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Yiiksek Lisans Tezi
OZET

pAnox1 PLAZMITININ REPLIKATIF OZELLIKLERININ IN SILIKO VE IN
VITRO DENEYLERLE ANALIZI

Hatice Ayyildiz

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Danisman: Dog. Dr. Halil Ibrahim GULER
2024, 73 Sayfa

Bu caligmada, Anoxybacillus gonensis 05S15 bakterisinin barindirdigi bir plazmit olan
pAnox1’in kodladig: transkriptlerin in siliko ve in vitro analizler ile replikatif 6zellikleri
arastirilmistir. pAnox1 plazmiti tarafindan kodlandig: bilinen 3 transkript (ORF-1, ORF-3,
ORF-5) i¢in in siliko ve in vitro analizler gerceklestirildi. Transkriptlerin proteine doniisiip
doniismediginin belirlenmesi igin yapilan ¢alismalarda; plazmit curing, SDS-PAGE ve
giimiis boyama analizleri sonucunda ORF-1 transkriptin bir protein kodladigi belirlendi
ancak ORF-3 ve ORF-5 transkriptlerinin proteine doniisiip doniismedigi belirlenemedi.
pAnox| tarafindan kodlanan ORF-1 transkriptin 903 bp, ORF-3 transkriptin 499 bp, ORF-5
transkriptin 211 bp kodladig ortaya ¢ikarildi. Kantitatif ger¢ek zamanli PCR ile pAnox1'in
hiicre igindeki kopya sayisi yaklagik olarak 127+2 olarak tespit edildi. pAnox1’in
replikasyondan sorumlu proteini pET28a(+) vektoriine klonlandi, E.coli‘de overekspres
edildi ve saflastirildi. Biyoinformatik analizler ve Docking simiilasyonlari ile plazmitin ori
bolgesi, diizenleyici bolgeleri, Rep proteninin baglanma o6zellikleri tespit edildi. Yapilan
analiz sonucunda ORF-1 tarafindan kodlanan transkriptin 37,3 kDa (313 aa) biiyiikliigiinde,
ORF-3’ {in 8,16 kDa (71 aa) biiyiikliigiinde ve ORF-5’in 7,59 kDa (67 aa) biiyiikliiglinde

proteinler olusturabilecegi belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Anoxybacillus gonensis 05515, pAnox1, Kopya sayisi, DNA-Protein
Docking
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Msc. Thesis

SUMMARY

DETERMINING THE REPLICATIVE PROPERTIES OF THE PLASMID pAnox1
BY IN SILICO AND IN VITRO ANALYSES

Hatice AYYILDIZ

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Molecular Biology and Genetics Graduate Program
Supervisor: Assoc. Prof. Halil Ibrahim GULER
2024, 73 Pages

In this study, the replicative properties of transcripts encoded by pAnox1, plasmid
harbored by Anoxybacillus gonensis 05S15 were investigated by in silico and in vitro
analyses.In silico and in vitro analyses were performed for three transcripts (ORF-1, ORF-
3, ORF-5) known to be encoded by the pAnoxl plasmid. In the studies conducted to
determine whether the transcripts were translated into proteins, it was found that the ORF-1
transcript encoded a protein based on plasmid curing, SDS-PAGE, and silver staining
analyses, but ORF-3 and ORF-5 transcripts were not translated into proteins. It was revealed
that the ORF-1 transcript encoded 903 bp, ORF-3 transcript 499 bp, and ORF-5 transcript
211 bp. Using quantitative real-time PCR, the intracellular copy number of pAnox1 was
determined to be approximately 127+2. The protein responsible for the replication of
pAnox1 was cloned into the pET28a(+) vector, overexpressed in E. coli, and purified.
Bioinformatic analyses and docking simulations identified the regulatory regions of the
plasmid and the binding properties of the Rep protein. As a result of the bioinformatic
analysis, it was determined that the transcript encoded by ORF-1 could form proteins of 37.3
kDa (313 aa), ORF-3 of 8.16 kDa (71 aa), and ORF-5 of 7.59 kDa (67 aa).

Key Words: Anoxybacillus gonensis 05515, pAnox1 plazmit, Copy number, DNA-Protein
Docking
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1. GENEL BILGILER

Plazmitler, konak icinde karakteristik kopya sayilarina sahip otonom olarak
cogalabilen ve konak hiicrede tutulabilen kromozom dis1 genetik elemanlardir (Wegrzyn, G.,
2005). Bu replikonlar, Bacteria, Eukarya ve Archea olmak iizere 3 domainde de bulunmustur.
Plazmitler, bir organizmanin toplam genetik igeriginin énemli bir miktarini olusturabilir ve
Archaea'nin bazi lyelerinde hiicrenin genetik materyalinin %25'inden fazlasini temsil
edebilirler (Holmes vd., 1995). Plazmitlerin genetik organizasyonlarmin basit olmasi, in
vitro olarak kolayca izole edilebilmeleri, manipiilasyonlarinin kolay olmas1 ve hiicre i¢in
vazgecilebilir olmalar1 nedeniyle genetik miihendisliginde vektor olarak yaygin olarak

kullanilmaktadirlar (del Solar vd., 1998).

1.1. Plazmitler

Plazmitler, Gram negatif ve Gram pozitif bakterilerin yami sira bazi maya ve
mantarlarda da bulunabilen kendi kendini kopyalayabilen (Sekil 1) kromozom disi DNA
(bazen RNA) molekiilleridir (Lederberg, 1998). Kromozom olmasalar da canli hiicrelerin
icinde bulunurlar ve genetik bilgi tasirlar. Iki nedenle hiicrenin genomunun bir parcasi olarak
kabul edilmezler. Bunlardan birincisi, bir plazmit farkli tiirlerde bulunabilir ve konagin
degistirebilir. Bir diger neden ise, bir plazmit bazen belirli bir konak tiiriiniin hiicrelerinde
yer alabilir, bazen de yer almayabilir. Bu nedenle, plazmitler genetik bilgi tasisalar da
hiicrenin kalict bir pargasi degildirler ve normal kosullarda hiicre biiyiimesi ve bdliinmesi
i¢in gerekli olmazlar (Clarck, 2010).

Replikon terimi, DNA (veya RNA) sentezinin baslatildigi kendi replikasyon kdkenine
sahip olmasiyla tanimlanir. Bu nedenle kromozomlar, plazmitler, viriis genomlar1 ve
viroidler bir replikondur. Replikonlar, replikasyonlar1 i¢in gerekli enzimleri kodlayan
genleri tasimak zorunda degildirler. Enerji, ham madde ve bir¢ok enzim aktivitesini
saglamak icin konaga bagimlidirlar. Plazmitler, bazi yonlerden hiicreden hiicreye hareket
etme yetenegini kaybetmis virtislere benzerler. Replikasyon i¢in enzimler, enerji ve ham
maddeler agisindan konak hiicreye bagimli olduklarindan dolayr bazi viral 6zelliklerini

korurlar (Clarck, 2010).



Replikasyon Cryjuu

R.u]:l]lkawun

Yen senleslensn
2nsir

Sekil 1. Plazmitler, DNA'nin kendini ¢ogaltan molekiilleridir

Genellikle kapali halkasal ve ¢ift sarmalli halde bulunurlar. Ancak bir¢ok dogrusal
plazmit de tanimlanmustir. Ilk dogrusal plazmit 1979 yilinda Streptomyces rochei'de
(Hayakawa, T vd., 1979) bulunmasmin ardindan Agrobacterium, Borrelia, Nocardia,
Rhodococcus, Thiobacillus ve hatta Escherichia (Hinnebusch, 1993) gibi pek ¢ok bakteri
tiiriinde de tespit edilmistir. Plazmitler bakterilerin hayatta kalmasi i¢in elzem degildirler
ancak bakteriyel konakgilart olumsuz ortamlarda daha iyi hayatta kalmasina veya diger
mikroorganizmalar ile daha 1yi rekabet etmelerine yardimci olurlar. Biiyiikliikleri 1 kb ile
1000 kb arasinda degisiklik gostermektedir ve bir bakteri birden fazla plazmit tiiriinii
barindirabilir (Tolmasky vd., 1992).

Plazmitler 30 y1l 6nce yaygin olarak F plazmitleri (Kline vd., 1980), kolisin iireten
(Col) plazmitleri (Zverev vd., 1984) R plazmitleri (Datta, 1977) olarak siniflandiriliyordu.
Su anda plazmitler farkli kategorilerde siniflandirilmaktadirlar. Bunlardan biri replikasyon
tipine gore siniflandirmadir; replikasyon mekanizmasina gore plazmitler yuvarlanan ¢ember
replikasyonlu plazmitler, teta replikasyonlu plazmitler ve replikasyonun iplik yer degistirme
mekanizmasini kullanan plazmitler olarak siniflandirilmistir (Espinosa vd., 1995). Ancak bu
tiir bir siniflandirma yalnizca ¢ok sinirl bilgi saglar.

1970'lerin basinda plazmit uyumsuzluguna dayali siniflandirma gelistirilmistir
(Chabbert vd., 1972) ve aynmi konakta iki test edilmis plazmitin ayn1 anda stabil bir sekilde
muhafaza edilebilme olasiligina dayanmaktadir. Bu siniflandirma, plazmit barindiran bir
susa bagka bir plazmitin aktarilmasin1 gerektirir. Aktarilan plazmit ortadan kaldirilirsa, bu

iki plazmit uyumsuzdur ve 6zel uyumsuzluk grubuna atanirlar. Uyumsuzluk, plazmitleri



siniflandirmak i¢in ana ozellik olarak kullanilmistir (ve hala kullanilmaktadir), ancak
replikasyon kontrol genlerini paylagsmayan yiiksek homolojiye sahip plazmitleri hesaba

katmamasi dezavantajina sahiptir (Richards vd., 1979).

1.2. Plazmitlerde Replikasyon Mekanizmalari

Dairesel plazmitler i¢in teta tip, yuvarlanan gember ve iplik yer degistirme replikasyon
olarak bilinen 3 genel replikasyon mekanizmasi vardir. Plazmitler iizerine yapilan
aragtirmalar, teta tip replikasyonun gram-negatif bakterilerde daha sik rastlandigi, bunun
aksine yuvarlanan ¢ember replikasyonu Gram-pozitif bakterilerde daha yaygin oldugunu
gostermistir (del Solar vd., 1998).

Hem Gram-pozitif hem de Gram-negatif bakterilerde dogrusal plazmitler bulunmustur
ve yapilart iki tipte olabilir: her iki ucunda bir sa¢ tokasi olanlar ve 5’ uglarinda kovalent
olarak baglanmis bir proteine sahip olanlar. Birinci grubun dogrusal plazmitleri
konkatemerik ara maddeler yoluyla ¢ogalirken, ikinci grubunkiler bakteriyofaj f29'unkine
benzer bir protein hazirlama mekanizmasiyla ¢ogaliyor gibi goriinmektedir (Chang vd.,

1994).

1.2.1. Teta Tip Replikasyon

Teta tip DNA replikasyonu, ebeveyn zincirlerin ayrilmasini, bir primer RNA'nin
(pPRNA) sentezini ve pRNA'nin kovalent olarak uzatilmasiyla DNA sentezinin ayrilmalarini
icerir (Kornberg, A., and T. Baker, 1992). Replikasyon ebeveyn zincirlerin birinde (lider
zincir) stirekli iken, diger zincirde (izci zincir) kesiklidir. Teta tip replikasyonda, DNA
sentezi bir veya birden fazla orjinden baslayabilir. Ayni zamanda replikasyon tek veya cift
yonlii olarak ilerleyebilir. Elektron mikroskobunda (EM), replikasyon ara iiriinleri Y
seklinde molekiiller veya tipik 0 (teta) seklinde goriintiilenebilir (Kelman, Z., ve M.
O’Donnell, 1995).

Plazmit DNA replikasyonun baslamasi i¢in, baz1 istisnalar disinda, spesifik bir plazmit
tarafindan kodlanan Rep baslatici proteinler gereklidir. Bu, replikasyon orijininde Rep
proteininin bazi spesifik diziler ile etkilesime girmesi ile gergeklestirilir. Teta tip replikasyon
yapan bazi plazmitlerin orijininde ek 6zellikler tarif edilmistir. Bunlardan biri, zincirlerin

acilmasiin ve konakg¢i baslatma faktorlerinin bir araya gelmesinin meydana geldigi, AT



bakimindan zengin dizi tekrarlarini igeren bir bolge iken, digeri bir veya daha fazla konake1
DNaA baslatici proteinin baglandigi bolgedir (Bramhill, D., ve A. Kornberg., 1988).

Pol I’ den bagimsiz orijinlerin yapisal organizasyonun karsilastirmali analizi sonucu,
Rep baglanma bolgesinin kavisli bir DNA bolgesinde yer almasia ragmen, aslinda AT
bakimindan zengin boélgelerin tekrarlar1 i¢indeki DNA’nin diiz oldugunu goéstermistir
(Eckdahl, T. T., ve J. N. Anderson., 1990).

Bazi durumlarda replikasyon orijinleri, iteron olarak adlandirilan dogru yonli
tekrarlanan diziler icerir. iteronlar, plazmitler tarafindan kodlanan ve Rep proteinlerinin
baglanma bélgeleridir (Chattoraj, D. K., ve T. D. Schneider., 1997). iteronlar replikasyon
icin gerekli oldugunu gibi plazmit replikasyonunun kontrolii i¢in de gereklidir ( Filutowicz,
M., vd., 1986). Ayn1 zamanda iterolar bazen replikasyon orijini disinda da bulunabilir. Bu
iteronlar replikasyonun baslatilmasi i¢in gerekli degildir. Fakat baslangi¢ iteronlarinin
yaptig1 gibi replikasyonun kontroliinde dnemli bir rol oynarlar. Yardimci iteronlara sahip
olmayan plazmitlerde, kontrolde yer alan tek bolge orijin iteronlaridir.

Orijin bolgesinde bulunan iteronlar, genel olarak 11 bp ve katlar1 seklinde, DNA ¢ift
sarmalinin ~ periyodikligine  yakin  bir mesafede tandem  tekrarlar  olarak
konumlanmaktadirlar. Belirli bir orijin icin farkli iteronlarin dizileri aymi degildir ancak
dizilerin temel 6zelliklerini tanimlayan bir fikir birligi motifine uyum saglarlar. Ornegin,
pPS10 plazmitinin dort adet 22 bp iteron aynidir (Nieto, C., vd., 1992).

Plazmit ColE1, teta tip replikasyon ile ¢ogalan plazmitlere iyi bir 6rnektir. Plazmit
ColE1, pek ¢ok plazmitin aksine, baglatici bir proteine ihtiya¢ duymaz. Ancak replikasyonu
baslatmak i¢in DNA Pol I’ e ihtiyag duyar (Tomizawa, J. vd., 1974).

1.2.2.  Zincir Uzaklastirma Tip Replikasyon

Zincir uzaklagtirma metodu ile kopyalanan plazmitlere bilinen en iyi orneklerinden
biri, prototipi RSF1010 olan IncQ ailesinin karigik plazmiti verilebilir. DNA replikasyonun
bagslatilmasi i¢in plazmit tarafindan kodlanan {i¢ baglatici protein gerekmektedir. Bu
proteinler, orijinden DNA replikasyonunun baglatilmasini tesvik eder ve ardindan
replikasyon zincir uzaklastirma mekanizmasiyla iki yonli ilerler (Scherzinger, E., vd.,
1991).

Zincir uzaklastirma tipi replikasyona sahip RSF1010 plazmiti iizerinde yapilan birgok

calisma sayesinde, bu mekanizma hakkinda bilinenlerin biiyiik ¢ogunlugu bu plazmit



iizerinden yapildi. RSF1010 plazmitinde, DNA'nin replikasyonu, konak tarafindan
kodlanan DnaA, DnaB, DnaC ve DnaG proteinlerine ihtiya¢ duymaz. RSF1010 plazmitinde
bu proteinlerinin fonksiyonlarin1 RepA, RepB ve RepC proteinleri iistlenir. RepA, RepB ve
RepC proteinlerini fonksiyonlar1 sirasiyla sdyledir: 5'—3' helikaz, primaz ve baslatma
aktivitesidir (Haring, V., ve E. Scherzinger, 1989).

RSF1010 plazmitinin replikasyon orijini, RepA, RepB ve RepC proteinleri ikinci bir
plazmit tarafindan saglandiginda cift yonlii replikasyonu saglayacak minimum bdlge olarak
belirlenmistir. Replikasyon orijinini de igeren bu minimal ori bolgesi 20 bp’lik 3 6zdes
iterona ek olarak GC ve AT bakimindan zengin bdolgelere sahiptir. Ayn1 zamanda orijin
bolgesinde zit zincirlere yerlesik bulunan ssiA ve ssiB olarak adlandirilan iki palindromik
dizi igerir. iteronlar RepC baglanma bélgeleridir (Haring, V. vd, 1985). ssiA ve ssiB dizileri
RepC tarafindan tanimnir ve bu bolgelerden siirekli replikasyon baslatilir (Honda, Y., vd.
1991). RepA proteinini helikaz aktivitesi, reklikasyonun uzamasi sirasinda gereklidir.

RSF1010 plazmitinin RepA helikazi, 5'—3' yoniinde ¢alisir ve bu da onun yer
degistirmis zincire bagl iken ¢alistigini gosterir. Zincir uzaklastirma metoduyla replike olan
plazmitlerde son asama tek zincirli daireler ve ¢ift zincirli stiper sarmal dairelerdir. SSDNA
molekiilleri her iki DNA zincirine de karsilik gelebilir ve dolayisiyla ssiA veya ssiB
dizilerini igerebilir. Bu diziler, ssDNA sablonlarini ¢ift sarmalli siiper sarmal dairelere
doniistiren tamamlayici ipligin sentezini baglatmak ic¢in kullanilir. Bu nedenle, bu
replikasyon modunda ¢ift sarmallt DNA (dsDNA) molekiilleri, yeri degistirilmis tek sarmalli

dairesel molekiiller ve kismi ¢ift sarmalli daireler olusturulabilir.

1.2.3.  Yuvarlanan Cember Replikasyonu

Yuvarlanan ¢ember (RC) mekanizmasinda replikasyon tek yonliidiir. Oncii ipligin
sentezi ve geride kalan ipligin sentezi birbirinde ayristirilir. RC replikasyonunun en ilgili
ozelliklerinden biri, yeni sentezlenen oncii art1 ipligin ayn1 ebeveyn arti ipligine kovalent
olarak bagli kalmasidir. Yuvarlanan ¢cember replikasyonu, genellik ssDNA kolifajlar1 ve
Gram-pozitif bakterilerin barindirdig1 kiiciik ¢ok kopyali plazmitlerde goriildiigii gibi,
Gram-negatif bakterilerde, siyanobakterilerde ve bazi arkea tiirlerinde de goriilmektedir
(Erauso, G., vd., 1996).

Yuvarlanan ¢cember replikasyonu ile replike olan plazmitlerin pek cogunun 10 kb’den

daha kiiclik oldugu bilinmektedir. Ancak bu durum tiim kiiclik plazmitler i¢in gegerli



degildir. Gram-pozitif bakterilerden izole edilen pRJF1 (2,6 kb) ve pWV02 (3,8 kb) gibi
kiigiik plazmitlerde teta teplikasyon modu goriiliir (Kiewiet, R. vd., 1993).

Replikasyon, art1 zincir tizerinde bolgeye 6zgii bir ¢entik olusturan Rep proteini
(plazmit tarafindan kodlanan) tarafindan, ¢ift sarmalli orijin (dso) olarak adlandirilan bir
bolgede baslatilir. Kirik, lider zincirin sentezi i¢in primer olarak gorev alacak serbest 3’-OH
ucu birakir. 3’-OH ucundan itibaren uzama, ebeveyn arti zincirin yer degistirmesiyle
birlikte, replizom yeniden yapilandirilmig dso'ya ulasana kadar devam eder. Burada 6n
zincir replikasyonunu sonlandirmak igin bir DNA zincir transfer reaksiyonu meydana gelir
(Gruss, A. D., ve S. D. Ehrlich., 1989). Dolayisiyla, 6ncii zincri replikasyonunun son
tirtinleri, ebeveyn eksi zincir ve yeni sentezlenen art1 zincir tarafindan olusturulan bir
dsDNA molekiilii ve ebeveyn art1 zincire karsilik gelen bir ssDNA ara iiriiniidiir. Son olarak
ebeveyn art1 zincir, fiziksel olarak dso'dan uzak olan tek iplikli kokende (sso) baslayan
konake¢1r proteinler tarafindan dsDNA formlarina doniistiiriiliir ve replikasyon iiriinleri
konak¢t DNA giraz tarafindan asir1 sarmallastirilir. Iplik yer degistirme mekanizmasiyla
replikasyonun aksine, RC replikasyon modu tarafindan tiretilen ssDNA ara tirtinleri, plazmit
DNA iplik¢iklerinden yalnizca birine karsilik gelir (te Riele H. vd., 1986).

RC kopyalanan plazmitlerde degistirilebilir gen modiilleri bulunmaktadir (Projan, S.
J., ve R. P. Novick., 1988). Ancak tek bir temel modiil vardir. dso, rep geni ve plazmit
elemanlarini igeren bu modiil, 6ncii zincir baslatma ve kontrol (LIC) bdlgesi olarak
adlandirilir (del Solar G. vd., 1993). Ek olarak plazmitler bir antibiyotik direng belirleyicisi,
konjugatif mobilizasyonda (mob) yer alan bir gen ve bir veya iki sso bolgesi icermektedir.

dso i¢inde iki lokus tanimlanmistir. Bunlar; baglanma ve nic bolgeleridir (del Solar G
1993). Ilk lokus, Rep proteininin plazmit DNA'ya baglanmas: icin gerekli olan dizileri
igerir. Ikincisi ise, Rep proteininin ilk gentigi yerlestirdigi bolgeyi igerir. Iki lokus bitisik
olabilir (pT181 ailesi) veya yaklasik 100 bp'ye kadar (pMV 158 ailesi) ayrilabilir. Baglanma
bolgelerindeki DNA dizileri gentik bolgesine bitisik ters tekrarl diziden olusabilir. Veya
centik bolgesinden araya giren diziler ile ayrilmis iki veya lic dogrudan tekrarl dizilerden
olusabilir.

Yuvarlanan ¢ember replikasyonu ile kopyalanan plazmitlerin Rep proteinleri, DNA
zincir transferaz aktivitesine sahiptir. Bu aktivite sayesinde DNA’yi, tip I topoizomeraz
benzeri bir sekilde parcalayabilir veya birlestirebilir. Plazmit pT181'in RepC proteini
saflastirildi ve plazmit dso (Koepsel R. R. vd., 1985) iizerinde ¢entikleme aktivitesine sahip

oldugu gosterildi. Bu bulgu, hiicre i¢i plazmit ssDNA'nin varligi ve dncii zincir sentezi igin



bir primer RNA'ya ihtiyag duyulmamasi ile birlikte, plazmit replikasyonu i¢in RC

mekanizmasinin ilk gostergelerini sagladi (e Riele H. vd., 1986).

1.3. Plazmitlerde Kopya Sayisimin Belirlenmesi ve Replikasyonun
Kontrolii

Plazmitlerin kopya sayis1 farkli bakterilerde ve belirli iireme kosullarinda degisebilir,
ancak her plazmitin ayirt edici bir kopya sayisi vardir. Bu bazi kontrol elemanlart ile saglanir.
Kontrol sistemleri, ortalama kopya sayisindan sapmalar1 diizelterek plazmit kopya sayisini
ve replikasyon oranini sabit tutar. Plazmitler, kopya sayisint korumak i¢in negatif
diizenleyici devreler kullanir (Pritchard, R. H., 1978).

Negatif efektorlerle modiile edilen bir replikasyon kontrol modeli Pritchard ve
digerleri tarafindan onerilmistir (Pritchard, R. H., vd, 1969). Pritchard gore, bir plazmit yeni
bir konakciya yerlestiginde, negatif diizenleyicilerin konsantrasyonu goz ardi edilebilir
miktarda olmalidir. Plazmit yeni bir konak¢iya yerlestikten sonra, yeterli kopya sayisina
ulastiginda ortamdaki kopya sayisini1 korumasi gerekir. Kontrol sistemleri bunu replikasyon
oranini arttirarak veya azaltarak yapar (Abeles, A. L., vd., 1993).

Cesitli sistemlerde replikasyonu kontrol eden mekanizmalar incelenmistir ve antisens
RNA, baglatici proteinlerin baglandigi DNA bolgeleri (iteronlar) ve hem bir antisens RNA
hem de bir protein ile diizenleme gibi bir¢ok inhibitér belirlenmistir (Thomas, C. M., 1988).

Plazmit kopya sayisint kontrol eden antisens RNA'lar, hedef transkriptin 5' ucunun
tamamlayicisidir ve 'komplementer transkribe edilmis RNA'lar (ctRNA'lar) olarak bilinir.
Bazi durumlarda inhibisyon ctRNA’lar tarafindan saglanir. Diger durumlarda ise inhibitor-
hedef dubleksinin olusumu, transkripte yapisal bir degisiklige neden olur ve inaktif olmasini
saglar. Bu duruma en iyi 6rnek ColE1 plazmiti verilebilir. ColE1 plazmit replikasyonu,
RNaze H tarafindan islenen 550 nt uzunlugunda bir transkript olan RNA II tarafindan
baglatilir ve DNA replikasyonu i¢in gerekli olan bir primerdir. RNA II serbest 3°-OH ucunu
olusturur. Bu serbest 3’-OH ucu replikasyon i¢in hiz sinirlayicidir ve RNA II’nin 5 ucuna
tamamlayict olan 108 nt uzunlugunda bir RNA, antisene RNA | tarafindan diizenlenir.
Antisens RNA ve RNA II arasindaki hibrit olusumu, primer RNA’nin ikincil yapisim
degistirerek, primerin  DNA ile hibridize olmasimi1 engeller. DNA-RNA hibridi
olugsmadiginda RNA II, RNaze H tarafindan islenemez ve bdylece replikasyonun

baslatilmasi engellenmis olur (Som, T., ve J. Tomizawa., 1983).



Teta replikasyonlu iteron igeren plamitlerin Rep proteinleri ya otoregiilasyonludur ya
da transkripsiyonel kontrol altindadir. Iteronlar, kopya sayisinin kotroliinde gérev alirlar
(Chattoraj, D. K., 1997). F plazmiti i¢in, oriS’nin iteronlart uyumlu bir plazmite
klonlandiginda, oriS bagimli replikasyonun iteronlar tarafindan engellendigini gosteren ilk
calisma olmustur (Tolun, A., ve D. R. Helinski.,, 1981). Benzer sekilde Pl ve
R1162/RSF1010 gibi bazi itoren igeren plazmitler de kesfedilmistir. P1 plazmitinde
ihibisyon derecesi iteron sayisi ile orantilidir. Ancak R1162 plazmitinde inhibisyon hizi Rep

proteininin agir1 iiretimi ile saglanir (Kim, K., vd., 1985).

1.4. Plazmitlerde Gorevli Proteinlerin Fonksiyonlari

Proteinler, yasamin temel yap1 taglarini olusturur ve hiicrelerin yani sira dokularin
yapisin1 destekleyen, enzimlerden hormonlara kadar bir¢cok kritik islevi olan organik
molekiillerdir. Canli organizmalar, bu proteinleri amino asitlerden sentezler ve bu
molekiiller, metabolizmanin diizgiin isleyisi i¢in elzemdir. Proteinler, metabolizma
stireclerini hizlandirma, DNA'nin kopyalanmasini saglama, ¢evresel uyarilara yanit verme,
hiicrelere ve organizmalara yapisal destek saglama ve molekiilleri tagima gibi gesitli islevleri
yerine getirir (A. L. Demain ve P. Vaishnav, 2009).

Plazmitler, bakterilere ¢esitli avantajlar saglayan genleri tasir ve bu genlerin
kodladig1 proteinler, bakterilerin cevresel zorluklara karsi diren¢ kazanmasini, hayatta
kalmasini ve bazen patojenik hale gelmesini saglar. Bu proteinler bakterilere antibiyotik
direnci kazandirabilir, toksin iiretmelerini saglayabilir veya genetik materyali diger
bakterilere aktarabilir.

Plazmitler tarafindan kodlanan antibiyotik diren¢ genleri, bakterilere antibiyotiklerin
oldiiriicti etkisine kars1 direng kazandirir. B-laktamaz enzimleri, antibiyotik direnci saglayan
en yaygin plazmit kodlu proteinler arasinda yer alir. B-laktam antibiyotikleri, bakterilerin
hiicre duvar1 sentezinde kritik olan peptidoglikan zincirlerini ¢apraz baglayan enzimleri
inhibe eder. Bu da bakterinin hiicre duvarinin zayiflamasina ve hiicrenin 6lmesine neden
olur. B-laktamaz enzimleri, bu antibiyotiklerin B-laktam halkasini kirarak yapisal olarak
bozar ve antibiyotikleri etkisiz hale getirir. Bu durumda, antibiyotikler bakterinin hiicre
duvarina zarar veremez ve bakteri hayatta kalmaya devam eder (Giilay, Z., 2002).

Diinya genelinde yapilan arastirmalarda, Enterobacteriaceae ailesinden birgok

bakteride plazmit {izerinde kodlanan ve amino asit sayis1 214 ile 221 arasinda degisen QnrA,



QnrB, QnrC, QnrD, QnrE, QnrS ve QnrVC olmak {lizere yedi farkli protein grubu
tanimlanmistir. Kinolonlar, DNA replikasyonunu hedef alan ve bakterilerin DNA giraz
(topoisomeraz IV) enzimlerini inhibe eden bir antibiyotik siifidir. Qnr proteinlerinin,
kinolonlarin hedef enzimi olan DNA giraz ve topoizomeraz [V e baglanarak kinolon-enzim-
DNA kompleksinin olusumunu engelleyerek bu enzimleri kinolon inhibisyonuna karsi
dirensli hale getirirler (Cattoir, V. vd., 2008).

Plazmitler, lizerinde bulunan ve tra gen kiimesi olarak bilinen bir dizi gen kodlarlar.
Bu genler, hem plazmitin transferini hem de hiicreler arasi baglantiy1 saglayan proteinleri
iretirler. A geni, F pilusunun olusumunda kritik bir rol oynayan proteini kodlar. Bu protein
hiicre yiizeyinde F pilusunun yapimindan sorumludur. Bu yapi, bakterinin alict hiicreyle
fiziksel temas kurmasini saglar. F pilusu olmadan, bakteriler birbirlerine plazmit transferi
gerceklestiremez. Bu nedenle TraA proteini, konjugasyon siirecinin baslamasi i¢in esastir.

Rep proteinleri, plazmitlerin kendi kendini c¢ogaltma kapasitesini yOneten ve
replikasyon siirecini baglatan proteinlerdir. Bu proteinler, plazmitlerin hiicre dongiisii
sirasinda dogru bir sekilde replikasyonunu saglar ve plazmitin hiicre bdliinmesi sirasinda
yavru hiicrelere diizgiin bir sekilde dagitilmasini temin eder. Plazmitler, hiicresel DNA’dan
bagimsiz olarak replikasyona girebildikleri i¢in, ¢ogalma siirecini kontrol eden kendi i¢
mekanizmalarina ihtiya¢ duyarlar. Bu noktada Rep proteinleri, plazmitin kendine 6zgii
replikasyon orijini (ori) bolgesine baglanarak replikasyonun baglamasini saglarlar (Ingmer,
H. ve Cohen, S. N., 1993). Replikasyon orijini, plazmitin ¢ogalmasinin bagladig1 spesifik bir
DNA dizisidir. Bu bolgeye Rep proteininin baglanmastyla birlikte replikasyonun baglamasi
icin gerekli diger enzimlerin toplanmasi saglanir. ColE1 tipi plazmitler gibi bazi
plazmitlerde, Rep proteini RNA primerlerine baglanarak replikasyonu baglatir. Bu
plazmitler diisiik kopya sayisina sahiptir ve Rep proteini, replikasyon siirecini siki bir sekilde
diizenler. Plazmitlerin 6zelliklerine bagl olarak farkli Rep proteinleri bulunur. pSC101
plazmiti, diisiik kopya sayisina sahip bir plazmittir ve RepA proteini bu plazmitin yalnizca
birka¢ kopya halinde cogalmasin1 saglar. RepC, rolling circle (yuvarlanan daire)
replikasyonunu baslatan bir protein tiiriidiir. Bu protein, plazmitin DNA’sinin bir zincirini
kirar ve yeni DNA zinciri sentezini baslatir. pT181 gibi plazmitler bu tiir replikasyon
mekanizmasini kullanir ve RepC proteini plazmitin replikasyonunu baslatir (Ingmer, H. ve

Cohen, S. N., 1993).
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1.5. Molekiiler Yerlestirme (Docking)

Molekiiler yerlestirme, kiigiik bir molekdil (ligand) ile bir protein (reseptdr) arasindaki
etkilesimi atomik diizeyde hesaplamali olarak modellemek i¢in kullanilan bir yontemdir. Bu
da hedef proteinlerin baglanma bolgesindeki kiigiik molekiillerin davraniglarini karakterize
edilmesini ve temel biyolojik siireglerin agiklanmasimi saglar (McConkey vd., 2002).
Yerlestirme ¢alismalarinin amact, istenen ii¢ boyutlu yapilari tahmin etmektir. Bu olasiliklar,
dogada bulunma olasiligr en yiiksek olan yapilar1 belirlemek icin puanlama islevleri
kullanilarak siralanir (Morris vd., 2008). Puanlama islevleri, iki bilesik arasindaki
baglantinin veya baglanma afinitesinin giiclinii, tercih edilen yonelimlerine gére tahmin
eder. Sinyal iletimi, proteinler, niikleik asitler, karbohidratlar ve lipitler gibi fizyolojik olarak

onemli maddelerin etkilesimlerine baglidir (Shoichet vd., 2002).

A - Sert yerlegtinme -
' O —«C
Reseplir Ligand

J— . Esmiel Yerleglisme -
o ) ~2 § .
L | % —_— |
— _J ;
. o

Sekil 2. Molekiiler yerlestirmenin iki modeli. (A) Anahtar-kilit modeli. (B) Indiiklenmis
uyum modeli

Molekiiler yerlestirmenin iki farkli bi¢gimi vardir. Bunlardan ilki ‘anahtar ve kilit
modeli’ olarak bilinir ve ‘kilidi’ agmak iizere ‘anahtarin’ dogru yoniinii bulmak i¢in reseptor
ve ligandin sert (rijit) kenetlenmesini ifade eder (Sekil 2-A). Bu model, geometrik
tamamlayiciligin onemine dikkat ¢cekmektedir (Morrison vd., 2006). Ancak kenetlenme
stireci aslinda daha esnektir (Sekil 2-B). Reseptor ve ligandlarin, birbirlerine uyum saglamak
amaciyla konformasyonel degisiklige ugramalar1 gerekir. Bu nedenle ikinci model olarak
“indiiklenmis uyum modeli” tarif edilmistir (Koshland, 1995). Bu modelde geometrik
tamamlayicilarin yaninda, enerji tamamlayicilifi ve serbest enerjiyi en aza indirerek en

kararl1 yapinin elde edilmesi saglanir (Audie vd., 2007).
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Proteinler ve niikleik asitler hiicredeki en 6nemli iki biyolojik makromolekiil tiirtidiir.
Etkilesimleri, sinyal iletimi, hiicre diizenlemesi, protein sentezi, DNA replikasyonu ve
onarimi, RNA transkripsiyonu vb. gibi bircok biyolojik siire¢ i¢in ¢ok Onemlidir. Bu
nedenle, karmasik yapilarinin belirlenmesi, biyolojik siireci atomik diizeyde anlamak ve
boylece bu etkilesimleri hedef alan terapotik miidahaleler veya ilaglar gelistirmek igin
degerlidir (Wodak and Janin, 1978). Deneysel yontemlerdeki yiiksek maliyet ve teknik
zorluklar g6z Oniine alindiginda, karmagik yapilarin tek tek yapilardan hesaplamali olarak
tahmin edildigi molekiiler yerlestirme, karmasik yapilarin belirlenmesinde 6nemli bir rol
oynamaktadir (Huang, 2014 ).

DNA-protein docking (yerlestirme), bir proteinin belirli bir DNA dizisi ile etkilesim
kurma mekanizmasmi incelemek i¢in kullanilan hesaplama ydntemidir. Bu yontem,
ozellikle hiicre i¢indeki biyolojik siire¢leri anlamada biiylik 6neme sahiptir, ¢linkii bir¢ok
biyolojik siire¢ (gen diizenlenmesi, DNA tamiri, transkripsiyon vb.) DNA-protein
etkilesimleri ile yonetilir. DNA-protein etkilesimleri, belirli bir proteinin DNA iizerindeki
spesifik baglanma bdlgelerini tanima ve bu bdlgeye baglanarak islevini yerine getirme
slirecini igerir. DNA-protein docking'in amaci, bir proteinin DNA'ya nasil baglandigini
tahmin etmektir. Bu tahminler genellikle molekiiler modelleme ve simiilasyon teknikleriyle
yapilir ve deneysel sonuglarla dogrulanir. Hesaplama tabanli yaklagimlar, deneysel
yontemlere gore daha hizli ve diisiik maliyetlidir, ancak sonuglarin gilivenilirligi deneysel

verilerle desteklenmelidir (van Dijk, M., ve Bonvin, A. M., 2008).

DNA-protein docking siirecindeki temel adimlar:

1. Hazirlik asamasi: DNA ve proteinin yapilarinin hazirlanmasi gerekir. Protein
yapist genellikle X-151n1 kristalografisi, NMR veya Cryo-EM gibi deneysel
yontemlerle belirlenir. DNA yapist ise, ¢ift sarmalli bir model olarak
kullanilir.

2. Docking asamasi: DNA ile proteinin farkli baglanma pozisyonlar1 denenir.
Bu asamada, proteinin DNA {izerindeki olas1 baglanma bdlgeleri aranir ve
protein ile DNA arasinda en uygun baglanma konformasyonu belirlenmeye
caligilir.

3. Skorlama asamasi: Farkli baglanma pozisyonlar1 enerji fonksiyonlar: ile
degerlendirilir. En diisiik serbest enerjiye sahip konformasyon, en olasi

baglanma modeli olarak kabul edilir.
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4. Sonuclarn analizi: Baglanma pozisyonlar: analiz edilerek, proteinin hangi

DNA dizisine ve hangi bolgelerle etkilesim kurdugu belirlenir (van Dijk, M.,
ve Bonvin, A. M., 2010).

Sekil 3. Bir DNA-Protein yerlestirmesinin Atoudock Vina ile gosterimi (Rodriguez-
Lumbreras LA vd., 2022)
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Tablo 1. Sik kullanilan baz1 molekiiler yerlestirme programlari ve islevlerinin kisa

acgiklamalari.

Yerlestirme Program

Aciklama

HEX

Kiiresel polar Fourier korelasyon yontemine dayali molekiiler

yerlestirme algoritmasi (http://hexserver.loria.ft/ ).

ZDOCK

Uzaysal serbestlik derecelerinin ii¢ boyutlu 1zgara aramasini
kullanan Hizli Fourier Doniisiimii yontemlerine dayali kati

cisim yerlestirme algoritmasi ( https://zdock.umassmed.edu ).

HADDOCK

Hem kat1 cisim yerlestirmeyi hem de yar1 esnek rafinasyonu
gerceklestiren biyokimyasal ve biyofiziksel bilgi odakli
yerlestirme yaklasimina dayal1 Yiiksek Belirsizlik Odakli
Yerlestirme (http://haddock.chem.uu.nl/Haddock ).

PATCHDOCK

Sekil tamamlayicilik prensiplerini ve yerel 6zellik
eslestirmesini kullanan geometri tabanlt molekiiler
yerlestirme algoritmasi

(http://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/PatchDock ).

NPDOCK

Istatistiksel potansiyellere dayali molekiiler yerlestirme

algoritmasi (http://genesilico.pl/NPDock ).

AUTODOCKTOOLS

Grid tabanli yerlestirme algoritmasi

(http://mgltools.scripps.edu).

Protein-niikleik asit etkilesimlerini incelemede belirli teknik zorluklar vardir. Bunun

baglica nedeni, DNA ve RNA'nin yiiksek derecede yiiklii olmas1 ve proteinlere gore daha

esnek olmalaridir. Proteinlerle etkilesime giren baglanma kaynakli konformasyonel

degisiklikler genellikle yan zincirlerde lokalize olurken, DNA'da bu degisiklikler tiim

heliksin biikiilmesi ve ¢oziilmesi gibi kapsamli konformasyonel degisikliklere yol agabilir

(Michael vd., 1998)


http://hexserver.loria.fr/
https://zdock.umassmed.edu/
http://haddock.chem.uu.nl/Haddock
http://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/PatchDock
http://genesilico.pl/NPDock
http://mgltools.scripps.edu/

2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal

2.1.1. Kullamilan Cihazlar

Tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar tablo 2’ de verilmistir.

Tablo 2. Tez Calismasinda kullanilan cihazlar ve modelleri

Kullanilan Cihazlar

Modeli

Buz Dolab1 (+4)

Derin Dondurucu (-20)
Isitic1 Bloklar

Etiv

Inkiibator

Hassas Terazi
Elektroforez Tanki1
SDS-PAGE Jel Elektroforez Tanki
Kabin

Mikrodalga Firin
Otoklav

Santrifiij

Nanodrop

Otomatik Pipetler

Ph Metre

Saf Su Cihaz1
Spektrometre
Sogutmali1 Santrifiij
Uv Goriintiileme Cihazi
Sonikator
Konsantrator

Vortex

Profilo

Argelik

Biosan

Niive EN500

Thermo Scienfitic

Ohaus Pioneer

Bio-Rad Mini Protean
C.B.S. Scientific Co/MGV 402
Nordicsafe/Esko Biyogiivenlik
Awox

Hirayama Hiclave Autoclave
Sigma

Thermo Scientific/Multiskan
Thermo Scientific

GMBH

Mp MINI pure DestUp
Jenway

Hettich Mikro 220R
Bio-Rad

Scientz

Merck

Diehl




2.1.2.

Kullanilan Kimyasallar
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Tez calismasinda kullanilan kimyasallar Tablo 3’de verilmistir.

Tablo 3. Tez ¢alismasinda kullanilan kimyasallar ve markalari

Kullanilan Kimyasallar Markasi
Agar Canda Lab
Actinomicyn D BioShop
Akridin Oranj Applichem
Amonyum Asetat Isolab
Amonyum Persiilfat Merck
Ampisilin Applichem
Asetik Asit Riedel-dan Haen
CaClx Sigma

DNA Ladder NEB

dNTP Promega
EDTA Merck

Glikoz Merck
Gliserol Merck

IPTG Applichem
Kanamisin Applichem
Lizozim Sigma
Metanol Merck

MgCl, Sigma Aldrich
NaCl Merck

NaOH Isolab

Protein Ladder Promega
Tripton Merck

Trisma Base Sigma

X-Gal Applichem
Yeast Extrakt Merck
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2.1.3. Kullamlan Besiyerleri

Tablo 4. Luria Bertani (LB) sivi-agar besiyeri icerigi ve oranlari

Bilesenin Ad1 Miktar
Tripton 10 gr
Yeast Ekstract 5gr
NaCl 59r
ddH20 1000 mL

Yukarida belirtilen bilesenler istenilen oranda karistirildiktan sonra pH degeri 7,0’a
ayarlanir. Ardindna besiyeri 121 °C’de 15 dk. siire ile sterilize edilir. Besiyerine % 1,2 agar

ilave edilerek LB agar yapilabilir (Luria, S., 1984)

2.1.4. Kullanillan Vektorler

Bu tez kapsaminda N-terminal bélgesinde His-Tag®/thrombin/T7-Tag® ve C-
terminal bolgesinde de His-Tag dizisi tasiyan pET28a(+) vektorii (Novagen Inc.)

kullanilmistir.

"
253
4

Y
2.‘.

£ e
¥ pest

\
&l

S

PET-28a(+)
S350ty &

Sekil 4. pET28a(+) vektor haritasi
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Kullanilan Mikroorganizmalar

Tez caligmasinda kullanilan mikroorganizmalar tablo 5° de verilmistir.

Tablo 5. Tez galismasinda kullanilan mikroorganizmalar ve referanslari

Mikroorganizmalar

Referanslar

Ozellikleri

Anoxybacillus gonensis

05S15

KTU Molekiiler Biyoloji

ve Arastirma Laboratuvari

Gram (+), termofilik

E. coli BL21 (D3)

Novagen

F’, ompT, hsdSB, (rB -
mB), gal, dem (D3), pLyssS,
CamR

2.1.6.

Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlamisi

Tez ¢alismasinda kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanislar tablo 6’ te verilmistir.

Tablo 6. Tez galismasinda kullanilan ¢6zeltiler ve hazirlaniglari.,

Cozeltiler Hazirlamis1

108 g Trisma Base, 55 g Boric Acid, 8,3 g

EDTA (20 mM) tartilarak 500 ml distile
10X TBE ‘

suda c¢ozdiiriilerek son hacim 1 L’ye

tamamlanur.

50 mL Metanol, 10 mL Asetik asit ve 40 mL
SDS Yikama Tamponu I

ddH-O ile hazirlanir.

7.5 mL Metanol, 10,5 mL Asetik asit ve 132
SDS Yikama Tamponu IT

mL ddH»O ile hazirlanir.

7,6 gr Glisin, 1,5 gr Tris-Base ve 5 ml %10
SDS Tamponu SDS ile karisim hazirlanarak distile su ile

500 ml’ ye tamamlanur.




Tablo 6’nin devami.
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IPTG

0,5 M IPTG i¢in 4,6 gr IPTG (toz) tartilir ve
40 ml distile su igerisinde ¢ozdiiriiliir. Daha
sonra 0,22 um’luk filreden gecirilerek

sterilize edilir.

% 10’ luk SDS

1 g SDS tartilarak 9 ml saf su igerisinde

¢Oziilerek hazirlanir.

Kanamisin

50 mg/ml Kanamisin i¢in, 50 mg kanamisin
tartilir ve 50 ml distile su igerisinde
cozdiiriliir. Ardindan uygun filtreden

gegirilerek sterilize edilir.

1 M Glukoz

18,016 g glukoz tartilarak 100 ml distile su
igerisine hazirlanir ve ardindan 121 °C’de 1

atm basingta otoklav edilir.

0,5M EDTA

14,612 g EDTA tartilarak 100 ml su
icerisinde manyetik karistirict yardimiyla

hazirlanir.

1 M Tris-HCI

12,114 g Tris Base 85 ml distile su
igerisinde ¢ozdiiriiliir. Daha sonra 1 M HCI
eklenerek c¢ozeltinin pH ‘st 8,0 olmasi
saglanir. Son hacmi distile su ile 100 ml’ ye

tamamlanir.

50X TAE

40 ml EDTA (0,5 M), 96, 8 g tris base tartilir
ve 22,84 ml asetik asit ilave edilir. Son

hacim, distile su 400 ml’
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Tablo 6’nin devami.

1 ml distile su igerisinde 0,1 gr amonyum
%10APS persiilfat tartilarak vortex yardimi ile

homojen hale getirilir.

399,97 mg naoh hassas terazi ile tartili ve 50
200 mM NaOH ml distile su i¢erisinde manyetik karistirici

kullanilarak ¢6zelti hazirlanir.

10 mg/ml i¢in, 10 mg etidyum bromiir
Etidyum Bromiir hassas terazide 6l¢iiliir 10 ml TAE tampon

i¢erisinde ¢ozdiirtiliir.

100 mM stok soliisyon i¢in, 400 mg X-Gal
X-Gal hassas terazide tartilir, 10 ml N-N dimetil

format icerisinde ¢oziiliir.

2.2. Metod

TUBITAK 120Z949 numarali arastirma projesi tarafindan saglanan destekle,
Anoxbacillus gonensis 05S15 bakterisinin 1592 bp uzunlugunda, kriptik, kii¢iik genomlu,
c¢ift zincirli, % 40,01 GC igerikli yeni bir plazmit (pAnoxl) tanimlanmistir. Yapilan
caligmalar ile pAnox1 plazmitinde 5 muhtemel ORF bolgesinin oldugu ve bunlardan {iciiniin
transkript  Urettigi  belirlenmistir  (Cubukci, G., 2024), ancak fonksiyonlar
aydinlatilmamustir.

Bu tez caligmasi, Anoxbacillus gonensis 05S15 bakterisinin barindirdigi pAnox1
plazmiti tarafindan kodlanan muhtemel ORF’ lerin in siliko ve in vitro deneylerle

fonksiyonel analizini kapsamaktadir.

2.2.1. Biyoinformatik Analizler

pAnox1 plazmitinin tiim baz dizini elde edildikten sonra mevcut ticari programlarin

yani sira bircok lcretsiz biyoinformatik yazilim ve ara¢ kullanilarak analizler yapildi.
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BLAST aramalari, hedef DNA dizisi i¢in dizilim benzerliklerini ve veri tabani eslesmelerini
belirlemek amaciyla NCBI-GenBank kullanilarak gerceklestirildi. Plazmitin olas1 protein-
kodlama bolgeleri, ilgili plazmitlerdeki replikasyon baslatici proteinlerle benzerlikleri
tanimlamak i¢in HHpred (Homology Detection and Structure Prediction by HMM-HMM
Comparison) sunucusu (URL-1) kullanilarak analiz edildi. HHpred, profil gizli Markov
modelleri (HMM'ler) kullanarak protein homolojisi tespiti ve yap1 tahmini i¢in hizli bir
sunucu olarak hizmet vermektedir. Bu sunucu, ¢esitli veri tabanlarini tarar ve sonuglar1 PSI-
BLAST benzeri bir formatta sunar. Ayrica hizalama sec¢enekleri sunar ve¢ MODELLER
kullanarak 3D modeller olusturur (S6ding, J., vd., 2005). Bu analiz, korunmus bdlgelerin,
spesifik motiflerin ve diger ilgili 6zelliklerin tanimlanmasini igermektedir (Zimmermann, 1.,
vd., 2018). Uzak homoloji tespiti i¢in HHpred kullanildi (Gabler, F., vd., 2020). HHpred,
tekil dizileri veya ¢oklu dizi hizalamalarin1 (MSA'lar) bir sorgu HMM'sine donstiiriir. Bu
HMM, Uniclust veri tabaninda arama yapmak i¢in kullanilir ve sorgu MSA'sina 6nemli
Ol¢iide benzer diziler eklenir, boylece sonraki arama iterasyonlarina katkida bulunur. Bu
yontem, uzak homolog dizileri tespit etmede oldukca etkili olur. Ancak, kullanici
kilavuzunda belirtildigi gibi, "arama iterasyonlarinin sayist arttikca, MSA'ya homolog
olmayan dizilerin veya segmentlerin dahil edilme riski artar ve bu, sonraki iterasyonlarda
aym tlirden diger dizileri ¢ekebilir." Bu endiseyi gidermek amaciyla, "MSA olusturma
iterasyonlar1" parametresi sifira ayarlanarak iterasyon sayisi “0” olarak belirlendi. Diger tiim
parametreler varsayilan ayarlarinda birakildi.

pANox1 plazmitindeki restriksiyon enzim bdlgelerinin kapsamli analizi igin
SnapGene Viewer 2.2.2 yazilimi kullanildi. DNA dizi analizi, plazmit haritasi olusturma,
primer tasarimi, dizi sonug analizi, ORF' lerin tanimlanmasi ve iteronlarin, ters ve dogrudan
tekrarlarin, ayrica palindromik dizilerin aragtirilmasi i¢in Gentle V 1.9.4, BioEdit V 7.0.9.0
(Hall, T.A., 1999), SnapGene Viewer 2.2.2 ve FastPCR 6.1.53.beta 3, Lasergene 9.1.
(DNAstar Inc.) yazilimi, Plasmapper, Online Analysis Tools, Repeats, Secondary Structure
& Melting Temperature Tools, Radar (NCBI), Clustal Omega (URL-2), Blast, Genbank
(URL-3), NEBcutter (URL-4) gibi yazilim programlarindan yararlanildi. Plazmit DNA
dizilerinin 3 boyutlu pdb dosyalarinin olusturulmasi i¢in BIOVIA Discovery Studio
Visualizer 2018 (Dassault Systémes BIOVIA, 2016) ve Avogadro 1.2.0 (Hanwell, M.D.,
vd., 2012) programlar1 kullanildi. Tespit edilen Rep proteininin 3B modellemesi igin
AlLphaFold (URL-5) araci kullanildi. pdb formatinda olusturulan DNA ve protein
dosyalarinin DOCKING analizleri icin HADDOCK 2.4 (URL-6) araci kullanildi. Docking
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analizlerine baglamadan dnce Rep proteinin aktif ve pasif aminoasitlerinin belirlenmesi i¢in
HADDOCK server’1 i¢indeki CPORT (URL-7) aract kullanildi. Elde edilen verilerin
incelenmesi ve baglanma modellerinin gorsel olarak hazirlanmasi i¢in Discovery Studio

Visualizer programi kullanildi.

2.2.2. Molekiiler Docking Analizleri

pAnox1 genomundan kodlanan ve transle oldugu tespit edilen Rep proteinin
fonksiyonun tahmin edilebilmesi i¢in ilk olarak DOCKING c¢aligmalar1 yapildi. Bu
kapsamda pAnoxl ORF-1 bolgesinin 3B modellemesi yapildi ve plazmit genomuna
baglanabilecegi bolgelerin belirlenebilmesi i¢cin DNA-protein DOCKING ¢alismalart
yapildi. Bu sayede DNA sarmal yapisi lizerine Rep proteininin baglanma modelleri
olusturuldu ve baglanma skorlar1 elde edildi. Plazmit DNA dizilerinin 3 boyutlu pdb
dosyalarinin olusturulmasi i¢cin BIOVIA Discovery Studio Visualizer 2018 (Dassault
Systéemes BIOVIA, 2016) ve Avogadro 1.2.0 (Hanwell, 2012) programi kullanildi. Tespit
edilen Rep proteininin 3B modellemesi i¢in ALphaFold araci kullanildi. Yapilan
modellemeler sonucunda pdb formatinda olusturulan DNA ve protein dosyalarinin
DOCKING analizleri igin HADDOCK 2.4 araci kullanildi. Yapilan analizler sonucunda Rep
proteinin, pAnox1 plazmiti lizerinde hangi bolgelere baglandigi ve baglanma enerjileri elde
edildi. Elde edilen veriler Discovery Studio Visualizer programi ile incelendi, baglanma
modelleri ¢izilerek gorsel olarak diizenlendi. Bu kapsamda DNA-protein etkilisim bolgeleri
ve baglanma skorlar1 elde edilerek Rep proteinin pAnoxl genomuna hangi

bolge/bolgelerden baglandigi tespit edildi.

2.2.3. pAnox1 Kopya Sayisinin Belirlenmesi

Real-Time gqPCR teknigi ile konak hiicre igerisinde stabil olan plazmitlerin kopya
say1st kantitatif olarak hesaplanabildigi bilinmektedir (Fujimura vd., 1996). gPCR teknigi
ile kopya sayisinin hesaplanabilmesi i¢in genomda kopya sayis1 6nceden bilinen bir standart
gen kullanilmalidir. Bu ¢alisma igin Anoxybacillus gonensis 05515°den (pAnox1’yi
barmdiran orijinal sus) genomundaki tek kopyali oldugu bilinen rpoB geni kullanildi. ik
olarak, Anoxybacillus gonensis 05S15 genomundaki rpoB geni ve pAnox1 plazmitinin
replikasyon orijin bolgesinin i¢ kisimlarindan segilen bir bolge i¢in spesifik olan iki primer

seti dizayn edildi (Tablo 2). Bu primer setleri, dogru karsilastirma ve hesaplama
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yapilabilmesi i¢in, her iki bolgeden de esit uzunlukta (ortalama 150 bp) bir bolgenin
cogaltilabilmesine olanak saglayacak sekilde dizayn edildi. Yapilan qPCR ¢aligmasinin
spesifitesini arttirmak i¢in dizayn edilen primerlerin Tm derecelerinin ve % GC igeriklerinin

birbirine yakin olmasina dikkat edildi.

Tablo 7. pAnox1 kopya sayisinin hesaplanmasinda kullanilan primerler ve 6zellikleri

Cogaltilacak | Primer Uriin
Primer sirasi (5°-3°) Tm
bolge adi (bp)
ORF-5F | GTTCAAACTCTTTTACTTCGCCAG | 55,2 °C
pAnox1 /ORF-
GGTCACAAAAATGAAGCACATTGT 128
1 pl074-F 55,8 °C
AG
Anoxybacillus | rpoB-F | CGGTGCATGGCTTGAATACG 57,7°C
sp. 05515 128
rpoB-R | CGACAATCTCTTGGTCCGAG 55,9 °C

genomu / rpoB

pAnox1 plazmitini barindiran Anoxybacillus gonensis 05S15’den susunun gecelik
kiltirii yapildi ve bu kiiltiirden asilanan yeni kiiltiirden eksponansiyel biiytime fazinda
hiicreler ¢oktiiriilerek Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega Corp.) kiti
araciligiyla tretici firmanin 6ngordiigii talimatlar dogrultusunda total DNA izolasyonu
yapildi. Plazmitlerde kopya sayisinin hesaplanabilmesi i¢in, plazmitin lineer hale getirilmesi
gerektiginden, ilk olarak bakteri total DNA’s1 Ndel restriksiyon endoniikleaz: ile kesildi ve
elde edilen kalip DNA saflastirildi ve sonrasinda TE soliisyonu ile seyreltilerek bes farkli
konsantrasyonda olacak sekilde numuneler hazirlandi. Hazirlanan DNA’larin yogunlugu
hesapland1 ve konsantrasyonlar1 NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) spektrofotometresi ile
ol¢iildi.

gPCR amplifikasyonu, CFX Opus 96 Gergek Zamanli PCR Sistemi (Biorad) ve iTaq
Universal SYBR Green Supermix kit (Biorad, 1725124) kullanilarak gergeklestirildi ve veri
analizi ilgili cihazin yazilimi kullanilarak yapildi. Standart grafikler ve Esik Dongii (CT)
degerleri Bio-Rad CFX Maestro yazilimi kullanilarak hesaplandi.

Gergek zamanli gPCR ig¢in toplam 20 ul hacmindeki reaksiyon karisimi (Tablo 3), 95
°C'de 5 saniye, ardindan sirastyla 3 saniye 95 °C ve 20 saniye 60 °C olmak iizere 40 dongii

boyunca devam ettirildi. Amplifikasyon sonrasinda erime egrisi (Melting curve) analizi
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yapild1 ve Ornekler 40 °C' de 30 saniye siireyle sogutuldu. Bdylece amplifikasyonun

dogrulugunu kanitlandi.

Tablo 8. gPCR c¢alismasinda kullanilan bilesenler ve miktarlari
Bilesenin Adi Miktar1 (ul)

iTag™ Universal SYBR® 10
Green supermix (2x)

Ileri primer (500 nM)
Geri primer (500 nM)
kalip DNA

ddH20

N R R e

2.2.4. pAnoxl Transkriptlerinin Translasyon Ozelliklerinin Incelenmesi

Daha once laboratuvarimizda gergeklestirilen ¢alismalarda pAnoxl plazmiti
tarafindan kodlan 3 muhtemel transkript (ORF-1, ORF-3, ORF-5) tespit edilmis idi.
Ardindan pAnoxl plazmiti tarafindan kodlandigi belirlenen ORF’lerin transle olup
olmadigini belirlenmesi i¢in plazmit curing ¢alismasi yapildi. Plazmit curing ile konak
hiicreden plazmitin elimine edilmesi ya da kopya sayisinin azaltilmasi ve bu sayede plazmit
igeren ve igermeyen konak hiicre proteinlerinin (hiicre i¢i ve hiicre disi1) karsilastirilarak
istenilen biyiikliikteki (her bir transkriptin olusturabilecegi proteinin molekiiler agirlig:

hesaplanarak protein/proteinlerin tespit edilmesi amaglandi.

2.2.5.  Plazmit Curing

Anoxybacillus gonensis 05S15 izolati, Luria Bertani (LB) Broth besiyeri igerisinde
yaklasik 2x10° hiicre/mL olacak sekilde 55°C’de bir gece inkiibe edildi. Ardindan farkli
konsantrasyonlarda curing ajani ile 1x10* hiicre/mL olacak sekilde seyreltildi. inkiibasyon
islemi karanlikta gerceklestirildi. Ertesi giin petriye yayma islemi yapildi ve olusan
kolonilerden tekrar LB besiyerine inokiile edildi. Biiyliyen tiim kolonilerden plazmit
izolasyonu yapild1 ve plazmiti kaybolmus hiicreler belirlendi. Plazmit curing ajani olarak
SDS, Akridin Oranj ve EtBr kullanildi. Akridin Oranj 100 pg ml?, Etidyum Bromiir 100 pg
ml, SDS 0,1 pg ml™ miktarlarda kullanimi birgok bakteri igin curing etkili olarak literatiirde
bulunmaktadir (Wang, H. vd., 2011). Bu ¢alismada 1 -1000 g/mL olacak sekilde farkli
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konsantrasyonlarda curing ajanlar1 kullanildi (Tablo 4). En diisiik konsantrasyondan
baslanarak yiiksek konsantrasyonlara dogru konsantrasyon arttirildi. Hiicrenin biiylimesinin
engellendigi aralifa kadar konsantrasyon arttirnma devam edildi ve her bir curing ajan1 i¢in
optimum konsantrasyon belirlendi. Her bir ajanin optimum konsantrasyonda kullanilmasiyla
cogaltilan kiiltiirlerin plazmit icerikleri incelendi ve en etkili olan iizerinden caligmalar

devam ettirildi.

Tablo 9. Kullanilan curing ajanlar1 ve konsantrasyonlari.

Curing ajam Konsantrasyon

0,01 pg /mL
0,1 pug /mL

SDS 1 pg /mL

8 ug /mL
10 pg /mL

1 pg /mL
10 pg /mL
EtBr 100 pg /mL

500 pg /mL
1000 pg /mL

1 pg /mL
Akridin Oranj 10 ug /mL
100 pg /mL
500 pg /mL
1000 pg /mL

2.2.6.  Izolatlarin Céziilebilir Hiicre Proteinlerinin Profilinin Cikarilmasi

pAnox1 plazmitinden kodlandig1 tespit edilen 3 transkriptin proteine doniisiip
doniismediginin belirlenmesi i¢in ilk olarak olasi proteinlerin biiytiikliikleri hesaplandi. Buna
gore ORF-1 tarafindan kodlanan transkriptin 37,3 kDa biiyiikliigiinde (313 aa), ORF-3’iin
8,16 kDa biiyiikliigiinde (71 aa) ve ORF-5"in de 7,59 kDa biiyiikliigiinde (67 aa) proteinler

olusturmast beklenmektedir. Onceden yapilan biyoinformatik analizler ve BLAST
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sonuglarina gore de en olasi protein kodlayan transkriptin ORF-1 oldugu tespit edilmis idi,
olas1 proteinlerin molekiiler agirliklart da dikkate alindiginda ORF-1’in proteine doniisme
olasiligimin yiiksek oldugu ongoriilmektedir. Yapilan SDS-PAGE analizlerinde bu bilgiler
kullanilarak farkli protein bantlari tespit edilmeye calisildi. Bu kapsamda curing uygulanmis
ve uygulanmamis Anoxybacillus sp. 05S15 izolatinin hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 protein

profillerinin karsilastirilmasi igin SDS-PAGE analizleri yapildi.

2.2.7.  Hiicre I¢i Proteinlerinin izolasyon

Anoxybacillus gonensis 05S15 ve curing uygulanmis Anoxybacillus gonensis 05S15
izolatlarinin igerdigi hiicre i¢i proteinlerin profilini ¢ikarmak icin, oncelikle elde edilen
izolatlardan 10 ml LB besiyeri igerisinde 55 °C’de bir gece inkiibe edildi. Daha sonra
hiicreler, 10.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Coktiirtilen hiicreler 50 mM
fosfat tamponunda (pH 7,5) ¢6ziildii ve 5 dakika Scientz marka sonikator kullanilarak %80
giicte 0,6 dongii araliginda patlatilarak 14.800 rpm’de 15 dakika santriflij edildi. Pellet
kisimlari atilarak siipernatant kisimlari saflagtirma agamasi i¢in kullanilmak tizere uygun

sartlarda muhafaza edildi.

2.2.8.  Hiicre Dis1 Proteinlerinin izolasyon

Anoxybacillus gonensis 05S15 ve curing uygulanmis izolatlarinin igerdigi hiicre disi
proteinlerin profilini ¢ikarmak i¢in, dncelikle elde edilen izolatlardan 10 ml LB besiyeri
icerisinde 55 °C’de bir gece inkiibe edildi. Hiicreler 14.000 rpm’de 15 dakika santrifuj
edilerek pellet kismi siipernatant kisimdan ayrildi. Siipernatant kismi 5.000 MWCO
Consantrator (Sartorius) ile 2000 rpm’de 10 dakika santrifiijlenerek konsantre edildi. Protein
oOziitlerini igeren filtreden gecemeyen kisim, steril tiiplere alinarak uygun sartlarda muhafaza
edildi.

2.2.9. Protein Konsantrasyonunun Tayini

Protein konsantrasyonunun tayini Bradford’un (1976) gelistirmis oldugu metoda gore
gerceklestirildi. 100 ml boya ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 10 mg Coomassie® Brillant Blue G—

250, 5 ml %95°1ik etanol icerisinde 1yice ¢oziilerek iizerine 10 ml %85’lik fosforik asit ilave
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edildi ve saf su ile 100 ml’ye tamamlandi. Kalibrasyon egrisi i¢in; 2, 4, 6,10, 15, 20, 40, 60,
80 ng BSA igeren ¢ozeltiler, 0,15 M’lik NaCl ile 100 pl’ye tamamlandi. Ardindan lizerine 3
ml Coomassie® Brillant Blue G-250 boya ¢ozeltisi eklendi. Ornekler i¢in BSA yerine 10 pl
her bir izolatdan izole edilen protein Ozitii kullanilarak ayni islem gerceklestirildi ve
vortexlenerek 15 dk oda sicakliginda bekletildi. Ardindan Agilent Cary60 UV-Vis
Spectroscopy System cihazi kullanilarak 595 nm’de Slglimler yapildir ve her bir izolatin

protein miktar1 pg/ul cinsinden hesaplandi.

2.2.10. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi

[zolatlardan elde edilen protein &ziitlerinin konsantrasyonlar1 hesaplandiktan sonra,
her bir kuyuya esit miktarda yiikleyebilmek igin hesaplama yapildi ve bu 6ziitlere 5 ul 2X
muamele tamponu (Tablo 5) ilave edildi, sonrasinda 95°C’de 5 dakika bekletildi. Daha sonra
%12’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 gerceklestirildi.
Ayirma iglemi tamamlandiktan sonra, jel Coomassie® Brilliant Blue (%0,125 Coomassie®
Brilliant Blue R-250, %50 metanol, %10 asetik asit) boyasi ile 2—4 saat boyandi ve Yikama-
I (%50 metanol, %10 asetik asit) soliisyonunda 1 saat bekletildikten sonra Yikama-Il (%7
asetik asit, %5 metanol) sollisyonuna aktarildi ve bir bilgisayar tarayicisi ile fotograflandi.

Alinan gorintiiler incelenerek farkli protein bantlari tespit edildi.

Tablo 10. 2X SDS Muamele Tamponu

Bilesigin Ad1 Miktar1 (pl)
%10 SDS 400
%380 Gliserol 250
Tris pH (6,8) 150
% 1 Coomassie® Brilliant
Blue G-250 Boyas: ( CBB 140
G250)

Betamerkaptoetanol 60
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Tablo 11. Yikleme Jeli

Bilesigin Ad1 Miktar1 (mL)
%30 Akrilamid Mix 0,33
1.5 M Tris pH (8,8) 0,25
%10 SDS 0,2
%10 APS 0,02
TEMED 0,002
ddH>O 1.4

Tablo 12. %12’ lik Yurutme Jeli

Bilesigin Ad1 Miktar1 (mL)
%30 Akrilamid Karigimi1 2
1.5 M Tris pH(6,8) 1,3
%10 SDS 0,05
%10 APS 0,05
TEMED 0,002
ddH>O 1,6

2.2.11. SDS-PAGE Jelinin Giimiis ile Boyanmasi (Silver Staining)

Yukarida tarif edildigi gibi hazirlanan SDS-PAGE jelinde proteinlerin ayirma iglemi
tamamlandiktan sonra, jel % 50°1lik metanolde 1 ila 3 saat diisiik hizda sallandi. Daha sonra
100 ml glimiis nitrat soliisyonu (0,8 gr glimiis nitrat, 21 ml % 36’lik NaOH, 1,4 ml Amonyak
ve 77 ml ddH20) igerisine aktarildi ve 15 dk. bekletildi. 5 dk. ddH»O ile yikandiktan sonra
Soliisyon I’e (2,5 ml %1’lik sitrik asit, 0,25 ml %37’lik formaldehit ve 497 ml ddH20)
aktarildi ve 10 dk. bekletildi. Ardindan Soliisyon II’ye (200 ml %50’lik metanol, 48 ml
%12’1ik astik asit ve 400 ml ddH20) alinan jel bir bilgisayar tarayicisi ile goriintiilendi.
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2.2.12. pAnox]1 Rep Proteininin Ekspresyon Vektoriine Klonlanmasi

Anoxybacillus gonensis 05515 pAnox1 plazmitinde tespit edilen rep geni (ORF-1),
dizayn edilen spesifik primerler (Tablo 8) ile PCR yontemiyle ¢ogaltildi. Dizayn edilen
primerlerin 5’ uclarina Ncol ve BamHI restriksiyon tanima dizileri eklendi. Asagida
belirtilen sartlarda (Tablo 8 ve Tablo 9) amplifiye edilen PCR {iriinii asagida, pET28a(+)
vektoriine klonland1 (pET28a_Anox1_rep).

Tablo 13. Kullanilan primerler ve dizileri

Primerin ad1 Primerin dizisi (5°-3”)
ORF-1/Ncol GGCCATGGTGACGCACTATATTAACTTG

CCGGATCCTAACATCATCACCATCACCACCATGTGTGTACGTT

ORF-1/BamHisTag
TCAAG

Tablo 14. PCR karisimi bilesenleri ve miktarlar

Bilesen Adi Miktar (ul)
10X PCR Tamponu 5
MgCl2 (0,025 M) 3
dNTP (0,001 M) 16
Ileri primer (10 uM) 1
Geri primer (10 uM) 1
Tagq DNA polimeraz enzimi 0,25
Kalip DNA 1
ddH20 2175
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Tablo 15. PCR sartlari

Sicaklik (°C) Zaman (sn)

94 120
94 50
55 60
72 120
72 240
4 o0

Ardindan ligasyon karisimi agagida belirtilen sartlarda, E. coli JM101 kompetant

hiicrelerine transforme edildi (Tablo 11).

Tablo 16. Ligasyon karigimi

Bilesenin adi Bilesenin miktar1 (pl)
Ligaz Buffer (10X) 1
T4 DNA Ligaz 1
DNA (Plazmit) 3

1
4

Vektor (pET28a(+))
ddH.O
Toplam 10

2.2.13. E.coli JIM101 ve E. coli BL21 (DE3):pLysS Hiicrelerine Transformasyon

Kompotent hiicre hazirlamak i¢in E.coli JM101 ya da E.coli BL21 (DE3):pLysS
hiicreleri Luria Bertani (LB) Broth besiyerine ekildi ve 37 °C’de gece boyunca (16 saat)
inkiibe edildi. Bir gecelik kiiltiirden taze LB Broth besiyerine 1:100 oraninda asilama
yapildi. Hiicreler, 37 °C’de yogunluklar1 600 nm dalga boyunda OD 0,4-0,5 olana kadar
inkiibe edildi. Ardindan hiicreler 4 °C’de 4.000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi ve pellet lizerine
10 mL 100 mM soguk CaCl: ilave edilerek elle ¢oziilmeleri saglandi. Hiicreler 30 dk. buz
tizerinde bekletildi ve tekrar 4 °C’de 4.000 rpm hizinda 5 dk santrifiij edildi. Pellet iizerine
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2 ml 100 mM soguk CaCl; ilave edilerek ¢oziinmesi saglandi. Elde edilen kompetent
hiicreler +4 °C’de 2 giin i¢inde kullanilmak iizere muhafaza edildi.

Transformasyon Sambrok vd., (1990) tarafindan tarif edildigi gibi gergeklestirildi.
Hazirlanan kompetent E. coli hiicresi her bir 6rnek ig¢in 200 ul olacak sekilde ependorf
tiiplere alind1 ve tlizerine 10 pl ligasyon karigimi (Tablo 11) eklendi. Karisim 30 dk bu
tizerinde bekletildi ve ardindan 42 °C’ de 2 dk bekletildi. Siire sonunda karisim hizlica tekrar
buz iizerine alindi. Daha sonra hazirlanan karigimin tizerine 200 pl LB besi yeri eklendi ve
hiicrelerin biiyiiyebilmesi igin 37° C* de 120 dk inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan
hiicreler 50 pg/ml kanamisin iceren LB-Agar besiyeri lizerine cam bagetle yayma islemi
gerceklestirildi. Petriler 37 °C’de 1 gece inkiibasyona birakilarak antibiyotikli LB agar
besiyerinde segildi. Inkiibasyon sonucunda olusan kolonilerden segilen klonlar izole edilerek
istenilen parcalari tasityan rekombinant plazmitler belirlendi.

pPET28a_Anox1_rep rekombinant plazmitinin izolasyonunda Voskuil ve Chambliss'in
(Voskuil, M. I. ve Chambbiss, G. H., 1993) gelistirdigi metot kullanildi. Petrilerde olusaan
koloniler kiirdan yardimu ile tek tek LB Broth besiyerine inokiile edildi. 37 °C’ de gece boyu
inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonunda biiyiiyen hiicreler 1,5 ml’lik ependorf tiiplere
almip 13.000 rpm’de 3 dk ¢oktiiriildii. Ardindan siipernatant uzaklastirildi ve her bir 6rnege
200 pl Soliisyon A (50 mM Glukoz, 25 mM Tris-HCI 0,1 mM EDTA, 4 mg lizozim) eklendi.
Ornekler 5 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra 400 pl Soliisyon B (200 mM NaOH, 200
mM SDS) eklendi. Ardindan 5 dk buz tizerinde bekletildi ve 300 ul Amonyum Asetat ilave
edilerek 15 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Siire sonunda 13.000 rpm’de 15 dk santrifiij
edildi ve siipernatant baska bir ependorf tiipe alinip pellet kisimlarindan ayrildi. Toplanan
siipernatantin listiine 600 pl izopropanol eklendi ve 10 dk oda sicakliginda bekletildi. Siire
sonunda ornekler tekrar 13.000 rpm’de 15 dk santrifiij edildi ve slipernatant uzaklastirildi.
Pellet tizerine 500 pl soguk etanol ilave edilip 13.000 rpm’de 5 dk ¢oktiiriildii. Ardindan
orneklerde kalan etanoliin uzaklastirilmast icin tiipler ependorf rakina ters bir sekilde
yerlestirilerek 37°C’de 10 dakika inkiibe edildi. Tiiplerdeki etanoliin uzaklastigindan emin
olduktan sonra 6rnekler RNaz (10 mg/ml) i¢eren distile su igerisinde ¢oziildii.

Klonlamanin basarili bir sekilde gerceklestigini gdrmek icin rekombinant plazmitler
klonlandig1 enzim kesim bdlgelerinden (BamHI ve Ncol restriksiyon endoniikleazlar)
kesime tabi tutuldu ve sonuglar EtBr igeren %1’lik agoroz jelde kontrol edildi ve ayni
zamanda elde edilen pET28a_Anox1_rep plazmiti, sekans analizine gonderilerek klonlama
teyit edildi.
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2.2.14. Rekombinant Rep Proteinin Overekspresyonu ve Saflastirilmasi

Rekombinant plazmiti igeren E. coli BL21 (DE3):pLysS gece kiiltiirinden LB
besiyerine OD600’si 0,1 olacak sekilde ekim yapildi. Bu kiiltiirlerin OD600’leri 0,6-0,9
oluncaya kadar inkiibe edilerek 1 mM IPTG ile indiiklendi ve ardindan ii¢ buguk-dort saat
37°C’de inkiibe edildi. Daha sonra hiicreler, 10.000 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek
coktiirtildii. Coktiirtilen hiicreler 50 mM fosfat tamponunda (pH 7,5) vortekslenerek ¢oziildii
ve 5 dk Scientz marka sonikator kullanilarak %80 giigte 0,6 dongii araliginda patlatilarak
14.800 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Pellet kisimlar1 atilarak siipernatant kisimlari
saflastirma asamasi i¢in kullanildi.

Rekombinant Rep proteininin saflastirilmasi i¢in, C-terminaline ilave edilen HisTag
kuyrugundan yararlanildi. HisTag kuyruguna spesifik nikel igeren HisLinkTm Protein
Purification Resin (Promega) kiti kullanildi. Saflastirma i¢in 6nce kolondan 5 ml Ni baglama
tamponu (Ni-Binding Buffer-20 mM Tris-HCl pH 7,5, 200 mM NaCl, SmM -
merkaptoetanaol) gecirildi ve kolona nikelin baglanmasi saglandi. Ardindan Ni yikama
tamponu (Ni-Washing Buffer-20 mM Tris-HCl pH:7,5, 200 mM NaCl, 5mM -
merkaptoetanaol, 20 mM imidazol) ve enzim soliisyonu (10 ml tampon ve 5 ml enzim) 2 kez
kolondan gecirildi. Bu basamakta HisTag kuyruguna sahip olan Rep proteini nikel afinitesi
ile kolona baglanmasi saglandi. HisTaq kuyrugu olmayan ve kolona baglanmayan proteinler
Ni yikama tamponu ile (15 ml) uzaklastirildi. Son olarak 2 ml Ni eliisyon tamponu (Ni
Elution Buffer-20 mM Tris-HCI pH:7,5, 200 mM NaCl, 5mM B-merkaptoetanol, 500 mM
imidazol) kolondan gegirildi ve her birinde 500 ul olacak sekilde ayr1 ayr1 ependorf tiiplere
toplandi. Ni eliisyon tamponunda bulunan imidazol ile HisTag kuyruguna sahip olan protein
nikelden ayrildi ve kolondan alindi. Tiiplerdeki proteinlerin miktarlar1 Bradford yontemine

gore hesaplandi ve ayr1 ayr1 SDS-PAGE analizine tabii tutuldu.
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3.1. pAnox!’in Biyoinformatik Analizi
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Sekil 5. BLAST sonuglarinin pAnox1 ORF-1bodlgesi ile MSA karsilastirmasi. BLASTP
analizine gore, ORF-1bodlgesinde bulunan pAnox1'in 782 ve 946 niikleotidleri arasindaki
bolge, birden fazla proteinle 6nemli bir homoloji gostermektedir. En yliksek benzerlik
derecesini gosteren proteinler sirastyla sunlardir: Anoxybacillus gonensis'ten hipotetik

protein (WP_336431765.1), Anoxybacillus sp.'den hipotetik protein (WP_290913592.1) ve
Ureibacillus sp.'den hipotetik protein VNS08_16515 (HWK?24620.1)

SnapGene Viewer, pAnox1 plazmit genomunda {igii bir zincirde ve ikisi diger zincirde
olmak tizere bes A¢ik Okuma Cergevesi (ORF) tespit etti. Bu ORF'ler, ¢esitli Gram-negatif
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ve Gram-pozitif bakterilerden izole edilen replikasyonla iliskili proteinlerle giicli
benzerlikler gosterdi ve bu benzerlikler BLAST analizleri ile dogrulandi. BLAST
sonuglarmin c¢oklu dizilim analizi (MSA), ORF-1bolgesinde 138 ile 193 amino asitleri
arasinda korunan bolgeler oldugunu ortaya koydu (Sekil 4).

Ayrica GenBank'dan indirilen E. coli proteinlerinde % 80'den fazla benzerlige sahip

yiiksek benzerlikte proteinler tespit edildi (Sekil 5).

CLUSTAL format alignment by MAFFT (v7.511)

EJP0467880 MDEGNGDEVLLTPNDVVTVTRMNHI VEVOHME! RKNHI
MDAE130719 MDRCNGDEVLLTPNDVVTVTRMNHIVEVOHME! RNHI
EJP0467880 MNEGNGDEVLITPNDVVEVTEMNHI IEVOHME! EKNNI
PANoxl MTHY INLILVEHYERNWG—-VMRLERSFVGIKPQDLVIVTKMEHIVELOYMERENTECRI
TXX29785.1 —————————————————- MVEMRKIDAFIONOQDYVTVTDMGE IIEVOYLSHENTSAPT
EHH e e MVEMRKIDAFIONODYVTVTDMGE IIEVOYLSHENTSAPT
WP_2349766 MAG—————————— EARGGADMVEMREIDAFIONIIDYVTVTDMGE I IEVOYLSHENTSAPT

s . % ok kk ok wawawea - k| ®

EJP0467390 |JRELDKDRFVDLSTGE IKEFEHSENRQONYNS LROTFERLRYLINNNFVGKSNELHITLTY)|
MDAS130719 |[RELDEDREVDLSTGE IKEFEHSENROONYNS LROTFERLRYLINNNFVGESNELHITLTY|
EJP0467880 |RRLDKDRFVDISTGE IREFEHTENRQOGYNSLROTFRRLRYLINNNFIGNPNELHITLTY)|
pRNoxl EELDEDSYLVLETGEVKEFEHIENREDSLNS LROTFRRTRYLINNNFEGKPNELHCTLTY)
TXX29785.1 |[RRISKDQYVDLOTGE IKDFAHSENRGONLDS LERTFRELGYLVNNNFSGKENELWTTLTY|
EHHE003217 |[ERISKDOYVDLOTGE IKDFAHSENRGONLDS LERTFEELGY LVNNNFSGKENELWTTLTY)|
WP_2345766 |[REISKDOYVDLOTGE IKDFAHSENRGONLDS LRETFERLGYLVNNNFSGKENELWTTLTY|

Fke Wsk na o kkkrnak R kkk o sk skwkw . koksokwRw ko Wbk Rkwkw
EJP04678%0 RENMTDTERLYTDFDEFMERMEY- SYKNESSIDYLS
MDAE130719 KENMTDTKRLYTDFDEFMKRMEY SYRNESSIDYLS
EJP0467880 RENMTDTERLYTDFENFIERLRT- SYRNKSSLDYLC
PRENoxl RENMTDTERLYADLDKFIKRLEY: EYRDKTTIDYLN

TXX29785.1 ADNVODLERVSADFDEFIKRLRYFMANEYGEVREIAYRKRGKNEKREYKLNVENKSKFEFVE

EHHE8003217 ADNVODLKEVSADFDKFIKRLEYFMANEYGEVREIANRKRGENKKYRKLNVENKSKFEFVE

WP_23489766 ADNVODLEEVSADFDKFIKRLEYFMANEYGEVREIANKKRGKNKRYKLNVENKSKFEFVE
ske ok kaa sk sk oawas s ficoo_oocoo

MDAG130719 [VVEPQGRGAWHCHVLMRFNDLDRVY IRNSDLRSLWGAGFVEIKSLEDVDNIGAYLS
EJP0467880 [VVEPQGRGAWHCHVIMRFNDLDEVY IRNADLERIWGLGFVTIKSLEDVDNIGAYLSRYLT
pRENoxl [VVEPQGRGAWHCHLLLRFNDLDAT FIENEVLRDLWGHGFVTVRSLEDIDNIGAYLSRYLS
TXX29785.1 WLEPQGRGAWHIHMLLKFPHLESVFIPNETFADLWSHGFVDVERIDETDNLGAYLCRYLT
EHHE003217 [VLEPQGRGAWHIHMLLKFPHLRSVYIPNETFADLWSHGFVDVERIDETDNLGAYLCRYLT
WP_23458766 [VLEPQGRGAWHIHMLLKFPHLESVYIPNETFADLWSHGFVDVERIDETDNLGAYLCRYLT

Wk Rk KRR Hakrrw R aak ok WW | wkR - Wk kR

EJP0467890 VVEPCGRGBWHCHVLMRFNDLDKVYIKNSDLRSLWGAGFVKIKSLKDVDNIGAXLSEYLT

EJP0467990 DIDIDEAKDFET-ISK-VASEGCLVETKIVDGEERKFIKGGRLHMYPPGMNMYRKSKEGIV

MDA6130719 ———
EJP0467880 DIDLDDVNDRET-AFK-VASEGCEIRTKVVDGRERKFIKGGRLHMYPPGMNMYRKSRGII
pARNoxl DIELNDTNATHA-TLN-—————-— EMPIKEVDG--FRKYIKGGRLHMYPPGMNLFRKSEGIE

TXX29785.1 DILVEDDESEYEDILRQEGSEG-—IETTETDE-SKAVIKGGRLHMYPSGMNIFSKESEGIV
EHHE8003217 DILVEDDESKYEDILRORGSEG-—IETTETDE-SKAVIKGGRLHMYPSGMNIFSKSEGIV
WP_2349766 DILVEDDESKYEDILROKGSEG-—IETTETDE-SKAVIKGGRLHMYPSGMNIFSKSKGIV

Sekil 6. E. coli'den RC tipi plazmitlerin Rep proteinleriyle ORF-1bolgesinin MSA
analizi.Kutular korunan bolgeleri gostermektedir. E. coli proteinlerinin erisim numaralari
sunlardir: EJP0467890: hipotetik protein NVA59 005362, MDA6130719: hipotetik
protein OSK38 25380, EJP0467880: hipotetik protein NVA59 005351, TXX29785.1:
hipotetikal protein D4M43_ 23245, EHH8003217: hipotetik protein J4165 005036,
WP_2349766: YrhK ailesi proteini

BLASTP analizleri, ORF-lamino asit dizisi ile replikasyonla iliskili proteinler
arasinda giiglii benzerlikler oldugunu gosterdi. Buna gore, ORF-lamino asit dizisi,
Planomicrobium sp. Y1M 101495'ten replikatif protein (AOA6L6H1U4) ile %58,5 benzerlik,
Exiguobacterium sibiricum susu DSM 17290'dan Rep protein (B1YMS4) ile %58,7

benzerlik ve Enterococcus dispar ATCC 51266'dan replikasyon baslatma proteini
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(SOKOWO09) ile %47,9 benzerlik gosterdi. Ayrica, Gram-pozitif bakterilerde tanimlanan iki
farkli plazmitle (pGTGS: NC 022994.1 ve pPTG4S: AP019364.1) yiiksek derecede
benzerlik gosterdi; ancak, E. coli'de tanimlanan plazmitlerde korunan bélge bulunamadi.
ORF-1 amino asit dizisinin bu plazmitlerin Rep proteinleriyle hizalanmasi korunan

bolgelerin tanimlanmasini kolaylastird: (Sekil 6).

pAnoxl_0ORF1 MTHYINLILVEHYEKNWGYMRLEKSFYGIKPDDLY TV TKMKHIVELQYMERKNTKCRIKK &8
pGTGES_Rep MEYSA EVVWVSGHWELYEYETELK [k 27
pPTEAS _Rep  —--mmmmmme oo MRYGA- - --------- KVWMSGHVWEIYEYERDIK- - -TGK 27
&1 i Pk ] * . . *
paAncx _0HF1 LOKIDSYLVLE TGEVEEFEHTENEEDSLNSLRQTFEELEY L INNNFEGKP - NELHCETLTYR 119
pGIGES_Rep DMEGE - SVORAGENASDE - - DKEKNEDLYLKRAKEEVERL INSHNYDARWGEEFEFETLTER 84
pPTGAS Rep DNEKE- SVERAGKGASLE - - DKCKNRELALSRAKREVRRLINSHNVDAWGCKPKIFTLTFR 84
TE L * LI . * MR e * DI IlIE okwk w0 5 . EEkE I
panox _0HE1 FNMTDTERLYADD DEF TERD - EYEYEDET T LY T NWEPQURGARHCHL L RENDL DA TR 118
pGTES Rep CHVTDIKWANKCT KK RORLSEY IWKCPNNLEYVANVICEOKRGAVITYIVAY - - - -THMPY - 148
PR IGAS _Hap FNV I EWANKFEEERRQED SEY TWRESHNT KYWYAY T FRQHRGAVHYHWW | FMMEY 148
R S HEIE 5 S o - - aaraXy ALE K NAR R WD HH H
phnoxl ORC1 ICNCYLRDLWGEHGMYTYRSLKDIDN IGAYLSAYLSOICLNDTNATIHAILNCMPIKCVDGE 238
pllGE_Kep WPHGV GF TWGHGEYH TRATDREDNVGAYY TEYMTESNODERT EE (K THY
pPTEAS Rep IPHNY LOCLWEHGIYHIRATODCONY GAY Y TKYMTKOCDDCRLRE - - - - - - - - - ----0K 187
Il FkIIlhkEkkEEk (kI Kk FhIkEEID I - *
panox _OHET EY THGGRT HMYPREMM FRESKE TEYPEREKDMEYENVE - - K1TWESAQGPHYEK TYHTENED P06
pGTES Rep CY----------------FS5RGLYKPVEEIIEKEDLDALRVALSPNKTYERDFH---HE 228
pPPTGAS _Hep Yy FESRGLVEPYEETTEEEDLDAL EVAL SPNEKTFEKEFE 5k 228
* T A A T T
phnoxl ORF1 FONTIHYEQYNLKRTHH* 313
pETGS_Rep YVGKVSYEDYNLKRR] 244
pPTGAS _Rap TVGEVSY QDY NLERKS - - 244

1ok kkddkded

Sekil 7. ORF-1amino asit dizisinin pGTG5 ve pPTG4S'nin Rep proteinleriyle hizalanmasi
ve korunan bolgelerin tanimlanmasi. pANox1 ORF1, pGTGS5 Rep (AC:
WP_023842321.1) ve pPTG4S_Rep (AC: BBH43521.1) Rep proteinleriyle yiiksek

derecede benzerlik gostermektedir

Buna karsilik, ORF-3 amino asit dizisinin BLASTP analizleri, Parageobacillus
thermoglucosidasius tarafindan kodlanan iki farkli proteine (WP_161495952.1 ve
WP 278693829.1) benzerlikler gosterdi (%59 ve %77). Ancak, ORF-5 icin BLASTP
analizleri bilinen proteinler veya motiflerle herhangi bir benzerlik ortaya koymadi. Ayrica,
pAnox]1 tarafindan kodlanan ORF-1 protein dizisi tizerinde HHpred sunucusu kullanilarak

kapsamli analizler yiiriitildii. HHpred analizi, ORF-1 amino asit dizisi iginde temel
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replikasyon proteinlerinin karakteristik spesifik alanlarmi ortaya ¢ikardi. Ozellikle,
ORFl1'deki 110 ila 172. amino asitleri kapsayan bdlgenin, Bugday Ciice Viriisii Rep
alanindaki (PDB: 7KIK) HUG etiketleri ve HUG motiflerine benzer HUG etiketleri ve
motifleri icerdigi bulundu (Sekil 11). HUH endoniikleazlar1 (Reps), yuvarlanan daire
replikasyonu (RCR) sirasinda tek zincirli DNA'y1 (ssDNA) kesen ve yeniden birlestiren
diziye 6zgii niikleazlardir (Smiley ve digerleri, 2023). Benzer sekilde, Helitron transpozaz
(PDB: 7LCC) ile HHpred analizi, ORF1'in 86 ila 146. amino asitleri i¢ginde benzer motifler
tanimladi. Tiim hizalamalar incelendiginde, pAnox1 ORF-1amino asit dizisinde 110 ve 147
pozisyonlari arasinda yiiksek benzerlik gozlemlendi.

FastPCR yazilimi, plazmit genomu igindeki iteronlari, ters ve dogrudan tekrarlari ve
palindromik dizileri analiz etmek i¢in kullanildi. Palindromik diziler dort ayr1 bolgede
tanmimlandi: Palindrom 1,317-327 bazlari, Palindrom 2,379-388 bazlar1, Palindrom 3,857-
867 bazlar1 ve Palindrom 4 992-1043 bazlar1 kapsamaktadir. Tanimlanan palindromlarin
diger pAnox1 benzeri plazmitler arasinda korunup korunmadigini arastirmak igin yiiriitiilen
hizalamalar, Parageobacillus thermoglucosidasius TG4'ten (NZ_AP019364.1) pPTG4S
plazmitinde ve Geobacillus sp. 1121'den (NC _022994.1) pGTGS5 plazmitinde yiiksek
derecede korunmus bolgeler oldugunu ortaya koydu. Detaylar Sekil 15'de gosterilmektedir.

PL-1, PL-2 ve PL-4, pGTGS5'in hipotetikal proteininde olduk¢a korunmusken, bu
palindromik diziler pPTG4S plazmitinin Rep proteininde de mevcuttu. Buna karsilik, PL-3
her iki plazmitin kodlamayan bélgelerinde yer aliyordu. Ozellikle, Palindrom 4'iin pPTG4S
Rep proteininin 3' ucuna yakin bir yerde bulundugu bulundu. Benzer sekilde, pAnox1 ORF-
1 amino asit dizisinde, Palindrom 4, ORF-1 ekspresyonu igin gerekli DNA bdlgelerini igeren

kodlama dizisinin 5' ucuna yakin bir yerde yer almaktadir.
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Sekil 8. pAnox1 palindromu ile P. thermoglucosidasius TG4'ten pPTG4S plazmitinin ve
Geobacillus sp. 1121'den pGTGS'in hizalanma sonuglari. A: Palindrom 1'in pGTGS ve
pPTG4S ile hizalanmasi, B: Palindrom 2'nin pGTGS5 ve pPTG4S ile hizalanmasi, C:
Palindrom 3'tin pGTGS ve pPTG4S ile hizalanmasi, D: Palindrom 4'tin pGTGS ve pPTG4S
ile hizalanmasi. Palindrom 4 dizisi pPTG4S Rep protein kodlama dizisiyle (AC:
AP019364.1) %78,5 benzerlik gostermektedir

3.2. pAnoxl ori Bolgesinin Belirlenmesi

pPANox1 ori bolgesinin belirlenmesi hem biyonformatik analizler hem de docking
analiz sonuclar1 kullanildi. Smiley ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alisma, replikasyon
baslatict HUH endoniikleazlari tarafindan ssDNA taninmasi ve islenmesi igin Watson-Crick
baz eslesmesi gereksinimlerini raporlamaktadir. Bu ¢alisma da WC-belirsiz Ori dizileri
(TAANATTNC, NATNATTNC ve NAGNATTNC) i¢in arama terimleri kullanilarak,
sorgulanan 25.735 genomun %83,8'i ve 21.566 genom i¢in varsayimsal ori dizileri
Ongorildi ve tanimlandi (Smiley ve ark., 2023). pAnox1 niikleotit dizisi ile ayni dizilerle
tarand1 ve benzerlikler tespit edildi. Inceleme sonucunda, pAnox1 1097. ve 1105. bazlari
arasinda bir NAGNATTNC dizisi belirlendi. Sekil 11°’de harita iizerinde konumu
gosterilmektedir. Bu spesifik dizinin pAnox] ORF-1 kodlama boélgesi iginde bulunmasi,
ORF1'in bir replikasyon baglatma proteini olarak islev gorebilecegini ve bu dizinin
pAnox1'in ori bélgesini olusturdugu bilgisini gliglendirmektedir. Bununla birlikte ORF-1 ve
Rep proteini ile yapilan DNA-protein docking calismalar1 sonucunda baglanma bolgeleri
tespit edildi ve Rep proteinin pAnoxligin en yliksek skorla C106 ile A117 niikleotidleri
arasindaki 11 niikleotitlik bolgeye (5-TTAAATTCATTG-3’) baglandig: tespit edildi. Bu
bolge tam bir doniise denk gelmekte olup, Rep proteinin tam bir biiyiik olugu ve kiigiik olugu
saracak sekilde etkilesimde bulundugunu gostermektedir. Proteinin baglandigi DNA bolgesi
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karsilik gelmektedir. Hem biyoinformatik analiz sonuglari hem de docking sonuglari birlikte
degerlendirildiginde pAnox1 plazmitin replikasyon orijin bolgesinin plazmitin 1097 ila 1236
bp arasinda konumlandigi Onerilmektedir. Literatiire gore bir¢ok plazmitte replikasyon
orijinlerinin sinirlar1 kesin olarak ¢izilmemekte ve konum olarak belirtilmektedir (del Solar,
1998). Bu kapsamda bu bolgenin oldugu alanin pANox1 ori bolgesi oldugu kuvvetle

muhtemeldir.

3.3. pAnoxl Plazmitinin Kopya Sayisinin Hesaplanmasi

pAnox1’in kopya sayisinin belirlenebilmesi i¢in ilk olarak standart grafik olusturuldu.
Bunun i¢in 6nce bakterinin kag genom kopya sayisina sahip oldugunu hesaplamak gerekir.
Asagidaki formiil kullanilarak 1 ng saflastirilan DNA’daki bakteri genom kopya sayisi
hesaplandi.

6.02 x 1023 (kfn—?) x DNA Miktar1 (g)

DNA (kopya) =

8
DNA uzunlugu (dp)x 660 (r331>

Anoxybacillus gonensis 05S15’in genom biiyiikligii 2.803.668 bp uzunluktadir.
Veriler yukaridaki formiile uygulandiginda, 6lgiilen DNA konsantrasyonuna goére (200
ng/ul) asagidaki sonug ¢ikmaktadir.

6.02 x 1023 (lmm—F:}l’"‘) x 0.000002 (g)
DNA (kopya) =

8
2803668 (dp)x 660 (fg—gl>

Degerler formiilde yerine konulunca 1 ng DNA’ da 325.439 kopya oldugu belirlendi.
Bu hesaba gore 1.000.000 fg DNA’da 325.439 kopya vardir. Yani 3,07277 fg DNA’da 1
kopya genom vardir. Bu sonug kullanilarak, 10 ve katlar1 genom igerecek sekilde kalip

DNA'’lar hazirland1 (Tablo 12).
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Tablo 17. Standart Grafik olusturulmasi i¢in kullanilan kalip DNA’larin 6zellikleri

Ornek Adi ronsantrasyon Kopya sayisi /ul | Ornek Ad Seyreltme
(DNA) Degeri

Kalip 1 30,7277 fg | 10 Kalip 1 10*
Kalip 2 0,307277 pg | 100 Kalip 2 102
Kalip 3 3,07277 pg | 1000 Kalip 3 103
Kalip 4 30,7277 pg | 10000 Kalip 4 10*
Kalip 5 0,307277 ng | 100000 Kalip 5 10°
Kalip 6 3,07277 ng | 1000000 Kalip 6 108
Kalip 7 30,7277 ng | 10000000 Kalip 7 10’
Kalip 8 0,307277 pg | 100000000 Kalip 8 108
Kalip 9 3,07277 pg | 1000000000 Kalip 9 10°
Kalip 10 30,7277 ng | 10000000000 Kalip 10 10%0

Hem rpoB geni hem de pAnox1/ORF-1 hedef bolgesi igin, standart egri
olusturulmasinda 1x10° ila 1x10° kopya/L arahginda 6rnek kullamildi. Yapilan ¢aligma

sonucunda her iki hedef bolge i¢in standart egriler elde edildi (Sekil 8).

.............

Sraredard Cerve
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Sekil 9. rpoB geni (a) ve pAnox1 bolgesi (b) icin standart egrilerin olusturulmast

Standart egriler, 1x10° ila 1x10° kopya/ul araliginda degisen seri 10 kat seyreltmeleri
kullanarak olusturuldu. Her gen i¢in CT degerleri belirlendi ve her bir seyreltmenin
logaritmas1 karsisinda ¢izildi. Bu noktalara dayali olarak lineer regresyon kullanilarak bir

standart egri olusturuldu.
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Teorik olarak, bir kalip DNA'nin 10 kat seyreltiimesi durumunda standart egri
degerinin egimi 3,322 olmalidir (Lee et al., 2006). Standart egrinin dogrulugu, r>>0,99
kosullarinda alt1 farkli seyreltme altinda degerlendirildi. Bu ¢alismada, rpoB ve pAnox1
bolgeleri i¢in standart egriler sirasiyla 3.244 ve 3.257 olarak elde edildi ve teorik degerle
yakindan uyustu.

Malr Prak

H{RFUNAT (10°3)

Temperature, Celsius

Sekil 10. Melting curve analizi. a: rpoB gen, b: pAnox1 bdlgesi

Tiim bu veriler ile yukarida anlatildigi gibi qPCR c¢alismas1 gergeklestirildi.
Caligmanin sonunda amplifikasyonun dogrulugunu kanitlamak i¢in erime egrisi analizi
yapildi. Sonuglar, rpoB ve pANoxl bolgeleri i¢cin kullanilan primer setlerinin kendi
hedeflerine 6zgii oldugunu, tek iiriin elde ettigini ve non-spesifik bant olusmadigini

dogruladi (Sekil?).

Yapilan analizler sonrasinda pAnox! plazmitinin kopya sayisi, PCN=(1+E )—ACT
(Lee et al., 2006) formiilii kullanilarak belirlendi, burada E PCR amplifikasyon verimliligini,
ve ACT ise belirtilen bolgelerin (rpoB ve pAnox1) esik dongii sayilart arasindaki farki temsil

etmektedir. Elde edilen Ct degerleri ve detaylar Tablo 13’de verilmektedir.

Plazmit kopya sayis1 kromozom basina rpoB geninin kopya sayisinin orani olarak
hesaplandi. Cihaz yazilimi ile yapilan hesaplamalarda her iki bolge i¢in olusturulan standart
grafikler kullanildi. Bu deneysel prosediir ii¢ kez tekrarlandi. Yukarida verilen
formiilizasyon kullanilarak yapilan hesaplama sonucunda, pAnox1 plazmitinin kromozom
esdegerindeki goreceli kopya sayisinin her hiicrede yaklasik olarak 127 + 2 kopya oldugu

belirlendi.



2 | |pAnox1 region anoxybacillus genome

A B &
Wwell

1
2 | |A01 SYBR
3 | a0z SYBR
4 | |A03 SYBR
5 | |A04 SYBR
6 | [BO1 SYBR
7 | |Boz2 SYBR
s | [BO3 SYBR
9 | [BO4 SYBR
10| |co1 SYBR
11| |co2 SYBR
12| |co3 SYBR
13| |DO1 SYBR
14| |D0O2 SYBR
15| |DO3 SYBR
16| |EO1 SYBR
17| |E02 SYBR
1g| |E03 SYBR
1g| |FO1 SYBR
20| |FO2 SYBR
21| |FO3 SYBR
22| |GOT SYBR
23| |GO2 SYBR
24| |GO3 SYBR
25| |G04 SYBR
26| |HO1 SYBR
27| |HO2 SYBR
28| |HO3 SYBR
29| |HO4 SYBR

A Cc

Target

1

3 |rpoB

Fluor

D

Target

pANox1
pANox1
rpoB
rpoB
pANox1
pANox1
rpoB
rpoB
pANox1
rpoB
rpoB
pANox1
rpoB
rpoB
pANox1
rpoB
pANox1
pANox1
rpoB
pANox1
pANox1
rpoB
pANox1
NK
pANox1
rpoB
rpoB
NK

region

region

region

region

region

region

region

region

region

region

region

region

region

E

Content

Std-01
Std-05
Std-09
Unkn-12
Std-01
Std-05
Std-09
Unkn-12
Std-02
Std-06
Std-10
Std-02
Std-06
Std-10
Std-03
Std-07
Unkn-11
Std-03
Std-07
Unkn-11
Std-04
Std-08
Unkn-11
NTC
Std-04
Std-08
Unkn-12
NTC

Sample
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Tablo 18. qPCR analiz sonuglart.

F
Sample

pAnox1 genome
pAnox1 genome
anoxybacillus genome
anoxybacillus genome
pAnox1 genome
pAnox1 genome
anoxybacillus genome
anoxybacillus genome
pAnox1 genome
anoxybacillus genome
anoxybacillus genome
pAnox1 genome
anoxybacillus genome
anoxybacillus genome
pAnox1 genome
anoxybacillus genome
anoxybacillus genome
pAnox1 genome
anoxybacillus genome
anoxybacillus genome
pAnox1 genome
anoxybacillus genome
anoxybacillus genome
pAnox1 genome
pAnox1 genome
anoxybacillus genome
anoxybacillus genome

anoxybacillus genome

Control

anoxybacillus genome

N/A

N/A

H I
Cq -
Mean
1944 18,89
5,28 532
15,01 14,95
1515 15,13
1834 18,89
5,36 532
1489 14,95
1519 1513
1520 15,13
2511 2493
1204 1196
1506 1513
2474 2493
11,88 11,96
1208 1166
21,35 2145
8,10 814
11,25 11,66
21,55 2145
8,14 8,14
8,28 8.28
18,21 18,24
8,19 8,14
N/A
827 828
1827 1824
1506 1513
N/A
F

Relative Quantity

1,00000
1,00000

Relative Quantity

J K L

Cq Std. Starting Quantity Log

Dev (sQ) Starting

0,774 100000,00000 5,000
0,054 1000000000,00000 9,000
0,086  100000000,00000 8,000
0,083 9558234 44093 6,980
0,774 100000,00000 5,000
0,054 1000000000,00000 9,000
0,086  100000000,00000 8,000
0,063 9290299,21190 6,968
0,105 1000000,00000 6,000
0,267 100000,00000 5,000
0,116  1000000000,00000 9,000
0,105 1000000,00000 6,000
0,267 100000,00000 5,000
0,116  1000000000,00000 9,000
0,591 10000000,00000 7,000
0,144 1000000,00000 6,000
0,077 1203412092,07177 9,080
0,591 10000000,00000 7,000
0,144 1000000,00000 6,000
0,077 1302531644,11023 9,115
0,008  100000000,00000 8,000
0,046 10000000,00000 7,000
0,077 1177583202,58550 9,071

NiA N/A N/A
0,008  100000000,00000 8,000
0,046 10000000,00000 7,000
0,063 10119507,20649 7,005

NiA N/A N/A

K L
Corrected

Relative Quantity

SEM SEM
1,08870 1,08870
1,08608 1,08608

3.4. pAnoxI’in Translasyon Ozelliklerinin Incelenmesi

34.1.

Plazmit Curing

M
SQ Mean

100000,00000
1000000000,00000
100000000,00000
9656013,61979
100000,00000
1000000000,00000
100000000,00000
9656013,61979
1000000,00000
100000,00000
1000000000,00000
1000000,00000
100000,00000
1000000000,00000
10000000,00000
1000000,00000
1227842312,92250
10000000,00000
1000000,00000
1227842312,92250
100000000,00000
10000000,00000
1227842312,92250
0,00000
100000000,00000
10000000,00000
9656013,61979

0,00000
Al
Mean Cq
8,14
15,13

N
SQ Std. Dev

0,00000

0,00000

0,00000
423163,14872
0,00000

0,00000

0,00000
423163,14872
0,00000

0,00000

0,00000

0,00000

0,00000

0,00000

0,00000

0,00000
6595949535872
0,00000

0,00000
65959495,35672
0,00000

0,00000
65959495,35872
0,00000

0,00000

0,00000
423163,14872
0,00000

AK

Cq SEM

1,60682
1,52999

Tablo 14°da gosterilen curing ajanlari ve konsantrosyonlari yapilan denemeler

sonucunda Anoxybacillus gonensis 05S15 izolatinin SDS igin <%]1, etidyum bromiir igin

<100 pg/ml ve Akridin oranj i¢in <700 pg/ml degerlerinde LB besiyerinde ¢ogalabildigi

goriildi. Her bir curing ajaninin iist sinirlar1 kullanilarak hazirlanan besiyerinde biiytitiilen

kiiltirlerin plazmit icerikleri incelendi ve en etkili ajanin Akridin oranj oldugu belirlendi.

Bundan sonraki ¢aligmalar, belirlenen ajan ve konsantrasyon {izerinden devam ettirildi.
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Tablo 19. Kullanilan curing ajanlari, konsantrasyonlari ve hiicre gogalmasi tizerine etkileri.

Curing ajam Konsantrasyon | Hiicre cogalmasi
0,01 pg /mL +
0,1 pg /mL +
SDS I ug /mL -
8 ug /mL -
10 pg /mL -
I ug /mL +
10 pg /mL +
EtBr 100 pg /mL -
500 pg /mL -
1000 pg /mL -
1 pg /mL +
10 pg /mL +
Akridin Oranj 100 pg /mL +
500 pg /mL +
1000 pg /mL -

3.4.2. Anoxybacillus gonensis 05S15 Bakterisinin Protein Profillerinin
Incelenmesi

Curing uygulanmis ve uygulanmamis Anoxybacillus gonensis 05515 izolatinin hem
hiicre i¢i hem de hiicre dis1 protein profillerinin karsilastiriimasi igin SDS-PAGE analizleri
yapild.

SDS-PAGE analizi yapilan protein profilleri incelendiginde curing uygulanmis ve
uygulanmamis izolatlarin hiicre i¢i protein profilinde farklilik oldugu goriildi. ORF-1
tarafindan kodlandigi muhtemel olan Rep proteininin olast biyiikliigii 37,3 kDa olarak
belirlenmis idi. Bu kapsamda 4 numarali numunede istenilen aralikta bir protein oldugu
tespit edildi. Curing uygulanan hiicrelerde plazmit bulunmadig1 ya da kopya sayisinin
azaldig1 disiiniildiigiinde, 4 numarali 6rnegin protein profilinde yaklasik 38 kDa’lik bir
protein bant varligi ORF-1 transkriptinin proteine doniistiigli sonucuna bizi gotiirmektedir.
Yine hiicre dis1 protein profilleri de karsilastirildiginda herhangi bir farklilik

goriilmemektedir. Literatlirden bilindigi iizere plazmit kaynakli proteinler replikasyondan
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sorumlu proteinler olduklart i¢in intraseliiler olmakta ve hiicre disina gonderilmemektedir.
ORF-3 ve ORF-5 transkriptlerinin olas1t muhtemel proteinlerinin biiytikliigii goz Oniine
alinarak yapilan incelemelerde hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 herhangi bir protein profil
farklilig1 olmadigi goriildii. Hem biyoinformatik analizler hem de diger ¢alismalar ile birlikte
sadece ORF-1 transkriptinden protein kodlandigi, diger transkriptlerin ise proteine

dontigmedigini belirlenmis oldu.

// 1 2 3 4 L 5 6
PN ee— - -» 80 0a.
— R~
S — S— + 50 W08
— G
— 33404
» 25 kDa

Sekil 11. Izolatlarin hiicre i¢i ve hiicre dis1 protein profillerinin karsilastirilmasi. 1: Curing
uygulanmamis Anoxybacillus gonensis 05S15 izolatinin hiicre i¢i protein profili, 2: Curing
uygulanmis Anoxybacillus gonensis 05S15 izolatinin hiicre i¢i protein profili (30. alt
kiiltiir), L: Ladder

ORF-3 ve ORF-5 tarafindan kodlanan proteinlerin biiylikligii sirasiyla 8,16 kDa (71
aa) ve 7,59 kDa (67 aa) oldugu onceki calismalarda belirlenmis idi. Kii¢lik boyutlarindan
dolay1 yapilan SDS-PAGE analizinde bu proteinler acik bir sekilde goriilememistir. Bu
nedenle proteinlerin goriintiilenmesinde daha detayli inceleme firsati sunan giimiis boyama
yontemi kullanildi.

Bunun i¢in yukarida agiklandigi gibi SDS-PAGE jeli hazirlandi. Ayirma islemi
tamamlandiktan sonra, jel % 50°lik metanolde 1 ila 3 saat diisiik hizda sallandi. Sonra 100
ml glimiis nitrat soliisyonu (0,8 gr glimiis nitrat, 21 ml % 36’lik NaOH, 1,4 ml Amonyak ve
77 ml ddH20) igerisine aktarildi ve 15 dk. bekletildi. 5 dk. ddH2O ile yikandiktan sonra
Soliisyon I’e (2,5 ml %1’lik sitrik asit, 0,25 ml %37’lik formaldehit ve 497 ml ddH20)
aktarildi ve 10 dk. bekletildi. Daha sonra Soliisyon II’ye (200 ml %50’lik metanol, 48 ml
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%12°1ik asetik asit ve 400 ml ddH20) alinan jel bir bilgisayar tarayicisi ile fotograflandi
(Chevallet, M. vd., 2006). Yapilan ¢alisma ¢ok tekrarli olarak ger¢eklestirildi. Cok sayida

%10’luk, %12°1ik ve % 15°lik SDS-PAGE analizleri yapilarak giimiis ile boyandi. Sonuglar
Sonuglar Sekil 11°de verilmis.

> BOkDs

-

-

r—

.
>

Sekil 12. izolatlarin Giimiis Boyama ydntemi ile protein profillerinin karsilastiriimast. 1:
Curing uygulanmamis Anoxybacillus gonensis 05S15 izolatinin hiicre i¢i protein profili, 2:
Curing uygulanmig Anoxybacillus gonensis 05S15 izolatinin hiicre igi protein profili (30.
alt kiiltiir), L: Ladder

Sekil 11°de 10 kDa altindaki protein profilleri incelendiginde curing uygulanmis ve
uygulanmamus izolatlarin hiicre i¢i protein profilinde farklilik olmadig goriildii. Onceden
yapilan biyoinformatik analizlerde sadece ORF-1 transkriptinden protein kodlandigi, diger

transkriptlerin ise proteine doniismedigini desteklemekte idi. Bu kapsamda yapilan bu

calisma da onceki sonuglar1 desteklemektedir.

3.4.3.  Novel Genlerin Fonksiyonlarinin Belirlenmesi ve Docking Calismalar:

pAnoxl genomundan kodlanan ve transle oldugu tespit edilen Rep proteinin

fonksiyonun tahmin edilebilmesi i¢in ilk olarak protein-DOCKING ¢aligmalar1 yapildi. Bu
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kapsamda once pAnoxl genomunda kodlanan ORF-1’in aminoasit sirasi kullanilarak

ALphaFold modelleme arac1 ile Rep proteinin 3B yapis1 elde edildi (Sekil 12).

Sekil 13. pAnox1 Rep proteinin 3B modellemesinin farkli stillerde gosterimi

Ardindan pAnox1 genomunun ORF-1 bolgesi kullanilarak pargalar halinde 3B DNA
yapilart Avogadro 1.2.0 programu aracilifiyla olusturuldu. HADDOCK uygulamasi azami
75 bp’lik dizilerden firetilen 3B yapilarin1 docking hesaplamalarinda kabul ettiginden, 3B
DNA yapilar elde edilirken plazmit genomundan 75 bp’lik niikleotit dizileri kullanilarak
modellemeler elde edildi. 1562 bp uzunlukta olan pAnox1 pazmit genomu i¢in asagidaki
Tablo 5’te goriildiigli sekilde 3B modellemeler yapildi. 3B modellemesi yapilan niikleotit
dizilerinin sinirlar1 belirlenirken, 3B DNA yapilarinin u¢ bolgelerinden olabilecek etkili
baglanmalarin géz ardi edilmemesi i¢in modelleme sayist artirildi ve bu kapsamda
modellemesi yapilan her bolgenin baslangi¢ ve bitis noktalarini i¢ kisimda birakacak sekilde
ek modellemeler (50 bp’lik niikleotit bolgeleri kullanilarak) yapildi (Tablo 17). Bu sekilde

her bir bolgenin Rep proteine baglanma affinitesi detayl sekilde incelendi.



Sekil 14. Yapilan 3B DNA modellemelerinin farkli sekillerde gosterimi

Docking analizlerine baglamadan 6nce Rep proteinin aktif ve pasif amino asitlerinin
belirlenmesi i¢gin HADDOCK server’in i¢indeki CPORT araci kullanildi. Yapilan analiz

sonucunda Rep proteini ¢evreleyen ve baglanmada etkili olabilecek amino asitler belirlendi
(Tablo 15).

Tablo 20. Rep proteininde tespit edilen aktif ve pasif aminoasitler

Amino asit Tipi Aminoasit numarasi
Mubhtemel rezidiiler 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 10, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
(HADDOCK ’daki aktif 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 28, 286, 287, 291, 293,
rezidiiler) 294
Cevreleyen rezidiiler 9, 11, 27, 29, 30, 33, 50, 66, 77, 78, 79, 80, 82, 84,
(HADDOCK daki pasif 88, 91, 92, 98, 209, 213, 231, 232, 233, 234, 235,
rezidiiler) 283, 284, 285, 295, 296, 297, 298, 305

3B vyapilarin pdb formatinda elde edilmesi ve aktif-pasif aminoasitlerin
belirlenmesinin ardindan HADDOCK aract kullanilarak her bir 3B DNA yapist ile Rep
proteini i¢in docking analizi gergeklestirildi. Yapilan analizler sonucunda, HADDOCK her
bir hesaplamada maksimum 200 model sayis1 hesapladi. Buna gore en giivenilir 10 kiimenin
sonuglarint verdi ve 10 kiimenin istatistikleri elde edildi. HADDOCK'a gore en giivenilir
sonug, Z-puani en negatif olanidir, yani en diisiik baglanma enerjisine sahip olandir, buda

skor acisindan ortalamanin kag¢ standart sapma uzaginda bulundugunu gosterir. Elde edilen
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sonuclar pdf formatinda kaydedildi ve Biova Discovery programi ile incelendi ve
gorsellestirildi. En iyi skoru veren ve en iyi baglanmay1 saglayan sonuca ait istatistiki (Tablo
17) ve gorsel veriler (Sekil 14) asagida verilmektedir.

Yapilan docking analizleri sonucunda en etkili baglanmanin DNA-4/Rep arasinda
gerceklestigi belirlendi. Baglanmada Z-skoru -2.0 olarak elde edildi. Yapilan incelemelerde
ve Sekil 14’te gorildiigii iizere Rep proteine DNA’nin biiyilk ve kii¢iik oluguna
baglanmaktadir. DNA {izerinde baglandigi1 bolge C106 ile A117 niikleotitleri arasindaki 11
niikleotitlik bolgedir (5-TTAAATTCATTG-3’). Bu bolge tam bir doniise denk gelmekte
olup Rep proteinin tam bir biiyiik olugu ve kii¢iik olugu saracak sekilde etkilesimde
bulundugunu gostermektedir. Rep proteini iizerinde etkilesime gegen aminoasitler Metl,

His3, Gly18, Arg21, Leu22, Glu23, Lys24 ve Glu293 olarak goriilmektedir.

Tablo 21. 3B modellemesi yapilan pAnox1 niikleotid dizi bolgeleri

Secilen Ana Dizinler Secilen Ara Dizinler
pANox1/ORF-
pANox1/ORF-1 Olusturulan
niikleotit dizini Olusturulan | 1 nikleotit Model Ad1
Model Ad1 | dizini
1-75 bp DNA-1 51-125 bp DNA-14
76-150 bp | DNA-2 126-200 bp DNA-15
151-225 bp | DNA-3 201-275 bp DNA-16
226-300 bp | DNA-4 276-350 bp DNA-17
301-375bp | DNA-5 351-425 bp DNA-18
376-450 bp | DNA-6 426-500 bp DNA-19
451-525 bp | DNA-7 501-575 bp DNA-20
526-600 bp | DNA-8 576-650 bp DNA-21
601-675 bp | DNA-9 651-725 bp DNA-22
676-750 bp | DNA-10 726-800 bp DNA-23
751-825 bp | DNA-11 801-875 bp DNA-24
826-900 bp | DNA-12 876-925 bp DNA-25
901-942 bp | DNA-13
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Proteinin baglandigi DNA bdlgesi pAnox1 plazmiti tizerinde ORF-1 kodlama dizisi
icinde 1225-1236 baz giftleri arasina karsilik gelmektedir. Protein-DNA etkilesimleri
incelendiginde, Sekil 10’da goriildiigii lizere Rep proteini ve DNA-4 bolgesi arasinda
konvensiyonel hidrojen baglari, pi-sulfiir baglari, pi-alkil baglari, pi-citation baglar1 olustugu
goriilmektedir. Detayli inceleme yapacak olursak; A107 ile Metl arasinda konvensiyonel
hidrojen bagi olustugu ve uzunlugunun 2,38 A oldugu, Al16 ile Glyl8 arasinda
konvensiyonel hidrojen bagi olustugu ve uzunlugunun 2,70 A oldugu, C41 ile His3 arasinda
tuz kopriisii olustugu ve uzunlugunun 1,84 A oldugu ve birgok farkli etkilesim oldugu

goriilmektedir.

Tablo 22. En iyi baglanmaya ait (DNA-4/Rep) istatistiksel bilgiler

Analiz Sonug degeri
HADDOCK score 396.4 +/- 23.3
Cluster size 8
RMSD from the overall lowest-energy 15.9 +/- 0.2
structure
Van der Waals energy -61.2 +/- 4.8
Electrostatic energy -237.3 +/- 33.3
Desolvation energy 1.0+/-7.8
Restraints violation energy 5040.6 +/- 219.24
Buried Surface Area 1748.4 +/- 181.2

Z-Score -2.0
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Sekil 15. Protein-DNA Yerlestirme ( Docking) (DNA-4/Rep) sonuglarinin Biova
Discovery Studio Visualizer programi ile detayl olarak gorsellestirilmesi

3.4.4. pAnoxl Rep Proteininin Ekspresyon Vektoriine Klonlanmasi

Anoxybacillus gonensis 05S15 pAnox1 plazmitinde tespit edilen rep geni (ORF-1)
dizayn edilen spesifik primerler ile yapilan PCR sonucu 313 niikleotitlik bir parca elde
edildi. Elde edilen PCR firiinii, BamHI ve Ncol restriksiyon endoniikleaz kesim
bolgelerinden pET28a(+) vektoriine klonlandi. Ardindan pET28a_Anox1_rep rekombinant
plazmiti E. coli B21 (DE3):pLysS hiicrelerine transforme edildi. Gece boyu (16 saat) 37
°C’de inkiibasyonun ardindan yukarida aciklandigi gibi plazmit izolasyonu yapildi. Daha
sonra elde edilen plazmitler BamHI ve Ncol restriksiyon endoniikleaz ile kesilerek, %1°lik
EtBr igceren agaroz jelde kontrol edildi. Sonuglar Agilent Cary 60 UV-Vis Spectroscopy
marka spektrofotometre ile goriintiilendi.

Yapilan kesim sonucu pET28a(+) vektoriinden ¢ikarilan gen bolgesinin,

Anoxybacillus gonensis 05S15 pAnox1 plazmitinde tespit edilen rep geni, dizayn edilen
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spesifik primerler ile yapilan PCR (ORF-1) sonucu ile ayni1 ve istenilen boyutta bant gézlendi

(Sekil 15). Boylece klonlamanin basarili bir sekilde gergeklestigi teyit edilmis oldu.
1 2 3

Sekil 16. Restriksiyon endoniikleazlar ile kesim sonucunun agaroz jel elektroforezinde
gosterimi. 1. pAnox1 plazmitinde tespit edilen rep geni (ORF-1) i¢in yapilan PCR
goriintiisii, 2. BamHI ve Ncol restriksiyon endoniikleazlar kesim sonucu, 3. Kesimemis
pAnox1 plazmit DNA’s1

3.45. Rekombinant Rep Proteinin Overekspresyonu ve Saflastirilmasi

pET28a(+) vektoriine klonlanan ve E.coli BL21 DE3: (pLyss) hiicresine trasforme
edilen rep geninin (ORF-1) saflastirilmas1 igin C-terminaline ilave edilen HisTag
kuyrugundan yararlanildi. Saflastirma i¢in HisTag kuyruguna spesifik nikel iceren
HisLinkTm Protein Purification Resin (Promega) kiti kullanildi. Proteinler, yukarida
bahsedildigi gibi hazirlanip %12°’lik sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jeline (SDS-
PAGE) yiiklenerek ve 0,75 mm kalinligindaki her bir jel i¢cin 15 mA akim uygulanarak
ayirma islemi gerceklestirildi.

Yaklasik 1 saat siiren ayirma isleminden sonra, jel jel Coomassie® Brilliant Blue
(960,125 jel Coomassie® Brilliant Blue R—250, %50 metanol, %10 asetik asit) boyasi ile 2—
4 saat boyandi ve Yikama-I (%50 metanol, %10 asetik asit) soliisyonunda 1 saat
bekletildikten sonra Yikama-II (%7 asetik asit, %5 metanol) soliisyonuna aktarildi ve bir

bilgisayar tarayicisi ile fotograflandu.
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Anoxybacillus gonensis 05S15 pAnox1 plazmitinde tespit edilen rep proteini yapilan
biyoinformatik analizler ile 313 aminoasit biiyiikliigiinde yani 37,3 kDa oldugu belirlenmis
idi. Yapilan SDS-PAGE analizi sonucunda jele yiiklenen protein ladder dikkate alinarak
istenilen biiyiikliikte saf protein bandi1 gézlenmistir (Sekil 12).

40 kDa «—
30 kDa «—

25 kDa +———

20 KDa +—we

Sekil 17. Saflagtiritlan Anox1_Rep proteininin SDS-PAGE ile gosterimi. 1. Protein ladder,
2- 3-4-5-6. HisTaq kuyruguna sahip, HisLinkTm Protein Purification Resin Kiti ile
saflagtirilan Rep proteininin fakli eliientleri



4. TARTISMA

Bu ¢alisma Anoxybacillus gonensis 05S15 bakterisine ait daha once tanimlanmis ve
karakterizasyonu yapilmis plazmitin replikatif 6zelliklerinin in siliko ve in vitro deneylerle
analizi kapsamaktadir.

Anoxybacillus gonensis 05S15 termofilik bir bakteridir ve termofilik bakteriler yiiksek
sicakliklarda lireme ve hayatta kalabilme 6zelliginden dolay1 endiistriyel acidan oldukca
onemlidir. Proteinlerin ve niikleik asitlerin denatiire olmasinin beklendigi yliksek
sicakliklarda hayatta kalabildikleri ig¢in, molekiiler biyoloji alaninda biiyiik ilgi
cekmektedirler. Ayn1 zamanda termofilik mikroorganizmalardan izole edilen termostabil
enzimler, yiiksek sicakliklarda oldukga verimli ¢aligirlar. Bu nedenle termofilik bakteriler
son yillarda yogun ilgi duyulan arastirma odaklarindan biri olmustur (Pikuta, E. vd. 2000)

Anoxybacillus gonensis 05S15 izolatinin bir plazmite sahip oldugu ve pAnox1 olarak
adlandirildig: bilinmektedir. pAnox1 iizerinde yapilan analizler ve ¢alismalar, bu plazmitin
1592 bp uzunlugunda kriptik 6zellikte, kiigiik bir genoma sahip, ¢ift zincirli ve % 40,01 GC
icerigine sahip oldugunu gostermistir. Yapilan diger calismalarda ise pAnox1 tarafindan
kodlanan 3 muhtemel ORF (ORF-1, ORF-3, ORF-5) igerdigi belirlenmistir. Ancak
fonksiyonlar1 hakkinda herhangi bir bilgi verilmemistir.

Plazmitlerde genomun kiiciik olmasi, plazmiti bakteriden saglam olarak izole etmek
ve lizerinde manipiilasyon yapmanin kolay olmasi gibi avantajlara sahiptir. Bu, plazmitleri
kirtlmalara kars1 diregli kilar ve kolaylikla konak hiicreden izole edilebilmesine olanak
saglar. Bu avantajlarinin yani sira, diisitk molekiiler agirlikli plazmitler konak hiicrede ¢coklu
kopyalar halinde bulunabilirler. Bu sayede kiiclik genoma sahip plazmitler hem klonlama
hem de transformasyon kolayligi saglarlar (Primrose, S. B., ve Twyman, R., 2006). Bu
nedenle pAnox1l plazmiti pET gibi sistemlere karsi olduk¢a avantajlidir. Bu avantajlar
diistintildiiglinde kiiciik genoma sahip pAnox1 plazmitinin kodladig1 proteinlerin ortaya
konulmasi ve fonksiyonlarinin agiklanmasi literatiirdeki agig1 kapatmis olacaktir.

pAnox]1 tarafindan kodlanan transkriptlerin foksiyonlarinin incelenmesi ig¢in bu
transkritlerin protein iiretip liretmedikleri arastirildi. Bu amag ic¢in 6nce biyoinformatik
araglar kullanildi. BLAST (NCBI), (URL-3), Bioinformatic Tools (NCBI), (URL-4), Test
On line (Softbery) (URL-5) programlari kullanilarak transkriptlerin aminoasit dizileri ve
biiytikliikleri belirlendi. Yapilan analiz sonucunda ORF-1 tarafindan kodlanan peptitin 37,3
kDa (313 aa) biiyiikliigiinde, ORF-3" iin 8,16 kDa (71 aa) biiyiikliigiinde ve ORF-5"in 7,59
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kDa (67 aa) biiyiikliigiinde proteinler olusturacagi belirlendi. Olasi proteinlerin molekiiler
agirliklart da dikkate alindiginda ORF-1’in proteine doniisme olasiliginin yiiksek oldugu
Ongoriildli, diger transkriptlerin proteine doniismeyecegi ancak transkript olarak Rep
proteininin iglevine yardimer olabilecek gorevlerde bulunabilecegi kuvvetle muhtemeldir.
Literatiirde Rep proteinlerin boyutlar1 karsilastirildiginda ORF-1’in Rep proteini olma
ihtimali ORF-3 ve ORF-5 transkriptlerine oranla oldukga yiiksektir.

Termofilik bakterilerden pek ¢cok plazmit izole edilmistir. Ancak biiyiik genoma sahip
olduklarindan tiim genomun aydinlatilmasi oldukea giictiir. Bu agidan pAnox1 plazmitinin
kiigiik genoma sahip olmas1 (1592 bp) ve yliksek kopya sayisina sahip olmas1 (127 + 2)
yapilacak ¢aligmalarin 6nemini arttirmistir. Literatiirde, Anoxybacillus cinsi plazmitlerin
kopya sayilartyla ilgili bilgiler olduk¢a sinirlidir. Anoxybacillus gonensis 05S15'ten elde
edilen plazmit pAnox1'in yiiksek kopya sayisi, bu plazmitin termofilik suslarda termofilik
proteinlerin tiretimi i¢in klonlama ve ekspresyon vektorleri olarak potansiyel gelisimini
desteklemektedir (Primrose, S. B., ve Twyman, R., 2006)

pAnox1 plazmitinin Rep ya da benzeri bir protein kodlayip kodlamadiginin
arastirilmasi ig¢in pAnox1 plazmitinin konagindan (Anoxybacillus gonensis) uzaklastirilmasi
gerekir. Boylece plazmit barindiran ve barindirmayan Anoxybacillus gonensis bakterisinin
protein profilleri karsilastirilarak farkli olan bantlarin belirlenmesi saglanmistir. Bunun igin
Anoxybacillus gonensis 05S15 bakterisine farkli kimyasal ajanlar denenerek curing
uygulamas1 yapilmigtir. Plazmit curing uygulamasi ile, bakterinin sahip oldugu bazi
ozelliklerin bakterinin genomik 6zelliklerinden mi yoksa bakterinin barindirdig1 plazmitten
mi kaynakli oldugu ortaya konulmaktadir. Ancak cogu durumda curing’e neden olan
mekanizmalar bilinmemektedir. Bu nedenle tiim ajanlar deneme yanilma yoluyla ortaya
cikmustir (Vasquez, C., vd., 1983)

Kullanilan curing ajanlarinin  bazilari DNA’yr mutasyona ugratarak plazmit
uzaklastirilir. Genellikle plazmitin replikasyon mekanizmasina miidahale ederler. Bazilari
ise dogrudan bakterilerinin enzimlerini etkilerler. Bu durumlarda bakteri plazmitini
uzaklastirmay1 seger ve bu aslinda bakterinin mazur kaldig1 ajanlara kars1 verdigi bir cevap
niteligindedir. Literatiirde curing ajani olarak pek ¢ok madde rapor edilmistir. Her plazmite
etki eden ajanlar degisiklik gosterebilir. Bazi plazmitlerde Etidyum Bromiir ve Akridin
Oranj’in replikasyonu engelledigi belirtilmistir. Baz1 E.coli hiicreleri plazmitlerini yiiksek
voltaj ile uzaklastirmistir (Heeryt, D., vd., 1989). Baska bir c¢alismada, plazmitlerin

uyusmazlik gruplarina dayanarak curing igslemi gergeklestirilmistir. Bacillus anthracis
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Al6°dan izole edilen pXO2 plazmiti, ayn1 uyusmazlik grubuna ait olan pKSV7 plazmitinin
kullanimiyla hiicreden ¢ikarilmistir. (Wang H., vd.,2011). Etidyum bromiiriin, etkili bir
curing ajani oldugu ve yapilan ¢alismalarda Staphylococcus aureus suslarindaki plazmitler
tizerinde etkili oldugu bilindiginden (Rubin, S., J. ve Rosenblum, E., D., 1971).
Anoxybacillus gonensis 05S15 bakterisinde Curing ajan1 olarak Etidyum Bromiir
denenmistir. Yapilan denemeler sonucunda Etidyum Bromiiriin Anocybacillus gonensis
05S15 tzerinde etkili olmadig1 goriilmiistiir. Bu nedenle literatiirde denenen fakli curing
ajanlar kullanilmistir.

DNA interkalasyonuna neden olan Etidyum Bromiir ve Akridin Oranj bir¢ok farkli
plazmitte etkili olan ve sik tercih edilen curing ajanlarindandir. Bu ajanlarin daha ¢ok
Enterobacteriaceae, Clostridium, Bacillus, Staphylococcus, Streptococcus ve Rhizobium 'a
ait plazmitlerde etkili oldugu dikkat c¢ekmektedir. Literatiirde Anoxybacillus cinsi
bakterilerde sik kullanilan curing ajanlarinin SDS, Akridin Oranj ve EtBr oldugu
goriilmustir (Kulkarni, R., S. ve Kanekar, P., P., 1988). Etidyum bromiir ile yapilan
denemeler sonucu basariya ulagilamayinca pAnox1 plazmitini konagindan uzaklastirmak
icin SDS ve Akridin Oranj farkli konsantrasyon ve miktarlar kullanilarak denemeler yapildi.
Akridin Oranj uygulamasi ile birkag alt kiiltiirden yapilan plazmit izolasyonlarindan elde
edilen plazmit DNA’larinin yogunluklarinda kademeli olarak azaldigi goriilmiistiir. Ancak
SDS ile yapilan curing denemeleri sonucu plazmit DNA yogunlugunda herhangi bir azalma
goriilememistir. Boylece Anoxybacillus gonensis 05S15 bakterisinin barindirdigi pAnox1
plazmitinin uzaklastirilmasinda en etkili ajanin Akridin Oranj oldugu belirlenmis oldu.
Yapilan alt kiiltlirler sonucunda 30. alt kiiltiirden itibaren plazmit yogunlugunun azaldig1
ancak bircok deneme yapilmasina ragmen sonraki alt kiiltiirlerde tamamen kaybolmadigi
goriilmiistiir. Bunun nedeni olarak, basta kullanilan curing ajaninin pAnox! plazmiti i¢in
uygun olmadigi veya pAnoxl plazmiti Anoxyabaciillus gonensis bakterisinin hayatta
kalabilmesi i¢in 6nemli fonksiyonlara sahip oldugu diisiiniilebilir. Bu sebeple pAnox1
tarafindan kodlanan ORF’lerin proteine doniisiip doniismediginin tespitinde farkli yontemler
kullanilmastir.

pAnoxl plazmiti tarafindan kodlanan transkriptlerin  proteine  doniisiip
donitismediginin belirlenmesi igin Anoxybacillus gonensis 05S15 bakterisinin hiicre i¢i ve
hiicre dist bant profillerine bakilmistir. Bunun i¢in curing uygulanmis ve uygulanmamis
hiicreler kullanildi. Bdylece iiretilen proteinin Anoxybacillus gonensis 05S15 bakterisinin

genomik oOzelliklerinden mi yoksa bakterisinin sahip oldugu pAnoxl plazmitinden mi
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kaynakli oldugu belirlenmis oldu. Curing uygulanmis ve uygulanmamis Anoxybacillus
gonensis 5S15 izolatinin hiicre i¢i ve hiicre dis1 protein profillerinin karsilagtirilmasi igin
SDS-PAGE analizleri yapildi. Yapilan SDS-PAGE analizi sonucunda curing uygulanmis ve
uygulanmamis izolatlarin hiicre i¢i bant profilinde farklilik oldugu goriildii. Daha 6nce
yapilan biyoinformatik analizler ile pAnox1 tarafindan kodlanan ORF-1’in 37,3 kDa (313
aa) biiyiikliiglinde, ORF-3’ iin 8,16 kDa (71 aa) biiyiikliigiinde ve ORF-5’in 7,59 kDa (67
aa) oldugu belirlenmis idi. Curing uygulanan hiicrelerde plazmit bulunmadig1 ya da kopya
sayisinin azaldigr disiiniildiigiinde SDS-PAGE analizi sonucu curing uygulanmis
Anoxybacillus gonensis 05S15 bakterisinin hiicre i¢i bant profillerinde yaklasik 38 kDa
araliginda bir protein bandi varligi goriilmiistir. Boylece ORF-1 transkriptinin proteine
dontistiigli belirlenmis oldu. Ancak hiicre dis1 bant profillerinde fakli bir protein bandina
rastlanmamistir. Plazmit kaynakli proteinler replikasyondan sorumlu proteinler olduklari
icin intraseliller olmakta ve hiicre disina gonderilmemektedir. ORF-3 ve ORF-5
transkriptlerinin olasi1 muhtemel proteinlerin biiytikliikleri dikkate alindiginda SDS-PAGE
jelinde hem hiicre i¢i hem hiicre dis1 protein profillerine bakildiginda istenilen boyutlarda
bir proteine rastlanmamistir. Literatiirde kiiciik boyutlu proteinlerin tespiti i¢in sadece SDS-
PAGE yonteminin yeterli olmadig1 bilinmektedir. SDS-PAGE yoOnteminin yerine, kiiciik
boyutlu proteinlerin teshisinde daha etkili oldugu bilenen Giimiis Boyama teknigi
onerilmektedir. Bu nedenle ORF-3 ve ORF-5 transkriptlerinin proteine doniisiip
doniismedigini anlasilabilmesi i¢in giimils boyama ydntemi kullanildi. Glimiis boyama
yontemi sonucunda istenilen aralikta bir protein bandi belirlenemedi. Boylece ORF-3 ve
ORF-5 transkriptlerinin proteine doniisiip doniismedigi belirlenemedi.

pAnoxl genomundan kodlanan ve transle oldugu tespit edilen Rep proteinin
fonksiyonun tahmin edilebilmesi i¢in DOCKING calismalar1 yapildi. Bu kapsamda pAnox1
Rep (ORF-1) proteinin plazmit genomuna baglanabilecegi bolgelerin belirlenebilmesi igin,
plazmit genomunun ORF-1 bolgesi i¢in 3B modelleme yapilarak DNA-protein DOCKING
calismalar1 yapildi. Yapilan incelmelerde Rep proteini DNA iizerinde baglandigi bolge C106
ile A117 niikleotidleri arasindaki 11 niikleotidlik bir bolge oldugu belirlendi. Rep proteini
izerinde etkilesime gecen aminoasitler Metl, His3, Gly18, Arg21, Leu22, Glu23, Lys24 ve
Glu293 olarak goriildii. Proteinin baglandigi DNA bdlgesi pAnox1 plazmiti {izerinde ORF-
lkodlama dizisi i¢inde 1225-1236 baz ciftleri arasina karsilik gelmektedir. Literatiirde
bakteriler {izerinde yapilan DNA-Protein Docking’leri olduk¢a sinirlidir veya yeterince

aciklanmamigtir. Hem deneysel hem de biyoinformatik veriler birlikte degerlendirildiginde
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pANox1’den kodlanan Rep (ORF-1) proteininin DNA baslatma 6zelliginde bir replikasyon
baslatici protein oldugu ve DNA baglanma 6zelligine sahip oldugu belirlenmis oldu.

pAnox1 plazmitinde tespit edilen ve proteine doniistiigii belirlenen rep geni dizayn
edilen spesifik primerler ile PCR yoluyla g¢ogaltildi pET28a(+) vektoriine klonlandi.
Ardindan rekombinant plazmit E. coli B21 (DE3):pLysS hiicrelerine transforme edildi (E.
coli B21 (DE3):pLysS/pET28a_Anox1_rep). Bir gece 37 °C’de inkiibasyonun ardindan
plazmit izolasyonu yapildi. Elde dilen plazmitler BamHI ve Ncol restriksiyon endoniikleaz
ile kesildi. Yapilan kesim sonucu ¢ikarilan gen boélgesinin, Anoxybacillus gonensis 05S15
pAnox1 plazmitinde tespit edilen rep geni ile ayni boyutta oldugu belirlendi. Boylece
klonlamanin basarili bir sekilde gergeklestirildigi teyit edilmis oldu (Sekil 11). pET28a(+)
vektoriine klonlanan ve E.coli BL21 DE3: (pLyss) hiicresine trasforme edilen rep geni C-
terminaline ilave edilen HisTag kuyrugundan yararlanilarak saflastirildi ve SDS-PAGE
analizi gerceklestirildi. Yapilan SDS-PAGE analizi sonucunda 37,3 kDa agirhiginda bir
protein bandi tespit edildi.

Anoxybacillus cinsine ait pek ¢ok plazmitin, replikasyon igin en az bir protein
kodladig1 bilinmektedir. RepA olarak bilinen bu protein tanimlanan diger plazmitlere ait
replikasyon proteinlerine benzedigi goriilmistiir (Ruan, L. ve Xu, X., 2007). Anoxybacillus
cinsine ait plazmitlerin replikasyon proteinlerinin detayli bir sekilde aydinlatilmadigi i¢in
benzerlik diger tiirlere oranla oldukga azdir. Yapilan bir calismada Thermus scotoductus K6
(Giiler, H. 1., vd., 2018) bakterisinden kiiciik bir plazmit tanimlandi1 (pHIG22, 2222 bp)
ancak pHIG22 tarafindan kodlanan herhangi bir Rep proteini olmadigi bildirilmistir.
pAnox1 plazmiti, Anoxybacillus cinsi i¢in tanimlanan ve replikatif 6zellikleri belirlenen ilk
plazmittir.

Tiim yonleri ile ele alindiginda bu ¢aligma, pAnox1 tarafindan kodlanan muhtemel
transkriptlerin  protein kodlayip kodlamadigmin belirlenmesini, kopya sayisinin
belirlenmesini, Docking analizleri ile Rep proteininin DNA’nin hangi bolgesi ile etkilesime
girecegini, biyoinformatik analizler ile varligi tahmin edilen Rep proteininin bir ekpresyon
vektoriine klonlanmasini, klonlanan Rep proteininin saflagtirilarak ortaya g¢ikarilmasinm
amaglanmistir. pAnox! iizerinde yapilacak genetik modifikasyonlar ile klonlama ve
ekspresyon vektorii tasarlama potansiyeli tagimaktadir. Ek olarak devamindaki caligmalara
151k tutmak ve endiistriyel anlamda ticari getiri saglayabilecek vektorler olusturabilmek icin

yeterli bilgi ve materyali ortaya koymasi saglandi.



5. SONUCLAR

Yiiksek lisans tezi olarak hazirlanan pAnox1 plazmitinin replikatif 6zelliklerinin in

siliko ve in vitro deneylerle analizi baslikli bu ¢alismadan su sonuglar elde edildi.

1. Biyoinformatik analizler sonucu ORF-1 tarafindan kodlanan peptitin 37,3 kDa
(313 aa) biiyiikliigiinde, ORF-3’ ten 8,16 kDa (71 aa) biiyiikliigiinde ve ORF-
5’te 7,59 kDa (67 aa) biiytikliigiinde proteinler olusturacagi belirlendi.

2. Anoxybacillus gonensis 05S15 plazmit curing uygulamasi sonucunda pAnox1
plazmitinin konagindan uzaklastirilmasinda en etkili ajanin akridin oranj
oldugu belirlendi.

3. Curing uygulanan ve uygulanmayan Anoxybacillus gonensis 05S15 izolatinin
hiicre i¢i ve hiicre dis1 bant profilleri karsilastirildi. Bunun sonucunda hiicre i¢i
bant profillerinde 37,3 kDa agirliginda bir protein band1 goriildii.

4. pAnoxl kopya sayist kromozom basina rpoB geninin kopya sayisinin orani
olarak hesaplandi. Plazmitinin kromozom esdegerindeki goreceli kopya
sayisinin her hiicrede yaklasik olarak 127+2 kopya oldugu belirlendi.

5. Rep proteinin 3B modellemesi yapildi ve DNA-protein docking ¢alismalari
yapilarak Rep proteinin DNA baglanma bdlgeleri ve yaptig1 baglar belirlendi.

6. pAnoxl tarafindan kodlanan rep geni pET28a(+) vektoriine klonlandi
(pET28a_Anox1_rep). BamHI ve Ncol restriksiyon endoniikleazlari ile kesildi.
Bunun sonucunda pET28a(+) vektoriinden ¢ikarilan gen bolgesinin,
Anoxybacillus gonensis 05515 pAnox1 plazmitinde tespit edilen rep geni ile
ayn1 ve istenilen boyutta bant elde edildi.

7. pAnoxl tarafindan kodlanan Rep proteini C terminaline ilave edilen HisTaq
kuyrugundan yararlanilarak saflastirildi (Anox1_H-Rep) ve SDS-PAGE’de
incelendi. Yapilan SDS-PAGE analizi sonucunda 33,7 kDa biiyiikliigiinde saf
protein band elde edildi.



6. ONERILER

Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde asagida sunulan c¢aligmalarin yapilmasi
Onerilmektedir.

1. Anoxybacillus cinsine ait oldugu tespit edilen pAnoxl plazmitinin, termofilik
bakterilere gen aktarimi amaciyla modifiye edilmesi onerilmektedir.

2. Plazmit tizerindeki ORF-3 ve ORF-5 transkriptlerinin fonksiyonlariin belirlenip,
literatiire kazandirilarak diger ¢alismalara kaynak tegkil etmesi dnerilmektedir.

3. pAnoxI plazmitinin ekspresyon vektorii olarak kullanilabilmesi i¢in plazmit {izerine
regiilator bolgeler eklenmesi gerekmektedir.

4. pAnoxl plazmitinin E.coli, Anoxybacillus ve farkli cins bakterilerde kullanilan
klonlama ve ekspresyon vektorleri ile shuttle vektorler olusturulmas: nerilmektedir.
Bu sayede ekonomik yonden degerli enzimleri kodlayan genlerin klonlanmasinin ve

ekspresyonunun daha verimli halde yapilabilecegi diistiniilmektedir.
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8. EKLER

Ek 1. pAnox1 plazmitinin 1592 bp’lik baz dizisi

GGCTTATCTGTCAGACATTGAATTGAACGATACAAACGCGATCCATGCTATTTTGAACGAA
ATGCCTATAAAAGAGGTTGACGGTAAGAAGTATATAAAAGGTGGTCGGTTACATATGTATC
CGCCTGGAATGAATTTATTCAGAAAATCGAAAGGTATTGAATATCCAGAACGCAAAGATAT
GCGATACAAGAATGTAAAAAAAATAGTAGGGTCGGCACAACCCCACTACGAGAAAACCTAC
CATATCGAAAATGAAGATTTTCAAAACACTATTCACTACGAACAGTATAACTTGAAACGTA
CACACATGTAAACGTACATGTACATACATGTACGTACACGTATATACGAAAATATATTCGT
CAGACGAAAAAGGGGCATGGGTTCGTGTCGGGGGGCACCGCTCTCGCGGGGGGTACCGACA
CGTGACCCATGCCCTATATTTTTCTTTGCGGAAAATGTTGACTTTTTGTGTTTTTTGCGTA
ATAATGATGACAAATAGTAAACGAGGTGATGACGATTGGCACGAGATGAAAGGATAATAAT
TAGATTGCGCGCCGACGTTAAGGAAGAGTTTCAAGACATGGCTGAACAAATGGGCATGACG
ATCTCCGCGCTTGGTTCGTACGTGATCGGGAAGTTTGTTGTTGATCACAAAAGGAACAGGG
AGTTGCAAGAAAAAATGATTATGCCAGCTGTGAATGAGCTGGTCAAAATGATTGCTGATGA
CATGCCGAACAAACTTGAGTTTTTGAAATTTATTGAGGAGCTTTCGGGGCAAATGGAAAAC
AAGCTGTGAACGTCAGAACAGCGCGTTAAGTGAGCGAAGCGAACGTGCCTTGATCACTGGG
TGGCTCCCTTTGGTAAGCTTTGCCGAGGTGTGCGGGAGCGTTTTTCTCCCGCACGCCTCGC
CCTTTAGGGTTTCCAAAGGGAGCAGGGCCCCAGTGTCAAGGTAGCGCGTTGATGACGCACT
ATATTAACTTGATTTTAGTTAAACATTACGAGAAAAATTGGGGGGTGATGAGGTTGGAAAA
GTCATTTGTTGGTATAAAACCCGATGACTTGGTAACGGTCACAAAAATGAAGCACATTGTA
GAATTACAGTATATGGAAAGGAAGAACACTAAATGTAGGATTAAAAAATTAGACAAAGATT
CGTACTTGGTTTTAGAAACTGGCGAAGTAAAAGAGTTTGAACACATTGAAAATCGTAAAGA
TTCATTAAATTCATTGCGACAAACATTTAAAAAAATACGATATTTGATCAATAACAACTTT
GAAGGTAAACCGAACGAATTGCATTGCACTTTAACCTATCGTGAGAATATGACAGACACAA
AGAGGTTATATGCTGACCTGGATAAGTTTATTAAAAGATTGAAATACAAGTATAAGGATAA
AACAACAATAGATTACTTGAATGTAGTCGAGCCACAAGGGCGTGGGGCTTGGCATTGTCAT
TTACTGTTGCGGTTCAATGATTTAGATGCGATATTCATAGAAAATGAAGTTCTTCGGGATC
TATGGGGACATGGATTTGTAACTGTGCGCTCATTGAAAGACATTGATAACATTGGTGCTTA
TTTATC



OZGECMIS

Hatice AYYILDIZ, ilk, orta ve lise egitimini Rize’de tamamladiktan sonra,
Atatiirk Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik bdliimiinde
lisans egitimine bagladi. 2019 yilinda bu bdliimden mezun oldu. 2020 yilinda
Karadeniz Teknik Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Molekiiler Biyoloji ve
Genetik Anabilim Dalinda Dog. Dr. Halil Ibrahim GULER danismanliginda tezli

yuksek lisans egitimine bagladi.
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