EcoRI
(Promega), Notl (Thermo Scientific), Smal (GmbH), Pstl (Fermentas), Kpnl (Sigma), Ncol
(Fermentas), Ndel (NEB), Bglll (Promega), Sau3A (Thermo Scientific), Clal (Promega),
Dpnl (Thermo Scientific), restriksiyon endoniikleaz enzimleri kullanilmistir.

T4 DNA Ligaz (Promega), T4 RNA ligase (NEB), Tag DNA polimeraz (Promega),
Terminal Transferase (NEB), Genomik DNA Izolasyon Kiti (Promega), DNA Saflastirma
Kiti (Fermentas), Plazmit DNA izolasyon kiti (Fermentas), 5'/3' RACE Kit 2nd Generation
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24

(Roche), Long PCR Enzyme Mix (Thermo Scientific), LightCycler DNA Master SYBR
Green | (Roche), Thermotools Cloning Kit (Biotools), RNeasy Mini Kit (Qiagen),
TALON®Metal Affinity Resin (Takara) belirtilen firmalardan temin edilmistir.

2.1.2. Kullanilan Mikroorganizmalar

Tablo 2. Calismada kullanilan mikroorganizmalar ve 6zellikleri

Ad1 Ozellikleri Kaynak
01 F’ traD36 proA'B™

E. coli IM101 lacl%A(lacZ)M15/ A(lac-proAB) ginV  Laboratuvar Stoku
thi*
fhuA2 A(argF-lacZ)U169 phoA

E. coli DH5a ginV44 &80 A(lacZ)M15 gyrA96 Laboratuvar Stoku

recAl relAl endAl thi-1 hsdR17

F’, ompT, hsdSg, (rB" mB"), gal, dcm
(DE3), pLysS (Cam®)

E. coli BL21 (D3) LysS Laboratuvar Stoku

Thermus thermophilus Dr. Akira Nakamura,

proC4 University of
TH104 (pTT8) Tsukuba, Japan.
Thermus thermophilus nar Biotools B&M Labs
HB27 S.A.
Thermus sp. M5 Dogal izolat Laboratuvar Stoku
Thermus scotoductus K6 Dogal izolat Laboratuvar Stoku

2.1.3. Kullanilan Vektorler
2.1.3.1 pGEM®-T Easy Vektorii

pGEM®-T Easy (Promega Inc.) PCR irilinlerinin klonlanmasi igin uygun bir
sistemdir. Yiiksek kopya sayisina sahip vektér T7 ve SP6 RNA polimeraz promotorlarini
igerir. [B-galaktosidaz enziminin o-peptit kodlama bolgesi igerisine yerlestirilmis bir
MCS’ye (Coklu Klonlama Bdélgesi) sahiptir (Sekil 2). pGEM®-T Easy vektérii, PCR

tirtinlerinin klonlanmasinda ve klonlama stratejilerinde kullanildu.
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Xmnl 2009 i
T7
Scal 1890 Nael 2707 / x| 142"
\ Aatll | 20
f1 ori Sphl 26
BstZl | 31
Ncol 37
Amp’ EIS'[IZI 3%
. ot
PGEM®-T Easy lacZ Sacll | 49
Vector T b EcoRl | 52
(3015bp)

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

T sps

Sekil 2. pGEM®-T Easy vektdriiniin sematik goriiniimii
2.1.3.2. pUC18 Vektorii
pUCI18 klonlama vektorii restriksiyon endoniikleazlarla kesim yapilan DNA

pargalarinin klonlanmasi igin uygun bir sistemdir (Sambrook vd., 1989). pUC18 klonlama

vektord PCR iriinlerinin klonlanmasinda ve hibrit vektorlerin tasarlanmasinda kullanildi.

Eco01091 2674 Pfol 46 BstAPl 179
Aatll 2617

Eco311 1766.
Eam1105] 1694,

BseYl 1110
\Cail 1217
Hincll cfr9l Eci13611
Psd Sall Eco88| Aot Eco241 EcoRl
M13/pUC sequencing primer (-20), 17-mer 39|9H,,,m,, Pael Sdal—Bvel enil Xbal BamM!l Smal Kenl Saci Xapl4l55

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 &'
TTA GTA CCA GTA TCG ACA AAG GAC &'
lle Met Thr Met

i
M13/pUC reverse sequencing primer (26}, 17-mer

Sekil 3. pUC18 vektoriiniin haritasi
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2.1.3.3. pET28a+ Vektorii

pET28a+ vektori (Novagen Inc.) N-terminal bolgesinde
HiseTag®/thrombin/T7*Tag"® ve C-terminal bolgesinde de opsiyonel HissTag dizisi tasir.
Harita tizerinde tek kesim bolgeleri gosterilen vektor (Sekil 4), pHIG22 (Ek-1 ve Ek-2)

plazmiti ile hibrit vektorlerin tasarlanmasinda ve klonlama stratejilerinde kullanildi.

Xho I{158)
Not Ij168)
Eag 1{166)
Hind 1ll{173)
Sal I{179)
Sac I{190)
EcoR l{132)
BamH lj138)
Bpu1102 lig0) | Nhe {231}
| " nde 1233
Dira 115127}, [ Nco l{296)
A ! xba (328)
R Bal 11{401)
/-f”La,QD3-535EJ (442)
e _ Sph I(588)
)
Pwu li4426) / é\h\
Sgf I[4428) -y / N _
Sma 14300, ."I;."/é';’} \\\
iy
Sma [(+300) 1/ ,.-f § W Miu i)
I-" Il e % ".II".II,Q Bel 1[1137)
Cla la117) | | & =\l
Nru l4023) J =1 | | |BstE litaos)
€
: ET-28a(+ L |"-Apa 11324}
|
\ (53690p) r%n Il
I". ~ lll' "I.'IBssH 1{1534)
EeoST (3772) 4 | ['EcoR V(1573
Y\ / /“Hpa Ij1828)
AlwN |{3840)
)
D
fiibe?
BssS 1{3397) G} Psha 1[1083)
BspLU11 |[322;i_}\ < Bl li217)
Sap lj3108) 1 "% “Fsp (2205}
e \ Psps Il2220)

Tih111 l2089) /

Sekil 4. pET28a+ vektoriiniin haritasi

2.1.3.4. pMKI18 Vektorii

pMK18 plazmiti (Biotools Inc.), Thermus thermophilus genomundan alinan spesifik
dizileri igeren pUC-tabanli bir plazmittir. Plazmitin tasidigit HTK (higly thermostable
kanamycine cassette) geni shuttle promotora sahip olup, hem E.coli hiicrelerinde hem de T.
thermophilus HB27 hiicrelerinde aktiftir (Sekil 5). pMK18 plazmiti, shuttle bir vektor olup
hem E.coli hem de Thermus suslarinda replike olabilecek o6zellikleri tasimaktadir.

Plazmitin sahip oldugu HTK kaseti pHIG22 karakterizasyonunda bir¢ok asamada
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kullanildi. pHIG22 ile hibrit plazmitlerin olusturulmasinda pMK18 plazmitinden

yararlanildi.

EcoRI(85)
Kpni(101)
,BamHI(1 086)

Xbal(112)
Sali(118)
%PSHU 28)

HindI11{1386)

Plac

Riaeze | /Bglll(524)

Kat
— Ndel(1124)
pMK18 PslpA
5037 bp %
~“BamH1I(1323)
repA
A/|
BamHI(2443)

Sekil 5. pMK18 vektoriiniin haritasi

2.1.3.5. pMKE2 Vektorii

PMKE2 plazmiti (Biotools Inc.) E.coli-Thermus suslarinda replike olabilen shuttle
bir vektordiir. HTK (Higly thermostable kanamycine cassette) kaseti, MCS bolgesi ve Ppg
promotor bdlgesi icerir (Sekil 6). Ppar promotoru MCS bolgesinden klonlanan genlerin
Thermus thermophilus’da ekspres edilmesini saglamaktadir. pHIG22 tabanli ekspresyon

plazmitinin olusturulmasinda kullanildu.
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Mrel (951)

N\ - BarmHI (1274)

“BamHI (2294)

e
o
“
o
E
&
g

Y/}/-{{‘ /...../""

(4718) Notl W)

(4711) HIiNdIII —=

(4692) EcoRI /|
(4628) BamHI

(4649) Ndel | |

(4589) Ncol |

(4471) BamHI

(3871) KpnI
(3858) BamHI -
(3852) Xbal Sphl (3597)

Sekil 6. pMKE2 vektoriiniin haritasi
2.1.4. Kullanilan Besiyerleri

2.1.4.1. Luria Bertani (LB) Sivi-Agar Besiyeri

Bilesen adi Miktar

Tripton 10 ¢
Yeast ekstrakt 5 ¢
NaCl 5 g
ddH,0 1000 mL

Yukarida belirtilen oranlarda hazirlanan igerikler karistirildiktan sonra pH degeri
7,0’a ayarlanir ve besiyeri 121 °C’de 15 dk. siire ile sterilize edilir. Besiyerine istendiginde
% 1,2 agar ilavesi ile LB agar yapilir (Luria S., 1984).

Gerekli oldugunda sivi ve kati besiyerlerine asagida belirtilen konsantrasyonlarda
uygun antibiyotikler ilave edildi. pUC18, pET28a+, pMK18 ve pMKE2 plazmitlerini
barindiran E.coli JIM101, BL21 ve DHS5a hiicreleri i¢in; amfisilin 50 pg/mL ve kanamisin
50 pg/mL olacak sekilde kullanildi.
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2.1.4.2. TM (Thermus Medium) Sivi-Agar Besiyeri

Bilesen Adi
Polipepton
Yeast Ekstrakt
NaCl
*Castenholz sol.
ddH,0

*Castenholz sol.

Nitrilotriasetik asit
CaS04.2H,0
MgS0O,4.7H,0
NaCl

KNO;

NaNO3

Na;HPO,4

FeCl3 (0.01 M)
**Nitch sol.

ddH,0

**Nitch sol.
H,SO,4
MnS0O,.7H,0
ZnS0,4.7H,0
CuSOq

H3BO,4
Na,Mo00O,4.2H,0
CoCl,.6H,0
ddH,0

Miktar
4 9
2 g
19
100 mL
1 L’ye tamamlanir (pH 7,5).

1
0,6
1
0,08
1,03
6,89
1,11
1 mL
10 mL

Q O © o o «a «

1 L’ye tamamlanir (pH 8,2)

0,5mL
22 ¢
05 ¢
0,016 ¢
05 ¢
0,025 g
0,046 g
1

L’ye tamamlanur.

Yukarida belirtilen oranlarda hazirlanan igerikler karistirildiktan sonra 121 °C’de 15

dk. siire ile sterilize edilir. Besiyerine istendiginde % 2-2,5 agar ilavesi ile TM agar yapilir.
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Gerekli oldugunda sivi ve katit besiyerlerine asagida belirtilen konsantrasyonlarda
uygun antibiyotikler ilave edildi. Thermus thermophilus HB27 i¢in; amfisilin 30 ug/mL,
kanamisin 30-50 pg/mL olacak sekilde kullanildi. Hibrit vektorleri tasiyan Thermus
thermophilus TH104 (pTT8), Thermus sp. M5 ve Thermus scotoductus K6 i¢in; amfisilin
50 pg/mL ve kanamisin 50-60 pg/mL olacak sekilde kullanildu.

2.1.4.3. Modifiye Edilmis TM Besiyeri

Bilesen Adi Miktar
Polypeptone 4 g
Yeast extract 2 g
Tryptone 2 g
NaCl 1 9
Nisasta (Once bir miktar ddH,0’da ¢dziiliir) 2 9
CaSO, - 2H,0 0,12 g
MgSO, = 7TH,0 01 ¢
Na;HPO, 013 ¢
KNO; 0,103 g
NaNO3 0,689 g
Fe 1l Sitrat (0,1 M) 200 pl
Iz Element 10 mL
ddH0 1 L’ye tamamlanir (pH 7,5)
Iz Element Soliisyonu:

H,SO, 0,50 mL
MnSQO, - H,0 228 ¢
ZnSO4 = 7 H0 050 g
H3BOs; 050 ¢
CuSO4 = 5H,0 0,025 ¢
Na;MoQ, = 2 H,0 0,025 g
CoCl2 - 6 H,O 0,045 g
ddH,0 1 L’ye tamamlanur.
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Yukarida belirtilen oranlarda hazirlanan igerikler karistirildiktan sonra 121 °C’de 15
dk. siire ile sterilize edilir. Besiyerine istendiginde % 2-2,5 agar ilavesi ile TM agar yapilir.

Gerekli oldugunda sivi ve kati besiyerlerine asagida belirtilen konsantrasyonlarda
uygun antibiyotikler ilave edildi. Thermus thermophilus HB27 i¢in; amfisilin 30 ug/mL,
kanamisin 30-50 pg/mL olacak sekilde kullanildi. Thermus thermophilus TH104 (pTT8),
Thermus sp. M5 ve Thermus scotoductus K6 igin, amfisilin 50 pg/mL ve kanamisin 50-60
ug/mL olacak sekilde kullanildi. Termofilik transformasyon metodu igin kullanilacak

besiyerine ilave olarak 0,35 mM Ca?* ve 0,4 mM Mg®* eklendi.

2.1.5. Kullanilan Biyoinformatik Araclar

Plasmapper (Dong vd., 2004), OriFinder (Gao ve Zhang, 2008), Gentle V 1.9.4
(University of Cologne), BioEdit V 7.0.9.0 (Hall, 1999), FastPCR 6.1.53. beta 3 (Kalendar
vd, 2009), BPROM (Softberry, URL-2), Promotor Predictor (URL-3, 2015), Neural
Network Promoter Prediction (Reese vd., 2001), MOTIF (GenomeNet, Institute for
Chemical Research, Kyoto University, Japan) (URL-4), MCAST (URL-5), Gene Finding
Programs (URL-6), Online Analysis Tools (URL-7), Repeats, Secondary Structure &
Melting Temperature Tools (URL-8), Radar (NCBI) (URL-9), TMpred ve TMHMM
programlart (URL-10), BLAST (NCBI) (URL-11) Lasergene 9.1 (DNAstar Inc.),
SnapGene Viewer Version 2.2.2 (Biotech LLC) yazilimlar1 ve aracglari; primer dizayni,
sekans sonuclarinin incelenmesi, vektor tasarlanmasi, sekil c¢izimleri ve Thermus
scotoductus K6 bakterisinden izole edilen pHIG22 plazmitinin detayli biyoinformatik

analizinde kullanildi.

2.2. Metot
2.2.1. Biyoinformatik Analizler

Lasergene 9.1. (DNAstar Inc.) yazilimi satin alinarak pHIG22 plazmit dizini
tizerinde biyoinformatik analizler yapildi, plazmitlerde replikasyondan sorumlu diziler olan
palindrom ve iteron dizileri saptandi. Hibrit plazmitlerin tasarlanmasinda ve transkriptlerin

belirlenmesinde bu diizenleyici bolgelerden yararlanildi.



32

OriFinder (Gao ve Zhang, 2008) programi ile pHIG22 genomundaki muhtemel ORF
bolgeleri belirlendi ve yapilan deneysel calismalar bu diziler tizerinden tasarlandi.

Neural Network Promoter Prediction (Reese vd., 2001), BPROM (Softberry, URL-2)
ve Promotor Predictor (URL-3, 2014) programlar1 ile pHIG22 tarafindan kodlanan
transkriptlerin promotor bdlgeleri analiz edildi.

MOTIF (GenomeNet, Institute for Chemical Research, Kyoto University, Japan)
(URL-4) ve Online Analysis Tools (URL-7) araglar1 kullanilarak pHIG22 genomundaki
muhtemel repA baglanma bolgeleri ve replikasyon protein motifleri tarandi.

Tiim caligmalarda kullanilan primerler FastPCR 6.1.53. beta 3 (Kalendar vd, 2009)
ve SnapGene Viewer Version 2.2.2. (Biotech LLC) programlar1 kullanilarak dizayn edildi

ve ¢izilen haritalar ilizerinde gosterildi.

2.2.2. pHIG22’nin Minimal Replikonunun Belirlenmesi

2.2.2.1. pHIG22 Parcalarimin HTK Kaseti ile Birlestirilmesi ve Thermus
thermophilus HB27’ye Transformasyon Calismalari

pHIG22 plazmiti kriptik bir plazmit oldugundan, herhangi bir direng geni
tasimamaktadir ve herhangi bir bakteriye transformasyonu sonucu seg¢ilimi miimkiin
olamamaktadir. Bu yiizden pHIG22 plazmitinin bir direng¢ geni ile birlestirilmesi ve
seciliminin bu direng geni ile yapilmas1 gerekmektedir. Yapilan bu c¢alisma ile pHIG22
plazmitinin farkli bolgelerinden HTK kaseti (Thermus cinsinde aktif olan, yiiksek
sicakliklara direngli kanamisin niikleotidil transferaz enzimini kodlamaktadir) ile
birlestirilmesi sonucu replikasyonunun incelenmesi hedeflendi.

Biyoinformatik analiz sonucglar1 dikkate alinarak, pHIG22 plazmitinin farkl
bolgelerinden dizayn edilen 5 ¢ift spesifik primer (Tablo 3, Sekil 7) kullanilarak PCR ile
plazmitin tamami veya hemen hemen tamami g¢ogaltildi (pHIG22 plazmitinin 5 farkli
bolgeden PCR ile ¢ogaltilmasinin amaci, olasi replikasyon orijinini ya da RepA proteinini

igeren bolgeleri tespit edebilmektir). PCR protokolii Tablo 4’te verilmektedir.
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Tablo 3. Her bir pHIG22 fragmentinin ¢ogaltilmasinda kullanilan primerler ve 6zellikleri

. Cogaltilan
HIG22 Primer . s o . Olusturulan
lp’arg:alarl Ads Primer Siras1 (5°- 3’) Hedef Bolge Plazsmi tin Adi
(bp)
HGT-1F CCggAATTCAQCQTCCTCgggT
TAg
1. Bolge 2210 bp pHIG-1
HGT-1R CCggAATTCggATACACCAgg
AggTg
HGT-2F CCggAATTCgTgAACTTAQgT
AgCcag
2. Bolge 2199 bp pHIG-2
HGT-2R CCggAATTCACTggTTAgCAgg
AAgC
) CCggAATTCCAAggTCCCCAA
HGT-3F TCCTAg
3. Bolge 2190 bp pHIG-3
HGT-3R CCggAATTCATAgAAGAAQCY
TggCAAC
ggAATTCCCCGAAAAGGGCA
HGOA4F AGTGC
4. Bolge 2207 bp pHIG-4
HGO4R 0gAATTCTTATggCgTggCgggT
ggAATTCCggATCCgACTTCC
PHG3FW T aggaACCTC
5. Bolge 2012 bp pHIG-5
oHGIRW 0gAATTCCggATCCgCTgggTT

AggTgTTgTg
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BamHI - SausAl (2)

HGT-1R (127 .. 154)
%-‘ _HGT-1F (167 .. 182)

_Nhel (374 Q

W PHG-1R (357 ., 403)

(1664 .. 1681) HGT-3F —|
1

{1613 .. 1631) HGT-3R —|
! I pHG-3F (614 .. 621)

(1405 .. 1515) HGO-4F "W
(1466 .. 1482) HGO-4R \

%

(1273) Sau3al -/ Q:[ =

(1254) Mool )
{1180 .. 1197} HET-2F HGT-2R (1140 .. 1156)

Sekil 7. pHIG22 fragmentlerinin amplifiye edilmesinde kullanilan primerlerin pHIG22
iizerinde eslestigi bolgeleri gosteren plazmit haritasi. Primer isimlerinin
yanindaki rakamlar, primerlerin baglandigi (baslangic ve bitis) baz
numaralarini géstermektedir

Tablo 4. 5 farkli pHIG22 parcasinin ¢ogaltilmasinda kullanilan PCR
programi

Dongii Sicaklik (°C) Zaman

1X 94 °C 2 dk.
94 °C 15 saniye
36 X 62 °C 30 saniye
72 °C 140 saniye

1X 72 °C 7 dk.

4°C 00
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Cogaltilan fragmentlerin, pMK18 plazmitinden spesifik primerler kullanilarak PCR
ile ¢ogaltilan HTK kaseti ile dogrudan birlestirilmesi ve Thermus thermophilus HB27
susuna transform edilmesi sonucu replike olabilen bélgesinin belirlenmesi amaglandi.

Yapilan caligmanin sematizesi Sekil 8’de gosterilmektedir.

BHIG:1 pHIG2 PHIG3 \
AT ) EcoRI
- PCR @ pHIGr5
22 wobe ]
.
S

=
o]
=
n
P 4
| 9
)
EcoRI
N\
X
Kanamisin R
* Direng Geni EcoRI

Transformasyon

Sekil 8. HTK fragmenti ile farkli bolgelerden ¢ogaltilmis pHIG22 fragmentlerinin nasil
birlestirildigini gosteren resim. Her bir pHIG22 PCR fragmenti, pHIG22
plazmitinin hemen hemen tamamini temsil etmektedir

HTK kaseti igeren pMK 18 plazmiti, shuttle vektor olup hem E.coli hem de Thermus
thermophilus HB27 kiiltirlerinde replike olabilmektedir. pMKI18 plazmiti “highly
thermostable kanamycin (HTK) geni” i¢ermektedir. HTK geni de shuttle promotora sahip
olup, hem E.coli hiicrelerinde hem de Thermus thermophilus HB27 hiicrelerinde aktiftir.
Bu c¢alismada kullanilan Thermus cinsi bakterilerin optimum biiyiime sicakligi 65-70
°C’dir. Bu sicaklikta normal kanamisin niikleotidil transferaz veya bir baska antibiyotik
diren¢ enzimi etkili degildir. HTK ise daha yiiksek sicakliklara direngli kanamisin
niikleotidil transferaz enzimi kodlamaktadir. Bu yiizden, pHIG22 nin karakterizasyonu
calismalarinda HTK enziminden yararlanildi, c¢linkii normal kanamisin genlerinin
(Neomycin phosphotransferase Il [NPT II/Neo) iirettigi kanamisin enzimleri, Thermus

cinsi bakterilerin optimum kiiltiir sartlarinda aktif degildir.
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pHIG22 iizerindeki 5 farkli bolge i¢in dizayn edilen primerler (5’ uglarina EcoRI
kesim bolgesi ekli) kullanilarak PCR ile ¢ogaltilan 5 farkli pHIG22 fragmentine ve HTK
kasetine ECORI (Thermo Scientific) restriksiyon endoniiklazi ile firmanin 6ngordiigii sartlar
altinda kesim reaksiyonu yapildi.

EcoRI endoniikleaz1 ile kesim sonucu elde edilen ayn1 yapiskan uglara sahip 5 farkli
pHIG22 fragmentinin HTK kaseti ile birlestirilmesi i¢in asagidaki ligasyon reaksiyonu
gergeklestirildi.

Tablo 5. pHIG22 pargalari ve HTK i¢in ligasyon reaksiyonu

Icerik Hacim
10X T4 Ligasyon tamponu 1 ul
HTK kaseti (50 ng/ul) 1 ul
pHIG22 pargalari (40 ng/ul) 3ul
T4 DNA ligaz (10 U/ ul) 1 ul
ddH,0O 4 ul
Toplam 10 pl

Ligasyon iiriinlerinin 16 °C’de bir gece inkiibasyonu gerceklestirildi. Ligasyon
sonrast plazmitler, termofilik transformasyon teknigi ile Thermus thermophilus HB27

susuna transform edildi (Koyama vd., 1986).

2.2.2.1.1. Thermus thermophilus HB27’ye Transformasyon

Thermus thermophilus HB27 bakterisinden modifiye TM besiyerine gecelik kiiltiir
icin ekim yapild1 (kiiltiir, yaklagik 7-10 mL besiyeri iceren 50 mL’lik erlene atilmalidir) ve
70 °C‘de 150 rpm’de bir gece biiyiitildii. En fazla 16 saat cogaltilan hiicrelerin
yogunluklar1 600 nm dalga boyunda &l¢iildii. Onceden 100 mL’lik erlene, 10 mL modifiye
TM besiyeri eklendi ve 70 °C’de 1sitildi. Biiyiiyen kiiltiir spektrofotometrede 600 nm’de
OD 0,1 olacak sekilde dnceden 1sitilmis 10 mL’lik besiyerlerine inokiile edildi. 30 dk. 70
°C’de 150 rpm’de inkiibe edildi. Uzerine 5-10 pl plazmit DNA ya da ligasyon iiriinii
eklendi. 70 °C’de 150 rpm’de 4 ila 6 saat aras1 inkiibe edildi. Onceden 70 °C’de 1sitilmis
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falkon tiipe kiiltiir alind1 ve 3.000 rpm’de 2 dk. santrifiij edildi. Siipernatant atild1 (yaklasik
150-200 ul kalmasma dikkat edilir), tiipte kalan az sivi kullanilarak pellet ¢oziildi ve
onceden kademeli 1s1 artis1 ile 70 °C’de 1sitilmis kanamisin (40-75 ug/ul) igeren modifiye
TM besiyerlerine yayma ekim yapildi. 2 ila 4 giin siire sonunda petrilerde koloniler
goriilmeye basladi. Tiim asamalarda; verimliligi etkileyen sicaklik diisiislerini engellemek
i¢in, agsamalar hizli bir sekilde yapild1 (Koyama vd., 1986).

Inkiibasyon sonucunda olusan kolonilerden segilen klonlar izole edilerek istenilen

rekombinant plazmitleri tagiyip tasimadigi belirlendi.

2.2.2.2. pUC18/HTK Tabanh Hibrit Plazmitlerinin Olusturulmasi

Bilindigi tizere pUC18 plazmiti Thermus cinsi bakterilerde replike olamamaktadir.
Bu bilgiden yola ¢ikilarak; pUCI18 plazmiti, HTK (yiiksek sicakliklara direncli kanamisin
niikleotidil transferaz enzimi kodlayan bolge) kaseti ve farkli bolgelerden PCR ile
cogaltilan pHIG22 fragmentleri birlestirilerek (pUC18+HTK kaseti+pHIG22) hibrit
plazmitler olusturuldu ve termofilik organizmalara transform edilerek replikasyon
incelendi. Dogrudan ligasyon {irlinlerinin transform edilmesi yerine, tiim klonlarin ilk
olarak E. coli JM101 susunda olusturulmasi ve bu sekilde konak endoniikleazlarindan
etkilenmenin minimize edilmesi amaclandi. Bu yiizden, pHIG22 plazmitine farkh
bolgelerden pUC18 plazmiti ve HTK kaseti sokularak elde edilen rekombinant plazmitler
E. coli IM101 susunda olusturuldu ve elde edilen klonlar termofilik bakterilere transform
edilerek pHIG22 parcalarinin replikasyonunu saglayabilmesi ve bu sekilde replike olabilen
pHIG22 parcasinin tespit edilebilmesi amaglandi.

Ik olarak pMK18 plazmitinden HTK kasetinin bulundugu (PslpA promotoru ile
birlikte) bolge BamHI restriksiyon endoniikleazi ile firmanin 6ngordiigii sartlar altinda
kesilerek ¢ikarildi ve ayni endoniikleaz ile kesilen pUCI18 plazmiti ile bu bolgeden T4
DNA ligaz ile birlestirildi, ligasyon sartlar1 Tablo 6’da goriilmektedir.
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Tablo 6. pUC18 ve HTK i¢in ligasyon reaksiyonu

Icerik Hacim
10X T4 Ligasyon tamponu 1 ul
HTK kaseti (50 ng/ul) 1 ul
pUC18 (20 ng/pl) 3ul
T4 DNA ligaz (10 U/ pl) 1 ul
ddH,0 4 ul
Toplam 10 pl

Elde edilen ligasyon fiiriinii E. coli JM101 susuna transfom edildi. Olusturulan
plazmite pUCHTK adi verildi (Sekil 9).

pMK18

5037 bp B HTK gen BomH
feul

Ligasyon

<=

BamH1

puUC18 PUCHTK HTK

3903 bp

BamH

Sekil 9. pUCHTK plazmitinin olusturulmasinin sematize edilmesi

2.2.2.2.1. E. coli JM101’e Transformasyon

Kompotent hiicre hazirlamak i¢in E. coli JM101 hiicreleri Luria Bertani (LB) Broth
besiyerine ekildi ve 37 °C’de gece boyunca biiyiitiildii. Bir gecelik kiiltiirden LB Broth
besiyerine 1:100 oraninda asilama yapildi. Hiicreler 37 °C’de yogunluklart 600 nm dalga
boyunda OD 0,4-0,5 olacak sekilde biiyiitiildii. Hiicreler ardindan 4 °C’de 4.000 rpm ‘de 5
dk. santrifiij edildi ve pelletin {izerine 10 mL 100 mM soguk CaCl, ilave edilerek elle
coziilmeleri saglandi. Hiicreler 30 dk. buz iizerinde bekletildi ve tekrar 4 °C’de 4.000 rpm
hizinda 5 dk. santrifiij edildi. Pellet tizerine 2 mL 100 mM soguk CaCl, ilave edilerek
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¢oziinmesi saglandi. Elde edilen kompotent hiicreler +4 °C’de 2 giin i¢inde kullanilmak
tizere muhafaza edildi.

Transformasyon deneyi Sambrook vd., (1990) tanimladig: sartlarda gergeklestirildi.
Kompotent E. coli hiicreleri mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi ve bu hiicrelerin {izerlerine
10 pl ligasyon karisimindan ilave edildi. Karisim 30 dk. buz iizerinde bekletildi ve daha
sonra 90 saniye 42 °C’de bekletildi. Ardindan ependorf tiiplerinin icerisine 200 ul LB
Broth besiyeri ilave edilerek 37 °C’de 2 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonucunda
hiicreler ve petri kaplarinda bulunan 50 mg/mL LB-Agar besiyeri lizerine cam bagetle
yayildi. Petriler 37°C’de 1 gece inkiibasyona birakilarak 50 pg/mL kanamisin iceren LB
agar besiyerinde secildi. Inkiibasyon sonucunda olusan kolonilerden segilen klonlar izole
edilerek istenilen parcalari tastyan rekombinant plazmitler belirlendi.

Elde edilen pUCHTK plazmitine farkli pHIG22 parcalarinin klonlanmasi igin;
pHIG22 plazmit genomuna spesifik 11 ¢ift primer dizayn edildi (Tablo 7). Dizayn edilen
spesifik primerler kullanilarak, pHIG22 plazmiti PCR ile ¢ogaltild1 ve 11 farkli pHIG22
fragmenti elde edildi (daha o6nce “2.2.2.1 pHIG22 pargalarmin HTK kaseti ile
birlestirilmesi ve Thermus thermophilus HB27’ye transformasyon g¢alismalari” baslikli
calismada kullanilan bes farkli pHIG22 fragmenti ayni sekilde bu calisma icin de
kullanildi).
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Tablo 7. 11 farkli pHIG22 fragmentinin ¢ogaltilmasinda kullanilan primerler

. Primerin Cogaltilan
lr;?rl ?llzazrl ZI(’;lmel’ Primer Sirasi (5°- 3°) Baglandigi  Hedef
¢ Bilge Bilge (bp)
) HGT-1F CCggAATTCAQgCgTCCTCgggTTAg 137. bp
1. Bolge 2210 bp
HGT-1R CCggAATTCggATACACCAQgAggTg 167. bp
} HGT-2F CCggAATTCgTgAACTTAggTAgCcag 1180. bp
2. Bolge 2199 bp
HGT-2R CCggAATTCACTggTTAgCAggAAge 1140. bp
HGT-3F gCngAATTCCAAggTCCCCAATCCTA 1664. bp
3. Bolge 2190 bp
HGT-3R gngAATTCATAgAAgAAgCnggCAA 1613. bp
) HGO4F ggAATTCCCCgAAAAgggCAAQgTgC 1498. bp
4. Bolge 2207 bp
HGO4R ggAATTCTTATggCgTggCgagTyg 1466. bp
ggAATTCCggATCCgACTTCCCTAggA
5. Bolge PRESEWaccTe o140 2012 bp
' ggAATTCCggATCCgCTgggTTAgTgT
pHG1Rw TqTg 387. bp
oHGIRw  JWAATTCCQGATCCGCTgggTTAGITOT o7 )
6. Bolge TgTg 1949 bp
HGO1F ggAATTCACggCgAgCgTACCgAg 667. bp
) pHGR305 ggAATTCgAAAAAgCCgCCgggAgTTag 305. bp
7. Bolge 1871 bp
HGO1F ggAATTCACggCgAgCgTACCgAg 667. bp
DHG3FW ’%\g?é_'ETCngATCCgACTTCCCTAggA 614. bp
8. Bolge 1934 bp
PHGR305 grgG,zATTCGAAAAAGCCGCCGGGAGT 305. bp
) HGOG6F ggAATTCCCTCCCCATAgTCAAAg 481. bp
9. Bolge 2214 bp
HGO6R ggAATTCCTgCCTAACTTCTTCyg 457. bp
) HGO1F ggAATTCACggCgAgCgTACCgAg 677. bp
10. Bolge 2210 bp
HGO1R ggAATTCCTgggggCTgAggTTgAg 647. bp
HGO3F ggAATTCCCTCCAgggTCAgCgTC 1913. bp
11. Bolge 2229 b
g PHG5RW ggAATTCCggATCCgCTggAggAgCTTg 1904. bp p

ATg

PCR icin kullanilan, pHIG22’ye spesifik her bir primerin 5° ucunda EcoRI
restriksiyon endoniikleaz tanima bdlgesi bulunmakta oldugundan, PCR ile iiretilen her bir
pHIG22 fragmentinin her iki ucunda da EcoRI restriksiyon endoniikleaz kesim bolgesi
olusturuldu. Olusturulan bu fragmentler, daha 6nce olusturulan pUCHTK plazmitin EcoRI
kesim bolgesine klonland1 (Sekil 10). Tiim klonlama islemleri, E. coli JM101 susunda

yapildi.
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PHIG-1 pHIG-2 pHIG:3

pHIG 4 PHIG-10 pHIG-11

QO

LIGASYON

BamHl

BamH!
pUCHTK

3903 bp

Ne:
HB27, K6 ve T. scotoductus Ecoll 108 gﬂ !

Transformasyon
varyantian
N

Sekil 10. pUCHTK/pHIG22 hibritlerinin (PUCHTK1-11 varyantlari) olusturulmasinin
sematize edilmesi

Elde edilen 11 farkli hibrit plazmit, Thermus thermophilus HB27, Thermus sp. M5 ve
Thermus scotoductus K6 (pHIG22’yi barindiran orijinal sus) suslarina termofilik
transformasyon metoduna (Koyama vd., 1986) gore transform edildi.

Yapilan transformasyon caligmalari sonucunda petrilerde olusan koloniler
kanamisinli TM besiyerinde gecelik kiiltiirlere alindi, gece kiiltiirlerinin ¢oktiiriilmesi ile
elde edilen pelletlerden MiniPrep (Fermentas) Kiti kullanilarak plazmit izolasyonu
gergeklestirildi ve sonuglar agaroz jelde incelendi. Incelemeler sonucunda replike olabilen
hibrit plazmit/plazmitler belirlendi.

Yapilan caligma sonucunda replike oldugu belirlenen hibrit plazmit/plazmitlerin
transform edildigi HB27 hiicreleri, pozitif kontrol ve negatif kontrol hiicreleri hizmet alim1
yolu ile 2D jel analizine tabii tutularak (Kocaeli Universitesi, Tip Fakiiltesi, Klinik
Arastirmalar Birimi, Proteomiks Laboratuvar1) pHIG22 tarafindan kodlanmasi muhtemel
Rep proteinleri tarandi. 2D jel analizi ile hiicrelerin hiicre i¢i protein profilleri
karsilastirilarak farkli spotlar belirlenmeye calisildi. Farkli oldugu belirlenen spotlar
MALDI-MALDI/TOF analizine (Kocaeli Universitesi, Tip Fakiiltesi, Klinik Arastirmalar

Birimi, Proteomiks Laboratuvari) tabii tutularak incelendi.



42

2.2.3. E. coli’de Replikasyonun Arastirilmasi

Thermus cinsine ait plazmitlerin E. coli suslarinda replike olmadigi literatiirden
bilinmektedir (Vasquez vd., 1984), bunun teyiti i¢in pHIG22 plazmitinin E. coli
hiicrelerinde replike olup olmadig: arastirildi. Bu calismada, farkli bolgelerden ¢ogaltilan
pHIG22 pargalart (bu pargalardan bir tanesinin Thermus cinsinde replike oldugu onceki
calisma ile belirlendiginden, replike olabilen bu par¢anin E. coli susunda replike olmamasi
beklenmistir) pET28a+ vektorii ile birlestirilerek hibrit vektorler olusturuldu ve sonrasinda
pET28a+ replikasyon orijini silinerek olusturulan rekombinant plazmitlerde pHIG22
replikasyon orijininin kullanim1 saglanarak E. coli suslarinda replikasyonu arastirildi.

“2.2.2.1 pHIG22 pargalarmin HTK kaseti ile birlestirilmesi” baslikli ¢alismada
belirtilen spesifik primerler (Tablo 3) kullanilarak pHIG22 plazmitinin tamami ya da
tamamina yakini 5 farkli bolgeden PCR ile ¢ogaltilmig idi. Ayn1 pHIG22 pargalari bu
calisma i¢inde kullanildi. Sekil 11°deki plazmit haritast iizerinde PCR ile cogaltilan

bolgeler gosterilmektedir.

Sekil 11. pHIG22 plazmitinin farkli bolgelerini ¢ogaltmada kullanilan
primerlerin baglandig bolgeleri gésteren resim

Elde edilen PCR iiriinleri pGEM-T Easy Klonlama Kiti kullanilarak (Promega),
PGEM-T Easy klonlama vektoriine firmanin 6ngordiigii konsantrasyonlar ve sartlar
gerceklestirilerek klonlandi. Klonlanma sonucunda olusan kolonilerden rekombinant

plazmitler izole edildi. Daha sonra izole edilen bu plazmitlerin hangilerinin istenilen
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pargay1 tasidigi belirlendi ve dogrulugu teyit edildi. 5 farkli pHIG22 pargasini tagiyan
rekombinant plazmitler () GEM-T/pHIG22 plazmitleri) EcoRI endoniikleazi ile kesilerek 5
farkli pHIG22 parcas1 bu plazmitlerden ¢ikarildi (5 numarali pHIG22 parcasindan elde
edilen pUCHTK-5 plazmitinin HB27 susunda replike oldugu 3.2.2 baslikli ¢alismada
belirlenmistir). ECORI tanima dizisini igeren yapiskan uglara sahip 5 farkli pHIG22 pargast,
pET28a+ vektoriine ECORI kesim bolgesinden klonlandi ve E. coli JM101 susuna
transform edildi (Sekil 12).

uuuuuuu

=R PCR1

o
R PCR2
N eom -
2707 PCR3
n u,%\ . \:k
| Ligasyon ve &R
\j EcoRl ile Kesim L PCR4

Eccoli IM101

PCRve
Kpn ile kesim

Sekil 12. E.coli’de replikasyonun incelenmesini sematize eden resim

E. coli JM101’e transform sonrasi izole edilen plazmitlerin hangilerinin istenilen
parcay1 tasidigr belirlendi ve dogrulugu teyit edilen klonlarin baz dizin analizi, otomatik
dizi analizatorleri aracilifiyla (Macrogen, Giiney Kore) belirlendi. Elde edilen 5 farkli
pET28a+/pHIG22 hibritlerinden plazmit izolasyonu yapildi ve pET28a+ replikasyon orijin
bolgesinin ¢ikarilmasi ve sadece pHIG22 parcalar ve direng geni (kanamisin kaseti) iceren
konstraktlarin E.coli 'de replikasyonunun incelenmesi igin, spesifik primerler dizayn edildi
(Tablo 8). Bdoylece, pHIG22 parcalarinin ve kanamisin kasetinin dogrudan ligasyon
yapilarak hiicreye transform edilmesi yerine dnceden pET28a+ plazmiti ile birlestirilmesi
ve E.coli suslarina transformasyon esnasinda olusabilecek degradasyonlarin engellenmesi

amaclandi. Bu sekilde spesifik primerler kullanilarak yapilan PCR sonucunda elde edilen
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fragmentlerin (pHIG22/kan kaseti) her iki ucunda Kpnl tanima dizisi olusturuldu ve

fragmentlerin self ligasyon ile kendi lizerine yapistirilmasi saglandi.

Tablo 8. pET28a+ plazmitinden replikasyon boélgesinin silinmesi i¢in dizayn
edilen primerler. Alt1 ¢izili siralar Kpnl tanima dizisini gostermektedir

Primer Adi  Primer Sirasi (5’- 3°) Tm (C°)

ggaTACCCACQTTAAQQUATTTT
ggTC

HIGK-R g9aTACCCATQACTggTggACAg 61,2 C°

HIGK-F 61,2 C°

pET28a+/pHIG22 konstraktlar1 kalip olarak kullanilarak, HIGK-F ve HIGK-R
primerleri (5 uglarinda Kpnl restriksiyon tanima dizileri ekli) ile yapilan PCR sonucunda 5
farkli fragment elde edildi ve bu fragmentler T4 DNA ligaz varliginda self ligasyon ile
kendi tizerlerine yapistirildi. Elde edilen bu kendi {lizerine yapistirilmis 5 farkl konstrakt,
E. coli JM101 ve E.coli BL21 suslarina transform edildi ve transformasyon sonuglari

incelendi.

2.2.4. Thermus scotoductus K6 I¢in Plazmit Curing Calismasi

Bakterilerin bazi 6zelliklerinin belirlenmesinde, bu o6zelliklerin bakterinin sahip
oldugu plazmitten mi kaynaklandigr yoksa bakterinin genomik o6zelliklerinin fenotipik
sonucu olarak mu1 ortaya ¢iktigini anlamak i¢in Curing Ajanlar1 dedigimiz etmenlerden
faydalaniriz. Curing ajanlar1 kimyasal maddeler veya fiziksel uygulamalar olabilirler. Bu
ajanlarin bazilari DNA’ da mutasyona neden olurlar. Ozellikle plazmitin replikasyonuna
miidahele ederler. Bazilar1 ise bakteri hiicresinin yapisal bilesiklerini ve enzimlerini
etkilerler. Kullanilan bu ajanlar ¢esitli bakterilerin plazmitini kaybetmesine neden olurken,
aslinda bu tepki o plazmitin maruz kalinan ajana kars1 verdigi bir cevaptir. Her plazmit i¢in
farkli maddeler farkli etki gosterebilirler. Bu yiizden Curing’de verim plazmite ve 6zellikle
onu tastyan bakteri hiicresinin 6zelligine baglh olarak ¢ok degiskenlik gosterebilir. Cogu
durumda Curing’e neden olan mekanizmalar tam olarak bilinmemektedir. Su ana kadar

herkes tarafindan kabul goérmiis tiim plazmitlerde Curing’e neden olan bir etmen
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bulunamamaistir. Bu yilizden biitiin ajanlar deneme yanilma sonucu ve kullanma sartlarinin
degistirilmesiyle ortaya ¢ikmaktadir (Vasquez vd., 1983; Grinsted vd., 1988).

Plazmit curing c¢alismalarnin, bakterilerde zor gergeklesmesi, plazmit curing
calismalarinda kullanilan evrensel bir ajanin olmamasi, her sus i¢in ancak deneme yanilma
yontemiyle uygun ajanin tespit edilebilmesi ve hiicrenin plazmitini birakmasinin yavas ve
uzun bir siirede olmasi asilmasi gereken bir engeldir (Grinsted vd., 1988; Kulkarni ve
Kanekar, 1997).

Yapilan bu ¢alismada, Thermus scotoductus K6 susunun barindirdigi pHIG22
plazmitinin hiicreden uzaklastirilmasi ve curing yapilan K6 hiicresi ile normal K6
hiicresinin  hiicre i¢i protein profillerininin  karsilastirilarak pHIG22 tarafindan
kodlanabilecek proteinlerin tespit edilebilmesi amaglandi ve bunun i¢in asagidaki Tablo
9°da belirtilen farkli curing ajanlar1 denendi. Thermus scotoductus K6 izolati 65-70 °C’de,
yiikksek O, varliginda ¢ogalabilen ve alt kiiltiirleri zor yapilan bir bakteridir. Bu durum,
plazmit curing ¢aligmalarinin zor yapilmasina neden oldu. Ilk olarak Thermus scotoductus
K6 ’'nin daha kisa siirede ¢ogalabilecegi, daha kolay inkiibe edilebilecegi uygun bir besiyeri
olan modifiye TM besiyeri gelistirildi. Uygun besiyeri i¢in birgok deneme yapildi ve
biiylime sartlar1 degisikliklerine gidildi.

Literatiirde Thermus cinsi bakterilerde curing ajani olarak en fazla SDS, Etidyum
Bromiir ve Akridin Oranj kullanildigi bilinmektedir (Vasquez vd., 1983; Kulkarni ve
Kanekar, 1997). Bu yiizden bu ajanlarin farkli kombinasyonlar1 kullanilarak (Tablo 9)

bir¢ok curing denemesi yapildi.
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Tablo 9. K6 susu igin yapilan curing denemelerinde kullanilan ajanlar ve son
konsantrasyonlart. Kullanilan tim ajanlar modifiye TM besiyerinde

hazirlandi

Deneme Kullanilan Ajan Son Konsantrasyon
1 Etidyum Bromiir (1 pg/mL) 1 ppm
2 Etidyum Bromiir (10 pg/mL) 10 ppm
3 Etidyum Bromiir (50 pg/mL) 50 ppm
4 Etidyum Bromiir (100 pg/mL) 100 ppm
5 Akridin Oranj (1 pg/mL) 1 ppm
6 Akridin Oranj (10 pg/mL) 10 ppm
7 Akridin Oranj (20 pg/mL) 20 ppm
8 Akridin Oranj (30 pg/mL) 30 ppm
9 Akridin Oranj (50 pg/mL) 50 ppm
10 SDS (30 pg/mL) 30 ppm
11 SDS (50 pg/mL) 60 ppm
12 SDS (80 pg/mL) 80 ppm
13 Akridin Oranj (1 pg/mL) 1 ppm

+ SDS (30 pg/mL) +30 ppm

Thermus scotoductus K6 bakterisi Tablo 9’da belirtilen konsantrasyonlarda
hazirlanan modifiye TM besiyerlerinde gecelik kiiltiirlere alindi. Biiyiliyen kiiltiirlerin bir
kismimin ¢oktiiriilmesi ile elde edilen pelletlerden MiniPrep (Fermentas) Kiti kullanilarak
plazmit izolasyonu gergeklestirildi ve sonuclar agaroz jelde incelendi; bir kismi ile de alt
kiiltirler yapilarak herbir altkiiltiiriin plazmit yogunluklarindaki degisimlerin incelenmesi

saglandi.

2.2.5. pHIG22 Tarafindan Kodlanan Transkriptlerin Belirlenmesi

pHIG22 plazmitinden kodlanan transkriptlerin belirlenebilmesi ig¢in, ilk olarak
Thermus scotoductus K6 Total RNA’s1 izole edildi. K6 Total RNA’smin kalip olarak

kullanilmas1 ile plazmitin her iki zincirinde belirli araliklarla farkli bolgelerden dizayn



47

edilen spesifik primerler kullanilarak cDNA sentezi yapildi. Primerlerin dizayn edilme
asamasinda biyoinformatik analizler ile tespit edilen muhtemel ORF bolgeleri dikkate

alindi.

2.2.5.1. Total RNA izolasyonu

Thermus scotoductus K6 susu 2 mL TM besiyeri igerisinde 65 °C’de bir gece
biiyiitiildi. Ertesi giin 1:100 oraninda 5 mL taze TM besiyerine ekim yapilarak, logaritmik
artis fazinin sonuna kadar (yaklasik olarak ODggg 0,7 olana kadar) biiyiitiildii. Daha sonra 2
mL hiicre kiiltiirii 12.000 rpm’de 3 dk. santrifiij edilerek, hiicre pelleti toplandi.
Siipernatant dikkatli bir sekilde uzaklastirilarak, pellet saklandi.

Thermus scotoductus K6 pelletinden RNA izolasyonu Rneasy Mini (QIAGEN) Kiti
tizerinde olusturulan modifikasyonlar ile asagidaki basamaklar uygulanarak
gerceklestirildi.

1. Pellet 15 mg/mL lizozim (7,5 X 10°- 1,5 X 10 hiicre igin) igeren 200 pl lizozim-
TE* tamponunda ¢oziildii (30 mM Tris-HCI, ImM EDTA,; pH 8,0).

2. 37 °C’de ¢alkalamali inkiibatdrde 25 dk. inkiibe edildi. Ilk 15 dk.’dan sonra 20 ul
proteinaz K* (20mg/mL, 10 mM Tris-HCI pH 8,0 igerisinde ¢6ziilmiis) ilave edildi.

3. 1,4 mL RLT Tamponu ( ImL tampon igerisine 10 pl - mercaptoetanol eklenmis)
ilave edildi ve vortekslendi. Eger siipernatant igerisinde goriilebilen partikiiller varsa 5 dk.
5000 rpm’de santrifiij edilerek siipernatant yeni bir tiipe transfer edildi.

4. Stipernatant tizerine 1 mL Etil Alkol (%80%) ilave edildi ve vortekslendi.

5. Tim karistm Rneasy mini kolonuna transfer edildi ve 13.200 rpm (25 °C)’de 30
sn. santrifiij edildi.

6. 700 ul RW1 Tampon kolona ilave edildi ve 30 sn. 13.200 rpm (25 °C)’de santrifiij
edildi.

7. 500 ul RPE (EtOH) Tampon kolona ilave edildi ve 2 dk. 13.200 rpm (25 °C)’de
santrifiij edildi.

8. Kolon yeni bir ependorf tiipiine yerlestirildi ve 1 dk. 13.200 rpm (25 °C)’de
santrifiij edilerek tiim RPE/EtOH atiklar1 uzaklastirildi.

9. Kolon tekrar yeni bir 1,5 mL ependorf tiipiine aktarildi ve kolon igerisine 30 ul
Rnase-free H,0 ilave edildi ve oda sicakliginda 2 dk. bekletilerek RNA’nin ¢6ziilmesi
saglandi. Daha sonra 1 dk. 13.200 rpm (25 °C)’de santrifiij edildi.
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10. RNA soliisyonu steril yeni bir ependorf tiipiine aktarildi.

11. RNA soliisyonunun {izerine 6 pl 10X Turbo Dnase Tampon (Ambion) ve 3 pl
Turbo DNase ilave edildi ve yavasca pipetlenerek karigmasi saglandi.

12. 37 °C’ de 30 dk. inkiibe edildi.

13. Karigimin tizerine tekrardan 2 pl Turbo DNase ilave edildi. Yavasga pipetlenerek
karigsmasi saglandi ve 37 °C’de 30 dk. tekrardan inkiibasyona birakildi.

14. Daha sonra 12 pl DNase Inactivation Solusyonu eklenerek, yavasca karistirildi
ve oda sicakliginda 2 dk. inkiibe edildi.

15. 10.000 rpm’de 90 sn. santrifiij edildi ve RNA’y1 igeren siipernatant dikkatli bir
sekilde pellete degdirilmeden steril yeni bir 1,5 mL ependorf tiipiine aktarildi.

16. 13.200 rpm’de tekrar 90 sn. santrifiijlenerek, siipernatant dikkatli bir sekilde yeni
bir 1,5 mL ependorf tiipiine aktarildi.

RNA izolasyonu sonunda tiipiin i¢erisindeki RNA miktar ileriki deneyler i¢in yeterli
olamayabilir. Bundan dolay1 Etanol Presipitasyonu yapilarak, RNA’nin konsantrasyonu
arttirild.

17. RNA soliisyonu iizerine 1/10 oraninda 3 M Sodyum-Asetat ilave edilerek
karigmasi saglandi.

18. Daha sonra karigimin tizerine 3 kat hacim % 100 soguk Etil Alkol ilave edildi ve
karistirildi. — 20 °C’de bir gece inkiibe edildi.

19. 13.200 rpm (4 °C)’de 30 dk. santrifiij edildi ve silipernatant dikkatlice
uzaklastirildi.

20. Pellet 750 pul % 70 Etil Alkol* ile yikandi ve 13.200 rpm (4 °C)’de 15 dk.
santrifiij edildi.

21. Siipernatant dikkatlice uzaklastirildi ve pellet oda sicakliginda 30 dk. kurumasi
i¢in birakildi.

22. Pellet 20 pl RNase- free H,O’da ¢6ziildii ve NanoDrop 2000 (Thermo Scientific)
spektrofotometresi ile 6l¢iildii.

*: DEPC’li ddH-0 ile hazirlanmalidir.

2.2.5.2. cDNA Sentezi

Elde edilen K6 Total RNA’sinin kalip olarak kullanilmasi ile pHIG22 plazmitinin

her iki zincirinden transkript kodlanip kodlanmadiginin belirlenebilmesi ig¢in, her iki



49

oryantasyonda belirli araliklarla spesifik primerler dizayn edildi (Sekil 13). Ilk zincir igin 3

farkli bolgeden 3 gen spesifik primer, karsi zincir i¢inde yine 3 farkli bolgeden 3 gen

spesifik primer dizayn edildi (Tablo 10).

\ FA
pHGR1ES

2222bp

B e
‘ /ﬁ:l'zmm

HGT-IF

Sekil 13. Dizayn edilen primerlerin pHIG22 iizerinde baglandigi

y g g
bolgeleri gosteren resim. Kalin oklar ilk zincire baglanan
primerleri, ince oklar kars1 zincire baglanan primerleri

gostermektedir

Tablo 10. cDNA sentezinde kullanilan primerler ve 6zellikleri

Primer Ad1 Primer Sirasi (5°- 3’) Eizi‘lggl :ndlgl
pHG-6Rw gAgCCCATAQgACTgggAggATCCTg 2222. bp
é é pHG-R1554 gCgCTgCgggAgAgAgACTTC 1554. bp
) pHG_R1004 CATCACgCACQTTTTCCggAgg 1004. bp
HGT-1F CCggAATTCAQCgTCCTCgggTTAg 167. bp
‘E :g PHG-F528  gCgAAGCYgATYCYgAAY 528. bp
HGT-2F CCggAATTCgTgAACTTAggTAgCcag 1180. bp
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Dizayn edilen bu primerler kullanilarak ilk zincir cDNA sentezi, Transcriptor First
Strand cDNA Synthesis Version 6.0 (Roche) kiti kullanilarak yapildi. Ilk asamada Tablo
11°de belirtilen bilesenler hazirlandi.

Tablo 11. cDNA sentezi bilesenleri-1

S . Son

Teerik Hacim (ul) Konsantrasyon
K6 Total RNA’s1 Sul 1 ug

Spesifik Primer 1 pul 2 uM

DEPC’li ddH,O ile

tamamlanir. 7ul

Buz iizerinde hazirlanan karisim 65 °C de 10 dk. inkiibe edildi (RNA denatiirasyonu
i¢in) ve ardindan hemen buz iizerine alindi. Daha sonra asagida belirtilen bilesenler igerige

eklendi.

Tablo 12. cDNA sentezi bilesenleri-2

Son

Icerik Hacim (pl) Konsantrasyon

Transkriptor Reverz
Transkriptaz Reaksiyon 4 ul 1x (8 mM MgCl,)
Tamponu, 5x Conc.

Protektor RNaz Inhibitorii,

(40 U/ ) 0,5 ul 20U

dNTP Karigim (10 mM) 2 ul 1 mM herbirinden
Transkriptor Reverz

Transkriptaz (20 U/ ul) 0,5 ul 10U

Toplam Hacim 20 pl

Hazirlanan karisim dikkatlice karistirildi ve Thermal cycler (Biorad) cihazinda 55 °C
de 30 dk., ardindan 85 °C de 5 dk. inkiibe edildi. Reaksiyon tamamlandiktan sonra
olusturulan cDNA’lar hemen buz iizerine alindi ve PCR reaksiyonunda kullanilmak iizere

muhafaza edildi.
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2.2.5.3. Olusturulan cDNA’larin PCR ile Cogaltilmasi

Iki oryantasyonda 6 farkli primer kullanilarak yapilan ilk zincir cDNA sentez
prosediiriinde, hangi primerlerle iiriin olusturuldugunun tespiti ve olusan bu firiinlerin
muhtemel uzunluklariin belirlenebilmesi icin farkli spesifik primerler (Tablo 13) dizayn
edilerek PCR c¢aligsmasi yapildi. PCR c¢alismasinda kullanilan primerler, ilk zincir cDNA
olusturmada kullanilan primerlerin zit yoniinde olacak sekilde, cDNA’larin uzunluklarinin

belirlenebilmesi i¢in belirli araliklarla dizayn edildi (Sekil 14).

R B pHIG22 | B /E i B pHIG22 | B
i ) 2222bp 00 _r i i 5 2222bp o0 -

PHC-R1326 - s> ’ - : s - ’

e il B e
- '/)Hl;lﬂlhl
HGT2F

ilk zincir ¢DNA'lardan PCR Karsi zincir cDNA'lardan PCR

Sekil 14. cDNA olusturmada kullanilan primerlerin baglandig: bolgeleri gosteren harita.

Ince oklar ilk zincir cDNA olusturmada kullanilan primerleri gostermekte
olup, kalin oklar PCR reaksiyonunda kullanilan geri primerleri gostermektedir

Tablo 13. Ik zincir ¢cDNA’larin PCR ile ¢ogaltilmas: igin dizayn edilen spesifik

primerler

Primer Ad1 Primer Siras1 (5°- 3’) nglggl :ndlgl
X pHG-R1326 ACCGGGAGGTGGAGAGTCTG 1326. bp
E HGT-3R CCggAATTCATAgAAGAAgCgTggCAAC  1554. bp
é HIG-24 CAgCTCCACCgACggAATgg 24. bp
pHG-F729 GCCTCTTCAACCGCCTCAGAG 729. bp
#.5 HG-O6F CCTCCCCATAgTCAAAg 481. bp
;2 S HGT-1F CCggAATTCAQCgTCCTCgggTTAg 167. bp
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Tablo 10’da belirtilen primerler kullanilarak yapilan ilk zincir ¢cDNA sentez
reaksiyonundan elde edilen firiinler kalip olarak kullanilarak, Tablo 13’de belirtilen geri
primerler ile PCR reaksiyonu gergeklestirildi. Her bir cDNA iirlinii i¢in olusturulan PCR

reaksiyonlarinda kullanilan primer ¢iftleri asagidaki gibidir.

Tablo 14. cDNA’larin  PCR ile ¢ogaltilmast sonucu beklenen fragment
biiyiikliikleri. Kullanilan ileri primerler ilk zincir cDNA olusturmada
kullanilan primerlerdir. Geri primerler belirli araliklarla olup, olusan
cDNA’larin biiyiikliiklerinin belirlenmesine gore dizayn edilmistir

Beklenen
Tleri Primer  Geri Primer Fragment
Biiyiikliigii (bp)

pHG-R1326 1179 bp
HGT-1F HGT-3R 1465 bp
PHG-6RW 2080 bp
5 pHG-R1326 818 bp
g pHG-F528  HGT-3R 1104 bp
= pHG-6RW 1719 bp
pHG-R1326 166 bp
HGT-2F HGT-3R 452 bp
pHG-6RW 1067 bp
pHG-F729 1518 bp
pHG-6RW  HG-O6F 1766 bp
5 HGT-1F 2080 bp
2 pHG-F729 846 bp
5 pHG-R1554  HG-O6F 1094 bp
4 HGT-1F 1408 bp
~ PHG-F729 297 bp
pHG-R1004  HG-O6F 545 bp
HGT-1F 859 bp

% 1,5’lik agaroz kullanilarak hazirlanan jel elektroforezi PCR {irlinliniin
goriintiilenmesi i¢in kullanildi. Etidyum bromiir ilave edilen jel, 110 Volt da yaklasik
yarim saat yiritiildii ve DNA fragmentleri UV 15181 altinda goriintiilendi. Olusan {iriinler

incelenerek hangi zincirden ve hangi bolgeden cDNA olustugu belirlendi.
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2.2.6. pHIG22 icin RNA Analizleri, Transkriptlerin 5° ve 3’ Uclarmn
Belirlenmesi

pHIG22 tarafindan kodlanan transkriptlerin 5’ ve 3’ uglarinin belirlenmesi i¢in

asagidaki yontemler uygulandi.

2.2.6.1. RACE Teknigi ile 5> U¢ Belirleme

cDNA ugclarimin hizli ¢ogaltilmasi (Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE)), bir
transkriptin bilinen internal kismindan bilinmeyen 3’ veya 5’ uglar1 arasindaki niikleik asit
sekansinin ¢ogaltilmasi igin yapilan bir yontemdir. Transkriptin 5’ ucunu ¢ogaltmak igin
Invitrogen tarafindan hazirlanan 5°/3° RACE Kit, 2nd Generation (Version 13, Roche)
kullanildi.

Bu sistem kullanilarak, ilk asamada dizayn edilen spesifik primerler kullanilarak ilk
zincir cDNA olusturuldu, olusturulan cDNA saflastirildi, homopolimerik kuyruk eklendi
ve hedef cDNA’lar PCR ile cogaltilip, sekans edildi. Bu prosediirler Sekil 15°te

ozetlenmektedir.
Transkript
5" Transkript ile SP1
_ primerinin yapismasi
‘ SP1
5 RT ile transkriptin
F-mmmmmmmm e e m—————————- == ¢DNA'ya cevrimi
= e e e~ S
3 < . RNA'nin degredasyonu
RNA'nin
Temizlenmesi
FAA--AA — dATP ile cDNA
kuyrugunun olusturulmas:
Anchor Primer
i TD — Ankor primer ve SP2
3AA-AA — primer ile dA-cDNA'nmn
SP2 cogaltilmasi

SP3 primeri ile 2. tur PCR, pGEM-T'ye klonlama ve Sekans Analizi

Sekil 15. 5> RACE tekniginin sematik goriintimii
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Transkriptlerin 5° uclarin belirlenmesinde kullanilmak tizere SP1, SP2 ve SP3
primerleri (Tablo 15) dizayn edildi. SP1 primerleri pHIG22 nin iki zincirinden kodlanan
iki transkripte spesifik olarak baglanan ve ilk zincir cDNA’lar1 olusturmada; SP2 ve SP3
primerleri de transkriptlerin internal bolgesine baglanarak 1. tur ve 2. tur PCR ile 5° u¢larin

cogaltilmasinda kullanildi.

Tablo 15. RACE teknigi ile transkriptlerin 5’ uglarimin belirlenmesinde kullanilan
primerler ve 6zellikleri

Primer Ad1 Primer Sirasi (5°- 3°) ]gglggl :ndlgl
5 SP1 HIG-784 ggCATggACTTTgCggAAgAgg 784. bp
E 5 | sp2 HIG-664 CTCgCCgTCTCggCACTATCC 664. bp
~ SP3 HIG-576 0TTgoTgggTTgggAgggCTC 576. bp

SP1 HIG-1595 gAATgCCCCCTAACQCCCgTTg 1595. bp
SP2 HI1G-1692 CAAATQgCggAgCggCAggAg 1692. bp

Karsi zincir
icin

SP3 | HIG-1790 gCAggAACCTATCCAGCICAC 1790. bp

Ik olarak pHIG22 tarafindan kodlanan farkli iki zincirdeki transkriptlere SP1
primerlerinin yapigsmasi1 ve ilk zincir cDNA’larin olusturulmas: saglandi. Bunun igin

gerceklestirilen reaksiyon karigimi asagidaki Tablo 16°da gosterilmektedir.

Tablo 16. RACE tekniginde cDNA olusturma reaksiyon bilesenleri-1

Icerik Hacim (ul)
cDNA Sentez Tamponu 4 ul
dNTP karigimi (10 mM) 2 ul
cDNA Sentez Primeri (SP1-12,5 uM) 1 ul
K6 Total RNA’s1 (2 pg) 5ul
Transkriptor Reverz Transkriptaz 1 ul
DEPC’li ddH,0 7 ul

Toplam Hacim 20 pl
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Karisim hazirlandiktan sonra ependorf tiipleri kisa bir santrifiij yapilarak Thermal
Cycler (Biorad) cihazina yerlestirildi. Ilk olarak 55 °C’de 60 dk. inkiibe edildi, ardindan
enzim inaktivasyonu i¢in 85 °C’de 5 dk. bekletildi. Reaksiyon sonunda elde edilen
cDNA’lar High Pure PCR Product Purification Kit (Roche) kullanilarak firmanin
Ongordiigi sartlar altinda temizlendi. Temizlenen ilk zincir cDNA’lara, homopolimerik A
kuyrugu eklenmesi i¢in Terminal Transferaz enzimi ve dATP kullanildi. Uygulanan

protokoliin ilk basamagi Tablo 17’de goriilmektedir.

Tablo 17. RACE tekniginde cDNA olusturma reaksiyon bilesenleri-2

Icerik Hacim (ul)
Temizlenmis cDNA 19 pl
Reaksiyon Tamponu (10X) 2,5 ul
dNTP Karigim (2 mM) 2,5 ul
Toplam Hacim 24 nl

Karisim hazirlandiktan sonra ependorf tiipleri kisa bir siire santrifiij edilerek
ceperlere bulagsmis olan karisim tiipiin dibinde toplandi. 94 °C’de 3 dk. inkiibe edildi ve
ardindan hemen buza alindi. Uzerine 1 pl Terminal Transferaz enzimi eklendikten sonra 37
°C’de 20 dk. inkiibe edildi. Reaksiyon tamamlandiktan sonra enzim inaktivasyonu igin 70
°C’de 10 dk. inkiibe edildi. Elde edilen triinler Nested PCR reaksiyonunda kullanilmak
izere buz lizerine alindi.

A kuyrugu eklenmis cDNA parcalariin ¢ogaltilmasi i¢in SP2 primerleri ve oligo dT-
Ankor primeri kullanildi. Reaksiyon bilesenleri Tablo 18’deki gibidir.
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Tablo 18. RACE tekniginde cDNA olusturma reaksiyon bilesenleri-3

Icerik Hacim (ul)
dA Kuyrugu Eklenmis cDNA 5ul
Oligo dT-Ankor primer 1 ul
SP2 Primeri 1 ul
dNTP Karisim (10 mM) I ul
MgCl; (25 mM) 3ul
Taq Polimeraz Tamponu (5X) 10 pl
Taq DNA Polimeraz (5 U/ pul) 0,25 pul
ddH,0 28,75 ul
Toplam Hacim 50 nl

Yukaridaki gibi hazirlanan karisima Tablo 19°da verilen PCR protokolii uygulandi.

Tablo 19. RACE tekniginde cDNA’dan PCR igin protokol

Dongii  Sicakhk (°C) Zaman

1X 94 °C 2 dk.
94 °C 15 saniye
36 X 55°C 30 saniye
72 °C 40 saniye
1X 72 °C 7 dk.
4°C o0

Reaksiyon sonunda elde edilen PCR firiinleri 1:20 oraninda ddH,O ile seyreltilerek 2.
tur PCR i¢in kalip olarak kullanildi. SP3 primerleri kullanilarak yapilan ikinci tur PCR
reaksiyonunda yukaridaki ayni reaksiyon sartlari kullanildu.

% 1,5’lik agaroz kullamilarak yapilan jel elektroforezi 2. tur PCR reaksiyonu
sonucunda elde edilen iiriinlerin goriintiilenmesi i¢in kullanildi. Etidyum bromiir ilave
edilen jel, 110 Volt da yaklagik yarim saat yiiriitiildii ve DNA fragmenti UV 15181 altinda
goriintlilendi. Goriintiilenen DNA fragmentleri pPGEM-T Easy Klonlama Kiti kullanilarak

(Promega), pGEM-T Easy klonlama vektoriine firmanin 6ngordiigii konsantrasyonlar ve
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sartlar  gerceklestirilerek klonlandi. Klonlanma sonucunda olusan kolonilerden
rekombinant plazmitler izole edildi ve dizin analizi i¢in Macrogen (Giiney Kore) firmasina

gonderildi.

2.2.6.2. LACE Teknigi ile 3° U¢ Belirleme

pHIG22 transkriptlerinin 3’ uclarinin belirlenmesi i¢cin LACE (ligation based
amplification of cDNA ends) teknigi kullanildi (Frohman vd., 1988; Ince vd., 2013). Sekil
16’da LACE tekniginin sematik gdsterimi anlatilmaktadir.

Total RNA : : :
izolasyonu ™G [ 5'UTR CDS [3'UTR] Transkript
]iEas*,—‘ifnu m?’G-| §' UTR CDS |3 UTR| + =Pt

Temizlenmis ( ')
primer-ligasyonhu ;e & UTR| CDS |3 LITR| Pi | RMNA-P1

total RINA
Eeverz

transkripsivon m'G-| 3 UTR| CDS |E| UTRl Pt cDNA
ve PCR Pi=— e P2

PCE iiriini

Sekil 16. LACE (ligation based amplification of cDNA ends) tekniginin sematik
gosterimi

LACE tekniginde, ilk olarak 5 ucu fosforillenmis bir primer (P1) ilgili transkriptin
3’ ucuna RNA ligaz ile yapistirilir. Ardindan P1 primerine komplementer olan ters yonde
baska bir primer (P2), P1 primerine baglanir ve reverz transkripsiyon ile cDNA elde edilir.
Elde edilen cDNA ii¢iincii bir primer (P3) kullanilarak PCR ile ¢ogaltilir. Olusan iiriin TA
klonlamas1 yapilarak sekans edilir. Yapilan bu ¢aligmada kullanilan primerler ve 6zellikleri

Tablo 20°de gosterilmektedir.
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Tablo 20. LACE tekniginde kullanilan primerler ve 6zellikleri

Primer Ad1  Primer Sirasi (5’- 3°) Ozelligi

5’ ucu fosforillenmis, bir kism1 P2-HG
primerine ters yonde komplementerdir,

P1-HG [A'D;';]ggfg gii’\%mcg transkriptin 3°ucuna RNA ligaz ile
yapistirildi ve cDNA sentezlemede kalip
olarak kullanild
Ankor primer olarak kullanildi, P1-HG
primerine kismen komplementerdir.

P2-HG ATCOATACQCQTYQTC cDNA sentezi bu primerin baglandigi
bolgeden baglar

HIG-1595 gAATgCCCCCTAACQCCC  Transkript 1’in 3” ucunun

gTTg cogaltilmasinda kullanildi.

Transkript 2 nin 3” ucunun

HG-O1R CT09099CTOAIITTIAY cogaltilmasinda kullanildi

Yukarida anlatildigi gibi yapilan metottaki reaksiyon bilesenleri Tablo 21°de

gosterilmektedir.

Tablo 21. LACE tekniginde kullanilan bilesenler-1

Icerik Hacim (ul)
K6 Total RNA’s1 (2 pg/ul) 10 pl
BSA (0,1 mg/mL) S5pul
RNA Ligaz Tamponu (10x) Sul
ATP (1 mM) 5ul
5’-Fosforillenmis Primer (P1-HG) (100 uM) 2 ul
RNA Ligaz (10 U/ul) 6 ul
DEPC’li ddH,0 7 ul

Toplam Hacim 40 pl
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Hazirlanan karisim 16 saat 4-8 C° arasinda inkiibe edilerek transkriptlerin 3’ u¢larina
fosforillenmis primerler takildi. Olusan iiriiniin tamami alinarak Tablo 22’de belirtilen

bilesenler karisima eklendi.

Tablo 22. LACE tekniginde kullanilan bilesenler-2

Icerik Hacim (ul)

Onceki Toplam Bilesen 40 pl
Ankor Primer (P2-HG) (5 uM) 10 pl
dNTP Karisim (2mM) 20 ul

Toplam Hacim 70 nl

Hazirlanan karisim 65 C°’de 5 dk. inkiibe edilerek RNA’daki sekonder yapilarin
acilmast saglandi, ardindan hemen buz {izerine alinarak sogutuldu ve tamami alinarak

tizerine Tablo 23’te belirtilen bilesenler ilave edildi.

Tablo 23. LACE tekniginde kullanilan bilesenler-3

Icerik Hacim (ul)
Onceki toplam bilesen 70 pul
First-strand Tamponu (5X) 20 ul
DTT S5pul
Rnasin (Promega) (2 U/pl) 1 ul
Superscript RT Enzim (10 U/ul) 4 nl
Toplam Hacim 100 pl

Hazirlanan karigim 55 C°’de 60 dk. inkiibe edilerek cDNA sentezi yapildi. Ardindan
enzim inaktivasyonu i¢in 72 C°’de 15 dk. bekletilerek reaksiyon sonlandirildi. Olusan
tirtinler hemen buz iizerine alinarak sonraki adim olan PCR reaksiyonuna geg¢ildi.

Her iki transkript igin elde edilen c¢cDNA’larin 5’ uglarinin ¢ogaltilmasi igin

uygulanan PCR bilesenleri ve protokolii sirasiyla Tablo 24 ve 25°te verilmektedir.
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Tablo 24. LACE tekniginde kullanilan PCR bilesenleri

Icerik Hacim (ul)
5X Tag DNA Polimeraz Tamponu 10 ul
MgCl, 3ul
dNTP Karisim (10mM) 1 ul
P2-HG (10 pmol/ pl) 1 ul
HIG-1595 ve HG-O1R (10 pmol/ pl) 1 ul
Kalip DNA 2 ul
Tag DNA Polimeraz 0,25 ul
ddH,0 31,75 ul
Toplam Hacim 50 pnl

Tablo 25. LACE tekniginde kullanilan PCR protokolii

Dongii Sicaklik (°C) Zaman
1X 94 °C 2 dk.
94 °C 15 sn.
36 X 58 °C 30 sn.
72 °C 45 sn.
1X 72 °C 7 dk.
4°C 0

% 1,5’1ik agaroz kullanilarak yapilan jel elektroforezi iki transkript igin elde edilen 2
PCR iiriiniiniin goriintiilenmesinde kullanildi. Etidyum bromiir ilave edilen jel, 110 Volt’da
yaklasik yarim saat ylriitildi ve DNA fragmenti UV 15181 altinda goriintiilendi.
Goriintiilenen DNA fragmentleri pGEM-T Easy Klonlama Kiti kullanilarak (Promega),
pPpGEM-T Easy klonlama vektoriine firmanin 6ngoérdiigli konsantrasyonlar ve sartlar
gerceklestirilerek klonlandi. Klonlanma sonucunda olusan kolonilerden rekombinant

plazmitler izole edildi ve dizin analizi i¢in Macrogen (Giiney Kore) firmasina gonderildi.
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2.2.6.3. pHIG22 Transkriptlerinin Diizenleyici Bolgelerinin Analizi

BPROM (Softberry, URL-2), Promotor Predictor (URL-3, 2015) ve Neural Network
Promoter Prediction (Reese vd., 2001) araglar1 ile yapilan analizler sonucunda her iki
diizenleyici bolgede promotor diziler tarand1 ve deneysel caligsmalar, elde edilen bu verilere
gore devam ettirildi.

Biyoinformatik analiz sonuglarinin deneysel ¢alismalarla desteklenmesi i¢in yapilan
bu ¢alisma ile pHIG22 tarafindan kodlanan transkriptlerin upstream boélgelerinde bulunan
diizenleyici bolgelerinin ¢ikarilarak baska bir genin dniine eklenmesi ve eklenen bolgelerin
promotor Ozelligi olup olmadiginin bu genin ekspresyonuna bakilarak belirlenmesi
hedeflendi.

pHIG22 plazmitinden kodlanan 2 transkriptin upstream bolgesinde bulunan bolgeler
(yaklasik 500- 600 bp) Onceki ¢alismalarda kullanilan ve transkripsiyon baglama noktasi
(+1 pozisyon) bilinen HTK genine (Fernandes-Herrero vd., 1997) upstream bdlgesinden
birlestirildi. Birlestirilen fragmentler pGEM-T Easy vektoriine klonlandi. Tiim klonlama
islemleri E. coli JIM101 susunda amfisilinli ortamda (pGEM-T Easy vektorii B-laktamaz
enzimi kullanildi) yapildi. Transformasyon sonucu kanamisinli petrilerde (HTK geninin
ekspresyonunun tesvik edilmesi i¢in) koloni olusup olusmamasma goére sonuglar
degerlendirildi. Yapilan calismanin detaylar su sekildedir:

Sekil 17°de gosterilen, pHIG22 tarafindan kodlanan 2 transkriptin upstream bolgesi,
dizayn edilen spesifik primerler (Tablo 26) (geri primerlerin 5’ u¢lart HTK geninin +1
pozisyonuna komplementer olup, iki parganin PCR ile birlestirilmesi i¢in uygundur)
kullanilarak PCR ile ¢ogaltildi.



Tablo 26. pHIG22 transkriptlerinin upstream bolgelerinin ve HTK geninin birlestirilmesi
i¢in kullanilan primerler. Italik dizi pHIG22 dizisini, kalin yazili dizi ise HTK

62

2104 =
2 Replikasyonun
*, Bagladifi Bolge

pOri1-F
pOrili-R

pHIG22-2222

Sekil 17. pHIG22 transkriptlerinin diizenleyici bdlgelerinin harita
tizerinde gosterimi. Ok igaretleri primerlerin baglandigi

bolgeleri gostermektedir

genine komplementer olan diziyi gostermektedir

ggﬁ;‘e“"a“ Primer Adi  Primer Sirasi (5- 3°)

Transkript1  pOril-F gACCCCgCCAgCgTACACCTC

;%Slt;saim pOriF-R gCCCTTTTTCCCCgCATCAAAgAAAAAGCCgCCgyggAg
Transkript 2 pOri2-F TgTggTTgCAAgQCTAQCgygCTg

ggzz?m pOri2-R CCCTTTTTCCCCgCATCgCCggggagagCgggCCTTCAg
HTK Kaseti HTK-PF gATgCggggAAAAAQgggCTCC

HTK-Rw CCggAATTCTCCgTTCAAAATYgTATYCg

PCR ile ¢ogaltilan her iki fragmentin, HTK geninin +1 pozisyonuna komplementer
sarkik u¢ olusturmasi saglandi. HTK-PF ve HTK-Rw primerleri ile ¢ogaltilan HTK geni,
bu iki fragment ile spesifik primerler (Transkiript 1 i¢in pOril-F/HTK-Rw, Transkript 2
icin pOri2-F/HTK-Rw primerleri kullanildi) kullanilarak PCR ile birlestirildi. Yapilan

calisma Sekil 18°de sematize edilmektedir.
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pOriF-R
Oril- . K-P)
pOril-F HTK-PF HTK-Rw

@ = 2507 5007 - 7507 10007 12507 -
Transkript 1 Boélgesi 1 HTK geni

HTK +1 Position

p1-HTK (1488 bp)

<= 527) pOriR-2

pOriz-F HTK-PF HTK-Rw
: 2507 00 707 10007 12507 -
Transkript 2 Bélgesi 1 HTK geni
@ HTK +1 Position
p2-HTK (1398 bp)

E.coliJM101
Transformasyon =
pPTR1-HTK pTR2-HTK =:> N
4503 bp 4413 bp O,

Sekil 18. pTR1-HTK ve pTR2-HTK’nin olusturulmasini sematize eden resim

Birlestirilmis 2 fragmente sirasiyla pl1-HTK ve p2-HTK adlar1 verildi. Bu 2 fragment
PGEM-T Easy vektoriine TA klonlamasi kullanilarak firmanin 6ngdrdiigii sartlar altinda
klonlandi1 ve E. coli IM101 susuna transform edildi. Elde edilen plazmitlere pTR1-HTK ve
pTR2-HTK adlar verildi. Klonlar tasidigi belirlenen hiicreler kanamisinli LB agar (30
pug/ul, 50 pg/ul, 70 pg/ul kanamisin) petrilerine ¢izgi ekim yapilarak koloni olusup
olugmadigi incelendi.

Biiylime oldugu tespit edilen petrilerden LB (70 pg/ul kanamisin) besiyerine gecelik
kiiltiirler atild1. Ertesi giin bilyliyen kiiltlirlerden spektrofotometrede 600 nm dalga boyunda
Ol¢iimler yapilarak OD 0,1 olacak sekilde yeni kiiltiirler hazirlandi. Her yarim saatte
biiyliyen kiiltlirlerden 6rnek alinarak Ol¢iim yapildi ve her iki hiicrenin ¢ogalma egrisi

olusturuldu. Elde edilen verilere t-testi uygulandi ve sonuglar yorumlandi.

2.2.7. pHIG22 Replikasyon Orijini ve Modunun Belirlenmesi

2.2.7.1. TEM Analizi ile pHIG22 Replikasyon Orijininin ve Replikasyon
Modunun Belirlenmesi

pHIG22 plazmitinin replikasyon modunun ve orijininin belirlenmesi i¢in

transmisyon elektron mikroskobu ¢alismasi yapildi. Tiirkiye’de bu alanda ¢alisan bir bilim
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insanina ulagilamadigindan ve DNA’nin goriintiilenebildigi herhangi bir aragtirma merkezi
bulunmadigindan; yapilan ¢aligmalar, denemelere ve mevcut prosediirlerin gelistirilmesi
esasina dayanda.

Burkardth ve ark.’larinin gelistirdigi (1978) yontemler modifiye edilerek hazirlanan
numunelere, KTU Tip Fakiiltesi Patoloji Laboratuvari ve ESOGU Merkezi Arastirma
Laboratuvarlarinda TEM analizi yapildi ve sonuglar alindu.

Bilindigi lizere, halkasal plazmitlerde 3 genel replikasyon mekanizmasi vardir:

Teta tipi, zincir uzaklastirma ve yuvarlanan ¢ember (RC). Zincir uzaklastirma
replikasyon modu IncQ ailesindeki genis konak spektrumlu plazmitlerle iligkilidir. Bu
yizden pHIG22 plazmiti i¢in Teta tip ve RC replikasyon modlarindan birinin gecerli
oldugu kabul edilip caligmalar bu kapsamda yapildi.

Teta tipi DNA sentezi bir veya daha fazla orijinden baslayabildigi, replikasyonun tek
veya ¢ift yonli olabildigi, elektron mikroskobu (EM) altinda replikasyon ara iirlinlerinin
tipik “Teta” harfinde goriilebildigi, replikasyon bolgesini kesen enzimler tarafindan bu ara
iriinler kesildiginde ‘Y’ seklinde molekiiller (¢atallar) tiretildigi literatiirden bilinmektedir
(del Solar vd., 1998).

pHIG22 plazmitini tek noktadan kestigi bilinen BamHI ve Ncol restriksiyon
endoniikleazlar1 kullanilarak ve kesilmemis pHIG22 plazmiti kullanilarak elektron
mikroskop preparatlar1 hazirlandi. Yapilan kesim sonucunda olugan ara iirlinlerin ¢atallar
tretip Uretmedigi, kesilmemis olan plazmitin de “Teta” benzer yapilar olusturup
olusturmadig: belirlendi. 3 tekrarli olarak hazirlanan preparatlar TEM altinda incelenerek
goriintliler incelendi ve karsilastirildi. Ayrica pHIG-5 plazmiti (Sekil 19) (pHIG22 ve
pMKI18 hibriti olan bu plazmitteki pHIG22 pargast Thermus scotoductus K6 susunda
replike olabilen pargadir) Sacll ve Ncol restriksiyon enzimleri ile ayr1 ayri kesildi ve
incelendi. Yapilan bu ¢aligma ile de pHIG22 nin, pHIG-5 hibritinin replikasyonunda etkili
olup olmadig1 ve replikasyon gatali olusturup olusturmadig arastirildi. Yapilan incelemeler
sonucunda pHIG22 nin replikasyon modu ve orijini belirlendi.

pHIG22 plazmitini barindiran Thermus scotoductus K6 susundan ve pHIG-5 hibritini
barindiran Thermus thermophilus HB27 susundan modifiye TM besiyerine gecelik kiiltiir
atildi ve gece kiiltiirlerinin ¢oktiiriilmesi ile elde edilen pelletlerden MiniPrep (Fermentas)
Kiti kullanilarak plazmit izolasyonu gerceklestirildi. Elde edilen pHIG22 plazmit DNA’lar1
BamHI ve Ncol restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile pHIG-5 plazmit DNA’lar ise Sacll

ve Ncol restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile firmanin 6ngordiigii sartlar altinda kesim
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reaksiyonu yapildi. Kesim sonucu elde edilen iiriinler DNA Saflagtirma Kiti (Fermentas)

ile temizlendi ve sonrasinda iiriinlere TEM analizi i¢in asagidaki protokol uygulandi.

pHIG-5 hibrit
7033 bp

Sekil 19. Kullanilan restriksiyon endoniikleazlarin pHIG-5 haritasi
tizerinde gosterimi

2.2.71.1. TEM (Transmission Electron Microscopy) Analizi icin DNA
Numunelerinin Hazirlanmasi

Kullanilan malzemeler:

e Amonyum Asetat : 0,25 M (pH 7,5)

e Sitokrom C : Img/mL

e Formwar kapli Grid (100-200 mesh)

¢ ddH,0’da hazirlanmis % 4°liikk Uranil Asetat Soliisyonu

e Taze hazilanmis Kursun Sitrat boyasi: Bir miktar su konulur, iizerine 1,33 g Kursun
Sitrat ilave edilir, hafif ¢oziildiikten sonra iizerine 1,76 g Sodyum Sitrat ilave edilir,
bulamag haline gelene kadar elde karistirilir, sonra {izerine 8 mL 1 N NaOH ilave edilir ve
50 mL’ye tamamlanarak hazirlanir.

® % 50’lik ethanol, steril ddH,O

e Parafilm, Petri Kabi, ince Uglu Pens, NaOH’li petri kab1
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Y ontem

Bir ependorf tiip icerisine konulan 40 ul 0,25 M Amonyum Asetat (pH 7,5) {izerine
10 pl plazmit DNA (0,5 ila 5 pg/mL) eklendi ve 1 dk. bekletildi. Uzerine 1 pl Sitokrom C
(Img/mL) ilave edildikten sonra birka¢ kez alt tist edildi. Bir petri kabinin igerisine bir
parga parafilm konuldu ve hazirlanan karigim parafilm iizerine damlatildi, petri kapatildi ve
1 dk. bekletildi. Gridin formwar kapli tarafi ince pens yardimiyla damlaya degdirildi ve 1
dk. bekletildi. Ardindan zaman gegirilmeden alindi ve ddH,0’da hazirlanmig Uranil Asetat
igerisine Gridin formwar tarafi daldirildi. 1 dk. bekletildi, ¢ikarildi ve kurutma kagidiyla
Gridin kenarindan fazla boyasi alindi. Daha sonra kalan boyanin yikanmasi i¢in Grid 5-10
sn. steril ddH,O igerisine daldirildi, ¢ikarildi ve fazla sivi kurutma kagidi ile alindi. Bu
islem 5 kez tekrarland1 ve Grid iyice temizlendi. igerisine parafilm konulmus, énceden
NaOH kullanilarak nemi ¢ekilmis petri kabina 50-200 pl Kursun Sitrat damlatildi, Giridin
formwar tarafi gelecek sekilde damla tanesine degdirildi, 30 dk. boyunca boyandi. Boyama
islemi karanlik bir ortamda yapildi. Ardindan Grid 0,1 N NaOH yikama c¢dzeltisinden
hizlica gecirildi. Daha sonra ddH,O ile yikama asamasina gecildi ve bu islem 5 kez
tekrarlandi, filtre kagidi ile fazla su alindi. Bu asamadan sonra kurutma asamasina gegildi.
Kurutma islemi 6nceden igerisine 1-2 tane NaOH tanesi konulan 151k ge¢irmeyen kiiciik bir
petri kabinda yapildi. Petri kabr igerisine konulan Gridlerdeki fazla nem NaOH tanecikleri
tarafindan tutularak kurutma islemi tamamlandi ve hazirlanan 6rnekler ertesi giin TEM

altinda incelendi.

2.2.8. pHIG22’nin Transkriptlerinin Proteine Doniisiip Doniismediginin
Belirlenmesi

2.2.8.1. pHIG22 Varyantlarindan pMK18 Plazmiti ile Hibrit Olusturulmasi

Yapilan bu calismada pHIG22 tarafindan herhangi bir rep proteini kodlanip
kodlanmadigmin belirlenmesi i¢in 2.2.2.1 baslikli ¢alismada kullanilan 5 farkli pHIG22
parcasinin pMK18 vektoriine klonlanmast ve olusturulan hibrit vektorlerin trettigi
proteinlerin karsilastirilarak farkli protein bantlarinin (pHIG22 tarafindan kodlanan) tespit
edilebilmesi amaglandi.

Bu amagcla, 2.2.2.1 baslikli c¢alismada kullanilan pHIG22 fragmentleri (5 farkh
bolgeden PCR ile c¢ogaltilan fragmentler), pMKI18 plazmitine ECORI bdlgesinden
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klonlanarak, hibrit plazmitler olusturuldu, hibrit plazmitler ilk olarak E. coli JM101
hiicresine transform edildi, E. coli hiicresinden izole edilen plazmitler daha sonra T.
thermophilus HB27 bakterisine transform edildi.

Hibrit plazmitlerin olusturulma amaci, pMK18 vektorii ile hibrit edilen pHIG22
plazmitinin farkli bir susta (T. thermophilus HB27) replike edildiginde kodladig1 protein ya
da proteinlerin belirlenebilmesidir. pMK18 plazmitini igeren T. thermophilus HB27 susu
ile hibrit plazmitleri igeren T. thermophilus HB27 suslarinin hiicrei¢i protein profilleri
karsilastirilarak, varsa pHIG22 tarafindan kodlanan proteinlerin belirlenmesi amaglandi.

Bilindigi tizere, plazmitlerde replikasyon orijini ve replikasyondan sorumlu protein
ya da proteinler ayni bolgede cakisabilir ya da farkli bolgelerde olabilirler. Olasi
replikasyon orijini ya da replikasyondan sorumlu protein ya da proteinlerin yerlerinin
belirlenebilmesi ve tespit edilebilmesi i¢in; pHIG22 nin farkli bolgelerden c¢ogaltilarak
pMK18 plazmitine insort edilmesi gerekmektedir. Boylece, varsa fonksiyonel proteinlerin
tespiti miimkiin olabilecektir. Bu yilizden yapilan ¢aligmada, replikasyon orijini ve rep
proteini olma ihtimali yiliksek olan bolgeleri icerecek sekilde pHIG22 varyantlar
olusturuldu.

Tablo 3’te belirtilen primerler kullanilarak PCR ile c¢ogaltilan 2150 ila 2222 bp
arasinda degisiklik gosteren pHIG22 fragmentleri pMK18 plazmitine EcoRI bolgesinden
klonlanarak hibrit plazmitler olusturuldu. Tiim klonlama asamalar1 E. coli JM101 susunda
gerceklestirildi. Klonlarin se¢imi kanamisinli LB besiyerinde yapildi. Boylece pHIG22
plazmitinin pMK18 plazmiti ile olusturdugu 5 farkli hibrit plazmit elde edildi (Sekil 20).
Elde edilen hibrit plazmitlere sirasiyla pHIG-1, pHIG-2, pHIG-3, pHIG-4, pHIG-5 adlari

verildi.
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LIGASYON

E..coli JM101

Sekil 20. pHIG22/pMK18 hibrit plazmitlerinin olusturulmasini gésteren resim

Olusturulan hibrit plazmitler T. thermophilus HB27 susuna aktarildi. Bunun ig¢in
termofilik transformasyon metodu (Koyama vd., 1986) kullanildi. Hibrit plazmitlerin T.
thermophilus HB27 susuna transform olup olmadigmin belirlenmesinde, HTK kasetinin
(yliksek sicaklikta kanamisine direng saglama) ozelliginden yararlanildi. Aktarilan hibrit
plazmitleri iceren suslar se¢ildi; klonlarin pMKI18 vektoriine hangi oryantasyonda insort
oldugunun belirlenmesi i¢in, izole edilen plazmitler Macrogen (Giiney Kore) firmasina
dizin analizine gonderildi. Dizin analizi sonuglar1 incelendi ve oryantasyonlar belirlendi.

pHIG22/pMK18 hibrit plazmitlerini (pHIG-1, pHIG-2, pHIG-3, pHIG-4, pHIG-5)
iceren T. thermophilus HB27 suslarinin, plazmitsiz T. thermophilus HB27 susunun ve T.
scotoductus K6 susunun (pHIG22’yi tasiyan orijinal sus) gece kiiltiirleri yapildi. Biiyiitiilen
kiiltiirlerinin hiicre i¢i proteinleri izole edildi, SDS-PAGE analizi yapildi ve protein

profilleri karsilastirildi.

2.2.8.1.1. Coziinebilir Hiicre Proteinlerinin izolasyonu

pHIG22/pMK18 hibrit plazmitlerini (pHIG-1, pHIG-2, pHIG-3, pHIG-4, pHIG-5)
iceren T. thermophilus HB27 suslarinin, plazmitsiz T. thermophilus HB27 susunun ve T.

scotoductus K6 susunun (pHIG22’yi tasiyan orijinal sus) gecelik kiiltiirleri, 100 mL
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erlenlerde 10 mL modifiye TM besiyeri igerisinde 70 °C de ¢alkalamali su banyosunda
biiyiitiildii. Hiicrelerin 14.000 rpm’de 15 dk. santrifuj edilmesiyle olusturulan ¢okelek, 50
mM Tris-HCI (pH 7.4) ve % 10 sakkarozdan olusan TS tamponunda ¢6ziildii ve sivi azot (-
196 °C) tankinda bir dk. bekletildikten sonra oda sicakligina alindi ve bu islem iki kez
tekrarland1 (Beldiiz vd., 1993). Oda sicakliginda ¢oziindiikten sonra, hacminin 1/20’si
kadar 10 mg/ml’lik lizozim ilave edilerek hiicre siispansiyonu 35 dk. buz iizerinde
bekletildi, daha sonra 16.000 rpm’de santrifiij edildi ve protein 6ziitiinii i¢eren s1v1 kisim,

steril bir tiipe alinarak —20 °C’de saklandi.

2.2.8.1.2. Protein Konsantrasyonunun Tayini

Protein konsantrasyonunun tayini Bradfordun (1976) gelistirmis oldugu metoda
gore gergeklestirildi. 100 mL boya ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 10 mg Commasie Brillant
Blue G-250, 5 mL % 95°lik etanol igerisinde iyice ¢oziilerek iizerine 10 mL % 85’lik
fosforik asit ilave edildi ve 100 mL’ye saf su ile tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti filtre
kagidi ile siiziilerek temizlendi.

Hazirlanan kalibrasyon egrisinde standart olarak BSA kullanildi. Kalibrasyon egrisi
icin; 2, 4, 6, 10, 15, 20, 40, 60, 80 ng BSA igeren ¢ozeltiler 0,15 M’lik NaCl ile 100 pl’ye
tamamlandi. Ardindan tizerine 5 mL yukarida anlatildig1 gibi hazirlanan boya ¢ozeltisinden
ilave edildi ve vortekslenerek 10 dk. oda sicakliginda beklemeye birakildi. Ornekler igin
BSA yerine 10 pl her bir izolattan izole edilen protein 0ziitli kullanilarak ayni islem
gergeklestirildi. Siire sonunda Agilent 8453E UV-visible Spectroscopy System cihazi

kullanilarak 595 nm’de 6l¢timler yapildi ve protein miktar1 pg/ul cinsinden hesaplanda.

2.2.8.1.3. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Elde edilen protein oziitlerinin konsantrasyonu hesaplandiktan sonra, bu protein
Oziitlerinden uygun miktarlarda (40 pg) alinarak bu oziitlere esit miktarda 2X muamele
tamponu (0,15 M TRIS-HCI pH 6,8, % 4 SDS, % 20 gliserol, % 6 B-merkaptoetanol) ilave
edildi ve sonrasinda 95 °C’de 5 dk. bekletildi. Daha sonra % 15°lik sodyum dodesil siilfat-
poliakrilamid jeline (SDS-PAGE) yiiklenerek ve 0,75 mm kalinligindaki her bir jel i¢in 15
mA akim uygulanarak ayirma islemi gergeklestirildi (Laemli, 1970).
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Ayirma islemi tamamlandiktan sonra, jel Coomassie Brilliant Blue (% 0,125
Coomassie Brilliant Blue R-250, % 50 metanol, %10 asetik asit) boyasi ile 1 saat boyand1
ve Yikama-I (% 50 metanol, % 10 asetik asit) soliisyonunda 1 saat bekletildi. Daha sonra
Yikama-II (% 7 asetik asit, % 5 metanol) soliisyonuna aktarildi ve bir bilgisayar tarayicisi

ile fotograflanda.

2.2.8.2. pHTag Klonlar1 ile pHIG22 Transkriptlerinin Proteine Doniisiip
Doniismediginin Belirlenmesi

Yapilan bu calisma ile pHIG22 tarafindan kodlanan transkriptlerin transle olup
olmadigi, eger oluyor ise translasyon i¢in hangi frame’in (sense frame 1-3 veya antisens
frame 1-3) kullanildiginin belirlenmesi hedeflendi. Bunun igin transkripte doniisen
bolgelerin tahmini baslangic noktalarinin upstreamlerinden baglayarak (RBS’nin ¢ogaltilan
bolgenin i¢ kisminda kalmasi i¢in), yaklasik 250 ila 350 bp arasi bir bolge dizayn edilen
spesifik primerler (Tablo 27) ile ¢ogaltildi ve bu ¢ogaltilan parcalarin transle olup olmadigi
incelendi.

Yani tiretilen PCR fragmentlerinin i¢inde, muhtemel promotor bdlgelerinin ve herbir
fragmentin transkripsiyon bolgesinin yaklagik 250-300 niikleotitlik kismi bulunacaktir.
Dizayn edilen primerler (Tablo 27) ile fragmentlerin iiretimini ve bu fragmentlerin
pMK18'e klonlanarak, HisTag'li proteinin/proteinlerin iiretimi arastirildi. Her bir fragment,
ti¢ farkli geri ve bir ileri primer kullanilarak PCR ile ¢ogaltildi. Hem sens hem de antisens
transkript bolgesi i¢in ayn1 ¢alisma yapildi, sens zincir i¢in {i¢, antisens zincir i¢in 3 olmak

tizere toplam 6 fragment iiretildi.
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Tablo 27. HisTag+STOP kodonu ilaveli primerler. pHIG22 plazmitinden kodlanan
transkriptlerin proteine doniisiip donligmediginin belirlenmesi ve transle
oluyorsa okuma frame’inin belirlenmesi igin dizayn edildi. italik sira STOP
kodonunu, Alt1 ¢izili kissm HisTag ilavesini, italik alt1 ¢izili kisim ise pHIG22
genomuna ait bolgeyi ifade etmektedir. Kalin yazilmig bazlar ise degisik
frame’lerde transle olabilmesi i¢in araya sokulan bazlar1 ifade etmektedir

pHIG22

Transkripti Primer Ad1 Primer Sirasi (5°- 3°)
AATCACCACCACCACCACCACgAQgAggAgA
pHTag-1R
CTgAgg
Transkript 1 oHTag-0R AATCACCACCACCACCACCACAQAQUAgaAg
ACTgAqg
oHTag+1R AATCACCACCACCACCACCACAAgAQaAg
gAgACTgAQg
HTag-1F AATCACCACCACCACCACCACQQgCTCCag
pritag gCTCCATC
. AATCACCACCACCACCACCACAQggCTCCqg
Transkript 2 pHTag-0F CTCCATC
AATCACCACCACCACCACCACAAQQCTC
pHTag+1F
CgggCTCCATC
o OHG-F729 ggAATTCCggATCCgACTTCCCTAggAACCT
Ileri Primerler C
pHG-R2027 ggAATTCCggATCCgCTgggTTAggTgTTgTg

Elde edilen 6 PCR iiriinii klonlama vektdrii olan pGEM®-T Easy (Promega)

vektoriine tiretici firmanin Onerileri dogrultusunda klonlandi. Ligasyon reaksiyonu Tablo

28’de verilmektedir.

Tablo 28. pGEM-T Easy i¢in ligasyon reaksiyonu

Icerik Hacim
10X T4 Ligasyon Tamponu 1 ul
PGEM-T Vektor 1 ul
PCR Uriinii 3ul
T4 DNA Ligaz 1wl
ddH,0 4 ul
Toplam 10 pl
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Ligasyon iirlinlerinin 16 °C’de bir gece inkiibasyonu ger¢eklestirildi. Ligasyon
sonrast plazmitler, CaCl; teknigi ile kompotent hale getirilmis E. coli JM101 hiicresine
transform edildi. Inkiibasyon sonucunda olusan kolonilerden secilen klonlar izole edilerek
istenilen rekombinant plazmitleri tagiyan hiicreler belirlendi.

Rekombinant plazmitleri tasiyan hiicrelerden izole edilen plazmitler ECcORI
restriksiyon endoniikleazi ile firmanin 6ngérdiigii sartlar altinda kesilerek 6 farkli HisTag
ilaveli pHIG22 pargasi pGEM-T Easy vektoriinden ¢ikarildi. Cikarilan 6 fragment pMKI18
vektoriine ECORI bolgesinden klonlandi, tiim klonlama islemleri E. coli JM101 susunda
yapildi. E. coli IM101°de yapilarak elde edilen ve sirasiyla pHTag-1, pHTag-2, pHTag-3,
pHTag-4, pHTag-5, pHTag-6 adlar1 verilen 6 farkli rekombinant plazmit Thermus
thermophilus HB27 hiicresine termofilik transformasyon metoduna goére transform edildi.

Plazmitlerin olusturulma ve klonlama asamalarinin sematizesi Sekil 21°de goriilmektedir.

pHIG22 parcasi=His-tag=stop
BamH] (ilk zincir igin)

Eealll o Ecell
e LicAsYON

)

pHIGZ2 parcasi=His-tag=stop
(kars zineir)

Ni-affiniti ile proteinin
saflastirilmasi
ve

SDS-PAGE Analizi

pME]1S - His-tag'h
pHIG22 parcalarn

(KLONLAR)

E.coli JM101

Sekil 21. pHTag plazmitlerinin olusturulma ve klonlama yontemini anlatan sekil

Klonlar tagidig: tespit edilen HB27 hiicreleri ve negatif kontrol hiicresi (pMK18
plazmitini tasryan HB27 hiicresi) ekspres edildi ve hiicre ekstraklarindan Nikel kolonlart

kullanilarak HisTag igeren protein/ proteinler saflastirildi.
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2.2.8.2.1. Co-Affinite Kromotografi Yontemi ile Saflagtirma

Klonlar tasidig1 tespit edilen HB27 hiicreleri ve negatif kontrol hiicre 6ziitlerinden
HisTag kuyrugu takilmis proteinlerin saflastirilmasi, ilave edilen HisTag kuyrugundan
yararlanilarak kobalt (Co) igeren bir saflastirma kiti olan TALON®Metal Affinity Resin
(Takara) vasitasiyla gergeklestirildi.

Calismada kullanilan tampon igerikleri Tablo 29°da goriilmektedir. 1-2 mL Co bagh
His-boncuklari, 10 mL yikama tamponu ile 15 mL’lik falkon tiip icerisinde 3 kez
yikanarak pH adaptasyonu saglandi. Ardindan proteinler ayr1 ayr1 (4 mL) His-boncuklari
iceren falkon tiliplere transfer edilerek yikama tamponu ile son hacim 15 mL’ye
tamamlandi. En az 2 saat diisiik hizda alt iist edilerek dikkatlice calkalandi. Inkiibasyon
stiresi sonunda gerceklestirilen santrifiigasyonu takiben siipernatant pipetdr yardimi ile
uzaklastirildi. His-boncuklar1 en az 3 kez yikama tamponu ile yikanarak baglanmamis
ilgisiz proteinler elemine edildi. Eliisyon basamagina ge¢cmeden once yikama tamponu
His-boncuklardan pipetdr yardimi ile tamamen uzaklastirildi. Eliisyon tamponu

kullanilarak baglanmis proteinlerin ayrilmasi saglandi.

Tablo 29. Co-Affinite Kromotografisinde kullanilan tamponlar

Tampon NaH,PO, (mM) NaCl (mM) Imidazol (mM) pH
Liziz 50 300 10 7,0
Yikama 50 300 20 7,0
Eliisyon 50 300 250 7,0

Ekspres edilen 6 farkli hiicreden hangisi ya da hangilerinde ekspresyonun oldugunun
belirlenmesi igin, Co-Affinite Kromotografisi ile saflagtirilan proteinlere SDS-PAGE

analizi uygulandu.

2.2.8.3. pHIG22 Transkriptlerinin Proteine Doniisiip Doniismediginin
Belirlenmesi Icin Karboksilesteraz Geninin Kullanilmasi

Yukaridaki 3.2.8.2 baslikli caligmaya benzer olarak yapilan bu calismada, pHIG22

transkriptlerinden zayif da olsa bir ekspresyon varsa bunun tespit edilebilmesi i¢in, diisiik



74

aktivite de dahi belirlenebilecek bir gen secildi ve benzer bir ¢calisma yapildi. Bu ¢alisma
ile de, belirlenen transkriptlerin transle olup olmadigi, eger transle oluyor ise translasyon
i¢in hangi frame’in (sense frame 1-3 veya antisens frame 1-3) kullanildiginin belirlenmesi
hedeflendi.

Bu amagla, pHIG22 plazmitinin her iki zincirinde transkript kodladig1 belirlenen
bolgelere, daha once laboratuvarimizda karakterize edilen termofilik bir enzimi kodlayan
karboksilesteraz geninin (Anoxybacillus sp. PDF1 karboksilesteraz) sokulmasi ve olusacak
proteinlerin belirlenebilmesi ig¢in; aktivitesi kolay tespit edilebilen bu genin kodladig
karboksilesteraz enziminin kullanilmas1 hedeflendi. Karboksilesteraz geni 741 bp
biiyiikliikte olup, kodladigi karboksilesteraz enzimi 55 ila 80 °C arasinda aktivite
vermektedir. Thermus thermophilus HB27 bakterisinin optimum biiyiime sicakligi olan 70
°C’de en iyi aktiviteyi vermektedir. Stabilitesi de olduk¢a giiclii bir enzim olan
karboksilesterazin karakterizasyon ¢alismalar1 daha dnceki galismalarda KTU Molekiiler
Biyoloji Laboratuvarinda yapildigindan dolayi, enzimin tiim Ozellikleri tam olarak
bilinmektedir.

[k olarak karboksilesteraz geninin pHIG22’ye klonlanabilmesini saglayacak Notl
restriksiyon endoniikleaz tanima bolgesi, spesifik primerler (Tablo 30) kullanilarak
pHIG22 plazmitinin her iki zincirinde yaklasik olarak 1300 bp aralikla 2 farkli (herbiri ayr1
zincirde olmak {izere) bolgede olusturuldu. Oncelikle, Notl tanima bdlgesine sahip
komplementer primerler kullanilarak pHIG22 plazmitleri PCR ile ¢ogaltildi. 1. bolgede
(pHIG22’nin 677. niikleotidi) olusturulan kesim bdlgesine sokulan karboksilestaraz geni,
pHIG22 plazmitindeki clockwise ve anticlokwise translasyonun ve dogru frame’in tespit
edilebilmesi, 2. boélgede (pHIG22’nin 1967. niikleotidi) olusturulan kesim bdlgesine
sokulan karboksilesterazda clockwise ve anticlockwise translasyonun ve translasyon

frame’inin tespit edilebilmesi i¢in kullanildi.



75

Tablo 30. pHIG22 plazmiti lizerinde Notl tanima bdlgesi olusturulmasinda kullanilan
primerler. italik sira pHIG22 dizisini, alti ¢izili sira Notl tanima dizisini,
Kalin yazili sira komplementer pHIG22 dizisini gostermektedir

Primer Ad1 Primer Sirasi (5°- 3°)

PHgNotl-1F  gCCgAgAgCggCCgCCggCgAgCgTACCgAg

1. Bolge CCCAgAAAAAQAg

(lk Zincirde) PHgNotl-1R  CTCgCCggCggCCgCTCTCggCACTATCCT
99999CTgAggTTyg

. PHgNotl-2F  AgCgTACgCggCCgCACCTCTCCCTAgAC

2.Bolge

(Kars1 CCAggCACCggAggA

Zincisr de) PHgNotl-2R  gAgAggTaCggCCgCgTACgCTggCggggTCT
ATTAggCggTTg

iy »
Iﬂ Dpnlile kesim ve ardindan PCR pHIGNGtL /\

5027 bp

Notl olusturma Notl EcoR
primerleri 1. bolge

Notl ST S i — . Ecofl
PCR Mol £290 |igasyon / -Lm
== I == = J/’/
PCR1
" pHIGNGOt2
"? E e mlz\1:ﬂ:l\
Notl

B :pME1E
1 :pHIG2Z

Transformasyon /

C:_-::: . pMEHIGNot2Z

E.coli IM101

Sekil 22. pMKHIGNotl ve pMKHIGNot2 plazmitlerinin olusturulmasini sematize eden
resim

Elde edilen PCR iiriinii agaroz jelde kontrol edildikten sonra, kalip plazmit
genomunun uzaklastirilmasi i¢in, tirtin Dpnl (Thermo Scientific) restriksiyon endoniikleazi
ile firmanin 6ngordiigi sartlar altinda kesildi. Kalip plazmit genomundan arindirilan iiriin
DNA Saflagtirma Kiti (Fermentas) ile saflastirildi. Daha sonra bu fiiriin kalip olarak
kullanilarak Tablo 31°de belirtilen spesifik primerler ile tekrar PCR yapildi. Boylece Notl
tanima dizisi, kullanilacak pHIG22 plazmitinin ug¢lardan uzak olacak sekilde ve orta

kisminda kalacak sekilde olusturulmus oldu. Klonlama stratejisinin daha iyi anlasilmasini
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sematize eden resim Sekil 22°de gosterilmektedir. Notl tanima boélgesi eklenmis pHIG22
fragmentlerine sirasiyla pHIGNot1 ve pHIGNot2 adlar verildi.

Tablo 31. NotI tanima bdlgesi olusturulan pHIG22’nin PCR ile ¢ogaltilmasinda
kullanilan primerler

Primer Ad1i  Primer Sirasi (5’- 3%)

1. Bolge HG-O4F CCCgAAAAQgggCAAQTgC
(Ilk Zincirde) HG-04R TTATggCgTggCgggTy
2. Bolge HG-O1F ACggCgAgCgTACCgAg

(Kars1 Zincirde)  HG-O1R CTgogggCTgAggTTgAg

PCR ile ¢ogaltilan Notl tanima bdlgesi eklenmis pHIG22 fragmentleri (pHIGNotl ve
pHIGNot2) ilk olarak pGEM-T Easy (Promega) vektoriine klonlandi ve bu vektdrden
EcoRI restriksiyon enzimi ile kesilerek ¢ikarildi. pHIGNotl ve pHIGNot2, ayni
restriksiyon enzimi ile kesilen pMK18 vektoriine ECORI bolgesinden sokuldu. Bu sekilde
iki farkli hibrit plazmit elde edildi. pHIGNotl pargasinin pMK18’e sokulmasiyla elde
edilen hibrite pMKHIGNotl, pHIGNot2 parcasinin pMK18’e sokulmasiyla elde edilen
hibrite ise pMKHIGNot2 ad1 verildi (Sekil 23).

otl balgesi
pMKHIGNot1 bl ‘ pMKHIGNot 2

Sekil 23. pMKHIGNot1 ve pMKHIGNot2 plazmitlerinin haritasi

Bundan sonraki asamada Notl bolgesinden hibrit plazmitlere sokulacak

karboksilesteraz genleri elde edildi.
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Ilk olarak, karboksilesteraz geni dizayn edilen spesifik primerler (Tablo 32)
kullanilarak PCR ile c¢ogaltildi. Primerler dizayn edilirken 5’ bdlgelerine Notl tanima
dizisi ve karboksilesteraz geninin baslama kodonunun upstream bolgesine de

translasyonun 3 farkli frame’de baslayabilmesine imkéan saglayacak bazlar eklendi.

Tablo 32. Karboksilesteraz geninin PCR ile ¢ogaltilmas1 i¢in, Notl kesim bolgesi
ekli olarak dizayn edilen primerler. italik dizi Notl tanima bdlgesini,
Kalin yazili dizi frame’in degismesi i¢in eklenen bazlar1 gostermektedir

Ozellik Primer Ad1 Primer Sirasi (5’- 3°)
) EstNotI-OF AAATATgCggCCgCATggTgAAgATIAT
Karqu3|l,esteraz TCCCCCAC
geninin 5” ucunun EstNotI-1F AAATATgCggCCgCTATgTgAAGATYA
deglstlnlmes.lnde TTCCCCCAC
kullanilan primerler — £oinot1.oF AAATATGCggCCGCTTATGGTgAAGATY
ATTCCCCCAC

Karboksilesteraz

geninin 3’ ucunun EstNotl-R AAATATgCggCCgCCTACCAATCTAAT
degistirilmesinde gATTCTAAA

kullanilan primer

Karboksilesteraz genine (741 bp) Notl kesim bolgesi eklenerek ¢ogaltilmasi igin ii¢
adet ileri ve 1 adet geri primer dizayn edildi. Karboksilesteraz geninin baslama kodonu
olan ATG’ nin basina 0, 1 (+1) ve 2 (-1) baz eklenerek ilgili genin olas1 tiim frame’lerden
translasyona baglayabilmesi hedeflendi.

PCR ile ¢ogaltilan karboksilesteraz geni fragmentleri agaroz jelde goriintiilendi, Notl
(Thermo Scientific) restriksiyon enzimi ile firmanin 6ngordiigii sartlar altinda kesilerek
ayni kesim bdlgesine sahip pMKHIGNotl ve pMKHIGNot2 hibritlerine ayni kesim
bolgesinden klonlandi. Klonlama stratejisinin daha iyi anlagilmasi i¢in yapilan sematize

Sekil 24’te gosterilmektedir.
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Nt tamamie -1 Mets

‘zlv o3igasi aidi ' Ezsteraz genleri
primer I
Hoatl Not|
PCR g 2en Ligasyon
Bem . O—— P
e pMKHIGNot2
Notl
”\_
B rj J::dm ma -
o Igesi ekl
:._Kr; primerier

PMKHIG1ESt = :pMK1E
ey /1 s pHIG22
PMKHIG2ES )
B :esteraz
Transformasyon  Kionin
Bir pozisyon igin 2
<::I oryantasyon ve herbir

oryantasyanda 3 frame
olmak Gzere toplam 12
farkh frame iceren
klonlar

E.coli IM101

T. thermophilus HB27

Sekil 24. Karboksilesteraz genlerinin pMKHIGNot(1,2) plazmitlerine klonlanmasini
sematize eden resim

Klonlama asamasinda her bir bolge i¢in ii¢ farkli (frame) klon olmak {izere toplam
alt1 klon elde edildi. Ayrica karboksilesteraz fragmentlerinin vektdre her iki oyantasyonda
insort olabilecegi ve her iki oryantasyondaki translasyonun tespit edilebilmesi icin
toplamda 12 farkli klon elde edildi. Bunun igin her alt1 farkli klonlama sonrasi elde edilen
tiim klonlar Macrogen (Giiney Kore) firmasina gonderilerek dizin analizine tabi tutuldu ve
klonlarin oryantasyonu bu sekilde belirlendi. Dizin analizi ile teyit edilen klonlara Tablo

33’te belirtilen isimler verildi.

Tablo 33. Her iki oryantasyonda elde edilen klonlarin adlandirilmast

Frame 1 PMKHIG1Est+0

1. Bolge Frame 2 PMKHIG1Est+1

+ (Clocwise) Frame 3 PMKHIG1Est+2
Oryantasyon Frame 1 PMKHIG2Est+0
2. Bolge Frame 2 PMKHIG2Est+1

Frame 3 PMKHIG2Est+2

Frame 1 PMKHIG1Est-0

1. Bolge Frame 2 PMKHIG1Est-1

- (Anticlockwise) Frame 3 PMKHIG1Est-2
Oryantasyon Frame 1 pPMKHIG2Est-0
2. Bolge Frame 2 PMKHIG2Est-1

Frame 3 PMKHIG2Est-2
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Tiim klonlama asamalar1 E. coli JM101 susunda yapildi. Inkiibasyon sonucunda
olusan kolonilerden segcilen klonlar izole edilerek istenilen rekombinant plazmitleri tasiyip
tasimadigi belirlendi. Klonlar yapilip teyit edildikten sonra Thermus thermophilus HB27
susuna termofilk transformasyon metoduna gore transform edildi.

Elde edilen klonlar1 tasiyan HB27 suslari ig¢in karboksilesteraz aktivitesinin

belirlenebilmesi amactyla asagidaki uygulamalar yapildi.

2.2.8.3.1. Jel Assay Yontemi (Zimogram) ile Karboksilesteraz Aktivitesinin
Belirlenmesi

Elde edilen klonlar1 tasiyan HB27 hiicre pelletlerinden protein izolasyonu yapildi ve
hiicre i¢i proteinler elde edildi. Elde edilen hiicre i¢i proteinlerin konsantrasyonlari
Bradford’un (1976) gelistirmis oldugu metoda gore gerceklestirildi ve orneklere Native
PAGE analizi uygulandi. Protein jel elektroforezi % 15°lik jel kullanilarak 15 mA’lik akim
altinda gerceklestirildi. Protein denatiirasyonunu engellemek icin SDS ve -
Merkaptoetanol kullanilmadan hazirlanan jele ham hiicre oziitleri yiiklenerek dogal
poliakrilamid jel elektroforezi yapildi (Laemli, 1970). Enzim isitilmadan direkt olarak jele
yiiklendi. Her bir kuyucuga 50 pg protein yiiklendi.

Elektroforez sonucunda elde edilen jel ayri ayr1 hazirlanmis olan, asagida soliisyon
icerikleri verilen SolA ve SolB ile ayni anda reaksiyona sokuldu. Koyu kahverengi ya da
kirmizimsi bantlar meydana gelinceye kadar bekletildi (Fujimura vd., 1996).

SolA: 8 mg 1-Naphthyl acetate, 2 mL asetonda ¢oziiliir ve 18 mL 0,1 M (ph 7,5)
Tris-HCI tamponuna eklenir.

SolB: 20 mg Fast redTR salt, 20 mL 0,1 M (pH 7,5) Tris-HCl ile ¢6ziiliir.

Yapilan ¢alisma sonucu elde edilen jeller bir bilgisayar tarayicisi ile fotograflandi ve
kaydedildi.

2.2.8.3.2. Tribiitirin Petri Assay ile Karboksi Esteraz Aktivitesinin Belirlenmesi

Elde edilen klonlar1 tasiyan HB27 hiicresi, pozitif ve negatif kontrol hiicrelerinde,
karboksilesteraz tiretimi, kalitatif olarak Tribiitiirin agar’da degerlendirildi.
[k olarak % 1 oraminda tribiitiirin ilave edilerek hazirlanan TM besiyerlerine ekim

yapildi ve 70 °C’de inkiibasyona birakildi. 3 giin boyunca koloniler etrafinda agik zon
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olusumu gozlendi ve zon olusturan hiicreler icin karboksilesteraz aktivitesi pozitif olarak

degerlendirildi (Zerre vd., 1992).

2.2.8.4 pHIG22 Transkriptlerinin Proteine Doniisiip Doéniismediginin
Belirlenmesi icin HisTag Ekli Karboksilesteraz Geninin
Kullanilmasi

Yukaridaki 3.2.8.3 baslikli calismaya benzer olarak yapilan bu caligmada, yine
karboksilesteraz geni kullanilarak pHIG22 transkriptlerinden zayif da olsa bir ekspresyon
varsa bunun tespit edilebilmesi amaglandi. Ustteki ¢alismadan farkli olarak, kullanilan
karboksilesteraz geninin 3’ ucuna HisTag (8X) dizisi ilave edilerek, transle olan
proteinlerin tespitinin anti-poly Histidine antikoru (Sigma, H-1029) kullanilarak, Western
blot analizi ile belirlenmesi hedeflendi. Cok az miktarda olusmus olabilecek olasi rep-
karboksilesteraz flizyon proteinlerinin jelde goriilememe ihtimali diisiiniilerek bu calisma
yapild.

3.2.8.3 baglikli bir oOnceki c¢aligmanin tiim asamalar1 detayli bir sekilde
anlatildigindan burada tekrar anlatilmayacaktir. Tiim klonlama asamalar1 iistteki ¢alismada
anlatildig gibi yapildi, farkli olarak karboksilesteraz geninin ¢ogaltilmasinda kullanilan 3°
ucu spesifik geri primer degistirildi (Tablo 34). Primerin, karboksilesteraz geninin 3’ ucuna
8X-His dizisi ekleyecek sekilde dizayn edilmesi ve dnceki calismadaki ileri primerler ile

birlikte kullanilarak genin PCR ile ¢ogaltilmasi saglandi.

Tablo 34. Karboksilesteraz geninin 3’ ucuna 8X-His dizisi eklenmesi icin dizayn
edilen primer. Italik sira HisTag dizisini gostermektedir

Primer . s
Adi Primer Siras1 (5°- 3’)
EstHiss.r  9CUICCICTCAGTYTgATYgTggTgATggTggTgCTTCCAATCT

AATQA

HisTag ilaveli karboksilesteraz geni iistteki calismada anlatildigi gibi pMKHIGNot1
ve pMKHIGNot2 plazmitlerine klonlandi ve asagidaki Tablo 35°de belirtildigi gibi
adlandirild.
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Tablo 35. Her iki oryantasyonda elde edilen HisTag ilaveli klonlarin adlandirilmasi

Frame 1 PMKHIG1Est+0His

1. Bolge | Frame 2 pPMKHIG1Est+1His

+ (Clockwise) Frame 3 PMKHIG1Est+2His
Oryantasyon Frame 1 PMKHIG2Est+0His
2. Bolge | Frame 2 PMKHIG2Est+1His

Frame 3 PMKHIG2Est+2His

Frame 1 PMKHIG1Est-OHis

1. Bolge | Frame 2 PMKHIG1Est-1His

- (Anticlockwise) Frame 3 PMKHIG1Est-2His
Oryantasyon Frame 1 PMKHIG2Est-0His
2. Bolge | Frame 2 pPMKHIG2Est-1His

Frame 3 PMKHIG2Est-2His

Ustteki calismada oldugu gibi, bu calismada da tiim klonlama asamalar1 E. coli

JM101 susunda yapildi. Klonlama asamalarinin sematizesi Sekil 25°te gdosterilmektedir.

HisTag
HisTag va Nod -1 Mot _ .
bisigss! sl . Esteraz genleri rd
primsr PCR et Nt Notl
o .
Bem o, E— O = L0
Geni o PMKHIGNot2
Mot
N —
Notl tanams
—";‘2 baigest ek ot
:._rj primerier

PMKHIG1Est B pMELE
ey [/ :pHIG22
PMKHIGZESE .
I : esteraz
Transformasyon _ Wonen
¥ Bir pozisyon igin 2 Bl : HisTag
<::1:| oryantasyon ve herbir

oryantasyanda 3 frame
olmak Gzere toplam 12
farkh frame igeren
klenlar

E.coli IM101

T. thermophilus HB27

Sekil 25. HisTag’li karboksilesteraz genlerinin  pMKHIGNot(1,2) plazmitlerine
klonlanmasini sematize eden resim
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Inkiibasyon sonucunda olusan kolonilerden secilen klonlar izole edilerek istenilen
rekombinant plazmitleri tasiyip tasimadig: belirlendi. Klonlama asamasinda her bir bolge
i¢in U¢ farkl (frame) klon olmak {izere toplam alt1 klon elde edildi. Ayrica karboksilesteraz
fragmentlerinin vektore her iki oyantasyonda insort olabilecegi ve her iki oryantasyondaki
translasyonun tespit edilebilmesi i¢in toplamda 12 farkli klon elde edildi. Bunun i¢in her
altt farkli klonlama sonrasi elde edilen tiim klonlar Macrogen (Giiney Kore) firmasina
gonderilerek dizin analizine tabi tutuldu ve klonlarin oryantasyonu bu sekilde belirlendi.

Klonlar yapilip teyit edildikten sonra Thermus thermophilus HB27 susuna termofilk
transformasyon metoduna gore transform edildi.

Elde edilen klonlar1 tagtyan HB27 suslari, negatif kontrol hiicresi (pMK18 tagiyan
HB27 susu) ve pozitif kontrol hiicresi (HisTag’li LMT geni igeren pET28a+ tasiyan E.coli
JM101 susu) i¢cin HisTag’li karboksilesteraz proteinlerinin belirlenebilmesi amaciyla
Western Blot analizi yapildi. Ayrica hiicrelerin protein profillerinde herhangi bir farklilik

olup olmadiginin da belirlenebilmesi i¢in tiim 6rneklere SDS-PAGE analizi uygulandi.

2.2.8.4.1. Proteinlerin Nitroseliiloz Membrana Aktarilmas1 ve Western Blot
Analizi

Western blot analizi igin jel semi-dry blotlama cihaz1 (Bio-Rad) kullanilarak
membrana aktarildi. Bunun i¢in membran ve Whatman kagitlar jel biiytikliigiinde kesildi.
Membran ve kagitlar blotlama tamponunda (48 mM Tris, 39 mM Glisin, %0,0375-w/v
SDS) 1slatildiktan sonra, cihaza 2 whatman kagidi, membran, jel ve 2 whatman kagidi
olacak sekilde sirasiyla yerlestirildiler. Cihaz 0,04 Amper'de 90 dk. ¢alistirild1 ve bdylece
blotlama iglemi gerceklestirildi. Ardindan membran PBS de hazirlanmis 90,3 1k siit
tozunda 2 dk. yikandiktan sonra 1 saat oda sicakliginda yine PBS de hazirlanmis % 3’liik
siit tozu i¢inde bloke edildi. Bu isleme takiben, 3 kez 15'er dk. % 0,3'lik siit tozunda
yikandi. Daha sonra 1 gece anti-poly Histidine antikoru (1:1000 sulandirma) (Sigma, H-
1029) igeren % 0,3liik siit tozunda oda sicakliginda hafifce calkalanarak inkiibe edildi ve
bu siirenin sonunda tekrar 3 kez 15°er dk. % 0,3liik siit tozunda yikandi. Ardindan 1 saat
Anti-Mouse 1gG (whole molecule)-Alkaline Phosphatase antibody (1:1000 sulandirma)
(Sigma, A-3562) igeren % 0,3'liik siit tozu i¢inde oda sicakliginda hafifce calkalanarak
inkiibe edildi. Sonra tekrar 3 kez 15°er dk. % 0,3"liik siit tozu i¢inde ve 2 kez de 10 ar dk.
AP (0.1IM Tris-HCI, 0.1M NaCl, 5mM MgCl,, pH9.5, 1X) tamponu i¢inde yikama
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gerceklestirildi. Son olarak membran 100 ul NBT (nitroblue tetrazolium) ve BCIP
(bromochloroindolyl fosfat) (NBT/BCIP stock solution, Roche, 11681451001) iceren 10
mL AP tamponu i¢inde boyandi. Reaksiyon, membranin bolca ddH,O ile yikanmasiyla

durduruldu. Membran kurutuldu ve taranarak bilgisayara aktarildi.

2.2.9. QPCR Teknigi ile pHIG22 Kopya Sayisimin Belirlenmesi

Real-Time qPCR teknigi ile konak hiicre igerisinde stabil olan plazmitlerin kopya
sayist kantitatif olarak hesaplanabilir (Fujimura vd., 1996). Real-Time prensibi altinda
“Absolute Kantifikasyon” metodu ile ¢ogaltilan hedef bolgelerin hizli ve verimli bir
sekilde miktarinin ya da kopya sayisinin hesaplanmasi yapilabilmektedir (Burgos vd.,
2002). Niikleik asitlerin kantitatif analizinde bircok metot kullanilmasina ragmen, qPCR su
anda kullanilan en duyarli ve hassas yontemdir (Ferre, 1992; Klein 2002).

QPCR teknigi ile kopya sayisinin hesaplanabilmesi i¢in genomda kopya sayisi
onceden bilinen bir standart gen kullanilmalidir. Bu ¢alisma i¢in Thermus scotoductus K6
(pHIG22’yi barindiran orijinal sus) genomundaki tek kopyali oldugu bilinen rpoB geni
kullanildi. Ik olarak, Thermus scotoductus K6 genomundaki rpoB geni ve pHIG22
plazmitinin replikasyon orijin bdlgesinin i¢ kisimlarindan secilen bir bolge (1441. ile 1574.

bp arasi bolge) i¢in spesifik olan iki primer seti dizayn edildi (Tablo 36).

Tablo 36. QPCR calismasinda kullanilan primerler ve 6zellikleri

Kalip . . ) 2 Cogaltilan
Blge Primer ad1  Primer sirasi (5°-3°) ™ Blge (bp)
i ggAgTTCTTCAQCCgTAQC o 134 Dbp
K6 TSPOB-F cagcTTTCC 64,6 C* (K6 Genom)
Genomu
] gCACgTCAAACCCCgCCC . 134bp
TSTpoB-R gCTC 67,6 C (K6 Genom)
CggATCCgACTTgACgggC 134 bp
PHG-5Fw A(::I"?AC g 9ALEA9~ 6320 (pHIG22
pHIG22 g Genom)
Genomu 134 bp
PHG-R1554 g?%?TGCGGGAGAGAGA 632°C  (pHIG22
Genom)
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Bu primer setleri, dogru karsilagtirma ve hesaplama yapilabilmesi i¢in, her iki
bolgeden de esit uzunlukta (134 bp) bir bolgenin ¢ogaltilabilmesine olanak saglayacak
sekilde dizayn edildi. Dizayn edilen primerlerin Tm derecelerinin ve % GC igeriklerinin
birbirine yakin olmas1 yapilan qPCR ¢alismasinin spesifitesini arttirdi.

Thermus scotoductus genomunda rpoB geni, tek kopyali bir gendir (GenBank, NCBI,
CP001962.1). rpoB geninin i¢ bdlgesinden spesifik primerler kullanilarak PCR ile
cogaltilan 134 bp’lik bir bolgenin konsantrasyonu, pHIG22 plazmitinin replikasyon orijin
bolgesinin i¢ kismindan ¢ogaltilan 134 bp’lik bir bolgenin konsantrasyonu ile karsilastirildi
ve olusturulan standart grafik ile kopya sayisinin belirlenmesinde kullanilan Ct degerleri
hesaplandi.

Real-time gPCR amplifikasyonu ve elde edilen verilerin analizi laboratuvarimizda
mevcut bulunan LightCycler Versiyon 1.5 (Roche Diagnostics) cihazi ile gergeklestirildi.
Standart grafiklerin olusturulmasi ve Threshold Cycle (CT) degeri cihaz yazilimindaki
“The Second Derivative Method” yontemine gore hesaplandi. Calismada kullanilan
primerlerin Tm derecelerinin ve MgCl, konsantrasyonunun optimizasyonu yapildi. 3 mM
MgClI; kullanild1 ve primerlerin optimum Tm dereceleri 61 °C olarak belirlenirdi. Firmanin
ongordigi sartlar altinda LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green I kiti (Roche

Diagnostics) kullanilarak yapilan ¢aligmanin sartlar1 Tablo 37°de gosterilmektedir.

Tablo 37. Roche 1.5 LightCycler qPCR ¢aligma sartlari

AnalizModu | Déngii | Béliim Hedef Sicakhk | Sire | O<UM?
Modu
Denatiirasyon
Higbiri 1 95 C° 30 sn higbiri
Amplifikasyon
Kantifikasyon 45 Denatiirasyon 95 C° 0sn higbiri
Baglanma 61 C° 10 sn hicbiri
Uzama 72 C° 6sn tek
Erime Egrisi
Erime Egrileri 1 Denatiirasyon 95 C° 0sn hicbiri
Baglanma 65 C° 15sn hicbiri
Erime 95C° Osn stirekli
Hiz Orani: 0,1
C°/ sn.
Sogutma

Higbiri 1 40 C° 30 sn hicbiri
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Bu calismada, SYBR Green-l1 boyasi kullanilmasinin nedeni, Real-Time PCR
calismalarinda bir¢ok avantaji bulunmasindan dolayidir. SYBR Green-I boyasi, sadece ¢ift
zincirli DNA’lara baglanabilme 06zelliginden dolayi, primer dimerlerinin ve spesifik

olmayan PCR f{iriinlerinin belirlenebilmesi agisindan olduk¢a avantajlidir.

2.2.9.1. Real-time QPCR i¢in Standart Grafik Olusturulmasi

pHIG22 plazmitini barindiran Thermus scotoductus K6 susunun gecelik kiiltiirii
yapild1 ve bu kiiltiirden asilanan yeni kiiltiirden eksponansiyel biiyiime fazinda hiicreler
coktiiriilerek Total DNA izolasyonu (hem genomik hem de plazmit DNA igerir) yapildi.
Plazmitlerde kopya sayisinin hesaplanabilmesi icin, plazmitin lineer hale getirilmesi
gerektiginden (halka ve kirik formalarin lineer olmasi i¢in), ilk olarak K6 Total DNA’s1
Nhel restriksiyon endoniikleazi ile kesildi (Nhel restriksiyon endoniikleazi, PCR ile
cogaltilan bolgelerin i¢ kismindan kesmeyen bir enzimdir) ve elde edilen kalip DNA TE
soliisyonu ile seyreltilerek bes farkli konsantrasyonda olacak sekilde numuneler hazirlandi.
Hazirlanan DNA’larin yogunlugu asagidaki formiile gore hesaplandi ve konsantrasyonlari

NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) spektrofotometresi ile 6l¢iildii.

6.02 x 1023 (kr‘:l—lza) x DNA Miktar (g)
g

DNA uzunlugu (dp)x 660 ‘3—31

DNA (kopya) =

(D

Bu formiil kullanilarak hesaplanan DNA yogunluguna goére 25,7 fg Thermus
scotoductus K6 kalip DNA’st 10 kopya genom igermektedir. Bu sekilde 10 kathik
seyreltmeler yapilarak agsagidaki Tablo 38’de gosterilen yogunluklarda kalip DNA’lar elde
edildi.
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Tablo 38. Standart Grafik olusturulmasi i¢in kullanilan kalip DNA’larin

ozellikleri
Ornek Ad1 Konsantrasyon (DNA)  Kopya sayis1 /ul
Kalip 1 25,7 fg 10
Kalip 2 0,257 pg 100
Kalip 3 2,57 pg 1000
Kalip 4 25,7 pg 10000
Kalip 5 0,257 ng 100000

Hem rpoB geni hem de pHIG22’deki hedef bolge icin, standart egri olusturulmasinda
1x10° ila 1x10° kopya/L araliginda 6rnek kullanildi. Olusturulan her iki egri i¢in sonuglar
tic tekrarli olarak yapildi, test edildi ve amplifikasyon verimleri elde edildi.

Her seyreltmedeki Cry degerleri iki tekrarli olarak Ol¢iildii ve hem rpoB hem de
pHIG22 i¢in standart egriler olusturuldu. Ct degerleri, baslangi¢ kalip DNA’larin kopya
sayilarinin logaritmik artislarina goére ¢izildi. Her bir standart egri, ¢izilen noktalarin lineer
regresyonu ile olusturuldu. PCR amplifikasyon verimi (E) asagidaki formiile gore

hesaplandi1 (Rasmussen, 2001).

E=10-1/slope-1 (2)

Amplifikasyonun dogrulugu hem “Melting Curve” analizi hem de jel elektroforezi
ile kontrol edildi. Ttim drnekler icin erime sicakligr pikleri belirlendi ve bu sonuglara goére
tiim amplifikasyonlarin verimi test edildi. Elde edilen grafikler kantifikasyon ¢aligmasi i¢in

kullanildi. Floresans sinyal dl¢iimii 72 °C’deki her uzama basamaginin sonunda yapildi.

2.2.9.2. pHIG22 Kopya Sayisinin Hesaplanmasi

Thermus scotoductus K6 Total DNA’sinin kalip olarak kullanilmasiyla yapilan Real-
time qPCR amplifikasyonlar1 es zamanl olarak yapildi. Yukarida belirtildigi iizere {i¢
tekrarli olarak yapilan qPCR ¢alismasi sonucu, rpoB geni ve pHIG22 bdlgesine ait Ct
degerlerinin elde edilmesiyle, olusturulan standart grafikler kullanilarak pHIG22

plazmitinin kopya sayisi, rpoB geninin kopya sayisina boliinerek hesaplandi.
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2.2.10. Thermus Cinsi Klonlama ve Ekspresyon Vektorlerinin Gelistirilmesi
2.2.10.1. Klonlama Vektoriiniin Tasarlanmasi
pHIG22’nin minimal replikonunun belirlenmesi ile pMK18 plazmiti ve pUCI18

plazmiti kullanilarak pHIG22 tabanli klonlama vektorii olusturuldu. Klonlama stratejisinin

daha i1yi anlasilabilmesi i¢in klonlama asamalar1 Sekil 26’da sematize edilmektedir.

PUCHTK
3903 bp

2. Adim

Ligasyon

Minimal Replikon EcoRl
01200

Sekil 26. Klonlama vektoriiniin dizayn agamalarinin sematize edilmesi

[k olarak pMK18 plazmitinden HTK kaseti (PslpA promotoru ile birlikte) BamHI
restriksiyon endoniikleazi ile kesilerek ¢ikarildi ve aymi endoniikleazla kesilerek ayni
yapiskan uclara sahip olmasi saglanan pUCI18 plazmitine bu bolgeden klonlandi. Boylece
iki direng¢ genine (kanamisin ve amfisilin) sahip pUCHTK plazmiti elde edilmis oldu.

Ikinci olarak, dizayn edilen spesifik primerler (p0HG-1Rw ve pHG-3F) (Tablo 39)
kullanilarak pHIG22’nin minimal replikonu PCR ile ¢ogaltildi, pGEM-T Easy vektoriine
firmanin 6ngordiigii sartlar altinda klonlanip ardindan ECORI restriksiyon endoniikleazi ile
cikarildi ve aynmi endoniikleazla kesilerek ayni yapigkan uclara sahip olmasi saglanan

pUCHTK vektdriine bu bolgeden klonlandi.
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Tiim klonlama asamalart E. coli JM101 susunda gerceklestirildi. Elde edilen hibrit
plazmite pUCHIGK ad1 verildi. pUCHIGK plazmiti; kanamisin kaseti, amfisilin kaseti,
pUC ori bolgesi, MCS bolgesi, lac promotoru ve pHIG ori bolgesini igermektedir.

Tablo 39. Klonlama ve ekspresyon vektorlerinin dizayn edilmesinde kullanilan primerler

Pri in Baglandig
Vektor Adi  Primer Adi Primer Sirasi (5°- 3’) rimerin Bagiandigl

Bolge
pHG-1Rw ggAATTCCQgATCCgCTgggTTAg  387.bp o o
Klonlama gTgTTgTg & 2
Vektori pHG-3F ggAATTCCggATCCgACTTCCCT  614.bp % E‘N)
AggAACCTC =
E2HIGF ATCgATCTACCCCCTgAgCA 2312. bp
CCCgCTTgTACCACACC
E2HIGR2 CATCgATCAAggogTggggCTC 15. bp
Ekspresyon CAgggTgggACCATTCCCCTC o %é
vektorii pMKEHindF  gACAAgCTTgCggCCgCACTC 4708. bp é gFN)
gAgCAC e =
pMKEHindR  CgCAAgCTTgTCgACggAgCT 4692. bp
CgAATTC

2.2.10.2. Ekspresyon Vektoriiniin Tasarlanmasi

Termofilik proteinlerin mezofilik organizmalar yerine termofilik konaklarda ekspres
edilmesi tercih edilir. Bu ylizden termofilik bakterilerden izole edilen plazmitlerin
kullanim1 giin gegtikge artmaktadir. Bu sebeple, pHIG22 plazmitinin Thermus cinsinde
replike olabilme 0Ozelligi kullanilarak, termofilik proteinlerin ekspres edilmesinde
kullanilabilecek pHIG22 tabanli bir ekspresyon vektoriiniin dizayn edilmesi amaglandi.

Yapilan bu g¢alismada, pHIG22 tabanli ekspresyon vektoriiniin tasarlanmasi igin
PMKE2 (Biotools Inc.) plazmiti kullanildi. pMKE2 plazmiti E. coli-Thermus suslarinda
replike olabilen hibrit bir vektordiir. HTK (Higly thermostable kanamycine cassette) kaseti,
MCS bolgesi ve Ppyr promotor bolgesi igerir. Ppg promotoru MCS bolgesinden klonlanan
genlerin Thermus thermophilus’da ekspres edilmesini saglamaktadir. pMKE2 plazmitinin
bu o6zelliginden yararlanilarak, pHIG22 tabanli ekspresyon vektorii gelistirildi. Klonlama

stratejisinin daha iyi anlagilabilmesi i¢in klonlama agsamalar1 Sekil 27°de gosterilmektedir.
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Sekil 27. Ekspresyon vektoriiniin dizayn agamalarinin sematize edilmesi

[k olarak pMKE2 plazmitinden, Thermus ori bolgesi disarda kalacak sekilde, dizayn
edilen spesifik primerler (Tablo 39) kullanilarak iki farkli bolge PCR ile ¢ogaltildi. Dizayn
edilen primerlerin 5’ uglarma HindIIl tamima dizisi, 3’ uglarina da Clal tanima dizisi
eklendi. Hindlll ve Clal restriksiyon edoniikleazlari ile kesilen fragmentler ayni yapiskan
uclara sahip bolgelerden, oryantasyon farki olmadan self-ligasyon ile birlestirildi.

Ikinci olarak pHIG22 plazmitinin minimal replikonu, 3’ uglarinda Clal tanima dizisi
ekli pHIGE2F ve pHIGE2R primerleri kullanilarak PCR ile ¢ogaltildi. Elde edilen
fragment Clal restriksiyon endoniiklezi ile kesilerek, yapiskan uglara sahip olmasi saglandi
ve bir onceki asamada 2 fragmentin birlestirilmesiyle elde edilen vektére Clal kesim
bolgesinden klonlandi. Tiim klonlama asamalar1 E. coli JM101 susunda gergeklestirildi.
Elde edilen hibrit vektore pHIGKE2 adi verildi. pHIGKE2 plazmiti; kanamisin kaseti,
amfisilin kaseti, pUC ori bolgesi, MCS bdlgesi, lac promotoru ve Py, bolgesi ve pHIG ori

bolgesini icermektedir.



3. BULGULAR

3.1. pHIG22’nin Biyoinformatik Analizi

Lasergene 9.1. (DNAstar Inc.) programi ile yapilan analiz sonucunda pHIG22
genomunda 3 palindrom dizi, OriFinder (Gao ve Zhang, 2008) programi ile 3 muhtemel
ORF bolgesi belirlenmistir. MOTIF (URL-4), MCAST (URL-5) ve Softberry Analysis
(URL-2) araglart kullanilarak, pHIG22 baz dizininin 6 frame’de protein sirasina
dontistiiriilmesiyle elde edilen aminoasit siralar1 analiz edilmis ve analiz sonucunda Lozin
Zipper ve RepA baglanma motifleri tespit edilmistir. Neural Network Promoter Prediction
(Reese vd., 2001) araci ile yapilan promotor analizi sonucu her iki zincirde promotor
dizileri (Pro-1 ve Pro-2) tespit edilmistir. Elde edilen biyoinformatik veriler, plazmiti tek
kesen restriksiyon endoniikleaz bolgeleri ve FastPCR programi kullanilarak pHIG22
genomundan dizayn edilen tiim primerler Sekil 28’deki SnapGene Viewer Version 2.2.2.

(Biotech LLC) programiyla ¢izilen pHIG22 haritasi tizerinde gosterilmektedir.

(2) BamHI HIG-24 (25 . 44)
(2168 . 2188) TherS_6F-3Rv / y pHG-6Rw (2222 ., 24)
(2097 ..2125) pOriz-R ;’!// Y pHE-RS4 (34 ., 114)
L _Thers_6P-1Rw (133 .. 153)

(2027 .. 2047) pHG-R2027 £

(1991 ., 2006) pHTag-1R
(1938 .. 1966) PHgMotI-ZR ™ \
1966 ., 1995) PHgMotI-2F -5 N

¢ (1951 .. 19)?1) gom

(1904 .. 1919) pHG-5Rw V.
(1913 ., 1929) HG-O3F
(1903 .. 1919) pHE-6Fw ~

" _H@_TIR (137 . 154)
— HGT-1F (167 .. 182)

_ P1-HGOE (phos) (259 .. 275)
-

o pHG-R30S (305 . 325
S pOHF-R (309 ., 329)

_Nhel (374)
pOriz-F (369 .. 290)

“.53;

(1813 ., 1830) OR4-UZ4R 4| Pro-2 .

(1799 .. 1814) OR4-U20R - O ndrom 2 b,,"r‘ 'pHHﬁGlERZW-F(S(g;éI43%)?)
(1789 .. 1808) OR4-ULOR - 6@\ L f/,,:‘, P "
{1780, 1810) HIG-1790 %, HG-06R (457 . 472)

T HG-OEF (481 .. 487)
[ PHG-F528 (528 .. 54€)

—— pHG-ZRw (563 . 579)

I HiG-57e (576 . 596]

= pHG-3Fw (614 . 631)

_pHIGEZ-R (614 . 639)

_ORE-UZ3R (623 . 641)

o HG-O1R (47 . 664)

|\ HG-01F (677 .. 693)

|| PHaNotI-1R (849 677)
PHgMetI-1F (678 . TO6)
HIG-E64 (664 ., 684)

PHG-F723 (729 ., 749
. N His-724 (724 . 805)
Y - B
(1326 .. 1345) pHG-R1326 7 ] ‘ Thers_&P-1Fw (549 .. 569)
(1282 ., 1299) HG-02ZF ey, \ T pHTag-1F (879 .. 294)
) N
\ S

(1254) Neol . . T pHG_R1004 (1004 ., 1025)
(1180, 1187) HGT_2F  / \ F1-HGG1 (phosg) (1009 .. 1025)
(1140, 1156) HE_T2R pHG-3Rw (1010 ., 1025)

(1112, 1127) P1-HGO4 pHG-4Fw (1109, 1124)

(1692.. 1711) HIe-1692 —)
[1664 . 1681) HE_T3F |

(1613, 1631) HE_T3R — |

(1595 ., 1616) HIG-1595 —\)
(1554 . 1574) pHG-R1554 — \)

(1498 .. 1515) HG-04F ~_~
(1466 ., 1482) HS-O4R

(1441 . 1456) pHG-5Fu

N,

Sekil 28. Biyoinformatik analizler sonucu elde edilen verilerin pHIG22 haritas1
tizerinde gosterimi. Karakterizasyon calismalarinda dizayn edilen ve
kullanilan biitiin primerlerin pHIG22 iizerinde baglandig1 bolgeler
gosterilmektedir (harita lizerindeki sayilar primerlerin plazmit iizerinde
baglandiklar1 bolgeleri gostermektedir. Sayilardan ilki primerin
baslangi¢ niikleotidini, ikincisi ise bitis niikleotidini ifade etmektedir)
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3.2. pHIG22’nin Minimal Replikonunun Belirlenmesi

pHIG22 plazmitinin replikasyondan sorumlu minimal bdlgesinin belirlenmesi igin

asagidaki ¢alismalar yapilmastir.

3.21. pHIG22 Parcalarnmin HTK Kaseti ile Birlestirilmesi ve Thermus
thermophilus HB27’ye Transformasyon Calismalar:

pHIG22 plazmitinin farkli bolgelerinden PCR ile ¢ogaltilan pHIG22 parcalarinin
HTK kaseti (Thermus cinsinde aktif olan gen, yiiksek sicakliklara direngli kanamisin
niikleotidil transferaz enzimini kodlamaktadir) ile birlestirilmesi sonucu pHIG22’nin
replikasyonu incelenmistir. Biyoinformatik analiz sonuglar1 dikkate alinarak, pHIG22
plazmitinin farkli bolgelerinden dizayn edilen 5 ¢ift spesifik primer kullanilarak PCR ile
plazmitin tamami veya hemen hemen tamami ¢ogaltilmis, pMK18 plazmitinden spesifik
primerler kullanilarak PCR ile cogaltilan HTK kaseti ile dogrudan birlestirilmis ve
Thermus thermophilus HB27 susuna termofilik transformasyon yontemine gore transform
edilmistir.

Yapilan transformasyonlar sonucunda, kanamisinli petrilerde herhangi bir koloni
olusumu gozlenmemistir. Ligasyon iriinlerinin klon haline getirilmeden dogrudan
transformasyonu sonucu, Thermus Thermophilus HB27’nin restriksiyon endoniiklaz
sistemi tarafindan degrede edildigi disiiniildiigiinden farkli bir yaklagim gelistirilerek
asagidaki calisma yapilmastir.

3.2.2. pUCHTK Tabanh Hibrit Plazmitlerin Olusturulmasi

pUC18 plazmitinin Thermus cinsi bakterilerde replike olamama 6zelligi kullanilarak,
pUC18 plazmiti, HTK (Thermus cinsinde aktif olan gen, yiiksek sicakliklara direngli
kanamisin niikleotidil transferaz enzimini kodlamaktadir) kaseti ve farkli bolgelerden PCR
ile ¢ogaltilan pHIG22 fragmentleri birlestirilerek (pUC18+HTK kaseti+pHIG22) hibrit
plazmitler olusturulmus ve termofilik organizmalara transform edilmistir.
Dizayn edilen 11 c¢ift spesifik primer kullanilarak, pHIG22 plazmiti PCR ile
cogaltilmig ve elde edilen 11 farkli pHIG22 fragmenti pUCHTK vektoriiyle (pUC18 ve
HTK kasetinin birlestirilmesiyle elde edilen vektor) birlestirilmistir. E. coli JM101 susunda
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olusturulan klonlar, sirastyla Thermus thermophilus HB27, Thermus sp. M5 ve Thermus
scotoductus K6 (pHG22’yi barindiran orijinal sus) suslarina termofilik transformasyon
metoduna gore transform edilmistir.

Yapilan transformasyon g¢alismalar1 sonucunda pUCHTK-5 hibritinin (Sekil 29)
Thermus scotoductus K6 (pHIG22’yi tasiyan orijinal sus) susunda replike olabildigi
belirlenmigtir. Transformasyon sonucu petrilerde olusan koloniler kanamisinli TM
besiyerinde gecelik kiiltiirlere alinmis, gece kiiltiirlerinin ¢oktiiriilmesi ile elde edilen
pelletlerden plazmit izolasyonu yapilmis ve sonuglar agaroz jelde incelenerek tespit
edilmistir.

Thermus thermophilus HB27 susuna yapilan transformasyon ¢aligmalari
sonucunda, pUCHTK-5 hibrit plazmitinin, Thermus thermophilus HB27 susunda da
replike olabildigi belirlenmistir. HB27 klonilerinden yapilan plazmit izolasyonu sonucu
PUCHTK-5 plazmiti jelde goriintiilenmistir, ancak alt kiiltiir sayis1 yani pasaj sayisi
arttikga pUCHTK-5 plazmitinin hiicre kopya sayisinin yavas yavas azaldigi gozlenmistir.

pUCHTK-5

Sekil 29. pUCHTK-5 hibritinin haritasi
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pUC18 iskeletini kullanan pUCHTK-5 plazmitinin 5 numarali pHIG22 pargasin
kullanarak HB27 ve K6 suslarinda replike olmasi, 2012 bp biiyiikliigiinde olan bu pHIG22
pargasinin plazmitin replikasyonu igin gerekli olan elemanlari ve minimal ori bolgesini
tasidigin1  gostermistir. Boylece, bu bdlgenin pHIG22 plazmitinin minimal replikonu

oldugu ortaya ¢ikarilmistir.

3.3. E. coli’de Replikasyonun Arastirilmasi

Thermus cinsine ait plazmitlerin E. coli suslarinda replike olmadigi literatiirden
bilinmekle beraber, bunun teyidi i¢in pHIG22 plazmitinin E. coli hiicrelerinde replike olup
olmadig1 arastirnlmigtir. Bu c¢aligmada, farkli bolgelerden g¢ogaltilan pHIG22 parcalar
(2.2.2.1 pHIG22 pargalarinin HTK Kkaseti ile birlestirilmesi baslikli ¢alismada belirtilen
spesifik primerler (Tablo 3) bu c¢alisma i¢in de kullanilmistir) pET28a+ vektorii ile
birlestirilerek hibrit vektorler olusturulmus (bu pHIG22 pargalarindan 5 numarali olanin
tastyan pUCHTK-5 hibritinin  Thermus cinsinde replike oldugu oOnceki c¢alisma ile
belirlenmistir) ve sonrasinda pET28at+ replikasyon orijini silinerek olusturulan
rekombinant plazmitlerde pHIG22 replikasyon orijininin kullanimi saglanarak E. coli
suslarinda replike olup olmadig1 belirlenmistir.

Yapilan transformasyon calismalari 3 tekrarli olarak yapilmis ve kanamisinli
petrilerde herhangi bir koloniye rastlanilmamistir. Bu sonug, Thermus cinsinde replike
olabilmeyi saglayan pHIG22 pargasinin ve farkli 4 diger pHIG22 pargasinin kullanilarak

olusturulmus plazmitlerin, E. coli suslarinda replike olmadigi sonucunu ortaya ¢ikarmustir.

3.4. Thermus scotoductus K6’da Plazmit Curing

Literatiirde Thermus cinsi bakterilerde curing ajani olarak en fazla SDS, Etidyum
Bromiir ve Akridin Oranj kullanildig: bilindiginden, bu ajanlarin farkli konsantrasyonlari
curing ajani olarak kullanilmistir. Thermus scotoductus K6 susu i¢in, Etidyum bromiiriin
farkli konsantrasyonlart denenmis ve curing’de etkili olmadigi belirlenmistir (veri
verilmemistir). SDS ile Akridin Oranj’in birlikte uygulanmasiyla elde edilen ilk birkag alt

kiiltirden yapilan plazmit izolasyonlar1 sonucu hiicrelerden elde edilen plazmit
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DNA’larinin yogunluklarinda kademeli olarak bir azalma meydana geldigi goriilmiistiir
(Sekil 30).

Plazmit yogunlugunun en fazla azaldig1 6rneklerin 1 ppm SDS ve 30 ppm Akridin
Oranj’in birlikte kullanildig1 6rneklerde oldugu tespit edilmistir. Bu konsantrasyonlarin
artirlldigr durumlarda K6 hiicresinin biiyiimesinin engellendigi saptandigindan, daha

yiiksek konsantrasyonlar denenmemistir.

Sekil 30. K6 susu i¢in plazmit curing denemeleri.l) pHIG22
(Kontrol) plazmiti; 2) besinci alt kiiltiirden yapilan
plazmit izolasyonu; 3) sekizinci alt kiiltiirden
yapilan plazmit izolasyonu sonuglarini
gostermektedir

Sekil 30°da goriildiigii tizere 8. alt kiiltiirden itibaren plazmit yogunluklar1 azalmis
fakat sonraki alt kiiltiirlerde tamamen kaybolmadigi saptanmistir. Birgok deneme
yapilmasia ragmen, K6 hiicresinden pHIG22 plazmiti tamamen uzaklastirilamamistir.
Sonug olarak, kullanilan curing ajanlarinin K6 susu tizerinde etkili olmadigi belirlenmistir.
Bu sebepten, pHIG22 plazmitinden kodlanabilecek proteinlerin tespit edilebilmesi i¢in

baska yaklagimlar devreye sokulmustur.
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3.5. pHIG22 Tarafindan Kodlanan Transkriptlerin Belirlenmesi

pHIG22 plazmitinden kodlanan transkriptlerin belirlenebilmesi igin, Thermus
scotoductus K6 Total RNA’sinin kalip olarak kullanilmasi ile plazmitin her iki zincirinde
belirli araliklarla farkli bolgelerden spesifik primerler dizayn edilerek ¢cDNA sentezi
yapilmis ve elde edilen cDNA’lar PCR ile ¢ogaltilarak, transkriptlerin oryantasyonu ve

muhtemel biiytikliikleri belirlenmistir.

pHIGZ2Z pHIG22

2222bp

2222bp

1200bp wosse <
7
) ’ ‘. " //
Fara
~Na N /z/'x
PHGR1004
ik zincir <DNA'lardan PCR Karsi zincir cDNA'lardan PCR

Sekil 31. cDNA’larin PCR ile ¢ogaltilmasi sonucu elde edilen fragmentlerin gosterimi.
Ince oklar ilk zincir cDNA olusturmada kullanilan primerleri, kalin oklar PCR
reaksiyonunda kullanilan geri primerleri, kesik ¢izgili bolge cDNA’dan PCR
sonucu lirlin elde edilen bolgeleri, noktali bolge transkriptlerin baglama ve bitis
bolgelerinin bulundugu araligi géstermektedir

Sekil 31°de goriildiigii lizere clockwise zincir i¢in, cDNA olusturma da 3 farkh
primer kullanilmis ve bu primerlerden pHG-F528 ve HGT-2F primerleri ile yapilan reverz
transkripsiyon sonrast cDNA f{iriinii elde edilmistir. HGT-1F primeri ile yapilan cDNA
olusturma reaksiyonunda {riin elde edilememesi transkriptin baslama noktasinin bu
primerin baglandig1 noktadan daha ileri bir bolgede oldugunu gdstermistir. Elde edilen iki
cDNA’nin kalip olarak kullanilmas: ile belirli araliklarda bulunan geri primerler ile yapilan
PCR’lar sonucunda HGT-3R primerinin bulundugu boélgeye kadar PCR firiinii elde
edilmistir. Daha geri primer olan HIG-24 ile yapilan PCR sonucunda iiriin elde



96

edilememesi sonucu, mevcut transkriptin bu iki primer bolgesinin arasinda herhangi bir

bolgede sonlandigini gostermistir (Sekil 32).

1000 bp
500 bp

250 bp

100 bp

Sekil 32. Clockwise zincirden iiretilen cDNA’larmin PCR ile
cogaltilmast sonucu elde edilen PCR fiirtinleri. 1) pHG-
R1004/pHG-F729, 2) pHG-R1004/HG-O6F, 3) pHG-
R1004/HGT-1F, 4) pHG-R1554/pHG-F729, 5) pHG-
R1554/HG-06F, 6) pHG-R1554HGT-1F primerleri ile
yapilan PCR sonuglari, M) Marker, K) Negatif kontrol

Sekil 31°de goriildiigi lizere anticlockwise zincir i¢in, cDNA olusturmada 3 farkl
primer kullanilmis ve bu primerlerden pHG-R1554 ve pHG-R1004 primerleri ile yapilan
revers transkripsiyon sonrasi cDNA {iriinii elde edilmistir. pHG-6RF primeri ile yapilan
cDNA olusturma reaksiyonunda iirlin elde edilememesi transkriptin baslama noktasinin bu
primerin baglandig1 noktadan daha ileri bir bolgede oldugunu gostermistir. Elde edilen iki
cDNA’nin kalip olarak kullanilmast ile belirli araliklarda bulunan geri primerler ile yapilan
PCR’lar sonucunda HG-OG6F primerinin bulundugu boélgeye kadar PCR firlinii elde
edilmistir. Daha geri primer olan HGT-1F ile yapilan PCR sonucunda {iriin elde
edilememesi sonucu, mevcut transkriptin bu iki primer bdlgesinin arasinda herhangi bir

bolgede sonlandigini gdstermistir (Sekil 33).
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1000 bp
800 bp

500 bp

100 bp

Sekil 33. Anticlockwise zincirden iiretilen cDNA’larmin PCR ile
cogaltilmas: sonucu elde edilen PCR iirtinleri. 1) pHG-
F528/HIG-24, 2) pHG-F528/HGT-3R, 3) pHG-F528/pHG-
R1326, 4) HGT-2F/pHG-R1326, 5) HGT-2F/HGT-3R, 6)
HGT-2F/HIG-24 primerleri ile yapilan PCR sonuglari, 7)
Negatif kontrol, M) Marker

3.6. pHIG22 icin RNA Analizleri, Transkriptlerin 5° ve 3’ Uclarinn
Belirlenmesi

pHIG22 plazmitinin ilk zincirinden kodlanan bir ve karsi zincirinde kodlanan bir
olmak tizere, tahmini biiyiikliikleri ve oryantasyonlar1 belirlenmis toplam iki transkriptin 5’
uclarinin belirlenmesi i¢cin RACE teknigi, 3’ uglarmin belirlenmesi i¢cinde LACE teknigi

kullanilmistir.

3.6.1. Transkript 1 ve 2’nin 5’ Ucunun Belirlenmesi (RACE Teknigi)

Bu c¢alismada 5°/3° RACE 2nd Generation (Version 13, Roche) kit kullanilmustir. i1k
olarak dizayn edilen spesifik primerler kullanilarak ilk zincir DNA’lar olusturulmus,
olusturulan cDNA’lar saflagtirilmis, homopolimerik kuyruk eklenmis ve hedef cDNA’lar
PCR ile cogaltilmistir. Transkriptlerin g¢ogaltilan 5° uglart pGEM-T Easy vektoriine
klonlanmis ve Macrogen (Giliney Kore) firmasma gonderilerek dizin analizine tabii

tutulmustur.
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Dizin analiz sonuglar incelendiginde Transkript 1’in 5° ucunun pHIG22 plazmitinin
329. baz1 oldugu belirlenmistir (BamHI kesim noktasi plazmitin “0” noktasi olarak kabul
edilmistir). Transkript 2 i¢inde yapilan aym ¢alismanin sonuglar1 incelendiginde,

transkriptin 5° ucunun pHIG22 plazmitinin 2103. baz1 oldugu belirlenmistir (Sekil 34).

3.6.2. Transkript 1 ve 2°nin 3° Ucunun Belirlenmesi (LACE Teknigi)

Transkriptlerin 3° uglarmin belirlenmesi i¢in LACE teknigi kullanilmistir. ilk olarak
5’ ucu fosforillenmis bir primer (P1) ilgili transkriptin 3° ucuna RNA ligaz ile
yapistirtlmistir. Ardindan P1 primerine komplementer olan ters yonde baska bir primer
(P2) kalip olarak kullanilmig (bu primer P1 primerine baglanmistir) ve reverz
transkripsiyon ile cDNA elde edilmistir. Olusturulan cDNA’lar {i¢iincii bir primer (P3)
kullanilarak PCR ile ¢ogaltilmis ve elde edilen fragmentler pGEM-T Easy vektoriine
klonlanmig, Macrogen (Giiney Kore) firmasma gonderilerek dizin analizine tabii
tutulmustur.

Dizin analiz sonuclar1 incelendiginde Transkript 1’in 3” ucunun pHIG22 plazmitinin
1950. bazinda sonlandig1 belirlenmistir (BamHI kesim noktas1 plazmitin “0” noktas1 olarak
kabul edilmistir). Transkript 2 i¢inde yapilan ayni ¢alismanin sonuglar incelendiginde,
transkriptin 3’ ucunun pHIG22 plazmitinin 392. bazinda sonlandigi belirlenmistir (Sekil
34).

RACE ve LACE teknikleri ile yapilan ¢aligmalar sonucunda, pHIG22 tarafindan
kodlanan Transkript 1’in 329. bazda basladigi, 1950. bazda sonlandigi; karsi zincirden
kodlanan Transkript 2’nin de 2103. bazda basladigr ve 329. bazda sonlandigi ortaya

cikarilmistir (BamHI kesim noktasi plazmitin “0” noktasi olarak kabul edilmistir).
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Sekil 34. Transkriptlerin baslama ve bitis noktalarini1 gosteren harita
3.6.3. pHIG22 Transkriptlerinin Diizenleyici Bolgelerinin Analizi

Yapilan biyoinformatik analizler sonucunda da her iki bolgede promotor analizi
yapilmistir. BPROM, Promotor Predictor ve Neural Network Promoter Prediction araglari

ile yapilan analizler sonucunda her iki diizenleyici bdlgede promotor dizilerinin bulundugu
tespit edilmistir (Sekil 35).

Promoter predictions for 1 prokaryotic sequence with score cutoff 0.20 (transcription start shown in larger font):

Promoter predictions for pTR1-HTK :

Start End Score
511 556 0.45

Promoter Seguence
ACTCTCTTGCECCGIETGCCCARACGEEETARGCTACTCAC GTCAGGRAR

Promoter predictions for 1 prokaryotic sequence with score cutoff 0.20 (transcription start shown in larger font):

Promoter predictions for pTR2-HTK :

Start End Score Promoter Sequence

348 391 0.23 CCCCATICCGTCGGTGEGEAGCTGEAGCCCATAGACTGEEAGGATCCTECTE

Sekil 35. Transkript-1 ve 2 diizenleyici bolgeleri i¢in yapilan Promotor analiz

sonuglari. Sonuglar Neural Network Promoter Prediction araci ile elde
edilmigtir
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Biyoinformatik analizlerin deneysel calismalar ile desteklenmesi i¢in yapilan bu
calismada pHIG22 tarafindan kodlanan transkriptlerin upstream bdlgelerinde bulunan
diizenleyici bolgelerinin ¢ikarilarak baska bir genin 6niine eklenmesi ve eklenen bolgelerin
promotor 6zelligi olup olmadiginin bu genin (HTK) ekspresyonuna bakilarak belirlenmesi
hedeflenmistir.

pHIG22 plazmitinden kodlanan 2 transkriptin upstream bolgesinde bulunan bdlgeler
(yaklasik 500- 600 bp) onceki calismalarda kullanilan ve transkripsiyon baslama noktasi
(+1 pozisyon) bilinen HTK genine (Fernandes-Herrero vd., 1997) upstream bdlgesinden
birlestirilmis ve pGEM-T Easy vektoriine klonlanmistir. Klonlama islemleri E. coli IM101
susunda amfisilinli ortamda (PGEM-T Easy vektorii p-laktamaz enzimi kullanildi)
yapilmustir. Olusan iki klona sirasiyla pTR1-HTK ve pTR2-HTK adlar1 verilmistir.

pTR1-HTK ve pTR2-HTK klonlarini barmndiran E. coli JIM101 suslari kanamisinli
LB agar (70ug/ul) iizerine ¢izgi ekim yapilmis ve sonuclar incelenmistir. Sekil 36 ‘da
goriildiigii lizere her iki diizenleyici bolgenin promotor tasidigi, HTK geninin ekspres
olmasi ile tespit edilmistir. pTR1-HTK klonunu tasiyan JM101 susu kanamisinli LB agar
petrisinde iyi diizeyde biiylimiis, ancak pTR2-HTK klonunu tasiyan JM101 susu ayni
sartlara sahip petride ¢ok az diizeyde biiyiiyebilmistir. Yapilan 3 tekrarli deneylerde ayni
sonuclar gorilmiistiir (Sekil 36).

Sekil 36. pTR1-HTK ve pTR2-HTK’yi barindiran JM101 suslarinin goriintiisii. 1) pTR1-
HTK klonunu tasiyan JM101 hiicresinin kanamisinli LB agarda (70ug/ul)
cogaltilmasi, 2) pTR2-HTK klonunu tastyan JM101 hiicresinin kanamisinli LB
agarda (70ug/ul) cogaltilmasi
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Petrilerde olusan biiyiime farkliliginin ne diizeyde oldugunun belirlenebilmesi i¢in
her iki klonu tagtyan JM101 hiicrelerinden gecelik kiiltiirler hazirlanarak her iki hiicre igin
cogalma egrileri elde edilmistir. Hazirlanan kiltiirlerden yapilan 4 tekrarli deney
sonucunda elde edilen verilerin ortalamasi kullanilarak c¢ogalma egrisi grafigi ¢izilmis
(Sekil 37) ve biiyiiyen kiiltiirlerin biiylime farkliligin anlamli olup olmadiginin belirlenmesi

i¢in elde edilen verilere t-testi uygulanmistir (Tablo 40).

Cogalma Egrileri
g 1,6 x,awT
=}
313 1,24
[a]
e 1 0,94
2 07 0,76 *pTRl'HTK
[¢*] ’
2 0,5 ==m==pTR2-HTK
2 04
-] ,28
< 0,1 — T T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5
Zaman (Saat)

Sekil 37. pTR1-HTK ve pTR2-HTK klonlarini tagiyan hiicrelerin ¢ogalma egrileri
grafigi

Tablo 40. Cogalma grafigi i¢in yapilan t-testi sonuglari

t-Test: Ortalamalar I¢in Iki Ornek

pTR1-HTK pTR2-HTK
Ortalama 1,3 1,190666667
Varyans 0,98737037 0,926510617
Gozlem 10 10
Pearson Korelasyonu 0,995032068
Ongoriilen Ortalama Farki 0
Df 9
t Stat 3,378751138
P(T<=t) tek-uglu 0,004071547
t Kritik tek-uglu 1,833112933
P(T<=t) iki-uglu 0,008143095

t Kritik iki-uglu 2,262157163
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Bu teste baslamadan 6nce, verilerin normallik varsayimina bakilarak Kolmogorov-
Smirnov (K-S) simamasi sonucunda verilerin normal dagilimdan geldigi gézlenmistir. Bu
testteki Kolmogorov-Smirnov istatistik degeri, 0,691 ve buna bagli P degeri 0,726 olarak
bulunmustur. Ho’da, iki 6rnegin esitligi varsayildigindan ve Olasilik Degerimiz (P) 0,05
ten kiigiik oldugu i¢in Hp reddedilmistir. Elde edilen bu sonuca gore, pTR1-HTK ve pTR2-
HTK ortalamalar1 arasinda fark oldugu belirlenmistir.

pTR1-HTK klonunu tasiyan hiicrenin pTR2-HTK klonunu tasiyan hiicreye gore daha
hizli ¢cogaldig1 belirlenmis (Sekil 37) ve elde edilen bu sonugla, Transkript-1 diizenleyici
bolgesinde bulunan promotorun Transkript-2 diizenleyici bolgesinde bulunan promotora
gore daha giiclii bir promotor oldugu ortaya ¢ikarilmistir.

Hem biyoinformatik analiz sonuglarinin hem de deneysel sonuglarin birbirini
desteklemesi, her iki bolgede promotor dizilerinin oldugunu ve tespit edilen bu

promotorlerin birbirlerine gore farkli diizeyde etkili olduklarini ortaya ¢ikarmustir.

3.7. pHIG22 Replikasyon Orijini ve Modunun Belirlenmesi

pHIG22 plazmitinin replikasyon modunun ve orijininin belirlenmesi i¢in
transmisyon elektron mikroskobu (TEM) ¢aligmas1 yapilmistir.

Ik olarak pHIG22 plazmitini tek noktadan kestigi bilinen BamHI ve Ncol
restriksiyon endontiikleazlar1 kullanilarak ve kesilmemis pHIG22 plazmiti kullanilarak
elektron mikroskop preparatlart hazirlanmistir. Kesim sonucu olusan ara iiriinlerde “Y”
seklinde catallar, kesilmemis plazmit 6rneklerinde de “Teta” seklinde yapilar incelenmistir.
3 tekrarli olarak hazirlanan preparatlar TEM altinda incelenmis ve sonuglar

karsilagtiritlmistir (Sekil 38, 39 ve 40).
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Sekil 38. pHIG22’nin Ncol ile kesimi sonucunun TEM goriintileri. Ok isaretleri
replikasyon catalin1 gostermektedir. Barlarin uzunlugu 300 nm’dir

Sekil 39. pHIG22’nin BamHI ile kesimi sonucunun TEM goriintiileri. Ok isaretleri
replikasyon catalin1 gostermektedir. Soldaki barin uzunlugu 200 nm, sagdaki
barm uzunlugu 300 nm’dir
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Teta tip Halkasal form

"Y" seklinde gatal formlan

Sekil 40. pHIG22 plazmitinin degisik formlarinin TEM goriintiileri

Incelemeler sonucunda kesilmemis pHIG22 plazmiti kullamlarak hazirlanan drnekte
Teta harfine benzer yapilar gorilmiistiir. Ayrica BamHI restriksiyon endoniikleazi ile
kesilmis pHIG22 6rneginde de literatiirde belirtildigi gibi “Y” seklinde yapilar goriilmiistiir
(Sekil 39). Yapilan birkag tekrarli caligmalarda da ayni yapilar gézlenmistir. Ayni sekilde,
Ncol endoniikleazinin pHIG22 replikasyon orijinini i¢ bolgeden kestigi ve catal seklinde
yapilar olustugu goriilmistiir (Sekil 38). Boylece, plazmitin BamHI kesim bolgesinden
1254 bp uzakta olan Ncol kesim bolgesinden de kesilmis olmasi replikasyon orijin
bolgesininin bu iki enzim (BamHI ve Ncol) bolgelerinin her ikisini de igine aldigini
gostermistir. Elde edilen fotograflardan replikasyon orijininin yaklasik uzunlugu ve
sinirlart  belirlenmistir. Sekil 38 ve 39°da kesilen replikasyon c¢atalinin uzunluklar
goriilmektedir. Olusan catallarin her iki kolunun uzunluklar1 hesaplanmis ve replikasyon
orijinin baglama ve bitig bolgeleri yaklasik olarak belirlenmistir. Replikasyon orijin bolgesi
Transkript-1’in promotor bolgesinin upstream’inden bagslayip Transkript-2’nin promotor

bolgesine de i¢ine alan 2029 bp’lik bir bolge (46 ila 239 bazlari arasinda kalan bdlge harig
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plazmitin tamami) olarak belirlenmistir. Alinan TEM analiz sonuglar1 replikasyon ¢atalinin

Transkript-1’in +1 pozisyonundan basladigini desteklemektedir (Sekil 41).

BamH) Replikasyon
"0" nokias! 46 ba Catalimin agildign
.t . - B3 hilge

328, baz
-
-
-
-
.

Sekil 41. pHIG22 replikasyon ori bdlgesinin harita iizerinde
gosterimi. Noktal1 bolge replikasyon orijin bolgesini
ifade etmektedir

Ikinci olarak, pHIG-5 plazmiti (pHIG22 ve pMK18 hibriti olan bu plazmitteki
pHIG22 pargasi K6 susunda replike olabilen parcadir) Sacll ve Ncol restriksiyon
endoniikleaz enzimleri ile ayri ayri kesilmis ve incelenmistir. Yapilan bu ¢aligma ile de
pHIG22’nin, pHIG-5 hibritinin replikasyonunda etkili olup olmadig: ve replikasyon catali

olusturup olusturmadigi arastirilmistir.

BamHI

Sekil 42. pHIG-5 hibritinin haritas1
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pHIG-5 plazmiti tizerinde Thermus replikasyon orijini bulunmakta ve Sacll enzimi
bu replikasyon orijininin i¢ bolgesinden kesmektedir. Bu sekilde pHIG-5 plazmitindeki
Thermus ori bolgesinden olusan replikasyon catalinin kesilmesi ve goriintiilenmesi
saglanmistir. Elde edilen goriintilerde, aym1 pHIG-5 plazmiti {izerindeki pHIG22
bolgesinde olusan replikasyon gatali incelenmistir. Sacll enzimi ile kesim sonucu Thermus
ori bdlgesinde “Y” harfine benzer bir yapinin olustugu, karsi bolgesindeki pHIG22 plazmit
bolgesinde ise kabarcik seklinde yapinin olustugu belirlenmistir (Sekil 43). Bu sonugla,
replikasyonun hem pHIG-5 plazmitinin Thermus ori bolgesinde basladigi hem de pHIG22
rep ori bolgesinde basladigr ortaya ¢ikarilmistir. Yani hibrit plazmitte, her iki rep ori de

ayn1 anda kullanilmaktadir.

Sekil 43. pHIG-5 plazmitinin Sacll ile kesim sonras1t TEM goriintiisii. Siyah ok isaretleri
kesim bolgesinde olusan “Y” catalini, beyaz oklar ise halka yapisini (rep
orijinini) gostermektedir. Sol resimdeki barin uzunlugu 500 nm, sag resimdeki
barin uzunlugu ise 300 nm’dir

Ncol restriksiyon enzimi pHIG-5 hibritindeki pHIG22 ori bélgesinin i¢ kismindan,
kenarina yakin bolgesinden kesmektedir. pHIG-5 plazmitinin Ncol restriksiyon enzimi ile
kesimi sonucu elde edilen goriintiiler TEM altinda incelenmistir. Inceleme sonucunda,
replikasyon gatalinin kesim yapilan bélgede olustugu ve kesim sonucunda ¢atalin kesilerek
“Y” harfine benzer bir yapinin olustugu goriilmiistiir. “Y” sekline benzer yapinin
goriilmesi pHIG22’nin  replikasyonu baglatmak i¢in halka yapist olusturdugunu
gostermektedir. Kullanilan Ncol enzimi sadece pHIG22 bolgesinden DNA’y1 kestigi igin
Thermus ori (pMK18 replikasyon ori bolgesi) bolgesinde herhangi bir “Y” yapisi
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goriilmemis, sadece halka yap1 gozlenmistir (Sekil 44). Bu sonug bize, hibrit plazmit olan
pHIG-5 plazmitinin replikasyonunda, pHIG22 plazmitinin replikasyon orijininin de

kullanildigin1 géstermektedir.

Sekil 44. pHIG-5 plazmitinin Ncol ile kesim sonucu TEM goriintiisii. Siyah ok isaretleri
pHIG22 replikasyon orijin bolgesinde olusan “Y” ¢atal yapisini, beyaz oklar ise
Thermus ori (pMKI18 replikasyon orijini) halka yapisini gostermektedir. Sol
resimdeki barin uzunlugu 300 nm, sag resimdeki barin uzunlugu ise 200 nm’dir

3.8. pHIG22’nin Transkriptlerinin Proteine Doniisiip Doniismediginin
Belirlenmesi

pHIG22’nin transkriptlerinin proteine doniislip doniismediginin belirlenmesi i¢in
asagida anlatilan 4 farkli yaklasim gelistirilmis ve herbir ¢alisma sonucunda ortaya ¢ikan
sonuglar irdelenerek diger ¢alismalar yapilmistir. Bu yiizden yapilan 4 ¢alisma birbiri ile
baglantili olup, elde edilen bulgular ayni sonucu desteklemistir.

Yapilan bu caligmalarin ilkinde, farkli boélgelerden tamami cogaltilan 5 farkli
pHIG22 pargasinin pMKI18 vektorii ile birlestirilmesi ve olugan hibritlerin {irettigi
proteinlerin karsilagtirilarak pHIG22 tarafindan kodlanabilecek proteinlerin tespit edilmesi
amaclanmistir. pHIG22’den kodlanabilecek proteinlerin dogru okuma c¢ercevesinde
olmamas1 ya da promotor bolgelerin dogru sekilde klonlanamama ihtimali diistiniilerek
ikinci bir ¢aligma yapma ihtiyact dogmustur.

Yapilan ikinci ¢calismada, pHIG22 tarafindan kodlanan transkriptlerin belirlenmesi
sonrasi, transkriptlerin baslama noktalari goz Onilinde bulundurularak farkli pHIG22
parcalarinin promotor bolgeleri kapsayacak sekilde HisTag ilaveli olarak ¢ogaltilmasi ve

bu parcalarin transle olup olmadiginin incelenerek olasi proteinlerin tespit edilmesi
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amaglanmistir. Yapilan bu calismada herhangi bir proteine rastlanilmamasi sonucunda,
pHIG22’den herhangi bir protein kodlanmadigi sonucu desteklenmis fakat pHIG22
parcalarindan olusabilecek proteinlerin tiim genom diisiiniildiiglinde ¢ok diisiik seviyede
kalmasi veya hiicrede degrede edilmis olabilecegi ihtimali de gbz 6niinde bulundurularak
bu sorunun asilmasi i¢in lglincli bir ¢alisma yapilmistir. Boylece pHIG22 tarafindan
kodlanan transkriptlerin proteine doniismediginden emin olabilmek i¢in diger yaklagimlar
gelistirilmistir.

Gelistirilen bu yaklasimda pHIG22 plazmitinin her iki zincirinde transkript kodladigi
belirlenen iki farkli bolgeye, daha 6nce laboratuvarimizda karakterize edilen termofilik bir
enzimi kodlayan karboksilesteraz geni sokulmus ve olusacak proteinlerin belirlenebilmesi
icin; aktivitesi kolay tespit edilebilen bu genin kodladig1 karboksilesteraz enzimi
kullanilmistir. pHIG22 transkriptlerinden zayif da olsa bir ekspresyon varsa bunun tespiti
icin yapilan bu calismada; klonlama stratejisi gelistirilirken olasi tiim frame’lerden protein
olusabilecegi ihtimali gbz Oniinde bulundurularak, her iki oryantasyonda ve tiim okuma
cergevelerinde toplam 12 farkli klon edilmistir. Boylece pHIG22’den olusabilecek olasi
tiim proteinlerin tespit edilmesi, tespit edilen proteinlerin oryantasyonu ve translasyon i¢in
hangi frame’inin kullanildiginin belirlenmesi amaglanmistir. Yapilan bu g¢alisma ile de
pHIG22 tarafindan kodlanan bir protein tespit edilememesi, plazmitin replikasyonu i¢in
konak faktorlerini kullandig: fikrini gliclendirmis ve bunun kesinlestirilmesi i¢in dordiincii
ve son bir ¢aligsma daha yapilmstir.

Yapilan bu son ¢aligsma ile bir dnceki ¢alismada kullanilan karboksilesteraz geninin
3’ ucuna HisTag kuyrugu takilmis ve tiigiincii ¢calismada olusturulan tiim klonlarin (12
klon) HisTag ilaveli olmasi saglanmistir. Calismanin tiim agamalar: bir 6nceki ¢alisma ile
ayni olup tek ayrim elde edilen karboksilesteraz genlerinin 3° ucuna HisTag dizisi ilave
edilmesidir. HisTag ilaveli olas1 rep-karboksilesteraz fiizyonlarinin tespit edilebilmesi ¢in
Western Blot anallizi yapilmis ve olasi proteinlerin, ¢ok diisiik seviyede dahi olsa, tespit
edilmesi amaglanmigtir. Yapilan bu son ¢alisma ile de pHIG22 tarafindan kodlanabilecek
herhangi bir proteinin ekspresyon seviyesinin ¢ok diisiik olma ihtimali ya da dogru
katlanamama ihtimali olsa dahi tespiti miimkiin kilinmistir. Yapilan 4 farkli ¢alisma birbiri

icinde desteklenmis ve olas1 tiim ihtimaller diisiiniilerek ardi1 ardina yapilmastir.



109

3.8.1. pHIG Hibritlerinin Olusturulmasi ve Translasyonun Incelenmesi

Yapilan bu g¢alismada, PCR ile olusturulan 5 farkli pHIG22 par¢asinin pMK18
vektoriiyle birlestirilmesi sonucu olusan hibrit vektorlerin (pHIG-1, pHIG-2, pHIG-3,
pHIG-4 ve pHIG-5) iirettigi proteinlerin karsilastirilarak farkli protein bantlarinin (pHIG22
tarafindan kodlanan) tespit edilebilmesi amaglanmistir. 5 farkli pHIG (1, 2, 3, 4, 5) hibriti
Thermus thermophilus HB27 susuna transform edilmis, hiicre i¢i proteinleri izole edilerek

SDS-PAGE analizi ile protein profilleri karsilastirilmistir.

SamHl (1z290)

{sz7ay BamHI —

(4908) Nhel” TN
“BamHI (z41m)

" Ndel (2611)

{40261 Neol

(3648) EcoRI BamHI (3627)

Sekil 45. pHIG-3 hibritinin haritas1

Sekil 46’da goriilen protein profilleri karsilagtirildiginda, pHIG-3 (Sekil 45)
klonunun protein profilinde farkli bir bant gézlenmistir. Biitiin hibrit plazmitlerin DNA
dizin analizleri yaptirilmistir. Diziler uygun programlar ile analiz edilerek, pHIG-3’iin
tirettigi bu proteinin spesifik veya spesifik olmayan in frame bir fliizyon proteini olup

olmayacag1 aragtirtlmistir.
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Sekil 46. % 15°lik SDS-PAGE’de hibrit plazmitleri igeren T. thermophilus
HB27 suslarinin hiicre igi protein profillerinin karsilagtirilmasi. 1,
pHIG22 plazmitini barindiran Orijinal sus (T. scotoductus K6); 2,
Plazmit igermeyen T. thermophilus HB27 susu; 3, pHIG-1 (pMK18
ile HGT1F/HGTIR primerleriyle olusturulan PCR fragmentinin
fizyonu); 4, pHIG-2 (pMK18 ile HGT2F/HGT2R primerleriyle
olusturulan PCR fragmentinin fiizyonu); 5, pHIG-3 (pMK18 ile
HGT3F/HGT3R primerleriyle olusturulan PCR fragmentinin
fiizyonu); 6, pHIG-4 (pMK18 ile HGO4F/HGO4R primerleriyle
olusturulan PCR fragmentinin fiizyonu); 7, pHIG-5 (pMK18 ile
pHGTIR/pHG3F primerleriyle olusturulan PCR fragmentinin
flizyonu); 8, pMK18 iceren T. thermophilus HB27 susu. Ok isareti
farkli bant1 gstermektedir

Sekil 46’da goriilen farkli bandin tanimlanmasi amaciyla, bu bant jelden ¢ikarilarak
MALDI-TOF/TOF analizine (Kocaeli Universitesi, Tip Fakiiltesi, Klinik Arastirmalar
Birimi, Proteomiks Laboratuvari) tabi tutulmustur.

MALDI-TOF/TOF analizine gore elde edilen peptit siralar;; pMK18 plazmitinden

kodlanan proteinlerin aminoasit siralar1 ve pHIG22 plazmitinden kodlanmasi muhtemel
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ORF bolgelerinin aminoasit siralart ile ve replikasyondan sorumlu proteinlerin ortak
siralari ile ayri1 ayri olacak sekilde hizalanmistir. Ayrica pMK18 ve pHIG22 plazmitlerinin
tim DNA dizinlerinin 6 frame’deki amino asit siralari, MALDI-TOF/TOF analiz
sonucunda elde edilen peptit siralari ile hizalanmis ve sonuglar incelenmistir. inceleme
sonucunda yiiksek benzerlige sahip herhangi bir ortak sira belirlenmemis ve bu ylizden
pHIG22 transkriptlerinden olusan herhangi bir protein tespit edilmemistir. Goriilen bu
farkl1 bantin HB27 genomundan kodlanan bir genin, hiicrenin maruz kaldigi farkli bir
etkinin sonucunda asir1 iiretilmesi sonucunda ortaya ¢iktig1r diigtiniilmiistiir. Daha detayh

sonuclar alinmasi i¢in asagidaki ¢caligsmalar yapilmistir.

3.8.2. pHTag Klonlarinin Olusturulmasi ve Translasyonun incelenmesi

pHTag klonlar1 kullanilarak, pHIG22 tarafindan kodlanan transkriptlerin transle olup
olmadigi, eger transle oluyor ise translasyon i¢in hangi frame’in (sense frame 1-3 veya
antisens frame 1-3) kullanildiginin belirlenmesi hedeflenmistir. Bunun i¢in transkripte
doniisen bolgelerin tahmini baslangi¢ noktalarinin upstreamlerinden baslayarak (muhtemel
RBS’nin ¢ogaltilan bdlgenin i¢ kisminda kalmast i¢in), yaklagik 250 ila 350 bp arasi bir
bolge dizayn edilen spesifik primerler ile ¢ogaltilmis ve bu c¢ogaltilan pargalarin transle
olup olmadig1 incelenmistir.

Olusturulan klonlara sirasiyla pHTag-1, pHTag-2, pHTag-3, pHTag-4, pHTag-5 ve
pHTag-6 adlar1 verilmistir (Sekil 47). Klon oldugu belirlenen pHTag plazmitleri HB27
hiicrelerine transform edilmistir. Klonlar1 tasidig: tespit edilen HB27 hiicreleri ekspres
edilmis ve hiicre ekstraklarindan Nikel kolonlar1 kullanilarak HisTag i¢eren protein ya da
proteinler saflastirilmaya calisilmistir. Ekspres edilen 6 farkli hiicreden hangisi ya da

hangilerinde ekspresyonun oldugunun belirlenmesi i¢in SDS-PAGE analizi yapilmistir.
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Sekil 47.pHTag-(1, 2, 3, 4, 5, 6) plazmitlerinin haritasi

Yapilan SDS-PAGE goriintiisii incelendiginde herhangi bir protein bandina
rastlanilmamistir. SDS-PAGE analizi 3 kez tekrarlanmis fakat yine herhangi bir protein
bant1 tespit edilememistir.

Bunun sebebi olarak, jelde goriilmesi beklenen HisTag’l1 proteinlerin (eger kodlanan
protein/proteinler varsa) HB27 hiicrelerindeki ekspresyon seviyesinin ¢ok diisiik olma
thtimali Ongodriilmiistiir. HB27 hiicrelerine transform edilen klonlarin herhangi bir ajanla
indiikklenememesi, bu yiizden pHIG22 tarafindan kodlanan transkriptlerin ekspresyon
seviyesinin tiim genom diisiintildiiglinde ¢ok diisiik seviyede kalmasi veya hiicrede degrede
edilmis olabilecegi kuvvetle muhtemel oldugundan asagidaki ¢alismalar ile bu sorunlar

astlmstir.

3.8.3. pMKHIG(1,2)Est Hibritlerinin  Olusturulmast ve Translasyonun
Incelenmesi

pHIG22 plazmitinin her iki zincirinde transkript kodladig: belirlenen bolgelere, daha
once laboratuvarimizda karakterize edilen termofilik bir enzimi kodlayan karboksilesteraz
geni (741 bp, Anoxybacillus sp. PDF1 karboksilesterazi) sokulmus ve olusacak proteinlerin
belirlenebilmesi i¢in; aktivitesi kolay tespit edilebilen bu genin kodladig1 karboksilesteraz

enzimi kullanilmistir. Bu enzimin tercih edilme sebebi, 55 ila 80 °C arasinda aktivite
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vermesi, stabilitesinin oldukc¢a giiglii olmasi1 ve Thermus thermophilus HB27 bakterisinin
optimum biiyiime sicakligi olan 70 °C’de en iyi aktiviteyi vermesidir.

Klonlama asamasinda her bir bolge i¢in ii¢ farkli (frame) klon olmak iizere toplam
altt klon elde edilmistir. Ayrica karboksilesteraz fragmentlerinin vektore her iki
oyantasyonda insOrt olabilecegi ve her iki oryantasyondaki translasyonun tespit

edilebilmesi i¢in toplamda 12 farkli klon elde edilmistir (Sekil 48).

PMKHIG1Est
Klonlari

PMKHIG2Est

Klonlari stop kodonu

M13 fnd

Sekil 48. pMKHIGEst1 ve pMKHIGEst2 klonlarinin haritast

Elde edilen 12 klonu tastyan HB27 hiicresi (pMKHIGEst klonlarimi tasiyan HB27
hiicreleri), pozitif kontrol hiicresi (karboksilesteraz aktivitesi veren Anoxybacillus sp.
PDF1 hiicresi) ve negatif kontrol hiicresinin (pMK18 plazmitini tasiyan HB27 hiicresi)
pelletlerinden hiicre ekstrakti elde edilmistir. Elde edilen hiicre i¢i proteinlerin
konsantrasyonlar1 belirlenmis ve Native PAGE analizi uygulanarak Jel assay yontemi
(zimogram) ile karboksilesteraz aktivite deneyi yapilmis ve Sekil 49°da verilen goriintiiler

elde edilmistir.
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Sekil 49. pMKHIG-Est-1 ila 12 klonlari, negatif kontrol ve pozitif kontrol hiicre
proteinlerinin karboksilesteraz aktivitesi tayini i¢in yapilan zimogramin
goriintlisii. Tim klonlar pMK18 vektorii iizerinde olusturulmus ve Thermus
thermophilus HB27 hiicresine transform edilmistir. 1) pMKHIG1Est+0 Klonu,
2) pMKHIG1Est+1 Klonu, 3) pMKHIG1Est+2 Klonu, 4) pMKHIG2Est+0
Klonu, 5) pMKHIG2Est+1 Klonu; 6) pMKHIG2Est+2 Klonu; 7)
PMKHIG2Est-0 Klonu; 8) pMKHIG1Est-1 Klonu, 9) pMKHIG1Est-2 Klonu,
10) pMKHIG2Est-0 Klonu, 11) pMKHIG2Est-1 Klonu, 12) pMKHIG2Est-2
Klonu, NK) pMKI18 tasiyan HB27 PK), Pozitif Kontrol (Anoxybacillus sp.
PDF1 karboksilesterazi)

Yapilan c¢alisma sonucu olusan bantlar incelenmis, pozitif kontrolde bant
goriilmesine ragmen, 12 klon ve negatif kontrolde herhangi bir bant gézlenmemistir. Sekil
49°’da goriildiigii lizere pozitif kontrol disindaki tiim Orneklerde farkli bir bant
goriilmektedir. Negatif kontrollerde (pMKI18 tasiyan HB27 hiicresi) aktif bantlarin
gbzlenmesinin nedeni, HB27 hiicresinin kendi enzimlerinden kaynaklanmasidir.

Yapilan zimogram ¢aligmasi sonucunda herhangi aktif bir bant goriilmemesine
ragmen, ayni hiicre i¢i ekstraktlara SDS-PAGE analizi uygulanarak, farkli bir bant olup
olmadig belirlenmeye ¢alisiimistir (Sekil 50) (SDS-PAGE ve Zimogram deneyleri 3 kez
tekrar edilmistir).
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Sekil 50. Elde edilen 12 klon ve negatif kontroliin, SDS-PAGE goriintiisii. Tim klonlar
pMK18 vektorii tizerinde olusturulmus ve Thermus thermophilus HB27
hiicresine transform edilmistir. 1) pMKHIG1Est+0 Klonu; 2) pMKHIG1Est+1
Klonu; 3) pMKHIG1Est+2 Klonu; 4) pMKHIG2Est+0 Klonu; 5)
PMKHIG2Est+1 Klonu; 6) pMKHIG2Est+2 Klonu; 7) pMKHIG2Est-0 Klonu;
8) pMKHIG1Est-1 Klonu; 9) pMKHIG1Est-2 Klonu; 10) pMKHIG2Est-0

Klonu; 11) pMKHIG2Est-1 Klonu; 12) pMKHIG2Est-2 Klonu, NK) pMK18
tastyan HB27

Sekil 50°de goriilen protein bantlar1 incelenmis, 12 klonu tasityan HB27 hiicresi
(PMKHIGEst klonlarin1 tasiyan HB27 hiicreleri) ve negatif kontrol hiicresi (pMKI18
plazmitini tagiyyan HB27 hiicresi) protein profillerinde herhangi bir farklilik goriilmemistir.

Jel assay yontemi ile hiicre i¢i proteinlere zimogram yapildigindan olusacak
proteinlerin hiicre dig1 olabilme ihtimali géz 6niinde bulundurularak petri assay calismasi
da yapilmistir. Elde edilen 12 klonu tasiyan HB27 hiicreleri, pozitif kontol hiicresi ve
negatif kontrol hiicresi icin petri assay c¢alismasi yapilarak petrilerde zon olusumu
gbzlenmistir. 3 giin boyunca inkiibe edilen koloniler etrafinda acik zon olusumu sadece

pozitif kontrolde goriilmiis, diger tiim petrilerde herhangi bir zon olusumu goriilmemistir
(Sekil 51).



116

I ¥

N
/\.

)

s
Ornekler Pozitif Kontol

Sekil 51. Petri assay calismasi ile karboksilesteraz aktivitesinin belirlenmesi. Soldaki
resimler pMKHIG1Est ve pMKHIG2Est klonlarini, sagdaki resimler pozitif
kontrol hiicresini (Anoxybacillus sp. PDF1 karboksilesterazi) gostermektedir.
Caligmalar 3 tekrarlt olarak yapilmis olup, secilen sadece birka¢ resim
verilmistir

Yapilan caligmalar sonucunda, pHIG22 tarafindan kodlanan herhangi bir Rep
proteini olmadigi belirlenmesine ragmen, olusabilecek olast enzimlerin miktarinin ¢ok
diisiik seviyede olmasi, dogru katlanamayip aktif halini alamamasi, olast ¢ok diisiik
karboksilestraz aktivitelerin tespit edilememesi ya da SDS-PAGE analizinde protein
bantlariin goriilememesi gibi ihtimaller diisiiniilerek elde edilen tiim klonlar ve negatif
kontrol hiicresinin hiicre i¢i ve hiicre dis1 proteinleri i¢in 2D jel elektroforezi hizmet alimu
yolu ile yapilmistir. Bu sekilde, elde edilen hiicrelerde karboksilesteraz enziminin {iretilip
iretilmedigine bakilmis ve tiim Orneklerde karboksilaz peptidi aranmistir. Tiim klonlar,
kontrol hiicresi ile karsilastirilmis ve farkli olan spotlar taranmistir. Yapilan calisma
sonucunda 12 farkli klon ve kontrol hiicresi (pMK18 plazmitini tagityan HB27 hiicresi) i¢in
spot analizi yapilmis ve 400 spot icerisinde 26 farkli spota rastlanilmistir (Sekil 52).
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KTU 30.04.15 (Master, Modified) HB27-1 (Raw 2-D Image, Modified) HB27-11 (Raw 2-D Image, Modified) HB27-10 (Raw 2-D Image, Modified) HB27-12 (Ravw 2-D Image, Modified)

HB27-2 (Raw 2-D Image, Modified) HB27-3 (Raw 2-D Image, Modified) HB27-4 (Ravw 2-D Image, Modified)

| bt
HB27-8 (Raw 2-D Image, Modified) - -] , Modifie HB27-K (Raw 2-D Image, Modified)

Sekil 52. 12 farkli klon ve kontrol hiicresinin Spot analizi

Farkli oldugu tespit edilen bu 26 spot icin MALDI-TOF/TOF analizi yapilmis ve
karboksilesteraz proteini aranmugtir. Spot analizleri sonucunda karboksilesteraz
belirlenmesi durumunda, pHIG22 tarafindan kodlanan bir proteinin Rep-karboksilesteraz
flizyonu olusturdugu ve bu fiizyonun belirlenmesi ile de, pHIG22 tarafindan kodlanan
proteinin tespiti, oryantasyonu, baslama ve bitis noktalarinin belirlenebilmesi
amaglanmstir.

2D analizinden elde edilen 26 spot icin MALDI-TOF/TOF analizi sonuglari
alimmistir. Asagidaki Sekil 53°de 23 spot i¢in en iyi skoru veren protein sonuglari
verilmektedir. Bu sonucglardan ziyade tiim spotlar i¢in detayli analizler yapilmis olup,

sonuglar bu veriler 15181nda degerlendirilmistir.
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Spot ID |Best Protein Accession|Best Protein Mass|Best Protein Score Best Protein Description

&1 RF1_WYCPE 40996 32 | Peptide chain release factor 1 OS=hycoplasma penetrans Gh=pris PE=3 S4=1

A2 BIKB_THETS 43335 128 | G-amino-7-oxononanoate syrthasei2-amino-3-ketobutyrate coenzyme A ligase OZ=Thermus thermophilus (strain HB3 £ AT ..
A3 SUCC_THETH 40575 101 | Succinyl-Cod ligass [ADP-forming] subunit beta OS=Thermus thermophiluz GM=sucC PE=3 5v=1

&4 MNRDI_BIF A0 15735 36 | Protein nrdl OS=Bifidobacterium animalis subsp. lactis (strain AD011) GN=nrdl PE=3 S4'=1

&5 IDH_THETS 54405 694 | lzocitrate dehydrogenase [MNADP] OS=Thermus thermogphilus (strain HBE ¢ ATCC 27634 § DEM 579) GM=icd PE=1 SY=2

A5 IDH_THETS 54405 244 | Isocitrate dehydrogenase [MADP] OS=Thermus thermophiluz (strain HBE § ATCC 27634 f DM 579) GM=icd PE=1 S¥=2

AT RLS_GEOBEB 198681 48| S0% rihosomal protein LS OS=Geobacter bemidjienzis (strain Bem fATCC BAA-1014 1 DEM 16622) GM=rplE PE=3 SV=1
A3 SUCC_THETH 40575 407 | Succinyl-Cod ligass [ADP-forming] subunit beta OS=Thermus thermophiluz GM=suc PE=3 5v=1

&3 SUCC_THETH 40575 434 | Succinyl-CoA ligase [ADP-forming] subunit beta CS=Thermus thermophilus GM=sucC PE=3 S3W'=1

10 SUCC_THETH 40575 291 | Succinyl-Cod ligase [A0P-farming] subunit beta OS=Thermus thermophilug GM=sucC PE=3 SW=1

211 Y296 _BACSU 29013 1 | Wegetative protein 296 OZ=Bacilus subtiis Ghl=yury PE=1 5W=3

12 RPOA_THETZ2 34992 72| DMA-directed RMA polymeraze subunt alpha OS=Thermus thermaophilus (strain HB27 F ATCC BAA-163 f DISM 7039) Gh=r...
A3 DLOH_THESC 43475 53| Dikvydrolipoy dehydrogensse CS=Thermus scotoductus Ghl=lpd PE=1 S4W=2

14 RLI_ANORA 20172 49| 503 ribosomal protein LS O3=Anoxybacilus flavithermus (strain DSM 21510 MWH1) Ghl=rplE PE=3 3¥=1

&15 LEX2_SHEAM 227a 493 | Lexd repressor OS=Shewanela amazonensis (strain ATCC BAA-1098 7 SB28) GM=lexs, PE=3 54=1

216 CHED_THETZ2 aTasd 435 | 60 kDa chaperonin OZ=Thermus thermophilus (strain HB2T F ATCC BAA-163 fDSM 7033) Ghi=grol PE=1 3W=2

217 TRAIS_ECOLY 52145 44 | Protein tral O5=Ezcherichia coli Ghi=tral PE=4 5V=1

A1 CLPE_THETZ SE052 774 | Chaperone protein clpB 05=Thermus thermophiluz (strsin HB2T £ ATCC BAA-163 FDSM 7039) Gh=clpB PE=3 Sv=1
A19 RLI_ANORA 20172 52| 503 ribosomal protein LS O3=Anoxybacilus flavithermus (strain DSM 21510 MWH1) Ghl=rplE PE=3 S¥=1

A20 SUCD_THETH 29804 234 | Succinyl-Cod ligase [ADP-farming] subunit slpha OZ=Thermus thermophilus GM=such PE=1 SY=1

A21 CPHP_BRAJA 44445 43| Cytochrome P450 BJ-1 OS=Bradyrhizobium japonicum Gh=cypi12 PE=3 3¥=2

AZZ EFTZ_THETE 22388 332 | Elongstion factor Ts O5=Thermuzs thermaphilus (strain HES § ATCC 27634 F DS 573) Gh=taf PE=1 Sv=1

A23 RLs_GEQBR 19861 52| 505 ribosomal protein LS 0S=Geohacter bemidjiensis (strein Bem £ ATCC BAA-1014 / DEM 16622) Ghl=rplE PE=3 SV=1

Sekil 53. MALDI-TOF/TOF analizi sonuglarina gore belirlenen proteinler

Mascot Server’da analiz edilen MALDI-TOF/TOF sonuglari, 26 spot i¢in verilen
peptit dizileri lizerinden detayli olarak ayrica incelenmistir. Analiz edilen 26 spot igerisinde
her bir spot icin en yiiksek skora sahip 30 sonu¢ elde edilmistir (veriler ¢ok fazla
oldugundan burada verilmemistir). 26 spotun analizi sonucu elde edilen bu 30 eslesmenin
her birinin belirlenmesinde kullanilan kisa peptit dizileri bulunmaktadir. Ortalama 10-30
amino asit uzunlugunda olan bu kisa peptit dizileri 30 eslesmenin her biri i¢in ortalama 15
ila 25 parca halinde bulunmaktadir. Kisa peptit dizilerinin olas1 kiigiik benzerliklerinin
bulunabilmesi i¢in, tim pHIG22 dizini 6 frame’de protein dizisine cevrilmis ve server
tizerinden elde edilen tiim kisa peptit siralart ile hizalanma yapilarak, benzer bolgeler
taranmigtir. Yapilan incelemeler sonucunda herhangi bir karboksilesteraz ya da replikasyon

proteini benzer bolgeye rastlanilmamaistir.

3.8.4. pMKHIG(1,2)Est-His Hibritlerinin Olusturulmas1 ve Translasyonun
Incelenmesi

Yukaridaki 4.8.3 bashikli ¢alismaya benzer olarak yapilan bu calismada, yine
karboksilesteraz geni kullanilarak pHIG22 transkriptlerinden zayif da olsa bir ekspresyon
varsa bunun tespit edilebilmesi amaglanmistir. Tiim asamalar1 iistteki ¢alismada anlatildig
gibi yapilan bu caligmada farkli olarak, kullanilan karboksilesteraz geninin 3’ ucuna

HisTag (8X) dizisi ilave edilmis, transle olan proteinlerin tespitinin daha net ortaya
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konulmasi i¢in anti-poly Histidine antikoru (Sigma, H-1029) kullanilarak, Western blot
analizi ile kesin sonuglar alinmistir. Cok az miktarda olusmus olabilecek, olasi rep-
karboksilesteraz fiizyon proteinlerinin jelde goriillememe ihtimali diisiliniilerek bu caligma
yapilmistir. Karboksilesteraz enzimine uygun bir antikor olmamasi nedeniyle, olasi
enzimin tespitinin C-terminaline eklenmis HisTag kuyrugu ile yapilmasi amaglanmistir.
Ustteki calismada pHIG22 tarafindan herhangi bir protein kodlanmadig: belirlenmesine
ragmen ayni c¢alisma farkli bir sekilde yapilmis ve daha kesin sonuglar alinmasi
hedeflenmistir.

3’ ucu spesifik primer ile degistirilen karboksilesteraz genine 8X HisTag eklenmis ve
pMKHIGNotl ve pMKHIGNot2 vektorlerine iic farkli frame’de olacak sekilde
Klonlanmistir. Bu sekilde elde edilen 6 farkli klonun iki oryantasyonda insort olabilecegi
ve her iki oryantasyondaki translasyonun tespit edilebilmesi i¢in toplamda 12 farkli klon
elde edilmistir. Bunun icin her alt1 farkli klonlama sonrasi elde edilen tiim Klonlar
Macrogen (Giiney Kore) firmasina gonderilerek dizin analizine tabi tutulmus ve klonlarin
oryantasyonu bu sekilde belirlenmistir.

Klonlar yapilip teyit edildikten sonra Thermus thermophilus HB27 susuna termofilk
transformasyon metoduna gore transform edilmistir. 12 farkli klonu tagiyan HB27 hiicresi
ve negatif kontol olarak pMK18 tasiyan HB27 hiicresi kiiltiirleri yapilmis ve hiicre i¢i
proteinler 1izole edilmistir. Pozitif kontol olarak HisTag’li LMT (littk miirein
transglikozilaz) geni iceren pET28a+ tasiyan E. coli JM101 susu hiicre i¢i proteinleri
kullamilmistir. HisTag’l1 karboksilesteraz proteinlerinin belirlenebilmesi amaciyla, hiicre
i¢i proteinler nitroseliiloz membrana aktarilarak Western Blot analizi yapilmastir.

Yapilan blotlama sonucunda elde edilen gortintiiler (Sekil 54) incelendiginde, pozitif
kontrol hiicresinde bant goriilmiis, diger 12 klonu tasiyan HB27 hiicresinde ve negatif
kontol hiicresinde herhangi bir bant goriilmemistir. Yapilan bu ¢alisma ile de pHIG22
tarafindan kodlanan transkriptlerin translasyona ugramadigi, herhangi bir peptit tiretmedigi

belirlenmistir.
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Sekil 54. Elde edilen 12 klon, negatif kontroliin ve pozitif kontroliin, Western Blot
goriintiisii. 1) pMKHIG1Est+0His Klonu; 2) pMKHIG1Est+1His Klonu, 3)
PMKHIG1Est+2His  Klonu, 4) pMKHIG2Est+0His  Klonu, 5)
PMKHIG2Est+1His Klonu, 6) pMKHIG2Est+2His Klonu, 7) pMKHIG2Est-
OHis Klonu, 8) pMKHIG1Est-1His Klonu, 9) pMKHIG1Est-2His Klonu, 10)
PMKHIG2Est-OHis Klonu, 11) pMKHIG2Est-1His Klonu, 12) pMKHIG2Est-
2His Klonu, NK) pMK18 tastyan HB27, PK) HisTag’li LMT geni igeren
pET28a+ tagiyan E. coli JIM101, M) Protein ColorPlus Ladder (NEB, P7710S)

Ayrica 12 klonu tasityan HB27 hiicresinin ve negatif kontrol hiicresinin protein
profillerinde herhangi farkli bir bant olup olmadiginin da belirlenebilmesi i¢in tiim
orneklere SDS-PAGE analizi uygulanmis ve sonuclar goriintiilenmistir (Sekil 55). Yapilan
analiz sonucunda tiim hiicrelerin protein profilleri incelenmis ve herhangi farkli bir spota

rastlanilmamastir.
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Sekil 55. Elde edilen 12 klon, negatif kontrolin ve pozitif kontroliin, SDS-PAGE
goriintlisi. 1) pMKHIG1Est+0His Klonu, 2) pMKHIG1Est+1His Klonu, 3)
PMKHIG1Est+2His  Klonu, 4) pMKHIG2Est+0His  Klonu, 5)
pPMKHIG2Est+1His Klonu, 6) pMKHIG2Est+2His Klonu, 7) pMKHIG2Est-
OHis Klonu, 8) pMKHIG1Est-1His Klonu, 9) pMKHIG1Est-2His Klonu, 10)
pPMKHIG2Est-0His Klonu, 11) pMKHIG2Est-1His Klonu, 12) pMKHIG2Est-
2His Klonu, NK) pMK18 tastyan HB27, M) Protein Ladder (NEB P7706)

Yukarida yapilan 4 farkli calisma ile pHIG22 tarafindan kodlanan transkriptlerin
proteine doniisiip donlismedigi arastirilmis ve yapilan tiim c¢aligmalar sonucunda pHIG22

Transkript-1’in ve Transkript-2’nin proteine doniismedigi belirlenmistir

3.9. QPCR Teknigi ile pHIG22 Kopya Sayisinin Belirlenmesi

QPCR teknigi ile pHIG22’nin kopya sayisinin hesaplanabilmesi ig¢in Thermus
scotoductus K6 (pHIG22’yi barindiran orijinal sus) genomundaki tek kopyali oldugu
bilinen rpoB geni kullanilmistir. Real-time qPCR teknigi ile ¢ogaltilan rpoB geni ve
pHIG22 hedef bolgesinin konsantrasyonlari karsilastirilmis ve kopya sayisinin
belirlenmesinde kullanilan Ct degerleri hesaplanmustir.

[k olarak, rpoB geni ve pHIG22 hedef bdlgesi i¢in standart grafikler olusturulmustur
(Sekil 56 ve 57). Hem rpoB geni hem de pHIG22’deki hedef bolge icin, standart egri
olusturulmasinda 1x10° ila 1x10° kopya/L araliginda 6rnek kullanilmistir. Olusturulan her

iki egri igin sonuglar ii¢ tekrarli olarak yapilmis ve test edilmistir (R2 > 0.999). Standart
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egrilerin egimi sirastyla —3.33 ve —3.38 olarak bulunmustur. Bu sonuglardan her iki bolge
icin 0,99 gibi yiiksek bir amplifikasyon verimi elde edilmistir.

Her seyreltmedeki Ct degerleri iki tekrarli olarak olgiilmiis ve hem rpoB hem de
pHIG22 i¢in standart egriler olusturulmustur. Ct degerleri baslangic kalip DNA’larin
kopya sayilariin logaritmik artislarina gore cizilmistir. Her bir standart egri, ¢izilen
noktalarin lineer regresyonu ile olusturulmustur. PCR amplifikasyon verimi (E) asagidaki

formiile gore hesaplanmistir (Rasmussen, 2001).

E=10-1/slope-1 (2)

File: C:LightCyclera\Users\AdminDatalast_run ABT  Program: Amplification  Run By: Admin
Run Date: Feb 08, 2015 14:13 Print Date: 2015
32-
30-]
28~
™Y
[0 26-
o
E 24-
=
= 5
Q2
o 20~
3
18-
18-
14—
.
12 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
-30 25 -20 -15 -1.0 05 0.0 05 10 15 20 25 30
Log Concentration
Baseline Adjustment: Arithmetic Noise Band Cursor: N/A Analysis Method: Second
Derivative Maximum
Slope: -3.330 Intercept: 22.01 Error: 0.335
Color Compensation: Off r-099

Sekil 56. rpoB geni icin olusturulan standart grafik
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File: C:LightCycler3WsersiAdminiData‘phig standart 1.ABT Program: Amplification Run By: Admin
Run Date: Feb 08, 2015 14:13 Print Date: 2015

28-

26—

24-

22-

Cycle Number

| | 1 I | [ [ | [ 7] 1 |
-30 25 20 15 -1.0 05 00 05 10 15 20 25 30

Log Concentration

Baseline Adjustment: Arithmetic Noise Band Cursor: 0.0143 Analysis Method: Fit Points Number of Fit Points: 2

Crossing Line: 0.0143 Slope: -3.383 Intercept: 18.30 Error: 0.392

Color Compensation: Off r-0.99

Sekil 57. pHIG22 hedef bolgesi i¢in olusturulan Standart Grafik

Amplifikasyonun dogrulugu hem melting curve analizi hem de jel elektroforezi ile
kontrol edilmistir. Tiim Ornekler i¢in erime sicakligi pikleri belirlenmis ve Sekil 58°de
gosterilmistir. Bu sonuglara gore tiim amplifikasyonlar i¢in tek bir erime piki goriilmiis
olup, non-spesifik bantlarin olusumu gézlenmemistir. Elde edilen bu grafikler

kantifikasyon ¢alismasi i¢in kullanilmastir.
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File: C:LightCycler3\Users\Admin\Data'phig standart 1.ABT Program: Melting curve Run By: Admin
Run Date: Feb 08, 2015 14:13 Prirt Date: 2015
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o
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Temperature (°C)
Digital Filter: Enabled Calculation Method: Polynomial
Degrees to Average: 4.0 Red cursor Tm = 67.1011 Yellow cursor Tm = 67.7652 Green cursor Tm = 68.4292
Color Compensation: Off Blue cursor Tm = 69.0933

Sekil 58. Standart grafik olusturmada yapilan Melting Curve analizi

Real-time gPCR amplifikasyonu ve elde edilen verilerin analizi laboratuvarimizda
mevcut bulunan LightCycler Version 1.5 (Roche Diagnostics) cihaz1 ile
gerceklestirilmistir. Standart grafiklerin olusturulmas: ve Threshold Cycle (Ct) degeri
cihaz yazilimindaki “The Second Derivative Method” yontemine goére hesaplanmaistir.

K6 Total DNA’sinin kalip olarak kullanilmasiyla yapilan Real-time gPCR
amplifikasyonlar1 es zamanli olarak yapilmistir. Absolute kantifikasyon ¢alismasi,
olusturulan standart grafikler kullanilarak yapilmistir. pHIG22 plazmitini barindiran T.
scotoductus K6 total DNA’s1 kalip olarak kullanilmig ve standart grafik kullanilarak her iki
oregin Ct degerleri hesaplanmistir. Cr degerlerinin elde edilmesi sonrasi, pHIG22
plazmitinin kopya sayisi, rpoB geninin kopya sayisina boliinmesiyle hesaplanmistir. Ug
tekrarli olarak yapilan qPCR ¢alismasi sonucu, rpoB geni ve pHIG22 bdlgesine ait Ct
degerleri, olusturulan standart grafiklere gore hesaplanmistir (Sekil 59).
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Sekil 59. pHIG22 ve rpoB geni i¢in elde edilen Ct degerleri

Elde edilen verilere gore, pHIG22 i¢in elde edilen Ct degeri ile rpoB geni i¢in elde
edilen Cr degerinin farki alinmis ve bu fark «2CTPHIG22-CTRB» glarak hesaplanmis ve

sonuglar Tablo 41°de verilmistir.

Tablo 41. Absolute kantifikasyon ile hesaplanan pHIG22 plazmitinin kopya sayisi

Calisma Adi Ct Degeri Kopya sayis/hiicre
rpoB pHIG22 rpoB pHIG22 Ortalama
Sonug 1 19,89 27,10 1 2"%1=148,05
Sonug 2 18,76 26,02 1 2"%6=153,27 148,44
Sonug 3 20,13 27,3 1 2"1=144,00




126

Bu veriler 1s181nda {i¢ tekrarli olarak yapilan ¢alisma sonucu, pHIG22 plazmiti

Thermus scotoductus K6 bakterisinde 148 kopyali olarak bulunmustur.

3.10. pUCHIGK Klonlama Vektoriiniin Tasarlanmasi

pHIG22’nin minimal replikonunun belirlenmesi ile pMKI18 plazmiti ve pUC18
plazmiti kullanilarak pHIG22 tabanli klonlama vektdrii olusturulmustur. Ilk olarak pMK18
plazmitinden HTK kaseti (PslpA promotoru ile birlikte) pUCI18 plazmiti ile birlestirilmis
ve iki diren¢ genine (kanamisin ve amfisilin) sahip pUCHTK plazmiti elde edilmistir.

Ikinci olarak, pHIG22’nin minimal replikonu PCR ile ¢ogaltilmis ve pUCHTK
vektoriiyle birlestirilerek pUCHIGK hibrit vektorii elde edilmistir. Elde edilen hibrit
vektorii; HTK (Thermus cinsinde aktif olan gen, yiiksek sicakliklara direngli kanamisin
niikleotidil transferaz enzimi kodlayan bolge) kaseti, amfisilin kaseti, pUC ori bolgesi,
MCS bolgesi, lac promotoru ve pHIG ori bolgesini igerecek sekilde olusturulmustur (Sekil
60).
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Sekil 60. pUCHIGK vektdriiniin haritasi
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3.11. pHIGKE?2 Ekspresyon Vektoriiniin Tasarlanmasi

pHIG22 plazmitinin  Thermus cinsinde replike olabilme 6zelligi kullanilarak,
termofilik proteinlerin ekspres edilmesinde kullanilabilecek pHIG22 tabanli pHIGE2
ekspresyon vektorii dizayn edilmistir.

Ik olarak E. coli-Thermus suslarinda replike olabilen, HTK (Thermus cinsinde aktif
olan gen, yiiksek sicakliklara direngli kanamisin niikleotidil transferaz enzimi kodlayan
bolge) kaseti, MCS bolgesi ve Ppar promotor bolgesi igeren hibrit pMKE?2 vektorii iki parca
halinde PCR ile ¢ogaltilmis ve elde edilen bu fragmentler kendi lizerlerine yapistirilmistir.
Boylece pMKE2’nin Thermus cinsinde replike olabilme 6zelligini saglayan bolgesinin
yeni dizayn edilen plazmitte olmamasi saglanmustir.

Ikinci olarak (pMKE27 replikonunun yerini alacak olan) pHIG22 plazmitinin
minimal replikonu PCR ile ¢ogaltilmisg, bir 6nceki asamada 2 fragmentin birlestirilmesiyle
elde edilen vektorle birlestirilerek pHIGKE?2 vektorii elde edilmistir.

Elde edilen hibrit vektéor pHIGKE2; kanamisin kaseti, amfisilin kaseti, pUC ori
bolgesi, MCS bolgesi, lac promotoru, Ppa bolgesi ve pHIG22 ori bolgesini igermektedir
(Sekil 61). Yeni ingaa edilen bu plazmit, Thermus’'da pHIG22 rep orijinini kullanarak
replike olmaktadir. Uzerindeki E. Coli rep orijini, shuttle vektér olmasi ve E. coli‘de
kullanilabilmesi amaci ile bulunmaktadir. pHIGKE2 plazmitinde ekspresyon sistemi Ppyr
promotoru ile kontrol edilmektedir. KNO; ile aktive edilecek Ppy promotoru altinda

termofilik proteinler kontrollii olarak ekspres edilebilecektir.
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Sekil 61. pHIGKE2 vektdriiniin haritasi



4. TARTISMA

Plazmitler, konaklarinda kendilerine has kopya sayilar1 olan ekstrakromozomal DNA
elementleridir (Woese vd., 1990). Plazmitleri en iyi tanimlayan ozellik bagimsiz, kendi
kontrollerinde replike olabilmeleridir. Plazmit replikasyonun analizi ve kontroli,
molekiiler biyolojide yeni mekanizmalarin bulunmasin1 saglamistir. Buna en iyi 6rnek
antisens RNA’nin varligidir ve bu da DNA replikasyonunun mekanizmasini,
makromolekiiler etkilesimleri ve gen ekspresyonunun kontroliinii anlamamizi saglamistir.
Bunlarin disinda, konak mekanizmasi-replikasyon bilesenleri arasindaki iliskiler,
kromozom replikasyonunu anlamay1 kolaylastirici veriler gibi, molekiiler biyolojide birgok
yeni veri ve mekanizmanin ortaya cikarilmasi da plazmitlerin fonksiyonel analizi ile
saglanmistir. Plazmitler kendi baslarina replike olmalarma ragmen, c¢ogunlukla konak
replikasyon mekanizmalarini kullanirlar ve bu yiizden plazmit replikasyon calismalari,
kromozom replikasyon calismalarini da kapsayan mekanizmalarin aydinlatilmasini da
kolaylastirir (del Solar vd., 1998).

Thermus scotoductus K6 bakterisinden izole edilen ve tanimlanan pHIG22 plazmiti
2222 bp uzunlugunda, kriptik, kii¢iik, cok kopyali, ¢ift zincir, % 62,78 GC igerikli yeni bir
plazmittir. Yapilan bu ¢aligmada, pHIG22 plazmitinin replikasyon modu, replikasyon
orijin bolgesi, kodladig1 transkriptler, transkriptlerin diizenleyici bdlgelerinin 6zellikleri,
promotor dizileri ve K6 susu igindeki kopya sayist belirlenmistir. Farkli E. coli suslarinda
replikasyonu arastirilmis ve kodladigi transkriptlerin proteine doniisiip donlismedigi ortaya
cikarilmistir.

Thermus cinsine ait kriptik plazmitlerde yapilan BLAST analizi sonuglarinda
plazmitlerin baz dizilimlerinin diger plazmitlere benzerliginin ¢ok az oldugu goriilmiistiir
(Hideo vd., 2005). pHIG22 baz dizini i¢in Blastn (NCBI) analizi yapilmis, pHIG22 DNA
dizisinin bilinen DNA dizinlerine % 2’den fazla ve anlamli olabilecek hi¢bir homoloji
gostermedigi belirlenmistir. Yapilan bir calismada, Thermus sp. TK10 bakterisinden izole
edilen pNKH101 ve pKMHO052 plazmitlerinin de BLAST analizleri sonucu herhangi bir
plazmite benzer siralara sahip olmadigi goriilmiistiir (Hideo vd., 2005). Farkli Thermus
tiirlerinden tanimlanan diger plazmitlerin de birbirlerine anlamli bir homoloji gostermedigi
goriilmektedir. Bu da bize Thermus cinsinde tanimlanan plazmit sayisinin ¢ok az oldugunu

ve tanimlananlarin  da diger plazmitlere baz dizini yoniinden benzemedigini
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gostermektedir. Termofilik bakterilerden izole edilen plazmitler genelde biiyiik genomlara
sahiptir ve tiim genomun aydinlatilmasi zahmetlidir (Makarova vd., 2002). Biiyiik
genomun dezavantajlar1 disiiniildiigiinde, pHIG22 plazmitinin 2222 bp’lik kiigiik bir
genoma sahip olmasi ve kopya sayisinin yiiksek olmasi yapilacak caligmalar agisindan
biiyiik avantaj olarak goriilmiistiir. Ayrica diisiik molekiiler agirliga sahip olmanin verdigi
avantaj, konak endoniikleazlarindan etkilenme ihtimalinin de minimum seviyede olmasini
saglayacaktir (Primrose ve Twyman, 2006).

Thermus cinsine ait plazmitler, yliksek GC oranina sahip olup pHIG22 plazmiti ile
benzerlikler gostermektedir. Thermus sp. TK10 bakterisinden izole edilen pNHK101
plazmitinin GC oram1 % 66,8 (Kobayashi vd., 2005), Thermus thermophilus HBS8
bakterisinden izole edilen pTT8 plazmitinin GC orant % 69 (Takayama vd., 2004),
Thermus sp. 4C bakterisinden izole edilen pS4C ve pL4C plazmitlerinin GC oranlari ise,
sirasiyla % 58,25 ve 68,60 olarak belirtilmis (Ruan ve Xu, 2007) ve % 62,78 GC oranina
sahip olan pHIG22 ile benzerlik gostermistir.

pHIG22 plazmitinin replikasyondan sorumlu minimal bdlgesinin belirlenmesi i¢in
birkag farkli calisma yapilmistir. Yapilan tiim ¢alismalarda antibiyotikle sec¢ilim i¢cin HTK
(highly thermostable kanamycin) kaseti kullanilmistir. Thermus cinsinin optimum biiyiime
sicakligi olan 70 °C’de normal kanamisin niikleotidil transferaz veya bir bagka antibiyotik
diren¢ enzimi etkili degildir. HTK ise daha yiiksek sicakliklara direngli kanamisin
niikleotidil transferaz enzimi kodlamaktadir ve bu ylizden termofilik plazmitlerin
karakterizasyon c¢aligmalarinin ¢ogunda bu kaset kullanilmistir (Grado vd., 1999;
Takayama vd., 2004; Kobayashi, vd., 2005). Ozellikle son zamanlarda, termofilik
replikonlarin aydinlatilmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Wayne vd., 1997; de
Grado vd., 1998). Bu baglamda yaptigimiz ilk caligmada, HTK kaseti ile dogrudan
birlestirilen pHIG22 fragmentlerinin T. thermophilus HB27 bakterisinde replikasyonu
saglanamamistir veya bu hiicrelerde klonlar olugsmamistir. Bu hiicrelere ligasyon
tirlinlerinin dogrudan transformasyonu ile ilgili bir ¢alisma ve metot mevcut degildir.
Yayinlanan biitiin ¢aligmalardaki biitiin klonlar, 6nce E. coli’de olusturulduktan sonra, T.
thermophilus HB27’ye aktarilmistir. Amaglanan klonlarin elde edilememe sebebi ligasyon
tirlinlerinin transformasyon sartlarinin optimize edilmemis olmasi veya T. thermophilus
HB27°nin restriksiyon endoniikleaz sistemi oldugu diisiiniilmiistiir. Ayni sorunlar, T.
scotoductus K6 hiicresi i¢in de gecerli oldugundan, T. scotoductus K6 hiicrelerine bu

ligasyon firiinlerinin aktarilmasi denenmemistir. Bu yilizden klonlarin ilk 6nce E. coli
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suslarinda olusturulmasi ve ardindan T. thermophilus HB27 ve T. scotoductus K6 suslarina
transformasyonu denenmistir. Bunun i¢in, pHIG22 parcalar1 ilk olarak pUCHTK
(pUCI8+HTK Kkaseti) vektori ile birlestirilerek E. coli JM101 susunda klonlar elde
edilmistir. de Grado ve ark. yaptig1 calismada da pMK18 plazmitinin olusturulmasinda
pUC18 ve pMYL1 plazmitleri kullanilmis ve tiim klonlar ilk olarak E. coli susunda
olusturulmustur. Benzer sekilde elde edilen 5 farkli klonun HB27 ve K6 suslarina
transformasyonu sonucu 5 numarali pUCHTK-5 klonunun bu hiicrelerde replike oldugu
gorilmistir. pUCI18 iskeletini kullanan pUCHTK-5 plazmitinin 5 numarali pHIG22
parcasini kullanarak HB27 ve K6 suslarinda replike olmasi, 2012 bp biiyiikliigiinde olan bu
pHIG22 pargasinin plazmitin replikasyonu icin gerekli olan elemanlart ve minimal ori
bolgesini tasidigini gostermistir. Boylece, bu bdlgenin pHIG22 plazmitinin minimal
replikonu oldugu ortaya cikarilmistir. Sonraki yapilan ¢aligmalar bu minimal replikon
bolgesi lizerinden devam ettirilmistir.

pHIG22’nin minimal replikonunun belirlenmesi ile replike olabilen bu parcanin ve
farkli bolgelerden olusturulan pHIG22 pargalarinin E. coli suslarinda replikasyonu
arastirllmistir. Onceki calismalarda Thermus cinsinden izole edilen plazmitlerin E. coli
suglarinda replikasyonu arastiritlmis ve replike olamadigi belirlenmistir (Vasquez vd.,
1984). Thermus cinsi plazmitlerin E. coli restriksiyon sistemlerine karsi direngli olmadigi
ve replikasyonu i¢in gerekli olan konak elemanlarim1 kullanamadigi diistiniillmektedir
(Vasquez vd., 1984). Bu yiizden aktarilan plazmitler E. coli hiicreleri igerisinde muhafaza
olamamaktadir. pHIG22’nin replike olabilen 5 numarali parcasi ve farkli bolgelerden
olusturulan 4 farkli pargasi, pET28a+ iskeleti kullanilarak ilk 6nce E. coli hiicrelerinde
klon haline getirilmis ve bdylece ligasyon iirlinlerinin konak endoniikleazlarindan
etkilenmesi Onlenmistir. pET28a+ vektoriinde olusturulan klonlarin pBR322 tabanli ori
bolgesi (pET28a+ iskeletindeki) silinerek E. coli hiicrelerinde replike olabilme yetenegi
yok edilmistir. Bu sekilde pET28a+ replikasyon orijini silinerek olusturulan rekombinant
plazmitlerde, pHIG22 replikasyon orijininin kullanim1 saglanarak E. coli suslarinda replike
olup olmadig: belirlenmistir. Aktarilan rekombinantlar E. coli JM101 ve BL21 suslarinda
replike olmamistir. Diger E. coli suslari denenmemistir, ¢iinkii farkli E. coli suslarinin
genotipleri benzer olup sadece birkac mutasyonla birbirinden farklilik gostermektedir.
pHIG22 nin fonksiyonel analizi i¢in yaptigimiz ¢alismalarin cogunda yeni klonlar ve hibrit
vektorler olusturulmus ve bircok ¢alismada kullanilmistir. Yapilan bu klonlarin

olusturulma asamalar1 E. coli hiicrelerinde yapildigindan, her ne kadar literatiirde Thermus
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cinsi plazmitlerin E. coli hiicrelerinde replike olmadigi bilinmekte olsa da, pHIG22’nin
yeni bir plazmit olmasi hasebiyle, bu caligma yapilmis ve replikasyonun olmadig: tekrar
teyit edilmistir.

pHIG22 plazmitinden kodlanan rep ya da benzeri bir proteinin olup olmadiginin
belirlenmesi i¢in pHIG22 plazmitinin konagindan (Thermus scotoductus KG6)
uzaklastirilmasi ve bu sayede plazmit barindiran ve barindirmayan K6 hiicrelerinin protein
profillerinin karsilagtirilarak farkli olan bantlarin belirlenmesi hedeflenmistir. Bunun igin
K6 bakterisine farkli kimyasal ajanlar uygulanarak plazmit curing denenmistir. Bakterilerin
baz1 ozelliklerinin belirlenmesinde, bu 6zelliklerin bakterinin sahip oldugu plazmitten mi
kaynaklandig1 yoksa bakterinin genomik 6zelliklerinin fenotipik sonucu olarak m1 ortaya
ciktigini anlamak i¢in “Curing Ajanlar’” dedigimiz etmenlerden faydalaniriz. Curing
ajanlar1 kimyasal maddeler veya fiziksel uygulamalar olabilir. Bakteri igerisinde bulunan
plazmit ya da plazmitleri bakteriden uzaklastirmak igin kullanilan Plasmid Curing
uygulamasi literatlirde bir ¢ok bakteri tiiriinde denenmis ve farkli sonuglar elde edilmistir
(Grinsted vd., 1988).

Cogu durumda Curing’ e neden olan mekanizmalar tam olarak bilinmemektedir. Su
ana kadar herkes tarafindan kabul gérmiis tiim plazmitlerde Curing’e neden olan bir etmen
bulunamamaistir. Bu ylizden biitiin ajanlar deneme yanilma sonucu ve kullanma sartlarinin
degistirilmesiyle ortaya ¢ikmaktadir (Vasquez vd., 1983; Grinsted vd., 1988). Plazmit
curing calismalarinin, bakterilerde zor gerceklesmesi, plazmit curing calismalarinda
kullanilan evrensel bir ajanin olmamasi, her sus i¢in ancak deneme yanilma yontemiyle
uygun ajanin tespit edilebilmesi ve hiicrenin plazmitini birakmasiin yavas ve uzun bir
stirede olmasi asilmasi gereken bir engeldir (Grinsted vd., 1988; Kulkarni ve Kanekar,
1997).

Curing ajanlarmin bazilart DNA’da mutasyona neden olurlar. Ozellikle plazmitin
replikasyonuna miidahele ederler. Bazilar1 ise bakteri hiicresinin yapisal bilesiklerini ve
enzimlerini etkilerler. Kullanilan bu ajanlar gesitli bakterilerin plazmitini kaybetmesine
neden olurken, aslinda bu tepki o plazmitin maruz kalinan ajana kars1 verdigi bir cevaptir.
Her plazmit i¢in farkli maddeler farkli etki gosterebilirler. Cogu durumda Curing’e neden
olan mekanizmalar tam olarak bilinmemektedir (Grinsted vd., 1988).

F ori bolgesine sahip olan plazmitlerde Etidyum Bromiir ve Akridin Oranj’in
replikasyonu engelledigi literatiirde belirtilmistir. Yapilan bir ¢alismada, Baz1 E. coli

hiicrelerindeki plazmitler yiiksek voltaj kullanilarak uzaklagtirilmigtir (Heeryt vd., 1989).
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Bagka bir ¢alismada plazmitlerin uyusmazlik gruplart kullanilarak curing yapilmigtir.
Bacillus anthracis A16’dan tanimlanan pXO2 plazmiti ayni uyusmazlik grubunda bulunan
pKSV7 plazmiti kullanilarak hiicreden uzaklastirllmistir (Wang vd., 2011). Etidyum
bromiiriin, Etil Viyolet ve Rifambin’den daha etkili bir curing ajan1 oldugu ve yapilan
calismalarda Staphylococcus aureus suslarindaki plazmitler ftizerinde etkili oldugu
literatiirden bilindiginden (Rubin vd., 1971) K6’da curing etmeni olarak Etidyum Bromiir
kullanilmistir. Yapilan denemeler sonucunda Etidyum Bromiiriin K6 susu iizerinde etkili
olmadig1 belirlenmistir. Bu yiizden literatiirde belirtilen farkli ajanlar denenmistir.
Coumarine antibiyotiklerinin (Coumermycin, Novobiocin ve Clorobiocin), DNA
Girazin B alt iinitesini inhibe ederek, plazmitin giraz bagimli silipersarmalligini
etkilemesine ve replikasyonu inhibe ettigine neden oldugu disiiniilmektedir. Akridin,
Sodyum Dodesil Siilfat ve Ure kullanilarak plazmit tagimayan hiicrelerin ortamda
dominant hale gelmesi ve onlarin ¢ogalmasinin tesvik edilmesi saglanabilir (Grinsted vd.,
1988). DNA interkalasyonuna neden olan Etidyum Bromiir ve Akridin Oranj birgok farkli
plazmitte etkili olan ve en ¢ok kullanilan ajanlarin basinda gelmektedir. Daha cok
Enterobacteriaceae, Clostridium, Bacillus, Staphylococcus, Streptococcus ve Rhizobium’a
ait plazmitlerde etkili olmaktadir. Literatiirde Thermus cinsi bakterilerde curing ajani
olarak en fazla SDS, Etidyum Bromiir ve Akridin Oranj kullanildigi bilinmektedir
(Vasquez vd., 1983; Kulkarni ve Kanekar, 1997). Bu yiizden SDS, Akridin Oranj ve
ikisinin birlikte farkli kombinasyonlar1 K6 susu i¢in denenmistir. SDS ile Akridin Oranj’in
birlikte uygulanmasiyla elde edilen ilk birkag alt kiiltiirden yapilan plazmit izolasyonlari
sonucu hiicrelerden elde edilen plazmit DNA’larinin yogunluklarinda kademeli olarak bir
azalma meydana geldigi goriilmiistiir. Plazmit yogunlugunun en fazla azaldig: 6rneklerin 1
ppm SDS ve 30 ppm Akridin Oranj’in birlikte kullanildigi 6rneklerde oldugu tespit
edilmistir. 30 ppm Akridin Oranj’mm K6 susunun MIC (The Minimal Inhibitory
Concentration) degeri oldugu tespit edildiginden bu Konsantrasyonlarin artirildigi
durumlarda K6 hiicresinin biiylimesinin engellendigi saptanmistir ve daha yiiksek
konsantrasyonlar denenmemistir. Yapilan alt kiiltiirler sonucunda 8. alt kiiltiirden itibaren
plazmit yogunluklar1 azalmis fakat sonraki alt kiiltiirlerde tamamen kaybolmadig:
saptanmistir. Bircok deneme yapilmasina ragmen, K6 hiicresinden pHIG22 plazmiti
tamamen uzaklastirilamamistir. Bunun sonucu olarak, kullanilan curing ajanlarinin K6
susu lizerinde etkili olmadig1 ya da kismen etkili oldugu ve plazmitin tamamen hiicreden

uzaklagsmadig1 tespit edilmistir. Bunun iki nedeni olabilir. Ilki, pHIG22 plazmitinin
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uzaklagtirilmasi i¢in kullanilan curing ajanlar1 bakteriye etki etmemektedir veya kismen
etki etmektedir, ya da ikinci olarak, pHIG22 plazmiti K6 susu i¢in vazgecilmeyecek
onemli fonksiyonlara sahiptir. Bu ve benzeri sebeplerden 6tiirli, pHIG22 plazmitinden
kodlanabilecek proteinlerin tespit edilebilmesi i¢in bagka yaklasimlar devreye sokulmustur.

Bu yaklagimlarin ilkinde, PCR ile olusturulan 5 farkli pHIG22 parcasinin pMK18
vektoriiyle birlestirilmesi sonucu olusan hibrit vektorlerin (pHIG-1, pHIG-2, pHIG-3,
pHIG-4 ve pHIG-5) tirettigi proteinlerin karsilastirilarak farkli protein bantlarinin (pHIG22
tarafindan kodlanan) tespit edilebilmesi amag¢lanmustir. 5 farkli pHIG (1, 2, 3, 4, 5) hibriti
Thermus thermophilus HB27 susuna transform edilmis, hiicre i¢i proteinleri izole edilerek
SDS-PAGE analizi ile protein profilleri karsilastiriimis ve pHIG-3 (Sekil 44) klonunun
protein profilinde farkli bir bant gézlenmistir. pHIG-3’iin iirettigi bu protenin spesifik veya
spesifik olmayan in frame bir flizyon proteini olup olmayacaginin belirlenmesi igin bu bant
jelden ¢ikarilarak MALDI-TOF/TOF analizine tabi tutulmustur. Analiz sonuglari, pMK18
plazmitinden kodlanan proteinlerin aminoasit siralari ve pHIG22 plazmitinden kodlanmas1
muhtemel ORF bolgelerinin aminoasit siralari ile ve replikasyondan sorumlu proteinlerinin
ortak siralar1 ile ayr1 ayr1 olacak sekilde hizalanmis ve herhangi bir ortak sira
belirlenememistir. Ayrica olasi kiiciik bir benzerligin yakalanabilmesi i¢in, pMKI18 ve
pHIG22 plazmitlerinin tiim DNA dizinlerinin 6 frame’deki amino asit siralari ile de
hizalanmis ve yiiksek benzerlige sahip herhangi bir ortak sira belirlenememistir. Goriilen
bu farkli bantin HB27 genomundan kodlanan bir genin, hiicrenin maruz kaldig1 farkli bir
etkinin sonucunda asir1 liretilmesi sonucunda ortaya ¢iktig1 diistiniilmiistiir.

Literatiirden bilindigi {izere, su ana kadar ¢ogu bakteriden diizinelerce plazmit izole
edilmis fakat onlarin ¢ok azinin temel replikonlar1 ayrintili olarak incelenmistir. Sadece
niikleotit dizi seviyesinde karakterize edilmistir. Bu sebeple dizi karsilagtirmalarina dayali
bir kriter ¢ok daha pratik olabilir (del Solar vd., 1998). Yapilan bir¢ok plazmit
karakterizasyon c¢alismasinda dizilerin karsilagtirilmast sonucu Rep ya da benzeri
proteinler tespit edilmis ve sonraki ¢alismalar bu veriler ilizerinden devam ettirilmistir.
pHIG22 plazmitinin herhangi bir plazmit ya da DNA dizinine homoloji gdstermemesi
baska yaklagimlarin gelistirilmesini zorunlu kilmstir.

Bu yilizden pHIG22 transkritplerinden olusan herhangi bir protein olmadigi
Ongoriisiiniin desteklenmesi i¢in yapilan ikinci ¢alismada, pHTag klonlar1 kullanilarak
benzer bir ¢alisma yapilmistir. Bunun i¢cin pHIG22’den kodlanan transkript bdlgelerinin

baslangi¢ noktalarinin upstreamlerinden baslayarak (olast RBS’nin ¢ogaltilan bdlgenin i¢
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kisminda kalmasi i¢in), yaklasik 250 ila 350 bp arasi bir bolge (uglarinda HisTag eklenmis)
dizayn edilen spesifik primerler ile cogaltilmis ve pMKI18 plazmitine klonlanarak,
klonlanan pargalarin transle olup olmadigi incelenmistir. Olusturulan 6 farkli klon HB27
susuna transform edilmis, bu hiicrede ekspres edilmis ve hiicre ekstraklarindan Nikel
kolonlar1 kullanilarak HisTag iceren protein ya da proteinler saflagtirilmaya calisilmistir.
Elde edilen SDS-PAGE goriintiisii incelendiginde herhangi bir protein bantina
rastlanilmamistir. Bunun sebebi olarak, pHIG22 tarafindan kodlanan herhangi bir protein
olmadig1, ya da eger varsa jelde goriilmesi beklenen HisTag’l1 proteinlerin (eger kodlanan
protein/proteinler varsa) HB27 hiicrelerindeki ekspresyon seviyesinin ¢ok diisiik olma
ihtimali 6ngoriilmistiir. HB27 hiicrelerine transform edilen klonlarin herhangi bir ajanla
indiiklenememesi, bu yiizden pHIG22 tarafindan kodlanan transkriptlerin ekspresyon
seviyesinin tiim genom diisiiniildiiglinde ¢ok diisiik seviyede kalmasi1 veya hiicrede degrede
edilmis olabilecegi ihtimalleri de gbz oniinde bulundurularak, farkli bir ¢alisma yapilmis
ve bu sorunlar agilmistir.

RepA ve benzeri baglatict proteinlerinin amino asit dizi karsilastirmalariin
literatiirde bir kriter olarak kullanildigi da bilinmektedir. Ciinkii bunlar, plazmitlerin cogu
tarafindan kodlanmaktadirlar ve ortak fonksiyonlar1 vardir. Rep proteinleri, replikasyon
orijinindeki spesifik dizileri tanirlar ve bu Ozellikleri, bakteriyal kromozomun
replikasyonundaki DnaA baslatic1 proteinine benzer 6zelliklere sahip olduklarin1 gdsterir
(Bramhill vd., 1988). Teta replikasyonu yapan bir ¢ok plazmitin Rep proteinlerinin amino
asit dizi hizalanmasina dayanilarak elde edilen veriler incelendiginde Rep proteinlerinin N-
terminaline yakin bolgelerinde Losin Zipper motiflere rastlanilmistir. Bu LZ motifler, Rep
proteinlerin dimerizasyonunda ve DNA’ya baglanmasinda gorev alirlar (Garci'a de
Viedma vd., 1995). pHIG22 plazmiti {izerinde yapilan motif analizi sonucunda da, 1637.
ila 1702. niikleotitler arasinda kalan bdlgenin (pHIG22’nin BamHI noktas: “0” noktasi
olarak kabul edilmistir) protein dizisine doniistiiriilmesiyle elde edilen siranin LZ motifi
icerdigi belirlenmistir. Bu bolgenin pHIG22 tarafindan kodlanabilecek olasi bir rep
proteininin N-terminal bolgesi olma ihtimali diistiniilmiis, bunun belirlenmesi de aym
calisma icerisinde yapilmaistir.

Yapilan calismada pMKHIGEst(1,2) klonlar1 kullanmilmistir. pHIG22 plazmitinin her
iki zincirinde transkript kodladigi belirlenen iki farkli bolgeye (bu bolgelerden biri LZ
motifininin bulundugu siraya gore belirlenmis ve olusabilecek proteinlerin LZ motifine in

frame olmasi hususu gbéz Oniinde bulundurulmustur), daha Once laboratuvarimizda
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karakterize edilen termofilik bir enzimi kodlayan karboksilesteraz geni (Anoxybacillus sp.
PDF1 karboksilesteraz, 741 bp, 28,2 kDA, pl degeri: 5,97) sokulmus ve olusacak
proteinlerin belirlenebilmesi i¢in; aktivitesi kolay tespit edilebilen bu genin kodladigi
karboksilesteraz enzimi kullanilmistir. Bu enzimin tercih edilme sebebi, 55 ila 80 °C
arasinda aktivite vermesi, stabilitesinin oldukg¢a giiclii olmas1 ve Thermus thermophilus
HB27 bakterisinin optimum biiylime sicakligi olan 70 °C’de en iyi aktiviteyi vermesidir.
Klonlama asamasinda her bir bolge i¢in ii¢ farkli (frame) klon olmak iizere toplam alt1 klon
ve her iki oryantasyondaki translasyonun tespit edilebilmesi i¢in toplamda 12 farkli klon
elde edilmistir. Elde edilen 12 klonu tasiyan HB27 hiicresi (pMKHIGEst klonlarini tagiyan
HB27 hiicreleri), pozitif kontrol hiicresi (karboksilesteraz aktivitesi veren Anoxybacillus
sp. PDF1 hiicresi) ve negatif kontrol hiicresinin (pMK18 plazmitini tastyan HB27 hiicresi)
ekstraklari elde edilerek Jel assay yontemi (zimogram) ile karboksilesteraz aktivite deneyi
yapilmistir. Yapilan ¢aligma sonucu, pozitif kontrolde bant goriilmesine ragmen, 12 klon
ve negatif kontrolde herhangi bir bant gozlenmemistir. Pozitif kontrol disindaki tim
orneklerde iki farkli bant daha goriilmektedir. Negatif kontrollerde (pMK18 tasiyan HB27
hiicresi) aktif bantlarin gdzlenmesinin nedeni, HB27 hiicresinin kendi enzimlerinden
kaynaklanmasi olarak yorumlanmistir.

Yapilan zimogram c¢alismasi sonucunda herhangi aktif bir bant goriilmemesine
ragmen, ayni hiicre i¢i ekstraktlara SDS-PAGE analizide uygulanarak, farkli bir bant olup
olmadig1 belirlenmeye c¢alisgilmistir fakat protein profillerinde herhangi bir farklilik
goriilmemistir. Ayrica olusacak proteinlerin hiicre dis1 olabilme ihtimali géz Oniinde
bulundurularak petri assay calismasi da yapilmis, petrilerde zon olusumu incelenmis ve
pozitif kontrolde zon goriilmesine ragmen diger petrilerde herhangi bir zon olusumu
goriilmemistir. Yapilan caligmalar sonucunda, pHIG22 tarafindan kodlanan herhangi bir
Rep proteini olmadig1 belirlenmesine ragmen, elde edilen tiim klonlar ve negatif kontrol
hiicresinin hiicre i¢i ve hiicre dis1 proteinleri i¢in 2D jel elektroforezi hizmet alimi yolu ile
yapilmigtir. Tiim klonlar, kontrol hiicresi ile karsilagtirilmis ve farkli olan spotlar
aranmistir.  Yapilan calisma sonucunda 12 farkli klon ve kontrol hiicresi (pMKI18
plazmitini tagiyyan HB27 hiicresi) igin spot analizi yapilmis, 400 spot igerisinde 26 farkl
spota rastlanilmis ve bu spotlarda karboksilesteraz proteini aranmistir. Spot analizleri
sonucunda karboksilesteraz belirlenmesi durumunda, pHIG22 tarafindan kodlanan bir
proteinin Rep-karboksilesteraz fiizyonu olusturdugu ve bu fiizyonun belirlenmesi ile de,

pHIG22 tarafindan kodlanan proteinin tespiti, oryantasyonu, baslama ve bitig noktalarinin
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belirlenebilmesi amaglanmistir. pHIG22 plazmitinden bir protein, 6zellikle Rep proteini
tiretiliyorsa, aktivitesi kolaylikla tespit edilebilecek bir genin (1s1l kararli karboksilesteraz),
kodon kaydirmayan, agik okuma frame’ini bozmayacak sekilde, bu proteinin geninin ig¢ine
klonlanmasi, Rep-karboksilesteraz flizyonu {iretecektir. Bu amagla +1/0/-1 okuma
diizeninde pHIG22’de iki farkli noktaya sens ve antisens oryantasyonunda toplam 12 klon
yapilmistir. Mascot Server’da analiz edilen MALDI-TOF/TOF sonuglari, 26 spot igin
verilen peptit dizileri iizerinden detayli olarak ayrica incelenmis ve en yiiksek skora sahip
30 sonug elde edilmistir (veriler ¢ok fazla oldugundan burada verilmemistir). 26 spotun
analizi sonucu elde edilen bu 30 eslesmenin her birinin belirlenmesinde kullanilan kisa
peptit dizileri bulunmaktadir. Ortalama 10-30 amino asit uzunlugunda olan bu kisa peptit
dizileri 30 eslesmenin her biri igin ortalama 15 ila 25 par¢a halinde bulunmaktadir. Kisa
peptit dizilerinin olast kiigiik benzerliklerinin bulunabilmesi i¢in, tiim pHIG22 dizini 6
frame‘de protein dizisine ¢evrilmis ve server iizerinden elde edilen tiim kisa peptit siralari
ile hizalanma yapilarak, benzer bolgeler taranmis ve karboksilesteraz ya da replikasyon
proteini benzer bolgeye rastlanilmamistir. Calismada kullanilan karboksilesterazin daha
kolay tespit edilebilmesi i¢in Western Blot diisiiniilmiis fakat piyasada ¢ok sayida antikor
bulunmasina ragmen (human, rat vs.) bakteriyal karboksilesteraz i¢in uygun bir antikor
bulunmamistir. Bu ylizden yukarida anlatilan calismaya benzer olarak, kullanilan
karboksilesteraz geninin 3’ ucuna HisTag (8X) dizisi ilave edilerek, transle olan
proteinlerin tespitinin anti-poly Histidine antikoru (Sigma, H-1029) kullanilarak, Western
blot analizi ile belirlenmesi hedeflenmistir. Cok az miktarda olugsmus olabilecek olasi rep-
karboksilesteraz fiizyon proteinlerinin jelde goriilememe ihtimali diisliniilerek bu c¢alisma
yapilmustir. Onceki ¢aligmadaki gibi elde edilen 12 farkli klonu tasiyan HB27 hiicresi ve
negatif kontrol olarak pMK18 tasiyan HB27 hiicresi kiiltiirleri yapilmis ve HisTag’hh
karboksilesteraz proteinlerinin belirlenebilmesi amaciyla, hiicre i¢i proteinler nitroseliiloz
membrana aktarilarak Western Blot analizi yapilmistir (Sekil 54). Yapilan blotlama
sonucunda, pozitif kontrol hiicresinde bant goriilmiis, diger 12 klonu tasiyan HB27
hiicresinde ve negatif kontrol hiicresinde herhangi bir bant goriilmemistir. Ayrica ayni
orneklere SDS-PAGE analizi de uygulanarak farkli olabilecek spotlar taranmis ve herhangi
farkli bir protein bantina rastlanilmamustir (Sekil 55).

Yapilan bu 4 farkl ¢aligma sonucunda elde edilen klonlardan pHIG22 plazmitinin
kodladig1 bir proteininin iretilip iiretilmediginin belirlenebilmesi i¢in; klonlardan elde

edilen tiim hiicre i¢i, hiicre dis1, ¢oziilebilen ve ¢dziillemeyen proteinlere Native-PAGE
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(esteraz aktivitesi deneyi), Tribiitirin deneyi, SDS-PAGE analizi uygulanmig ve yapilan
caligmalar sonucunda, pHIG22 plazmiti tarafindan herhangi bir protein kodlanmadigina,
pHIG22 nin replikasyonunu baglatabilmek ve tamamlamak i¢in konak tarafindan kodlanan
proteinleri kullandig1 sonucuna varilmistir.

Literatiirde belirtildigi tizere, Teta tip replikasyon mekanizmasin1 kullanan
plazmitler, plazmit tarafindan kodlanan bir Rep baslangi¢ proteinine ihtiyag duymalarina
ragmen, bu kurala uymayan bazi istisnalar1 da vardir. Bazi replikonlar lider zincir
sentezinin erken safhalarinda konak DNA pol I’ine ihtiya¢ duyabilirler (del Solar, vd.,
1998). Bu ylizden ozellikle Teta tip replikasyon modunu kullanan plazmitlerde
transkripsiyon olsa bile, her zaman iiriine/proteine doniismeyebilir. Olusan transkriptler,
replikasyonun baglamasinda gorev alabilirler ya da replikasyonun kontroliinde gorev
yapabilirler (Antisense RNA 6rneginde oldugu gibi). Literatiirden bilindigi iizere CoLE1
plazmiti de kendi replikasyon proteine sahip olmayip konak baslatict faktdrlerini
kullanmaktadir (Tomizawa, 1975), ayrica Bacillus subtilis’ten izole edilen ve tanimlanan
plazmit pLS20’de teta mekanizmasiyla replike olur ve replikasyonu igin DNA pol 1 ve
replikasyon baslangi¢ proteinine bagimli degildir. Muhtemel dnaA kutusunun etrafinda
birgok palindrom vardir ve replikasyonu i¢in konak faktorlerini kullanir (Meijer vd., 1995).
Yukarida da belirtildigi gibi, plazmit tarafindan iiretilen sense ve antisense RNA’larin 5’
RACE ve LACE teknikleri ile baslangi¢ ve bitis noktalar1 belirlenmis fakat bu RNA’lardan
protein kodlanmadig1 ve plazmitin replikasyonu i¢in konak faktorlerini kullandig1 ortaya
cikarilmistir.

pHIG22 plazmitinden kodlanan transkriptlerin belirlenebilmesi igin, Thermus
scotoductus K6 Total RNA’smin kalip olarak kullanilmasi ile plazmitin her iki zincirinde
belirli araliklarla farkli bolgelerden spesifik primerler dizayn edilerek cDNA sentezi
yapilmis ve elde edilen cDNA’lar PCR ile ¢ogaltilarak, transkriptlerin oryantasyonu ve
muhtemel biiyliklikleri belirlenmistir. Muhtemel biiytikliikleri belirlenen pHIG22
plazmitinin ilk zincirinden kodlanan bir ve karsi1 zincirinde kodlanan bir olmak {izere
toplam iki transkriptin 5’ uglarinin belirlenmesi i¢in RACE teknigi, 3’ uglarinin
belirlenmesi i¢inde LACE teknigi kullanilmistir. RACE ve LACE teknikleri ile yapilan
calismalar sonucunda, pHIG22 plazmitinin ilk zincirinden kodlanan Transkript 1’in 329.
bazda bagladigi, 1950. bazda sonlandig1; kars1 zincirden kodlanan Transkript 2 ninde 2103.
bazda bagladigi ve 329. bazda sonlandig1 ortaya cikarilmistir (BamHI kesim noktasi

plazmitin “0” noktasi olarak kabul edilmistir).
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Baslama ve bitis noktalar1 belirlenen transkriptlerin birbirine biiyilkk oranda
komplementer oldugu; 1622 bp uzunlukta olan Transkript 1’in, 1712 bp uzunlukta olan
Transkript 2 ile 1559 bp’lik bir bolgesinin c¢akistigr goriilmektedir. RNA’lar arasindaki
etkilesimlerin replikasyon igin gerekli olan pRNA’lar ile ayarlanabildigi literatiirden
bilinmektedir. Plazmit kopya sayisini kontrol eden antisens RNA’lar hedef transkriptin
(replikasyon i¢in gerekli preprimer RNA veya Rep mRNA’s1) 5’ ucundaki bir bdlgesine
komplementerdir. Bunlar “Zit transkript RNA’lar” (ctRNA) olarak ifade edilirler. Bazi
durumlarda, ctRNA’lar tarafindan inhibisyon, hedef RNA’larla eslesme bolgesinde
gerceklestirilir (del Solar vd., 1998). pHIG22 plazmitinden tanimlanan transkriptlerinde
birbirine zit olmast ve Transkript 2’nin 3’ ucunun Transkript 1’in 5° ucuna komplementer
olmasi, bu iki transkriptin plazmit kopya sayisinin kontroliinde ve replikasyonun
baslamasinda etkili oldugu diisiincesini giiclendirmektedir. Replikasyonun antisens RNA
ile kontrol edildigi baska &rnekler de vardir. Ornegin Incla ve Inclf gruplarindaki
plazmitlerde replikasyonun kontrolii kisa bir ctRNA tarafindan ayarlanir (Wagner vd.,
1994). R6K plazmiti de iteron igeren teta replikasyonlu bir plazmittir. Bu plazmit de
antisens RNA replikasyonunun regiilasyonunda rol oynar. Plazmit ColE2'de lider rep
mRNA'ya komplementer rep RNA-CtRNA-mRNA hibrit olusturarak post-translasyonel
seviyede replikasyon kontroliinde gorev alir. Bu ctRNA-mRNA hibriti SD bodlgesinden
bagka Rep sentezi i¢in gerekli bir diziyi engeller (Takechi vd., 1994).

Ayrica yapilan biyoinformatik analizleri sonucunda her iki transkriptinde 5 ucunun
upstream bolgesinde palindrom dizilere rastlanilmistir (Sekil 3). Cogu plazmitte 6zellikle
teta tip replikasyona sahip olanlarinda, replikasyonun kontroliinde ve diizenlenmesinde
iteron ve palindrom diziler etkilidir (del Solar vd., 1998). pHIG22 plazmitinin
transkriptlerinin baglama noktalarinin upstream boélgesinde palindrom diziler bulunmasi,
bu transkriptlerin replikasyonda ve kopya sayisinin kontroliinde rolleri oldugu sonucunu
desteklemektedir.

Belirlenen pHIG22 transkriptlerinin diizenleyici bolgelerinin promotor 6zellikte olup
olmadiginin ve eger promotor 6zelligi varsa ne diizeyde etkili oldugunun belirlenmesi i¢in
HTK kaseti kullanilmistir. Yapilan bu calismada, pHIG22 tarafindan kodlanan
transkriptlerin upstream bdlgelerinde bulunan diizenleyici bolgelerinin PCR ile ayr1 ayri
cogaltilarak HTK geninin +1 pozisyonunun oniine eklenmesi ve HTK’nin ekspresyon
seviyesine bakilarak bu bolgelerin incelenmesi saglanmigtir. Fernandes-Herrero ve

arkadaglarinin yaptigi bir c¢alisgmada HTK geninin transkripsiyon baglama noktasi
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belirlenmistir ve bu ¢alismada HTK geninin kullanilabilmesi i¢in kendi promotoru olan
PsIpA bolgesi ¢ikarilmistir. PCR ile ayr1 ayr1 ¢ogaltilan Transkript-1 ve Transkript-2’nin
upstream bolgeleri HTK geninin +1 pozisyonundan birlestirilmis ve pGEM-T Easy
vektoriine klonlanmistir. Klonlama islemleri E. coli JM101 susunda amfisilinli ortamda
(pPGEM-T Easy vektorii B-lactamaz enzimi kullanilmistir) yapilmistir. Elde edilen pTR1-
HTK ve pTR2-HTK klonlarini barindiran E. coli JM101 suslar1 kanamisinli LB agar (70
ug/ul) tzerine ¢izgi ekim yapilmis ve Sekil 36 ‘da goriildiigii tizere pTR1-HTK klonunu
tastyan JM101 susunun kanamisinli LB agar petrisinde iyi diizeyde biiyiidigi
belirlenmistir, ancak pTR2-HTK klonunu tasiyan JM101 susunun ayni sartlara sahip
petride ¢ok az diizeyde biiyliyebildigi goriilmiistiir. Bu sonug, Transkript-1 diizenleyici
bolgesinin HTK geninin ekspres olabilmesini saglayacak promotor bolgesini tasidigini
gostermektedir. Bu promotor, E. coli RNA polimerazlarinca taninmaktadir ve ekspresyonu
tesvik eden gliclii bir promotor 6zelligindedir ¢iinkii HTK geni iyi derecede ekspres
olmustur. Transkript-2 diizenleyici bolgesinin de HTK geninin ekspres olabilmesini
saglayacak promotor bolgesini i¢erdigi fakat digeri kadar gii¢lii bir promotor olmadigi
sonucuna varilmistir. Clinkii bu promotor boélgesinin kullanildig: klonlar1 tasiyan JM101
susu kanamisinli petride ¢cok az biiyiiyebilmistir. Her iki klonu tasiyan hiicrenin biiyiime
farkliliklarinin daha net ortaya ¢ikarilmasi icin, hiicrelerden gecelik kiiltiirler yapilmis ve
cogalma egrileri ¢ikarilmistir. Her iki hiicrenin ¢ogalma egrilerinde farkliliklar goriilmiis,
PpTR1-HTK klonunu tagtyan hiicrenin, pTR2-HTK klonunu tasiyan hiicreden daha hizlh
cogaldigi sonucu gorilmiistir (Sekil 37 ve Tablo 40). Elde edilen sonuglara t-testi
uygulanmis ve her iki hiicrenin cogalma egrilerinde anlamli bir fark oldugu ortaya
cikarilmistir. Her iki transkriptin diizenleyici bolgelerinin promotor 6zellikte oldugu, fakat
Transkript-1 diizenleyici bolgesinin daha giigli bir promotor o&zelliginde oldugu
gorilmistiir. Ciinkii Transkript-1 diizenleyici bolgesinin bulundugu pTR1-HTK klonunu
tastyan hiicre, pTR2-HTK klonunu tasiyan hiicreden ¢ok daha hizli bir sekilde cogalmistir.
Transkript -1 diizenleyici bolgesinde bulunan promotorun, HTK kasetinin transkripsiyon
seviyesini 2. bolgede bulunan promotora gore daha fazla artirdigi sonucu, 1. bolgedeki
promotorun daha giiclii oldugu sonucuna bizi gotiirmektedir. Yapilan biyoinformatik
analizler sonucunda da her iki bdlgenin promotor bolgesi igerdigi sonucu desteklenmistir.
Neural Network Promoter Prediction araci ile yapilan promotor analizleri sonucunda
Transkript-1 diizenleyici bolgesindeki 511 ila 556 niikleotitleri (pHIG22 plazmitinin 239
ila 288 niikleotitleri arasi) arasindaki bolge ile Transkript-2 diizenleyici bolgesindeki 346
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ila 395 niikleotitleri (kars1 zincirde, pHIG22 plazmitinin 2246 ila 2219 niikleotitleri arasi)
arasindaki bolgenin promotor dizileri tasidig belirlenmistir (Sekil 35). pHIG22 promotor
bolgelerinin E. coli RNA polimerazlarinca taninmasit pUCHTK-5 (Thermus cinsinde
replike olabilen pHIG22 pargasini tasiyan hibrit plazmit) plazmitinin E. coli hiicrelerinde
replike olabilmesi gerektigini diislindiirebilir. Fakat pHIG22 plazmitinin kendi replikasyon
proteinine sahip olmayan teta modunda bir plazmit olmasi ve konak (Thermus tiirleri)
dnaA ya da farkli baslatic1 proteinleri kullanarak replikasyonunu baslatmasi hasebiyle E.
coli’de replike olmamasi normaldir. Her ne kadar pHIG22 promotorlart E. coli RNA
polimerazlarinca taninsa da, pHIG22 replikasyonunun baslayabilmesi i¢in gerekli olan
elemanlar (dnaA, SSBP, helikaz vb.) ve baska faktorler E. coli hiicrelerinde mevcut
degildir ancak Thermus cinsi hiicrelerden saglanabilmektedir.

Bu sonug, pHIG22 plazmitinin kendi replikasyonundan sorumlu proteinini
kodlamadigint ve konak baslatict faktorlerini kullanarak replikasyonunu baslattig
sonucunu da desteklemektedir.

pHIG22 plazmitinin replikasyon modunun ve orijininin belirlenmesi igin
transmisyon elektron mikroskobu (TEM) calismast yapilmistir. Literatiirde belirtildigi
tizere, Teta tipi DNA sentezi bir veya daha fazla orijinden baglayabilir. Replikasyon tek
veya ¢ift yonli olabilir. Elektron mikroskobu (EM) altinda replikasyon ara triinleri tipik
teta (0) harfinde gorilebilir. Replikasyon bolgesini kesen enzimler tarafindan bu ara
iriinler kesildiginde ‘Y’ seklinde molekiiller (catallar) tretirler (del Solar vd., 1998).
pHIG22 plazmitini tek noktadan Kkestigi bilinen BamHI ve Ncol restriksiyon
endoniikleazlar1 kullanilarak ve kesilmemis pHIG22 plazmiti kullanilarak hazirlanan
elektron mikroskop preparatlari incelenmis ve kesilen drneklerde “Y™ seklinde ¢atallar,
kesilmemis plazmit 6rneklerinde de “Teta” seklinde yapilar gortilmiistiir (Sekil 38, 39 ve
40).

Kesim sonucu olusan iirlinlerin incelenmesiyle replikasyon modunun tespiti, yoni,
tek ya da cift yonlii olup olmadig1 belirlenebilmektedir. Olusan ¢atallarin uzunluklarinm
Ol¢iilmesiyle de replikasyon orijinin sinirlart ¢izilebilmektedir. Yapilan bir calismada,
elektron mikroskobuyla ColE1’in replikasyon ara iirlinlerinin incelenmesi tek bir
replikasyon orjininin varligini ve replikasyonun tek yonlii oldugunu gostermistir. Erken bir
safhada lider zincir sentezi izci zincir sentezi olmadan baglamaktadir (Tomizawa vd.,
1975). TEM altindaki incelemeler sonucunda Teta harfine benzer yapilarin goriilmesi

pHIG22 plazmitinin Teta modunda replike oldugunu gostermistir. Ayrica BamHlI
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restriksiyon endoniikleazi ile kesilmis pHIG22 6rneginde de literatiirde belirtildigi gibi Y™
seklinde yapilar goriilmiistiir (Sekil 39). Aymi sekilde, ikinci bir endoniikleazin (Ncol)
pHIG22 replikasyon orijinini i¢ bolgeden kestigi ve catal seklinde yapilar olustugu
goriilmiistiir (Sekil 38).

Boylece, plazmitin BamHI kesim bdlgesinden 1254 bp uzakta olan Ncol kesim
bolgesinden de kesilmis olmasi replikasyon orijin bdlgesininin bu iki enzim (BamHI ve
Ncol) bolgelerinin her ikisini de i¢ine aldigini gostermistir. Olusan ¢atallarin her iki
kolunun uzunluklar1 hesaplanmis ve replikasyon orijinin baslama ve bitis bolgeleri
yaklasik olarak belirlenmistir. pHIG22 ic¢in yapilan TEM analiz sonuglarinda olusan
catallarin uzunluklar1 hesaplandiginda replikasyonun bagladigi noktanin Trankript-1’in + 1
pozisyonuna denk geldigi goriilmiistiir. Literatiirde belirtildigi tizere, pHIG22’ye benzer
olarak Teta tip replikasyon moduna sahip olan ve replikasyonun baglamasi i¢in konak
proteinlerini kullanan CoLE1 plazmitinde replikasyon orijini, RNA 1l primeri ve DNA pol
I tarafindan sentezlenen DNA arasinda gecis noktasi olarak tanimlanir ve transkriptler ile
promotor dizileri kapsar. Replikasyon ise, RNA 11 baslangi¢c noktasinin 555 baz cifti
asagisinda baslar (Tomizawa, 1975). pHIG22 plazmitinde de replikasyon orijin bdlgesinin
plazmitin kodladigi her iki transkript bolgesini, promotorlarini ve Transkript-1’in upstream
bolgesinde bulunan palindrom diziyi kapsadigi goriilmiistiir. Replikasyonun basladig
nokta, Transkript-2’ye gore daha giiglii promotora sahip oldugu belirlenen Transkript 1’in
+1 pozisyonu olarak Ongoriilmiistiir (Sekil 41) ve replikasyon catalinin bu bolgeden
acildigt TEM verileri ile desteklenmistir.

Ikinci olarak, pHIG-5 plazmiti (pHIG22 ve pMK18 hibriti olan bu plazmitteki
pHIG22 pargasi K6 susunda replike olabilen parcadir) Sacll ve Ncol restriksiyon
endoniikleaz enzimleri ile ayr1 ayr1 kesilmis ve incelenmistir. Yapilan bu c¢alisma ile de
pHIG22’nin, pHIG-5 hibritinin replikasyonunda etkili olup olmadig1 ve replikasyon catali
olusturup olusturmadig arastirilmistir. iki termofilik ori bolgesine sahip olan hibrit
vektoriin hangi replikasyon orijinini ya da her ikisini birlikte mi kullandiginin belirlenmesi
icin bu ¢alisma yapilmistir.

pHIG-5 plazmiti iizerinde Thermus replikasyon orijini bulunmakta ve Sacll enzimi
bu replikasyon orijininin i¢ bdlgesinden kesmektedir. Yapilan kesim sonucu, pHIG-5
plazmiti tizerindeki pHIG22 bolgesinde olusan replikasyon catali incelenmis ve Sacll
enzimi ile kesim sonucu Thermus ori bolgesinde “Y” harfine benzer bir yapinin olustugu,

kars1 bolgesindeki pHIG22 plazmit bolgesinde ise kabarcik seklinde yapmin olustugu
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belirlenmistir (Sekil 43). Bu sonugla, replikasyonun hem pHIG-5 plazmitinin Thermus ori
bolgesinde basladigi hem de pHIG22 rep ori bolgesinde basladigi ortaya ¢ikarilmstir.
Yani hibrit plazmitte, her iki rep ori de aymi anda kullanilmaktadir. Ncol restriksiyon
enzimi pHIG-5 hibritindeki pHIG22 ori bélgesinin i¢ kismindan, kenarina yakin
bolgesinden kesmektedir. pHIG-5 plazmitinin Ncol restriksiyon enzimi ile kesimi sonucu
elde edilen goriintiiler de incelenmis ve replikasyon catalinin kesim yapilan bolgede
olustugu ve kesim sonucunda catalin kesilerek “Y” harfine benzer bir yapinin olustugu
gorilmistiir. Y’ sekline benzer yapmin goriilmesi pHIG22 nin replikasyonu baslatmak
icin halka yapisi olusturdugunu gostermektedir. Kullanilan Ncol enzimi sadece pHIG22
bolgesinden DNA’y1 kestigi i¢in Thermus ori (pMK18 replikasyon ori bolgesi) bolgesinde
herhangi bir Y’ yapis1 goriilmemis, sadece halka yap1 gézlenmistir (Sekil 44). Bu sonug
bize, hibrit plazmit olan pHIG-5 plazmitinin replikasyonunda pHIG22 plazmitinin
replikasyon orijininin de kullanildigint gostermektedir. Bu sonugla, replikasyonun hem
pHIG-5 plazmitinin Thermus ori bolgesinde basladigi hem de pHIG22 rep ori bolgesinde
basladig1 ortaya ¢ikarilmistir. Yani hibrit plazmitte, her iki replikasyon orijini de ayni anda
kullanilmaktadir. Yukardaki veriler de bu sonucu desteklemektedir.

Literatiirde plazmitlerin replikasyon mekanizmalari lizerine yapilan ¢ok az ¢alisma
bulunmaktadir. Termofilik bakterilerde replikasyon mekanizmasi iizerine ¢aligmalar
yapilan ilk plazmit pRQ7 plazmitidir. Thermotoga RQ7 susundan izole edilen plazmitin
yuvarlanan ¢ember replikasyon (RCR) tipine sahip oldugu belirlenmistir (Harriott vd.,
1994; Yu vd.,1997). Thermus cinsinden izole edilen plazmitler arasinda replikasyon
modunun belirlenmesi iizerine pek ¢alisma yapilmamis olup; Thermus aquaticus
NTU103’dan tanimlanan pTA103 plazmitinin RCR modunda replike oldugu (Chu vd.,
2006), Thermus sp. ATCC 27737 susundan izole edilen pMY1 plazmitinin de teta
modunda replike oldugu elektron mikroskobi c¢aligsmasi ile belirlenmistir (de Grado vd.,
1998). Bu iki plazmit disinda Thermus cinsi plazmitlerde replikasyon modunun
belirlenmesi iizerine literatiirde herhangi bir calisma bulunmamaktadir. pHIG22
plazmitinin teta modu ile replike oldugunun belirlenmesi ile literatiirde Thermus cinsi
plazmitlerde replikasyon modu belirlenen plazmit sayis1 arttirilmastir.

pHIG22 plazmitinin kopya sayisinin belirlenmesi i¢in qPCR teknigi kullanilmistir.
Real-Time qPCR teknigi ile konak hiicre igerisinde stabil olan plazmitlerin kopya sayisi
kantitatif olarak hesaplanabilir (Fujimura ve ark., 1996). Real-Time prensibi altinda

“Absolute Kantifikasyon” metodu ile ¢ogaltilan hedef boélgelerin hizli ve verimli bir
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sekilde miktarinin ya da kopya sayisinin hesaplanmasi yapilabilmektedir (Burgos ve ark.,
2002). Niikleik asitlerin kantitatif analizinde bircok metot kullanilmasina ragmen, qPCR su
anda kullanilan en duyarli ve hassas yontemdir (Ferre, 1992; Klein 2002). Thermus
cinsinden izole edilen plazmitler i¢in yapilan kopya sayis1 hesaplama ¢alismalarinda, daha
¢ok CsCI-EtBr santrifiigasyonu (Weisblum vd., 1979), jel elektroforezi (Projan vd., 1983)
ve HPLC (Coppella vd, 1987) gibi klasik yontemler kullanilmistir. En giincel ve giivenilir
yontem olan qPCR ile kopya sayisinin hesaplanmasi, Thermus cinsi plazmitler arasinda ilk
kez bu ¢alismada pHIG22 plazmiti i¢in yapilmistir.

pHIG22’nin kopya sayisinin hesaplanabilmesi i¢in Thermus scotoductus K6
(pHIG22’yi barindiran orijinal sus) genomundaki tek kopyali oldugu bilinen rpoB geni
(GenBank, CP001962.1) standart olarak kullanilmistir. Real-time qPCR teknigi ile
cogaltilan rpoB geni ve pHIG22 hedef bolgesinin konsantrasyonlari karsilastirilmis ve
kopya sayisinin belirlenmesinde kullanilan Ct degerleri hesaplanmistir. Yapilan birgok
calismada qPCR teknigi tercih edilmistir. pSFKW33 plazmitinin kopya sayisinin
hesaplanmasinda da absolute kantifikasyon metodu kullanilmis, standart gen olarak gyrB
geni tercih edilmistir (Werbowy vd., 2009). Yine E. coli’den izole edilen bir¢ok plazmitte
kopya sayisi hesaplamada qPCR teknigi kullanilmis, standart genler olarak bla ve dxg
genleri kullanilmistir (Lee vd., 2006).

Bu calismada, rpoB geni ve pHIG22 hedef boélgesi icin standart grafikler
olusturulmus (Sekil 52 ve 53) ve egimleri sirasiyla —3.33 ve —3.38 olarak bulunmustur.
Her iki bolge i¢in 0,99 gibi yiiksek bir amplifikasyon verimi elde edilmis ve R2 > 0,999
olarak bulunmugstur. Real-Time PCR c¢alismalarinda PCR iirlinlerinin dogrulugu Melting
curve analizi ile yapilir. Amplifikasyonun son agsamasinda yapilan melting curve analizi ile
non-spesifik bantlarin olusumu goézlenir ve bu sekilde PCR firlinlerinin kalitesi belirlenir
(Rodriguez-Lazaro vd., 2013). Amplifikasyonun dogrulugu melting curve analizi ile
kontrol edilmis ve tiim amplifikasyonlar i¢in tek bir erime piki gériilmiis olup, non-spesifik
bantlarin olusumu gézlenmemistir.

Ct degerlerinin elde edilmesi sonrasi, pHIG22 plazmitinin kopya sayisi, rpoB
geninin kopya sayisina boliinmesiyle hesaplanmistir. Yapilan qPCR c¢alismasi sonucu, Ct

degerlerinin farki alinmis ve bu fark «2CTPH!C22CTPoBs

olarak hesaplanmistir. Bu veriler
1s181nda ti¢ tekrarli olarak yapilan ¢alisma sonucu, pHIG22 plazmiti Thermus scotoductus

K6 bakterisinde 148 kopyal1 olarak bulunmustur.
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Suan literatiirde Thermus cinsinden tanimlanan plazmit sayist 19°dur. Bu
plazmitlerin ¢ogu biiylik genomlu olup sadece 5 tanesinde karakterizasyon c¢aligmalari
yapilmistir. Bu plazmitlerden de sadece 4’iinde kopya sayis1i klasik yontemlerle
hesaplanmustir. Thermus thermophilus HB27 ve HB8’de replike olabilen pMK18’in kopya
sayist agaroz jel elektroforezi ile hesaplanmis ve Oncilisi pMY1 ile benzer olarak
kromozom basina 4 ila 10 kopya olarak bulunmustur (de Grado vd., 1999). Yine Thermus
thermophilus HB27 de replike olan pNHKI101 plazmitinin kopya sayisi 80 olarak
hesaplanmistir (Kobayashi, vd., 2005). Yapilan diger bir ¢alismada Themus thermophilus
HB8’den izole edilen pTT8 plazmitinin kopya sayist 8 olarak bulunmustur (Takayama vd.,
2004). pTT8 iskeleti kullanilarak gelistirilen diger plazmitlerin de kopya sayisinin
degismedigi goriilmiistir (Wayne et al., 1997). Yine yapilan farkli bir ¢alismada HB8
susundan izole edilen pVV8 plazmitinin kopya sayist kromozom basina 6 ila 10 olarak
belirlenmistir (Ohtani vd., 2012). Thermus cinsinden izole edilen plazmitler arasinda qPCR
teknigi ile kopya sayisi hesaplanan ilk plazmit olan pHIG22 plazmiti, Thermus scotoductus
bakterisinde de kopya sayisi belirlenen ilk plazmittir ve su ana kadar Thermus cinsinden
tanimlanan plazmitler arasinda en yiiksek kopya sayisina sahiptir. Thermus tiirlerinde
tanimlanan diger plazmitler ve konaklar1 Tablo 42°de gosterilmektedir.

Tanimlanan bu 19 plazmitin 11°1 genom ¢alismalarindan elde edilmis ve fonksiyonel
analizleri yapilmamistir. Sadece sekans bilgileri mevcuttur. Thermus sp. YS45
bakterisinden elde edilen pTCCBO09 plazmitinin ise sekans bilgisi olmayip sadece
restriksiyon-modifikasyon sisteminde etkili oldugu DNA dizin analizi ile belirlenebilmistir
(Genbank, NC 016634). Genel olarak bakildiginda Thermus cinsi bakterilerden
tanimlanan plazmitlerin ¢ogu biiyllk genomlu plazmitler olup, fonksiyonel analizleri
oldukca zahmetli ve zordur. Ayrica literatiirde bu alanda ¢ok bilgi olmamas1 yapilacak
calismalar1 da zorlastirmistir. Geriye kalan 8 plazmitten biri olan Thermus sp. TK10’dan
elde edilen pNHK101 plazmitinin ise sekans bilgisi elde edilmemis sadece kodladigr 3
ORF hakkinda bilgi verilmis (Kobayashi vd., 2005), Thermus sp. ATCC 27737
bakterisinden izole edilen pMY1 plazmitinin ise kismi karakterizasyonu yapilmistir (de
Grado vd., 1998). Bu bilgiler dikkate alindiginda Thermus cinsi bakterilerde tanimlanan
sadece 5 plazmit bulunmaktadir. Bu plazmitler; Thermus aquaticus’dan tanimlanan
pTA103 plazmiti (Chu vd. 2006), Thermus thermophilus HB8’den elde edilen pTT8
(Takayama vd., 2004) ve pVV8 (Ohtani vd., 2012) plazmitleri ve Thermus sp. 4C’den elde
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edilen pS4C ve pL4C (Ruan vd., 2007) plazmitleridir. Bu {i¢ bakteriden elde edilen
plazmitler hakkinda detayli ¢aligmalar yapilmistir.

Tablo 42. Thermus cinsinde tanimlanan plazmitler ve konaklari

Bakteri Ad1 Tasidig1 Plazmit Adi
Thermus sp. TK10 pNHK101
Thermus thermophilus HB8 pTT8

pVvVs8
Thermus oshimai JL-2 pPTHEOSO0L

pTHEOSO02
Thermus sp. CCB-US3 pTTCCBO09
Thermus thermophilus HB27 pTT27
Thermus sp. YS45 pTSP45S

TTJL1801

Thermus thermophilus JL-18 P

pTTJL1802

S4C

Thermus sp. 4C P

pL4C
Thermus thermophilus SG0.5JP17-16 pTHTHE1601
Thermus thermophilus pTF62
Thermus scotoductus SA-01 pTSC8

pWG16
Thermus sp. WG

pWG13
Thermus aquaticus NTU103 pTA103
Thermus sp. ATCC 27737 pMY1

Bu plazmitler arasindaki uyusmazlik gruplarina bakildiginda ise detayli bir ¢alisma
yaptlmamistir. Plazmit smiflandirmanin  klasik yolu, onlart uyusmazlik gruplarina
yerlestirmektir. Ayni1 uyusmazlik gruplart iiyeleri, ¢ok benzer orijin dizileme ve
replikasyon kontrol mekanizmalarina sahiptir. Yeni izole edilmis herhangi bir replikonu
deneysel olarak cok kompleks olan metotlarla bir uyusmazlik grubuna yerlestirilmesi
zordur (Ruan vd., 2007). Thermus cinsinden tanimlanan pS4C ve pL4C plazmitlerinin ayni
hiicrede replike olabildigi ve boylece farkli uyusmazlik gruplarinda oldugu, pTTS8 ve pVV8
plazmitlerinin de farkli uyusmazlik gruplarinda bulundugu ve ayni hiicrede replike

olabildigi sonuglar1 goriilmiistiir (Ruan vd., 2007; Ohtani vd., 2012).
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Thermus tiirleri bir ya da daha fazla plazmit barindirirlar ve bu plazmitlerin
konaklarina onemli avantajlar saglamadiklar1 goriliir (Munster vd., 1985). Literatiire
bakildiginda, sadece birka¢ tane hibrit E. coli-T. thermophilus vektorii gelistirilmis ve
bunlarla ilgili ¢ok az sayida replikasyon galismasi yapilmistir. E. coli-Thermus hibrit
vektorlerinin ilk grubu Thermus thermophilus HB8’den izole edilen ve en fazla ¢aligma
yapilan pTT8 plazmitinden tasarlanip gelistirilen vektorlerdir (Koyama vd., 1990). pTTS8
plazmiti, 9,3 kb biiylikliikte olup teta mekanizmasi ile replike olur ve sekiz protein kodlar
(Takayama vd., 2004). Ama pTT8’in genomunun biiyiikk olmasi ve kopya sayisinin da
sadece 8 olmasi proteinlerin overekspresyonu acisindan dezavantaj olarak goriilmiistiir. Bu
yiizden Thermus cinsine uyumlu yeni klonlama ve ekspresyon vektorlerinin dizayn
edilmesine yonelik ¢calismalar yapilmistir.

En yaygin kullanilan plazmitlerden bir digeri de, Thermus sp ATCC 27737’den izole
edilen 16 kb biiytikliikteki kriptik bir plazmitin minimal replikasyon orijin bolgesinden
elde edilen pMK18’dir (de Grado vd., 1998). Kriptik plazmitten tanimlanan bu minimal
replikon, 1798 bp biiyiiklikkte olup 402 a.a biiyiikliigiinde replikasyondan sorumlu bir
RepA proteinini kodlar. Bu RepA proteini Thermus sp. YS45’den izole edilen pTsp45s
plazmitinin RepT proteinine (Wayne vd., 1997) ve Thermus sp. 4C’den tanimlanan pL4C
ve pSC4 plazmitlerinin iki ORF boélgesine (Ruan vd., 2007) kismi olarak benzemektedir.
Dizayn edilen pMK18 plazmiti E. coli ve Thermus tiirlerinde yaygin olarak kullanilan bir
klonlama vektoriidiir. pHIG22’nin minimal replikonunun belirlenmesi ile de, pMK18
plazmiti ve pUCI18 plazmiti kullanilarak pHIG22 tabanli klonlama vektorii dizayn
edilmistir. Ik olarak pMK18 plazmitinden HTK kaseti (PslpA promotoru ile birlikte)
pUCI18 plazmiti ile birlestirilmis ve iki diren¢ genine (kanamisin ve amfisilin) sahip
pUCHTK plazmiti elde edilmistir. Sonrasinda, pHIG22 nin minimal replikonu PCR ile
cogaltilmis ve pUCHTK vektoriiyle birlestirilerek pUCHIGK hibrit vektorii elde edilmistir.
Elde edilen hibrit vektorii; kanamisin kaseti, amfisilin kaseti, pUC ori bolgesi, MCS
bolgesi, lac promotoru ve pHIG ori bolgesini igerecek sekilde olusturulmustur (Sekil 60).
Olusturulan bu vektor E. coli-Thermus tiirlerinde shuttle vektor olarak kullanilabilecektir.
pMK18’e gore kopya sayisinin daha yiliksek olmasi ticari olarak kullanilma potansiyelini
artirmaktadir.

Su ana kadar literatiirden bilindigine gore, Thermus tiirleri i¢in gelistirilen klonlama
vektorleri Proteobacteria’dan tanimlanan plazmitlerde oldugu gibi teta moduyla replike

olmaktadir. RC moduyla replike olan plazmitler daha ¢ok gram-pozitif bakterilerden izole
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edilen plazmitlerde goriilmiistiir. pHIG22 plazmitininde teta modunda replike olmasi
literatlirdeki klonlama vektorleri ile benzerlik gdstermektedir.

Kobayashi ve arkadaslarmin yaptigi bir ¢alismada Thermus cinsi bakterilerde
ekspresyon vektorii olarak kullanilmasi i¢in, Thermus sp. TK10 dan kiiglik ¢ok kopyali
kriptik bir plazmit olan pNHK101 izole edilmistir. 1564 bp biiyiikliikte olan plazmitin
dizisinin herhangi bir benzerine Genbankta rastlanilmamistir. Plazmit genomu iizerinde
dort muhtemel ORF bolgesi belirlenmis ve yapilan BLAST arastirmalart sonucunda
herhangi bir plazmite ya da proteine benzerligi bulunamamistir. Plazmit genomu iizerine
kanamisin direng kaseti eklenerek ekspresyon vektorii olarak dizayn edilmis ve bircok
proteinin overekspresyonu yapilmistir (Kobayashi vd., 2005). Moreno ve arkadaslarinin
yaptigt 2 farkli calismada pMKI18 vektori kullanilarak ekspresyon vektorleri
gelistirilmistir. Thermus thermophilus genomunda nar operon bélgesi kullanilarak pMKE1
(Moreno vd., 2003) ve pMKE2 (Moreno vd., 2005) vektorleri gelistirilmistir. Bu iki vektor
hibrit ozellikte dizayn edilmis olup termofilik o6zellikteki proteinlerin Thermus cinsi
bakterilerde over-ekspres edilmesinde ticari olarak kullanilmaktadir. Literatiirde ¢ok az
sayida Thermus cinsi ekspresyon vektorii olmasi ve pHIG22 plazmitinin Thermus cinsinde
replike olabilme 6zelligi kullanilarak, termofilik proteinlerin ekspres edilmesinde
kullanilabilecek pHIG22 tabanli pHIGKE2 ekspresyon vektorii dizayn edilmistir.

Ik olarak E. coli-Thermus suslarinda replike olabilen, HTK (Higly thermostable
kanamycine cassette) kaseti, MCS bolgesi ve Ppy promotor bolgesi igeren hibrit pMKE2
vektorli iki parca halinde PCR ile cogaltilmis ve elde edilen bu fragmentler kendi
tizerlerine yapistirilmistir. Ardindan, pHIG22 plazmitinin minimal replikonu PCR ile
cogaltilmis, bir Onceki asamada 2 fragmentin birlestirilmesiyle elde edilen vektorle
birlestirilerek pHIGKE?2 vektorii elde edilmistir.

Elde edilen hibrit vektor pHIGKE2; kanamisin kaseti, amfisilin kaseti, pUC ori
bolgesi, MCS bolgesi, lac promotoru, Ppyr promotoru ve pHIG ori bolgesini icermektedir
(Sekil 61). pHIGKE?2 hibrit vektorii Thermus Thermophilus HB27 ve Thermus Scotoductus
K6 suslarinda replike olabilme 6zelliginde olup termofilik proteinlerin over-ekspresyonu
i¢in kullanilabilir. pHIGKE2 plazmitinde ekspresyon sistemi Pn,, promotoru ile kontrol
edilmektedir. KNO; ile aktive edilecek Pny promotoru altinda termofilik proteinler
kontrollii olarak ekspres edilebilecektir. pHIGKE2 vektorii pMKE1, pMKE2 ve pNHK 101

tabanl gelistirilen ekspresyon vektorlerine gore kopya sayist bakimindan daha avantajlidir.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Moreno%20R%5Bauth%5D
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Bu 6zelligi klonlanan proteinlerin asir1 iiretiminde biiyiik kolaylik saglama potansiyeli

barindirmaktadir.



5. SONUCLAR

‘Thermus scotoductus K6’ dan izole edilen yeni, kriptik, kii¢iik, ¢ok kopyali bir
plazmitin (pHI1G22) fonksiyonel analizi’ baslikli bu ¢alismadan su sonuglar elde edilmistir.

1. Hibrit vektorlerin yapimi ve replikasyonun incelenmesi sonucu, pHIG22 plazmitinin
(BamHI noktas1 “0” kabul edildiginde ve saat yoniinde) 387. bazi ile 614. baz1 arasinda
kalan 2012 bp’lik bdlgenin replikasyondan sorumlu minimal replikonu oldugu
belirlenmistir.

2. pHIG22 plazmitinin replikasyon modunun belirlenmesi i¢in elektron mikroskobu
caligmas1 yapilmig ve TEM ile alinan goriintiiller dogrultusunda plazmitin “Teta” tip
replikasyon moduna sahip oldugu, replikasyon orijininin 46. bp ile 239. bp arasindaki
(BamHI noktas1 “0” kabul edildiginde ve saat yoniiniin tersinde) bir bélge oldugu
belirlenmistir. Plazmitin replikasyonunun, pHIG22 Transkript-1’in +1 pozisyonundan
basladig1, orijin bolgesinin pHIG22’den kodlanan transkriptleri, promotor bolgelerini
ve Transkript-1’in upstream bolgesinde bulunan palindrom diziyi kapsadigi sonucuna
varilmistir.

3. pHIG22 plazmitinden kodlanan iki transkript oldugu belirlenmis, RACE ve LACE
teknikleri ile yapilan ¢aligmalar sonucunda, pHIG22 tarafindan kodlanan Transkript
I’in 329. bazda bagladigi, 1950. bazda sonlandigi; karst zincirden kodlanan Transkript
2’ninde 2103. bazda basladig1 ve 329. bazda sonlandig1 ortaya c¢ikarilmistir (BamHI
noktas1 “0” kabul edildiginde ve saat yoniiniin tersinde).

4. pHIG22 plazmitinin kodladig1 iki transkriptin diizenleyici boélgelerinin promotor
Ozellikte olup olmadigi biyoinformatik ve deneysel calismalarla arastirilmis,
Transkript-1 diizenleyici bolgesinde (pHIG22 plazmitinin 239 ila 288 niikleotitleri
arasinda) ve Transkript-2 diizenleyici bolgesinde (karsi zincirde, pHIG22 plazmitinin
2246 ila 2219 niikleotitleri arasinda) promotor dizilerin oldugu ortaya cikarilmistir.
Transkript-1 bolgesinde belirlenen promotorun, 2. bdlgede bulunan promotora gore
daha giiclii 6zellikte oldugu belirlenmistir.

5. pHIG22’nin transkriptlerinin proteine doniislip donlismediginin belirlenebilmesi igin
farkli birkag yaklasim gelistirilmis; SDS-PAGE, Zimogram, 2D jel analizi ve MALDI-

TOF/TOF analizleri sonucunda yapilan tiim caligmalar birbirleri ile desteklenmis ve
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pHIG22 plazmitinden herhangi bir protein kodlanmadigi, plazmitin replikasyonu i¢in
konak proteinlerini kullandig1 sonucuna varilmstir.

pHIG22 plazmitinin Thermus cinsinde replike olabilen bolgesinin E.coli JM101 ve
BL21 suslarinda replikasyonu arastirilmis ve E.coli suslarinda replike olmadig1 sonucu
elde edilmistir.

Real-time qPCR teknigi kullanilarak belirlenen pHIG22 plazmitinin kopya sayisi,
Thermus scotoductus K6 (pHIG22’yi barindiran orjinal sus) bakterisinde 148 olarak
hesaplanmustir.

Kanamisin kaseti, amfisilin kaseti, pUC ori bolgesi, MCS bdlgesi, lac promotoru ve
pHIG ori bolgesini igeren, E. coli-Thermus suslarinda replike olabilen pUCHIGK
shuttle klonlama vektorii gelistirilmistir. Pns bolgesi (Thermus cinsinde ekspresyonu
saglayan bolge), kanamisin kaseti, amfisilin kaseti, pUC ori bolgesi, MCS bdlgesi, lac
promotoru ve pHIG22 ori bolgesini igeren E. coli-Thermus suslarinda replike olabilen,
Pnar promotoru ile ekspresyonun kontrol edildigi shuttle pHIGKE2 ekspresyon vektorii

gelistirilmistir.



6. ONERILER

. pHIG22 plazmiti tabanli gelistirilen klonlama ve ekspresyon vektorlerinde
mutasyonlar yapilmak suretiyle MCS bolgesine farkli restriksiyon tanima bolgeleri
eklenebilir ve vektorlerin ticari olarak kullanilma potansiyelleri artirilabilir.

. Dizayn edilen pUCHIGK klonlama vektorii tizerindeki amp geninin ¢ikarilmasi ve
yeni reporter genler eklenmesi suretiyle vektor iizerinde yeni dizaynlar yapilarak,
daha kiiciik boyutta yeni pUCHIGK tiirevleri gelistirilebilir.

. pHIG22 tabanl gelistirilen ekspresyon plazmitinin ekspresyondan sorumlu bolgesi
degistirilerek farkli mekanizmalarla ekspresyonun tesvik edilmesi suretiyle ticari
vektorler gelistirilebilir.
pHIG22 plazmiti, Bacillus gibi yaygin olarak kullanilan hiicrelerde shuttle vektor
olarak kullanilabilecek sekilde dizayn edilebilir. Plazmite Bacillus hiicrelerinde
replike olabilmeyi saglayacak DNA elemanlar1 eklenebilir.

. pHIG22 dizininde tespit edilen iki promotor dizinin detayli analizi yapilarak, -10 ve
-35 Dbolgeleri belirlenebilir ve diger yaygin kullanilan promotorlar ile

karsilagtirilarak modifiye edilip gelistirilebilir.
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8. EKLER

Ek-1. pHIG22 plazmitinin haritasi
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1 PXch [37)
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\ g A o smll (109)
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g::"z? J,BmgBI (279)
Pro-2 : .
! palindrom 3/
6,:0{03 p%) ﬁ‘ Nhel (374)

A 0 o, o, / _Bmtl (373)

q® drom 2 o _Eael (40%)
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(17601 Bse¥I —
(17451 BhsI -

— BspQI - Sapl (406&)
T MspAll (420)
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Ek-2. pHIG22 plazmitinin tiim baz dizilimi

AGGATCCTCCCAGTCTATGGGCTCCAGCTCCACCGACGGAATGGGGCTAGAGCGAGCCTCTTCCCA
GGCCCGCCTATCCCCCTCCCGTAACGCCTCCCAAAGGACACGCTCAAGCTCGCCACTCTCCAAAAA
CACTCACCTCCTGGTGTATCCGCCAGGAGGTGGGAGCGTCCTCGGGTTAGGGCCAGCTTCTCTTCG
TCTCTGCTTCCCCGCCCCCCACGGCTAGGGGCCTCTTCTCACTCTCTTGCGCCGTGTGCCCAAALCG
GGGTAAGCTACTCACGTCAGGAAAGCCCCGCCTGGAGCGCCCAACTCCCGGCGGCTTTTTCTTTGG
GGGAATGGGACCCCCGTTAGGGGCCATGCTACTATGGTCAGCCGCTAGCTTGCAACCACAACACCT
AACCCAGACGGCCAGAAGAGCCAGCGGAAAGCCAGGCAGGAGCCTCATACATGGCGACCACGAAGA
AGTTAGGCAGGCGGGAGGCCTCCCCATAGTCAAAGACCAGCCAGAACACCAAGGCCGGCCTATTAG
CGAAGCGGATGCGGAGAGCCCGCACCCGAAGCCGCAAGGCGAAGTCAGAGCCCTCCCAACCCACCA
ACTCCCCAACCTCATGAAGGACTTCCCTAGGAACCTCCCAGGAAGGAGCAGGCTCAACCTCAGCCC
CCAGGATAGTGCCGAGACGGCGAGCGTACCGAGCCCAGAAAAAGAGGCCCTGAGGCACCTCCCCCC
ACGCCTCTTCAACCGCCTCAGAGATGCGCCCGATACCCTGAAGCGCCAGACCCTTAGCCTCTTCCG
CAAAGTCCATGCCTATCACCTCTCTTCTCTCTTCTCCCTCTTCTCCACGCCAAGCCCTAGCATGAG
AAGCCGACACCTGATGACGGGATGGAGCCCGGAGCCCGGAGCCATCCCGCCCAAGAGTGTAGGCCT
GGGCGGGGTCCCCGCCGTCAAGGGTGCAGAGCACCCCTCCGGGGCGGGCCTCTCGCATGTACAAAC
CCCGTCCTCGTGGCCTCCGGAAAACGTGCGTGATGGGATGGCCCGCCCCTCCGGGGCTAACGCCCT
TGACGGCACCCCGCCCTAGCCAAGGCCTAGGCTTGGGGATGGCTCCGGGAAAATGCTCCAGGCTCA
TCAACCACCCCATGCCCGCTTCCTGCTAACCAGTCCAGTATTCCCAAGACTACCGGGGTGAACTTA
GGTAGCCAGTAGAAGCGCCCCACGAGAACGCCACGCTTCAGCCAGTCCCACACCCTCACCGCCTCC
CATGGAAGGCGGGCCACCCGATCAGGCCCAACCACAAGCGGCACGGCCTCCTCCACCGCCCCCAGG
TCCTCCAGACTCTCCACCTCCCGGTAATCGCCCAGGTACATATTCGCCCGAGCGAAGGCCATTTTG
GCGTAGAGGAGGAGAAGCGAAGGGGTATCCAGGAGGAACCCCACATTATGCCGCACTTGACGGGCA
TACGCCCGCCAGACACCCGCCACGCCATAAGCACGCCCCCAGTTTCCCGAAAAGGGCAAGTGCTTT
TGCTCAGGCTTAGAGGCGTAGACCCTGGAATAGCGGAAGTCTCTCTCCCGCAGCGCCTCAATGCGG
GTCCTGGACCGAATGCCCCCTAACGCCCGTTGCCACGCTTCTTCTATCCAGTCAGCCCAATCACGC
CAGGCCTCAGCATCAAGGTCCCCAATCCTAGCCAGGATATGCAAATGCGGAGCGGCAGGAGAACGA
TTCTGTTGAAACTCTAAGAAGAAGAGATAGGCCCAGTCTTCCCCCCAGCGACTCAGACGCATGCGA
AACGCATGCAGGAACCTATCCAGCGCACCCCGCCAGCGAGATAAGCGAGCCTCATCATCCGGAAGC
TCCTCCCAAGCCTCAGGCGCAAGCGTCAGCGTGATGAGATGCGTAGGAGGAGGGGCATCAAGCTCC
TCCAGGGTCAGCGTCAGCCTAACCAACCGCCTAATAGACCCCGCCAGCGTACACCTCTCCCTAGAC
CCAGGCACCGGAGGAGGAGACTGAGGCTTCCCAAGGGGACTCAGGTGAGTCCCCCAAGGGTAAACC
CTTACACGCCACCTGGGTTTGTGCGACTTATGCACCGAAAGAGACAAGGACCGCCCCGLCCGGEEGEE
GGCGGGCCTTCAGGCCCGGCCCCCCCCCGGTCCAGTCCCGAGCCTTCCCCTTGCAGATACCTCAGG
CGCAGATAGGCCCGAGAGGCCTCCTCAGCAAACCGCCGACGAGC

*BamHI noktasi plazmitin “0” noktasi olarak kabul edilmistir.
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