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Bu calismada daha 6nceki calismalarda cesitli toprak orneklerinden izole
edilmig 250 aktinomiset izolati kullanilmistir. Canlandirilabilen 149 izolatin
kiltiirel ortamda derin diflizyon yontemi ile lipaz aktiviteleri incelenmis ve
izolatlarin belirli derecelerde lipaz aktivitesi gosterdigi goriilmiistiir. Bunlardan 53
tanesi (% 36) 1 cm ve daha az, 92 tanesi (% 62) 2 cm ve daha az, 4 tanesi (% 2)
ise 2 cm’den daha fazla derinlik olusturmustur. En yiiksek lipaz aktivitesini
gosteren izolatin 16S rRNA gen bolgesine dayali molekiiler identifikasyonu
yapilmistir. NCBI veri tabaninda BLAST programi kullanilarak yapilan analiz
sonucu izolatin veritabanindaki erisim numarast EU283368.1 olan ‘uncultured
actinobacterium clone AS42 16S ribosomal RNA gene’ e % 97 oraninda
benzedigi goriilmiistiir. Bu izolatin genomik DNA’sinin rastgele parcalanarak
klonlanmas1 sonucu 16 adet klon elde edilmistir ve izolatin genomik DNA
kiitiiphanesi olusturulmustur. Elde edilen klonlarin Kkiiltiirel ortamda lipaz

aktiviteleri incelenmis, fakat klonlarin lipaz aktivitesi gostermedigi goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Aktinomiset, Lipaz, Klonlama, Genomik DNA Kiitiiphanesi
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In this study there are 250 actinomycet isolates which were isolated from
different soil samples were used. There were 149 isolates’ lipase activities were
analyzed which were able to be animated within 250 samples by using deep
diffusion method. It was observed that the isolates show lipase activity. 53 of
them (36 %) 1 cm and less, 92 of them (62 %) 2 cm and less, 4 of them (2 %)
more than 2 cm depth produced too. The isolate’s which showed the highest lipase
activity molecular identification has been made which based on 16S rRNA gene.
As a result of the study has been made on the NCBI database by using BLAST
program, it was observed that, isolate showed 97% similarity ‘uncultured
actinobacterium clone AS42 16S ribosomal RNA gene’ which’s access number on
the database is EU283368.1. There are 16 clones derived from this isolate’s DNA
by breaking down randomly. Genomic DNA library of the isolate is constructed.
The derived clones’s lipase activities analyzed in the cultural medium, however

the clones have not showed lipase activity.

Keywords: Actinomycete, Lipase, Cloning, Genomic DNA Library
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GIRIS

Biyosfer tip, miihendislik ve =zirai a¢idan olduk¢a O©nemli olan
mikroorganizmalar1 icermektedir. Bu mikroorganizmalarin genetik ve biyolojik
cesitliligi ise bilim adamlarinin 6ncelikli ilgi alanini olusturmaktadir. Mikrobiyal
topluluklarin  genetigi ve biyogesitliligi  {izerine yapilan ¢aligmalarda
biyoteknolojinin etkin bir yeri bulunmaktadir. Biyoteknoloji alanindaki en biiytik
talep ise yeni gen, enzim ve bilesenlerin kesfi tizerinedir. Giinlimiize kadar yeni
molekiillerin kesfi izerine oldukca fazla calisma gerceklestirilmistir.

Enzimler endiistriyel uygulamalar i¢in ¢ok onemli bir yer tutmaktadir.
Biyokatalist olarak katalizledikleri reaksiyonlarin ¢evre dostu olmasini
sagladiklar1 gibi yan tirlin olusumunu da kullanilan diger kimyasallara gére en aza
indirgemektedirler. Mikrobiyal enzimler de seri liretim kolaylig1 ve uygulama
alanmin coklugu nedeniyle biyoteknolojik olarak degerli bir enzim grubudur.
Mikroorganizmalardan elde edilen lipazlar uzun trigagilgliserol zincirlerinin
hidrolizini katalizleyen ve biyoteknolojik 6nemi olan bir enzimdir.

Lipazlar yiiksek sicaklik ve pH araliklarinda ve ¢esitli substratlarda aktif
olmalar1 nedeniyle gelecegin biyokatalistleri arasinda yer almaktadir. Bu nedenle
yeni lipazlarin kesfi ve bilinen lipazlarin da kullanimin1 daha etkin hale getirme
caligsmalar1 buiytik 6nem kazanmistir (Gupta, 2004). Bu konu ile ilgili bir ¢alisma
Henne ve ark. (2000) tarafindan yapilmistir. Farkli toprak 6rneklerinden elde
ettikleri DNA klon kiitiiphaneleri lipaz aktivitesi yoniinden arastirilmistir. Pozitif
klonlardan elde edilen diziler veritabaninda karsilastirilmis ve sonug¢ olarak dort
yeni lipolitik enzim literatiire katilmistir.

Aktinomisetler bakterilerden sonra ¢evrede en fazla sayida bulunan gram
pozitif prokaryotik canlilardir. Ozellikle antibiyotik iiretme yetenekleri ile
taninmakla beraber diger intra ve ekstraselliiler metabolitleri ile de endiistri ve
biyoteknolojide ©nemli yerler edinmislerdir. Triagilgliserollerin hidrolizini
katalizyen lipaz enzimini liretme yetenegi de Onemli kullanim alanlarindan
birisidir. Lipazlar kesfedildikleri tarihten bu yana deterjan, gida ve farmasotik

sanayi gibi baglica endiistriyel kullanim alanlarina sahiptir.



Bu caligma, laboratuvarimizda gergeklestirilen daha onceki ¢alismalarda
farkli toprak orneklerinden izole edilmis aktinomiset izolatlarinin kiiltiirel ortamda
lipaz aktivitelerinin taranmasini ve en yiiksek lipaz aktivitesine sahip izolatin
genomik DNA kiitiiphanesini olusturulmasini icermektedir. Olusturulan genomik
DNA kiitiiphanesindeki lipolitik aktiviteye sahip klonlar sayesinde izolatin sahip
oldugu lipaz enzim bolgesinin klonlanmasi1 gerceklestirilmis olacaktir. Ayrica
olusturulan klon kiitiiphanesi sayesinde izolatin diger enzim aktiviteleri ya da
antibiyotik tiretimi gibi farkli 6zellikleri ve bunlar1 saglayan genleri de daha
sonraki ¢alismalarda incelenebilecektir. Ayrica en yiiksek lipaz aktivitesi gosteren
izolatin 16S rRNA gen bolgesine gore molekiiler identifikasyonunun yapilmasi da

calismanin diger bir amacidir.
1.1. Aktinomisetlerin Genel Ozellikleri ve Simiflandirilmasi

Aktinomisetler filamentli, Gram pozitif ¢cok genis bir bakteri grubudur.
Biiytimenin ve dallanmanin sonucunda dallanmis bir filament ag1 olusur ki buna
da misel adi verilir. Misel olusumu iki farkli sekilde meydana gelebilir. Gelisip
cogaldig1 ortamin iizerinde olusan miseller havasal misellerdir. Gelisip ¢ogaldigi

ortamin igerisinde olusturulan misel tipi ise substrat miselidir (Waksman, 1959).

Birgok aktinomiset spor olusturur ve bu mekanizmadaki ¢esitlilik
siniflandirma agisindan onemlidir. Bilinen tiim bakterilerden daha yiiksek GC
(Guanin-Sitozin) oranina sahiptirler. DNA baz kompozisyonlar1 % 63-78 oraninda

GC igermektedir (Madigan ve Martinko, 2009).

Aktinomiset tiirleri toprak, kompostlar, tath su depolari, besin maddeleri
ve atmosfer gibi c¢ok c¢esitli kaynaklarda bulunabilirler. Asit topraklardan ve
turbalardan ¢ok bazik ve notral topraklarda ve turbalarda yayilis
gostermektedirler. Micromonospora tiirleri gol tabanlarinda daha ¢ok bulunurken,
Streptomyces tiurleri ise toprakta daha yaygindir. Aktinomisetler topragin
mikrobiyal populasyonunun yaklasik % 20-60’1n1 olustururlar. Topraktaki sayilar
toprak tipine, organik madde miktarina ve pH degerine baghh olarak
degismektedir. Bir gram toprakta 10°-10" oraninda bulunduklar1 bilinmektedir.
Toprakta en fazla bulunan canli gruplarindandir (Boyd, 1988).



Biiyiik bolumii aerob ve heterotroftur. Sicaklik istekleri ise 25-35°C
arasindadir. Termofil tiirlerde ise sicaklik istegi 50°C’nin {izerine ¢ikabilmektedir.
Optimum nem istekleri su tutma kapasitesinin % 55-60’1 kadardir (Cengel, 2006).

Aktinomiset hifleri ve spor ¢aplar1 genelde 1.0 mikron boyutundadir.

Birgok aktinomiset gergek bir havasal misel olusturmaz. Bazi aktinomisetler asit-
fast’tir. Morfoloji ve fizyoloji bakimindan Mycobacteria’ya benzerler. Bu durum
ozellikle Nocardia igin gegerlidir. Aktinomiset hiicreleri kitin ve seliiloz i¢ermez.
Dalli doymus yag asitleri Streptomyces’in ¢ok iyi tanimlanmis tiirlerinde ve
bir¢ok gram pozitif bakterinin lipidlerinde gosterilmistir.

Baslangicta aktinomisetleri inceleyenler onlar1 bakteriyel formlar olarak
tanimlamistir. Botanikgiler ise funguslara yakin olduklarina inanmaktaydi. Fakat
son bilgiler dogrultusunda bu grubun Bacteria domainine ait oldugu

dogrulanmistir (Waksman, 1989).

1.2. Aktinomisetlerin Biyoteknolojik Onemi

Aktinomisetler ozellikle antibiyotik iiretme yetenekleri ile bilinen bir
bakteri grubudur. Bunun yani sira tirettikleri enzimler, enzim inhibitorleri, cesitli
vitaminler ve benzeri biyoaktif molekiiller sayesinde biyoteknolojik ©neme
sahiptirler. Sahip olduklar1 enzimler sayesinde suyun ve topragin biyolojik olarak
temizlenmesinde kullanilmaktadirlar (Polti ve ark., 2009).

Aktinomisetlerin biyoteknolojik olarak genis kullanim alanina sahip

enzimlerinden biri lipaz enzimidir.

1.3. Lipaz Enzimi

Lipazlar uzun triagilgliserol zincirlerinin tersinir hidrolizini katalizleyen
enzimlerdir (Sekil 1.1). Hidroliz sonucu sulu faz ve organik faz arasinda
diacilgliserol, monoagilgliserol, gliserol ve yag asitleri olusturmaktadir (Salleh ve

ark., 2006).
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Sekil 1.1. Lipazin hidrolitik ve sentetik reaksiyonu (Salleh ve ark., 2006)

Esterazlarin tersine lipazlar sadece yag-su ara ylizeyine adsorbe
olduklarinda aktif hale gecerler. Coziinebilir substrat iceren soliisyonlarda ¢ok az
aktivite gostermeleri de esterazlardan farklidir. Lipaz triolein ve tripalmitin gibi
uzun yag asitlerinin ve gliserinin esterlerini kiran serin hidrolazlaridir (Sharma ve
ark., 2001).

Lipazlar hidrolizin yan1 sira esterifikasyon ve transesterifikasyon

reaksiyonlarini da katalizlemektedirler (Sekil 1.2).

Hidrohiz
f i
C

RI-C-0-R2 + H>0 R1-C

Ester sentezi

R1-C—-OH + R2-OH Rl=-C-0—R2: + H,0
Transesterifikasyon
Alkoliz

If i

R-C-O-R, + Ry-CH~OH |Ri~C-0-R; + Ry-CH;OH

-interesteriﬁkasyon

f i f i

R-C-0-R, + R;-C-0-Ry |R~C-O0-Ry + Ry=C-0-R;
Asidoliz
R]—C_ O- Rz - R3—C—OH R;" C=0— R: - R]“C-OH

Sekil 1.2. Lipaz enziminin katalizledigi reaksiyonlar (Salleh ve ark., 2006)



1.3.1. Lipazin Yapisal Ozellikleri ve Mekanizmasi

Lipazlarin primer dizilerindeki amino asit sayilar1 farkli olsa da, tiim
lipazlarin ortak oOzelligi aktif bolgelerinde serin, aspartat, glutamat ve histidin
amino asitleri (katalitik triad) bulundurmalaridir. Tiim lipazlarin ii¢ boyutlu
yapisinda ortak bir motif bulunur. Birbirine paralel sekiz B-sheet ve bunlari
cevreleyen a-helikslerden olusur (Schmid ve Verger, 1998). Katalitik triadin ve
birka¢ oksianyon kalintilarinin aktif merkezini olusturdugu disiiniilmektedir.
Aktif merkezi bloklayan helikal segment, lipazi proteaz ve esteraz gibi diger
hidrolazlardan ayiran ara yiizey aktivasyonunun karakteristik ozelliklerinden
sorumludur. Lipazin substrata baglanmadan 6nceki ve baglandiktan sonraki yapisi
X ray kristalografi ile incelenmis ve enzimin biyokimyasal transformasyon
reaksiyonlarinda yer almadan once aktif hale geldigi goriilmistiir. Su/yag ara
yiizeyi olmadiginda enzimin bir boliimii aktif bolgeyi kapatir ve enzim inaktif
hale gegmektedir. Bifazik su/yag sisteminin ara ylizeyi ile temas haline gegtiginde
kisa a heliks (kapak) tekrar katlanarak enzimin aktivasyonunu saglamaktadir. ilk
basamakta serin amino asitinden hidrojen iyonlar1 ayrisir ve aktif hale gecer. Yani
substrat olmadiginda kapak kapanir ve enzim inaktif hale gegmektedir. Substrat
varliginda su/yag ara yiizeyinde kapak acilir ve enzim aktif hale gelir. (Sharma ve

ark., 2001; Reis ve ark., 2009).

1.3.2. Lipaz Kaynaklan

Lipaz enzimi tiim organizmalar i¢in gerekli bir enzim oldugundan bitki,
hayvan ve mikroorganizmalarda bulunmaktadir. Mikroorganizmalarda ise bakteri,
kif ve mayalarda bulunmaktadir.

Bitkilerde lipolitik enzimler yaygin olmasina ragmen, mikrobiyal ve
memeli lipazlariyla karsilastirildiginda bitki lipazlariyla ilgili bilgiler kisithidir.
Bir¢ogu membrana bagl halde bulunmaktadir.

Memelilerde ise ti¢ grup lipolitik enzim aywrt edilir: Baz1 6zel organlar

tarafindan sindirim sistemine salinan lipazlar, doku lipazlar1 ve siit lipazlari.



Memelilerin beyin, kalp ve bobrek gibi bircok organinda lipaz bulunmaktadir
(Salleh ve ark., 2006).

Mikrobiyal lipazlar stabilite, secicilik ve genis substrat spektrumu gibi
ozelliklerinden otiirli  biyoteknolojik uygulamalar i¢in 6nem tasimaktadir.
Ekstraseliiler bir enzim olmasi nedeniyle yiiksek miktarlarda tiretilebilmektedir
Bakteri, fungi ve aktinomisetler ekstraseliiler lipaz iiretici mikroorganizmalardir
(Treichel ve ark., 2010). Biyoteknolojik 6nemleri nedeniyle bircok mikrobiyal

lipaz geni klonlanmis ve ticari olarak kullanilmistir (Dannert, 1999).

1.3.2.1. Fungal Lipazlar

Fungal lipazlar stabiliteleri, selektiviteleri ve genis substrat spesifitesine
sahip olmalar1 6zellikleri ile endiistride 6nemli bir yer tutmaktadirlar.

Lipaz ireticisi oldugu bilinen baslica fungi cinsleri arasinda Mucor,
Rhizopus, Geotrichum, Rhizomucor, Aspergillus, Humicola, Candida, ve
Penicillium sayilabilir. Termofilik Mucor pusillus, Rhizopus homothallicus ve
Aspergillus terreus turleri termostabil ekstraseliiler lipaz {ireticisi tiirler olarak
bilinmektedir. Yiiksek alkali ve yiiksek sicaklik kosullarinda stabil olan lipaz
enzimi ender bulunmaktadir. Mucor sp.’nin irettigi ekstraseliiler lipaz enzimi
alkalofilik, termostabil ve indiiklenebilir bir enzim olmasi nedeniyle énemli bir
enzimdir.

Candida rugosa lipazlart izoform g¢esitliligi nedeniyle yiiksek
biyoteknolojik potansiyele sahiptir. Yarrowia lipolytica’dan elde edilen LIP2
lipaz1 ise duisiik pH degerlerinde yiiksek aktivite gostermesi nedeniyle dnemli bir

enzimdir (Singh ve ark., 2012).

1.3.2.2. Bakteriyel Lipazlar

Bakteriyel lipolitik enzimler 8 familyaya ayrilmaktadir. Bu smiflandirma
korunmus dizi motiflerine ve enzimlerin biyolojik 6zelliklerine gore yapilmistir.

Gergek lipazlar adi verilen familya I iiyeleri; Pseudomonas, Staphylococcus ve



Bacillus lipazlaridir. Familya II’de Streptomyces, Aeromonas ve Salmonella
esterazlar1 yer almaktadir. Streptomyces lipazlar1 familya III’ te bulunur ve
Streptomyces esterazlarimin aksine ekstraseliiler enzimlerdir. Familya IV memeli
lipazlariyla benzerlik gosteren lipazlardan olusurken, familya V tiyeleri mezofilik
bakteri lipazlarindan olugmaktadir. Familya VI’da kiigiik esterazlar bulunur ve
aktif olan enzimler dimeriktir. Amino asit dizileri oOkaryotik asetil kolin
esterazlarla homoloji gosteren esterazlar familya VII tyeleridir. Familya VIII
tiyeleri ise B-laktamazlar ile benzerlik gostermektedir (Sangeetha, 2011).

Bakteriyel lipazlar ilk olarak 1901 yilinda Serratia marcescens ve
Pseudomonas aeroginosa’da tespit edilmistir. Bu tarihten beri siirekli olarak farkli
bakteri tiirlerinin lipazlar1 calisiimaktadir. Ozellikle P. aeroginosa, P. fluorescens,
Bacillus pumilus, B. thermocatenulatus, B. subtilis, B. coagulans, B.cereus, B.
halodurans gibi tiirlerin lipazlari caligilmistir. Bu tiirlerin yan1 sira Acinetobacter,
Staphylococcus, Streptococcus, Arthrobacter, Chromobacterium,
Achromobacterium tirleri de ¢ok calisilan bakteri tiirleri arasindadir (Sangeetha,
2011).

Bakteriyel lipazlar genellikle notral ya da alkalin pH’larda optimum
calismaktadir. Pseudomonas fluorescens SIK W1 lipazi ise pH 4.8’de optimum
calistig1 icin bir istisna olarak kabul edilebilir (Sangeetha, 2011).

Aktinomisetlerden Streptomyces tiirleri ¢ok c¢alisilan tilirlerdendir.
Cardenas ve ark. (2001) cesitli toprak oOrneklerinden izole ettikleri 526
aktinomisetin lipaz  aktivitesini incelemistir. Streptomyces cinsi
mikroorganizmalar tarafindan iretilen lipazlar dogal olmayan substratlar
kullanilarak birkag¢ reaksiyonda test edilmistir. Sonucta Candida rugosa’dan elde
edilen ticari lipazlardan daha iyi aktivite gosteren t¢ lipaz elde edilmistir.
Streptomyces halstedii’den elde edilen lipazin sekonder alkollerin resoliisyonunda
1yi aktivite gosterdigi saptanmistir.

Sommer ve ark. (1997) tarafindan Streptomyces cinnamomeus Ti89
tiretilen 50 kDa molekiil agirligindaki lipaz1 kodlayan /ip4 geninin Streptomyces
lividans TK23’e klonlanmas1 gercgeklestirilmistir. Vektor olarak plJ702
kullanilmustir. iki pozitif klon tanimlanmis ve her iki klonun da 5,2 kb insert

(lipA) tasidigr belirlenmistir. lipA sinyal peptidi 30 amino asit uzunlugundadir.



Olgun lipaz dizisi ise 254 amino asit uzunlugundadir ve alti sistein kalintisi
tasimaktadir. /ipA geni lacZ promotorunun kontrolii altinda E.coli’de de ekspres
edilmistir.

Zhang ve ark. (2008) tarafindan yapilan c¢alismada ise Streptomyces
fradiae var. k11’den yeni bir lipaz enzimi, /ipS221, klonlanmistir. 930 baz ciftlik
dizi 309 amino asit kodlamaktadir ve molekiil agirligi 28,5 kDa agirligindadir.
lipS§221, Streptomyces coelicolor A3(2)’nin putativ lipazi ile % 82 benzerlik
gostermektedir. Lipaz geni E.coli BL21 (DE3)’de ekspres edilmistir. Fakat lipaz
aktivitesi oldukc¢a distiktir ve SDS-PAGE jelinde kayda deger bir bant
gozlenmemistir. Genin P.pastoris’te ekspresyonu daha basarilidir. Enzim en
yiiksek aktivitesini 55°C ve pH 9,8’de gostermektedir. Lipazin alkali ve nétral
proteazlara kars1 stabil oldugu goriilmiistiir.

Vujaklija ve ark. (2002) tarafindan yapilan calismada Streptomyces
rimosus’tan ekstraseliiler lipaz enzimi saflastirilmis ve karakterize edilmistir.
Klonlanan DNA, 804 baz ciftlik agcik okuma cergevesi (ORF) icermektedir. Bu
bolge 268 amino asit kodlar ve dizinin amino ucunda olgun proteinde olmayan 34
amino asit kalintisina sahiptir. Bu lipaz veritabanindaki diger lipazlarla dizi
benzerligi gostermemistir. Fakat iki putativ protein, Streptomyces coelicolor
A3(2) ile % 66 ve % 33 benzerlik gostermistir. Bu ¢alismada S. rimosus’tan elde
edilen yeni lipaz GDS(L)-benzeri bir konsensus motifi icermektedir. Bu da daha
onceden Streptomyces cinsinde bilinmeyen, lipolitik enzim ailesi 1I’ye dahildir.
Lipaz geninin, yliksek kopya sayili vektor tasiyan lipaz negatif S. rimosus’da
ekspresyonu yapilmistir. Sonucta orijinal strainden 22 kat daha fazla lipaz
aktivitesi gosterdigi goriilmustiir.

Cote ve Shareck (2008a) tarafindan Streptomyces coelicolor A3(2)
lipazinin  klonlanmasi, saflastirilmas1t ve karakterizasyonu yapilmistir.  S.
rimosus’un iki putativ hidrolazinin S. coelicolor A3(2) ile dizi benzerligi
gosterdigi  bilinmektedir. Bu iki enzimin karakterizasyonu c¢aligmalarinda
SCO1725 (SCI11.14¢) enziminin 7,5-9 pH araliginda, SCO7513 (SC25F8.05)
enziminin ise daha alkali pH’da (8,5-10) aktif oldugu goriilmiistiir. ilk enzimin
sicaklik araligi 20-30°C iken, ikinci enzim ise en yiiksek aktiviteyi 45-55°C

arasinda  gostermistir.  Karakterizasyonu yapilan  enzimlerin  klonlama



calismalarinda vektor olarak pIAF933 kullanilmis ve konak olarak S. lividans
secilmigtir. Enzimin konakta yiiksek derecede ekspres edilmesiyle enzimin

saflastirilmasi ve ileri karakterizasyon ¢alismalarina gecilmistir.

1.4. Genomik DNA Kiitiiphaneleri

Genomik DNA Kkiitiiphaneleri bir genomdaki her DNA dizisinden bir
kopya igerdigi diisiiniilen klonlar toplamidir. Farkli yontemlerle olusturulabilirler.
[lk olarak DNA bir restriksiyon enzimi ile kesilir ve kesilen pargalar klonlanir. Bu
teknikte bazi dezavantajlar vardir. Ornegin, kiitiiphane olusturmak igin kullanilan
enzimin ilgilenilen gen i¢inde tanima bolgeleri bulunabilir. Bu durumda gen iki ya
da daha fazla pargaya ayrilacak ve ayri ayri klonlanacaktir. Béyle bir durumda
klonlarda ilgilenilen genin aktivitesini gormek miimkiin olmayabilir. Ayrica bazi
genomik DNA’larin restriksiyon enzimleriyle kesimi sonucu olusan parcalar ¢ok
kuictikttir. Bu da ¢ok fazla klonun taranmasi yani is yiikii ve maliyet demektir.

Bu nedenle az sayida klon igeren ve genlerin olabildigince tek bir klona
yerlestigi bir kiitiiphane i¢in genomik DNA Sau3A ya da Mbol gibi 4 baz ¢ifti
tanima bolgesine sahip restriksiyon enzimleri ile kesilir. Bu sekilde nispeten daha
uzun DNA fragmentleri olusturulmus olur. Ayrica genomik DNA’y1 pipetleme ya
da hidrodinamik olarak parcalamak kullanilan yontemler arasindadir (Joneja ve
Huang, 2009). Elde edilen DNA fragmentleri uygun vektor secilerek klonlanir
(Sozen ve ark., 2007).

1.4.1. Klonlama Vektorleri

Restriksiyon enzimleriyle ya da rastgele pargcalama sonucu olusturulan
DNA fragmentlerinin konak hiicreye girebilmesi i¢in, konakta bagimsiz
cogalabilecek bagka bir DNA molekiiliine eklenmesi gerekir. Secilen klonlama
vektoriintin bakteriden izolasyonu kolay olmast i¢in kiigiik olmalidir. Replikasyon
orjini sayesinde bakteri i¢inde c¢ogalabilmelidir. Vektér DNA’sinda bir¢ok
enzimin tek bir tanima bolgesi bulunmalidir. Bu sekilde ayni1 enzim ile kesilen gen

pargasi vektore eklenebilmektedir. Ayrica vektor DNA’s1 igeren ve igermeyen



hiicreleri ayirt etmek i¢in konak hiicrede bulunmayan segici belirte¢ bir gene
(antibiyotik diren¢ geni gibi) sahip olmalidir (S6zen ve ark., 2007).
Klonlanan DNA biiyiikliigiine ve amaca uygun bir¢ok klonlama vektorii

bulunmaktadir.

Plazmitler

Plazmitler bakteri i¢inde kendilerini konak hiicreden bagimsiz olarak
cogaltabilen ¢ift zincirli ve halkasal DNA molekiilleridir. Bakterilerde dogal
olarak bulunan ve bakteriye genom dis1 6zellikler kazandiran bu DNA molekiilleri
klonlama c¢aligmalarinda kullanilmak tizere dogal plazmitlerden tiiretilerek
klonlama calismalarinda kullanilmaktadir. En ¢ok kullanilan plazmitler pPBR322
ve pUC vektorleridir (S6zen ve ark., 2007).

Viral Vektorler

Plazmit vektorler 10 kb’den daha biiytik DNA parcalarinin klonlanmasinda
etkili olamadigindan viral vektorler gelistirilmistir. En yaygin kullanilan vektor
ise bakteriyofaj lambda vektoriidiir. Lambda genomu dogrusal olmasina ragmen
cos bolgesi (yapiskan ucg) adi verilen genomun iki ucundaki tek kollu uglar
tamamlayic1 diziler tasir ve halkasal yapi1 olugsmasimi saglamaktadir. Boylece
plazmit ile ayn1 sekilde kullanilabilir. Kullanilan viral vektorlere 6rnek olarak

M13 bakteriyofaj1 verilebilir (Sézen ve ark., 2007).

Kozmid Vektorler

Lambda faji ve plazmit DNA parcalarindan olusturulmustur. Igerdikleri
cos bolgeleri sayesinde DNA faj i¢ine paketlenir. 35-50 kb biiyiikliigiinde DNA

parcalarinin klonlamasini saglayabilmektedir. Bu da tiim genomu temsil edecek

klon sayisini azaltma imkan1 sunmaktadir (Madigan, Martinko, 2010).
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Fosmid Vektorler

Fosmid vektorler ise E.coli’nin F-faktor plazmitinin tek kopyasindan
tiretilmistir. Kozmid boyutta (yaklastk 40 kb) DNA fragmentlerinin
klonlanmasinda ve kararli kiitiiphaneler olusturulmasinda etkili bir sekilde

kullanilmaktadir (Anonim, 2003).

BAC (Bacterial Artificial Chromosomes) Vektorleri

Ozellikle okaryotik genomlarin analizini kolaylagtirmak amaciyla daha
biiyiik DNA fragmentlerin klonlanmasini saglayan BAC vektorleri gelistirilmistir.
Bu vektorler fosmid vektorler gibi E.coli F-faktor plazmiti temel alinarak
olusturulmustur. 100-300 kb biiytikliigiindeki DNA fragmentlerin klonlanmasini
gerceklestirebilirler (Madigan, Martinko, 2010).

YAC (Yeast Artificial Chromosomes ) Vektorleri

Bu vektorler maya igerisinde normal kromozomlar gibi replike
olabilmektedir. Bunun i¢in replikasyon orjinine, kromozom uglarinda DNA
replikasyonunun gercgeklesebilmesi i¢in telomerlere ve sentromere sahip olmalari
gerekmektedir. 200-800 kb biiytikliigiindeki DNA fragmentlerin klonlanmasini
gerceklestirebilirler.

1.5. Lipaz Enziminin Endiistriyel Kullanim Alanlar:

Lipazlar uzun triacilgliserol zincirlerinin hidrolizini gergeklestirmelerinin
yani sira esterifikasyon ve transesterifikasyon reaksiyonlarini da katalizledikleri
icin biyoteknolojik proseslerde kullanim potansiyeline sahiptirler.

Endiistriyel uygulamalarda lipazin kullaniminda en onemli noktalardan
biri enzimin substrata spesifikligidir. Lipazin substrat spesifikligi {ic ana grupta

incelenebilir:
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1. Spesifik olmayan lipazlar: Agilgliserol molekiillerinden rastgele yag
asitleri, gliserol ya da mono-digliseridleri olustururlar. Kimyasal
katalistlerle olusturulan {irlinlere benzer olan bu {riinlerin farki
reaksiyon i¢in diisiik sicakliga ihtiya¢ duymalaridir.

2. 1,3-spesifik lipazlar: 1 ve 3 pozisyonlarindan yag asitlerini serbest
birakir. Bu nedenle farkli kompozisyonlarda tiriinler olusturulur.

3. Yag asitlerine spesifik lipazlar: Esterlerin hidrolizinde rol oynarlar.
Bunlar cis konumundaki karbon 9’da ¢ift baglar1 bulunan uzun zincirli
yag asitleridir. Bu tiir bir spesifiklik lipazlar arasinda yaygin degildir.
Bu tiirden en cok calisilan enzim Geotrichum candidum’dan elde
edilen lipaz enzimidir (Ribeiro ve ark., 2011).

Genis substrat spektrumu lipaz enzimini biyoteknolojik uygulamalar i¢in

Oonemli bir biyokatalist haline getirmektedir. Bu nedenle de gida, deterjan,
farmasotik  endiistrisinden  biyodizel lretimine bircok  farkli alanda

kullanilmaktadir (Hasan ve ark., 2006a).

1.5.1. Deterjan Endiistrisindeki Kullanimi

Deterjanlarda kullanilan lipazlar bazi 6zelliklerine gore secilmektedir.
Bunlar; diistik sicaklik ve yiiksek pH’ta c¢alisabilmek, diisiik substrat miktarinda
cesitli yaglarin hidrolizini gergeklestirebilmek ve deterjan formiilasyonlarindaki
diger enzim ve siirfektanlara karsi dayanikli olmaktir (Sharma ve ark., 2011).
Geleneksel deterjanlara gore lipaz igeren deterjanlar daha az c¢evresel atik
icermektedir. Bu deterjanlar biyolojik olarak pargalanabilen, toksik olmayan,
zararl atiklart olmayan deterjanlardir. Lipazlar ev ve endiistriyel camasir, bulasik
deterjanlarinda yag kalintilarinin uzaklastirilmasinda ve tikanmis giderlerin
temizliginde kullanilmaktadir. Lipazlar triagilgliserolleri daha kolay ¢oziinebilen
monogliserid, digliserid, yag asitleri ve gliserole parcalar. Biyoteknolojik temelli
deterjanlarin kullanim1 6zellikle endistride ¢ok yaygindir. Ciinkii spesifik
temizleme giiciine sahiptirler. Diisiik sicakliklarda kullanilabilirligi nedeniyle
enerji tasarrufu da saglamaktadir. Alkalin pH’larda (pH: 8-11) calisabilen
lipazlarin deterjan endiistrisinde kullanim potansiyeli yiiksektir (Hasan, 2010b).
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[lk ticari lipaz enzimi 1988 yilinda, Novo Nordisk tarafindan deterjan
endistrisinde kullanilmak tizere gelistirilmistir. Humicola sp. tarafindan iiretilen
bu enzimin ticari a¢idan yeterli olmayisi nedeniyle lipaz enzimini kodlayan gen
bolgesi Aspergillus oryzae’ ye aktarilmistir. Bu sayede enzim yiiksek miktarda
tiretilmis ve performansi da artmistir. Piyasaya Lipolase adi ile sunulan enzimin
optimum pH’st 10,5- 11,0’dir. Optimum sicakligr ise 40°C’dir. Oksidasyon
stabilitesi gostermektedir ve proteolitik soliisyonlara karsi da kararhdir.
Lipolase’in daha sonra farkli varyasyonlar1 da piyasaya sunulmustur.
Rekombinant DNA teknolojisi ile tiretilen lipaz Thermomyces lanuginosus’tan
orjinlenmistir ve A. oryzae’de ekspres edilmistir (Houde ve ark., 2004). 1995
yilinda Genenco International tarafindan iki rekombinant lipaz enzimi
gelistirilmistir. Lumafast adli enzim Pseudomonas mendocina’dan, Lipomax adli
enzim ise Pseudomonas alcaligenes’ ten orjinlenmis ve Bacillus sp.’de ekspres

edilmistir (http://www.au-kbc.org/beta/bioproj2/uses.html).

1.5.2. Yag Endiistrisindeki Kullanimi

Hidrolaz enzim ailesinin bir iiyesi olan lipazlar triacilgliserolleri gliserole
kadar hidroliz edebilirler. Bunun yani sira esterifikasyon, interestirifikasyon ve
transesterifikasyon gibi reaksiyonlar1 katalizlemektedirler. Bu da bir¢ok
endiistride potansiyel kullanim alan1 yaratmaktadir (Hasan ve ark., 2006a).
Ozellikle yag endiistrisinde yararli olmayan yaglarin, oleik asit bakimindan zengin
yaglar ya da besinsel olarak onemli triagilgliseroller gibi daha yararli yaglara
doniistiiriilmesi reaksiyonlarnda lipazlar 6nemli rol oynamaktadir. Ornegin
farmasotik olarak 6nemli ¢oklu doymamis yag asitlerinin, insan siitiiniin i¢erdigi
yagin dengi olan ‘betapol’ adli maddenin ve kakao yaginin dengi olan yaglarin
tiretimi gibi transesterifikasyon reaksiyonlarini lipazlar katalizlemektedir (Gupta
ve ark., 2003). Mucor miehei ve Candida antarctica lipazlart organik ¢oziicii
yoklugunda yag asitlerinin esterifikasyonunda kullanilmistir. Bir organik
¢cOziiciide immobilize edilmis M. miehei lipaz1 aygigegi, zeytin yag1 gibi yaglarin

interesterifikasyonunu katalizlemektedir (Hasan ve ark., 2006a). Immobilize
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edilmis Rhizomucor miehei lipaz1 palmitik asitteki palm yaginin stearik asit ile
degisimi reaksiyonunu Katalizlemekte kullanilmistir. Immobilize Candida
antarctica, C. cylindracea AY30, Humicola lanuginosa, Pseudomonas sp. ve
Geotrichum candidum lipazlar1 aycicegi yaginin {retiminde kullanilabilecek
lipofilik antioksidantlarin sentezinde yer alan fenollerin esterifikasyonunda

kullanilmigtir (Sharma ve ark., 2011).

1.5.3. Tekstil Alanindaki Kullanimi

Lipaz tekstil endiistrisinde genellikle kumaslardan hasil yaginin
uzaklastirllmasinda kullanilmaktadir. Bu da kumasin boyayr emmesini
kolaylastirmaktadir. Ozellikle kot kumaslarinin asindirilmasi islemi sirasinda
olusabilecek catlaklarin ya da diizensiz ¢izgilerin olusumu en aza indirilmektedir
(Hasan ve ark., 2006a).

Polietilen tereftalat (PET) yaygin olarak kullanilan sentetik fiberlerden
biridir. Dayaniklilik, esneklilik, yikanabilirlik, kirisikliga ve asimmmaya karsi
dayanikli olmasit gibi avantajlarinin yaninda hidrofobik o6zelliginden o6tiirii
boyanabilirligi azdir. Polyester kumaslarin modifiye edilmesinde en c¢ok
kullanilan yontem alkalin uygulamasidir. Ancak bu yéntem kumasin dayaniklilig
azaltmaktadir. Bu nedenle ¢evre dostu ve avantajli bir uygulama olarak polyester

kumaglarin modifiyesinde lipaz enzimi kullanilmaktadir (Kim ve Song, 2006).

1.5.4. Biyodizel Uretimindeki Kullanim

Cesitli bitkisel yaglardan yakit {iretimi konusu, fosil yakitlarinin sinirl
olmasi, var olan yakitlarin fiyatlarinin pahaliligi ve ¢evre kirliligi gibi sebepler
nedeniyle ¢cok giincel bir konudur.

Biyodizel stilfiir oksit agiga ¢ikarmaz ve kurum olusumu diger yakitlarla
karsilastirildiginda olduk¢a azdir. Cevre dostu bir yakit olarak biiyiik kullanim
potansiyeline sahiptir ve ¢esitli kimyasallarin ya da lipaz enziminin katalizledigi

yaglarin transesterifikasyonu ile iiretilmektedir (Tan ve ark., 2010).
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Biyodizel kullaniminin sagladigi avantajlar arasinda duisiik enerji tiikketimi,
substratlarin  ve {rlinlerin diislik termal degradasyonu, kullanilan ham
materyallerin ¢esitliligi, verim kaybi olmadan asit yaglarin kullanilabilirligi,
immobilize enzim ya da hiicre kullanildiginda {iriinlin ve yan {iriinlerin
saflagtirilmasinin  kolaylhiligi, katalistin biyolojik olarak ayrisabilir olmasi

sayilabilir (Ribeiro ve ark., 2011).

1.5.5. Diagnostik Arac Olarak Kullanimi

Klinik diagnozda ve gida endiistrisinde lipidlerin nicel olarak belirlenmesi
onemlidir. Triagilgliserollerin kimyasal yontemlerle belirlenmesi ile biyokimyasal
bir biyosensor ile belirlenmesi karsilastirildiginda biyosensorler diger yontemlere
gore hem ucuzdur hem de daha hizli sonu¢ vermektedirler. Klinik diagnozda
lipidleri tespit etmek tiizere bir biyosensor tasarlanmistir. Lipazlar ornekteki
triacilgliserollerden gliserol olusturmada kullanilmis ve olusan gliserol enzimatik
ve kimyasal yontemlerle 6l¢tilmustiir (Sharma ve ark., 2011). Lipazlarin glukoz
oksidaz ile birlikte pH/oksijen problarina immobilize edilmesiyle
triacilgliserollerdeki ve kandaki kolesterol miktarin1 6lgmekte kullanilabilir

(Hasan ve ark., 2006a).

1.5.6. Diger Alanlardaki Kullanim

Caymn islenmesi siirecinde de lipazlardan faydalanilir. Uretim sirasinda
membran lipidlerinin enzimatik olarak parcalanmasiyla caya karakteristik
aromasini veren ugucu Uriinler ortaya ¢ikmaktadir. Rhizomucor miehei’den elde
edilen lipazin ¢oklu doymamis yag oranini arttirdigi bildirilmistir (Hasan ve ark.,
2006a).

Kagit yapiminda kullanilan odunlarin icerdigi triagilgliserol ve balmumu
gibi hidrofobik bilesenlerin iiretimde sorun olusturdugu bilinmektedir. Candida
rugosa’dan elde edilen lipaz Japonya’da bir kagit iiretim sirketi tarafindan
kullanilmis ve odun triagilgliserollerinin hidrolizinde yaklasik % 90 oraninda bir

basar1 elde edilmistir (Bajpai, 1999).
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Lipazlar siirfektanlar ve aroma {izerinde etkili oldugundan kozmetik ve
parfim  endistrisinde potansiyel uygulama alan1 vardir. Gliserollerin
esterifikasyonu ile elde edilen mono ve diagilgliserol bu endiistride siirfektan
olarak kullanilmaktadir (Sharma ve ark., 2011). Unichem International (ispanya)
giines koruyucu kremleri, cilt kremleri ve dus yaglarinda kullanilan isopropil
miristat, isopropil palmitat ve 2-etilheksilpalmitat gibi maddelerin iiretim
reaksiyonlarinin katalizinde Rhizomucor meihei’den elde edilen lipaz enzimini
kullandiklarini agiklamislardir. Lipaz enziminin katalizledigi reaksiyon sayesinde
diger kimyasal katalistlerin kullanildig1 reaksiyonlara gore daha kaliteli iiriin elde

edildigi ve iirtin saflastirma siirecini en aza indirdigi bildirilmistir (http:/www.au-

kbc.org/beta/bioproj2/uses.html).
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. MATERYAL

2.1.1. Cahsilan Aktinomiset izolatlar

Calismada, Anadolu Universitesi Fen Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii
Mikrobiyoloji  Laboratuvarinda daha onceki c¢alismalarda ¢esitli toprak
orneklerinden izole edilmis toplam 250 aktinomiset izolati lipaz aktivitelerinin
belirlenmesi amaciyla kullanilmistir. En yiiksek lipaz aktivitesi gosteren
aktinomiset izolatinin genomik DNA’s1 lipaz geninin klonlanmasi ve genomik

DNA kiitiiphanesi olusturulmasi amaciyla kullanilmistir.

2.1.2. Klonlama Konakgisi EPI300™-T1°

Klonlama konakgisi olarak fosmid kiitiiphane olusturma kitinin (Epicentre,
CCFOS110) igerdigi reaktiflerden biri olan EPI300™-T1® kullanilmistir ve
genomik DNA kiitiiphanesi olusturmak icin gereken biiyiik insert DNA’lar
alabilmektedir. Konak¢i TI1 bakteriyofajina direnglidir. Mutant /4 geni
icermektedir ve gen klonlarin kopya sayisinin kontrolii i¢in indiiklenebilir bir
promotorun kontrolti altindadir. Standart LB (Luria-Bertani) ya da SOC
besiyerinde #rf4 geni baskilanir. Besiyerine indiikleyici soliisyon eklendiginde
trfA geninin ekspresyonu indiiklenir ve gen lirlinii ise oril replikasyon orjininden
replikasyonun baglamasini saglamaktadir. Bu sekilde klonlardaki kopya sayisi

artmaktadir.

2.1.3. Cahismada Kullanilan Kontrol DNA

Kullanilan kontrol DNA fosmid kiitiiphane olusturma kitiyle (Epicentre,
pCCFOS110) birlikte temin edilmistir.
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2.1.4. CopyControl pCC2FOS™ Klonlama Vektorii

pCC2FOS™ fosmid kiitiiphane olusturma kitinde Eco72 1 ile kesilerek
linerize edilmis ve defosforilize halde bulunmaktadir. Kiit u¢ klonlama (blunt end)
icin hazir haldedir. Vektoriin 6nemli bir 6zelligi antibiyotik secici marker olarak
kloramfenikole direngli olmasidir. Bu sayede sadece plazmid iceren koloniler
kloramfenikol igeren besiyerinde gelisebilmektedir. E.coli F faktor tabanli tek
kopya replikasyon orjinine sahiptir. Bu replikasyon orjini nedeniyle fosmid
klonlar tek kopya ile insert stabilitesini saglar. Ayrica sahip oldugu oriV
replikasyon orjini sayesinde kopya sayisi hiicrede 50 kopyaya kadar
arttirillabilmektedir. Lambda paketleme i¢in bakteriyofaj lambda cos bolgesi

icermektedir. Bu da faj ile transformasyonu saglamaktadir.

Eco721 382

Hpa | 7671
Peil 7524

Apa | 7014
Hsa | 6852

pa8  CopyControl™  eur BstZ17 | 1886

pCC2FOS™
8181 bp

Sac Il 2525
SnaB | 5673

BstX 15127
EcoN | 3511
Afe | 4608

Sekil 2.1. Vektorii kesen bazi restriksiyon enzimlerinin kesim noktalari, replikasyon orjinleri

(ori bolgeleri), kloramfenikol antibiyotigine karsi direng geni (ChI®) bélgeleri

2.1.5. Calismada Kullanilan Besiyerleri

2.1.5.1. Lipaz Besiyeri 1

Pepton Sg
Yeast ekstrakt 3g
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Tributrin 10 ml
Agar 10g

Yukarida verilen bilesenler tartilmis ve hacim 1000 ml’ye distile su ile

tamamlanarak, 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

2.1.5.2. Lipaz Besiyeri 2

Tributrin % 1
Gumarabic % 0,1
Kloramfenikol 12,5 pg/ml
Arabinoz % 0,001
LB Agar 37¢g

Kloramfenikol disinda yukarida verilen bilesenler tartilmis ve hacim 1000
ml’ye distile su ile tamamlanmistir. 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril
edilmistir. Kloramfenikol antibiyotigi ise 12,5 pg/ml olacak sekilde hazirlanmig
ve 0,4 um por capl filtreden gecirilerek steril ettikten sonra besiyerine eklenmistir

(Couto ve ark., 2010).
2.1.5.3. LB (Luria-Bertani) Broth (Neogen)
Kazein 10¢g
Yeast ekstrakt S5 g

Sodyum kloriir 5 g

Besiyerinden 20 g tartilmis ve 1000 ml distile su ile ¢oziilmiistiir.

121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.
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2.1.5.4. LB (Luria-Bertani) Agar Kloramfenikol Besiyeri (Fluka)

Kazein 10g
Yeast ekstrakt 5 g
Sodyum kloriir 5 g
Agar I5¢

Besiyerinden 37 g tartilmis ve 1000 ml distile su ile ¢ozulmustiir.
121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir. Kloramfenikol antibiyotigi
ise 12,5 pg/ml olacak sekilde hazirlanmis ve 0,4 um por capl filtreden gegirilerek

steril edildikten sonra besiyerine eklenmistir.
2.1.5.5. LB Broth MgSO4-Maltoz Besiyeri (Neogen)
Besiyerinden 1 g tartilmis ve 50 ml distile su ile ¢oziilmistiir. 10 mM

MgSO,4 ve % 0,2 maltoz olacak sekilde besiyerine eklenmistir. 121°C’de 15

dakika otoklavlanarak steril edilmistir.
2.1.5.6. Nutrient Agar (Oxoid)
Pepton S5¢g
Meat ekstrakt 3 g

Agar agar 12 ¢

Besiyerinden 75 g tartilarak 1000 ml distile su ile ¢oziilmiis ve 121°C°de

15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.
2.1.6. Calismada Kullanilan Kimyasallar ve Cozeltiler
e Kloramfenikol 12,5 pg/ml

e Etidyum bromiir 10 mg/ml

e (Gliserol, % 15 ve % 80 oraninda distile su ile seyreltilerek kullanilmistir.
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Trizma Base

Trizma Hidroklorid (TrisHCI)

Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA)

N-Lauroylsarcosine (Sarkozyl)

NaCl

Sodyum dodesil siilfat (SDS)

Fenol-Kloroform-izoamilalkol (25:24:1)

Sodyum Asetat

Isopropanol

Etanol

Tributrin

Agaroz,

MetaPhorAgaroz,

Kloroform

1 X TAE (Tris-Asetik Asit-EDTA): 48,4 gram trizma base ve 7,44 gram
EDTA tartildiktan sonra 11,42 ml asetik asit eklenmis ve toplam hacim
distile su ile 1000 mI’ye tamamlanmustir.

Faj Diltisyon Tamponu: 10 mM TrisHCI (pH 8,3), 100 mM NaCl ve 10
mM MgCl, 10 ml distile su ile ¢oziilmiistiir.

TE Tamponu: 10 mM Tris-HCI (pH 8), 1| mM EDTA (pH 8) 100 ml distile
su ile ¢Oziilmiistiir.

Soliisyon I: % 1 sarcosyl, 0,5 M NaCl, % 1 SDS hesaplanarak 100 ml
distile su ile ¢oziilmiistiir.

Stop Soliisyonu: 20 ul 3 M NaOAc (pH 5,2), 20 pl 100 mM Na,EDTA
(pH 8), 10 ul 20 mg/ml glikojen 50 pl niikleaz icermeyen steril distile suda

coziilerek kullanilmistir.
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2.1.7. Calismada Kullanilan Kitler
CopyControl™ fosmid kiitliphane iiretim kiti (Epicentre, CCFOS5059),

Wizard SV PCR saflastirma kiti (Promega, A9281), plazmid izolasyon Kkiti
(NucleoSpin®P1asmid), CEQ8000 Quick Start kit (BeckmanCoulter, 608120).
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2.2. METOT

2.2.1. Lipaz Aktivitesi Gosteren Aktinomiset Izolatlarimin Secimi

Daha onceki c¢alismalarda ¢esitli toprak orneklerinden izolasyonlari
gerceklestirilen ve -80°C’de muhafaza edilen toplam 250 aktinomiset izolat1 aktif
edilmek amaciyla Nutrient Agar (NA) besiyerine ekilmistir. Petriler 28°C’de 1
hafta inkiibe edilmis ve safliklar1 kontrol edildikten sonra lipaz aktivitesi gosteren
izolatlarin se¢imi amaciyla NA besiyerinde gelistirilmis olan her bir izolattan 6
mm capli agar delici ile agar bloklar cikartilmistir. Tributirin igeren Lipaz 1
besiyerine iki paralel seklinde aktarilan agar bloklar 28°C’de 1 hafta inkiibe
edilmis ve inkiibasyon sonunda tributirinin lipaz enzimi ile pargalanmasi sonucu
tiipteki besiyerinde olusan seffaf derinlik cetvel yardimiyla 6l¢tilmiistiir (Ko ve

ark., 2005).

2.2.2. Genomik DNA izolasyonu

Lipolitik aktivitesi yliksek oldugu belirlenen iki izolatin (46A ve 47A no’lu
izolatlar) genomik DNA izolasyonu Sharma ve ark. (2005)’e goére yapilmistir.
Protokol su sekildedir:

1) NA ortaminda aktinomiset drnekleri inokiile edilmis ve 28°C’de 48 saat
inkiibe edilmistir.

2) Steril santrifijj tiplerine 200 pl TE tamponu ilave edilmistir.

3) Steril kiirdan yardimiyla aktinomisetler santrifiyj tiiplerine aktarilmistir.

4) 400 pl Soliisyon I ilave edilmis ve iyi bir sekilde karistirilmistir. 37°C’ye
ayarlanmis su banyosunda 10 dakika inkiibe edilmis ve her 5 dakikada bir
hafifce ¢alkalanmistir.

5) Esit hacimde fenol:kloroform:izoamilalkol (25:24:1) ilave edilmis ve ters
diiz yaparak yavas yavas karistirilmisgtir.

6) 10.000 g’de 5 dakika 37°C’de santrifiij edilmis, {ist faz yeni bir santrifijj

tiiptine aktarilmistir.
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7) 0,1 hacim 3M sodyum asetat (pH 5,2) ve 0,6 hacim isopropanol (soguk)
ilave edilmistir. 4-6 kez alt tist edilerek yavase¢a karistirilmistir.

8) 10.000 g’de 5 dakika 37 °C’de santrifiij edilmis ve siipernatant atilmistir.

9) 1 ml soguk % 70’lik etanol ilave edilmis ve 10.000 g’de 3 dakika santrifiij
edilerek pellet yikanmistir.

10) Pellet havada kurutulduktan sonra 50 pl steril niikleaz igcermeyen steril
distile suda ¢6zlilmiistiir.

11) Elde edilen genomik DNA 0Orneginin kalitesi % 1’lik agaroz jelde

incelenmistir.
2.2.3. Lipaz Yoniinden Etkin Genlerin Belirlenmesi Amaci ile Klonlanma
2.2.3.1. Genomik DNA’nin Parcalanmasi

Secilen  aktinomiset Orneklerinden elde edilen genomik DNA
CopyControl™Fosmid Library Production Kit’inin belirttigi sekilde parcalara
ayrilmistir. Buna gore DNA’y1 rastgele pargalamak i¢in pipetleme yontemi
kullanilmistir. Sar1 pipet ucu ile 50-100 kez pipetlenerek rastgele parcalara ayrilan

DNA % 1’lik 20 cm standart agaroz jelde 30 V’ta gece boyu yiiriitiilmiistiir.
2.2.3.2. insert DNA’nin 5’ Ucunun Tamiri

Pargalanan DNA’nin 5" ucunun fosforlanmasi (kiit u¢ olusumu) daha
sonraki asama olan ligasyonun basarili olmasi i¢in énemlidir. 5 ucunun tamiri
igin;

e Niikleaz igcermeyen steril distile su 12 pl

e 10X End-Repair Buffer 8 ul
e 2,5mM dNTP Mix 8 ul
e 10mM ATP 8 ul
e Insert DNA 40 pl
e End-Repair Enzyme Mix 4 ul

Toplam reaksiyon hacmi: 80 ul
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Reaksiyon oda sicakliinda 45 dakika inkiibe edilmistir. Ardindan 70°C’de

10 dakika inkiibasyon ile End-Repair Enzyme Mix’in aktivitesi durdurulmustur.

2.2.3.3. 5’ Ucu Tamir Edilen DNA’nin Biiyiikliik Secimi

Insert DNA’nm 5’ ucunun fosforlanmasi isleminden sonra insert DNA
%1°lik low melting point (LMP) agaroz jelde 30V’ta gece boyu ylriitiilmiistiir.
Gerekli rezoliisyonu saglamak i¢in 20 cm’lik agaroz jel hazirlanmistir. Marker
(Lambda DNA/HindlIII, Fermentas) ve fosmid kontrol DNA’nin yiiklendigi siralar
kesilerek etidyum bromiirde boyanmistir ve jelin sadece bu kismi UV’de
goriintiilenmistir. Ciinkii DNA’nin UV’ye maruz kalmasi ligasyon ve klonlama
verimini olduk¢a dusiirmektedir. UV altinda 40-30 kb biiytikliigiindeki kisim

isaretlenmis ve ornekler isaretlenen bolgeden kesilmistir.

2.2.3.4. insert DNA’nin Agaroz Jelden Geri Kazanim

Bu kapsamda asagidaki islem basamaklari uygulanmistir:

1) Kesilen agaroz jel parcalarinin agirliklar: tartilmis ve jel pargalart 70°C’de
10-15 dakika inkiibe edilerek eritilmistir. Bu esnada GELase 50X Buffer
45°C’de bekletilmistir.

2) Son konsantrasyon 1X olacak sekilde GELase 50X Buffer’dan uygun
miktarda alinmistir. Her 100 pl erimis agaroz icin GELase Enzyme
Preparation’dan 1 pl eklenmistir. Elde edilen soliisyon 45°C’de 1 saat
inkiibe edilmistir.

3) Reaksiyon 45°C’ye almarak 10 dakika inkiibe edilmis ve GELase enzimi
inaktif hale getirilmistir.

4) Karisimdan 500 pl alinarak steril santrifiij tiiplerine aktarilmistir.

5) Tipler 5 dakika buzda inkiibe edilmistir. Ardindan 16.000 g’de 20 dakika
santrifiij edilmis ve slipernatantin % 90-95°1 dikkatlice alinarak yeni bir

tiipe aktarilmistir.
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6) DNA’nin presipitasyonu asamasinda ilk olarak, karistmin 0,1 hacminde
3M sodyum asetat (pH 7.0) eklenmis ve yavasca karistirilmistir.

7) Karisimin 2,5 kat1 hacminde etanol eklenmis ve ters-diiz edilerek yavasca
karigtirilmistir.

8) Karisim 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

9) Presipite olan DNA 16.000 g’de 20 dakika santrifiij edilmistir.

10) Pellet halinde olan DNA’dan stipernatant dikkatli bir sekilde
uzaklastirilmistir.

11) Pellet % 70’lik soguk etanol ile yikanmis ve 16.000 g’de 20 dakika
santriflij edilmistir. Bu islem iki kez tekrarlanmistir.

12) ikinci yikamadan sonra tiip ters gevrilerek 5-10 dakika peletin kurumasi
saglanmustir.

13) Pellet halindeki DNA niikleaz i¢cermeyen steril distile su ile resiispanse

edilmistir.

2.2.3.5. Ligasyon Reaksiyonu

Bu reaksiyon kapsaminda;

e 10X Fast-Link ligasyon tamponu 1 ul
e 10 mM ATP 1 ul
e CopyControl pCCIFOS vektorii (0,5 pg/ ul) 1 pl
e Konsantre insert DNA 6 ul
e Fast-Link DNA ligaz 1 pl

Toplam reaksiyon hacmi: 10 pl

Reaksiyon oda sicakliginda 4 saat inkiibe edilmistir. Fast-Link DNA Ligaz
enzimini inaktif etmek i¢in reaksiyon 70°C’de 10 dakika inkiibe edilmistir. Ayni
reaksiyon pozitif kontrol amaciyla insert olarak fosmid kontrol DNA kullanilarak

da yapilmistir.
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2.2.3.6. Klonlarin Paketlenmesi

1) EPI300-T1 kompetent hiicrenin gecelik kiiltiirinden 50 ml LB Broth
MgSO4-maltoz besiyerine ekim yapilmistir. 37°C’de ¢alkalamali etiivde
yaklasik 2 saat inkiibe edilmistir.

2) 10 pl ligasyon reaksiyonu icin bir adet MaxPlax Lambda paketleme
reaksiyonu buzda eritilmis ve 25 pl’si ligasyon reaksiyonuna eklenmistir.
Kalan 25 pl ise -70°C’ye kaldirilmistir.

3) Bu soliisyon pipetleme yapilarak birkag¢ kez karistirilmistir. Hava kabarcigi
olusumundan kaginilmistir.

4) Paketleme reaksiyonu 30°C’de 2 saat inkiibe edilmistir.

5) inkiibasyondan sonra kalan 25 upl’lik MaxPlax Lambda paketleme
reaksiyonu soltisyona eklenmis ve pipetlenerek karigtirilmastir.

6) Paketleme reaksiyonu 30°C’de 2 saat inkiibe edilmistir.

7) Inkiibasyon sonunda reaksiyona son hacim 1 ml olacak sekilde faj
dilisyon tamponu (PDB) eklenmis, yavas¢a karistirilmistir. Karigima 25 pl

kloroform eklenmis ve +4°C’de saklanmistir.
2.2.3.7. Paketlenmis Klonlarmn Diliisyonu

1) 1 ml paketlenmis faj reaksiyonundan diliisyon sivist olarak PDB

kullanilarak bir seri dilusyon yapilmistir.

90 ml PDB + 10 ml paketlenmis faj (10'1)
100 ul 107" diliisyonu + 900 pl PDB (107?)
100 ul 1072 diliisyonu + 900 pl PDB (107)

2) Diltisyonlardan 10 pl, orijinal faj stogundan 10 pl alinarak 100 ul EPI300-
T1 kompetent hiicreye eklenmistir. 37°C’de 1 saat inkiibe edilmistir.

3) Elde edilen karisim 12,5 pg/ml kloramfenikol iceren LB petrilere yayma
plak yontemiyle ekilmistir. 37°C’de bir gece inkiibe edilmistir.
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2.2.4. Klonlarin Otoindiiksiyonu

250 ml’lik erlenlerde 12,5 pg/ml kloramfenikol igeren 50 ml LB Broth
besiyeri hazirlanmistir. Besiyerine CopyControl™ fosmid kiitiiphane iiretim kiti
icinde bulunan otoindiiksiyon soliisyonundan 100 pl eklenmistir. Hazirlanan
besiyerlerine her bir koloniden ekim yapilmistir. 37°C’de 250 rpm c¢alkalamal

etlivde bir gece inkiibe edilmistir.

2.2.5. Klonlarin Kiiltiirel Ortamda Lipolitik Aktivitelerinin Incelenmesi

Inkiibasyon sonunda 12,5 pg/ml kloramfenikol igeren LB petrilerde
gozlenen kolonilerin yine ayn1 besiyerine ekimi yapilmistir. Inkiibasyon sonunda
kiltiirlerden 6 mm c¢apli agar delici ile agar bloklar alinip, steril kosullarda
tiiplerde hazirlanmis Lipaz 2 besiyerine aktarilmistir. 37°C’de bir gece inkiibe
edilmistir. Besiyerinde lipolitik aktiviteye baglh seffaf derinlik olusumuna
bakilmistir.

2.2.6. Plazmid izolasyonu

Konaker hiicrelerin tagidigi klonlanmis plazmidler, plazmid izolasyon kiti

kullanilarak izole edilmistir. Kit protokolii su sekildedir:

1) 12,5 pg/ml kloramfenikol igceren LB besiyerine tek koloniden ekim
yapilmis ve bir gece 37°C’de inkiibe edilmistir.
2) Inkiibasyon sonunda 11.000 g’de 30 saniye santrifiij edilmis ve

stipernatant uzaklastirilmistir.

Hiicre lizizi

3) Pelet tizerine 250 pl Buffer Al ilave edilmis ve tamamen restispanse
olana kadar pipetlenmistir.

4) Karisima 250 pl Buffer A2 eklenmis ve santriftij tiipii 6-8 kez ters-diiz

edilerek karistirilmistir.
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3)

6)

7)

8)

9)

Oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edilmis, lizatin temiz goriinmesi
saglanmistir.
Lizata 300 pl Buffer A3 eklenmis ve 6-8 kez ters-diiz edilerek

karistirilmastir.

Lizatin temizlenmesi

11.000 g’de 5 dakika oda sicakliginda santrifiij edilmis ve siipernatant

berrak olana kadar iglem tekrarlanmaistir.

DNA’nin baglanmasi

Kolon koleksiyon tiipiine yerlestirilmis ve stipernatant kolona
aktarilmistir.
11.000 g’de 1 dakika santrifiij edilmis ve koleksiyon tiipline gecen sivi

atilmistir.

Silika membranin yikanmasi

10) Onceden 50°C’lik su banyosunda isitilan 500 ul Buffer AW kolona

aktarilmis ve 11.000 g’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

11) 600 pl Buffer A4 eklenmis ve 11.000 g’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

Silika membranin kurumasi

12) 11.000 g’de 2 dakika santrifiij edilerek etanoliin uzaklastiriimasi

saglanmistir.

Saf plazmid DNA’sinin elde edilmesi

13) Kolon temiz bir eppendorf tiipe yerlestirilmis ve 30 pl niikleaz

icermeyen steril distile su eklenmistir. Oda sicakliginda 3 dakika inkiibe

edildikten sonra 11.000 g’de 1 dakika santrifiij edilmistir.
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2.2.7. Yiiksek Lipolitik Aktiviteye Sahip Aktinomisetlerin 16S rDNA
Bolgelerine Dayali Molekiiler Identifikasyonu

47 numarali 6rnek 16S rRNA gen bolgesinin dizi analizi i¢in se¢ilmistir. Bu
amagla 6nce 9F ve 1541R primerleri kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu

(PCR) gergeklestirilmistir. Reaksiyon bilesenleri ve miktarlari asagidaki gibidir:

e 10X TaqBuffer (+KCl-MgCI2) 2,5 ul
e 25 mM MgCI2 2,5 ul
e 2.5mM dNTP mix 2,5 ul
e 2.5 mM ileri primer 2.5 ul
e 2.5 mM geri primer 2,5 ul
e Taq polimeraz (5 u/pl) 0,25 pul
e Niikleaz icermeyen steril distile su 11,75 ul
e Kalip DNA 1 ul

Toplam reaksiyon hacmi: 25 ul

PCR kosullar ise su sekildedir:
On denatiirasyon 94°C 3 dk
Denatiirasyon 90°C  30sn

Baglanma 60°C 1dk 30 dongii
Uzama 72°C 2dk
Son uzama 72°C 10dk

Reaksiyon sonucunda elde edilen PCR tirtinii % 1’lik agaroz jelde kontrol

edilmis ve yaklasik 1533 bp {irtin elde edildigi gorilmiistiir.
2.2.7.1. PCR Uriinlerinin Agaroz Jelden Saflastiriimasi

PCR iiriinlerinin jelden saflagtirlmasi i¢in Promega Wizard® SV Gel-PCR
Clean-Up System saflastirma kiti kullanilmistir. Kit protokolii su sekildedir:
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

UV 15181 altinda PCR drilinleri kesilmis ve steril santriftij tiiplerine
alinmustir.

Bos bir santriftij tiipliniin darasi1 alinarak kesilen jel par¢asinin gercek
agirligi bulunmustur.

Her 10 mg jel i¢in kitte bulunan membran baglanma soliisyonundan 10 pl
eklenmistir.

50-65°C su banyosunda jel parcasi tamamen eriyene kadar inkiibe
edilmistir.

Toplama tiiptine mini kolon yerlestirilerek karisim kolona aktarilmis ve 1
dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

16.000 g’de 1 dakika santrifiij edilmis ve toplama tiiptine dolan sivi
atilmistir. Kolon tekrar yerlestirilmistir.

700 pl membran yikama soliisyonu eklenmis ve 16.000 g’de 1 dakika
santrifiij edilmistir. Toplama tiipiine dolan sivi atilmistir. Kolon tekrar
yerlestirilmistir.

500 pl membran yikama soliisyonu eklenmis ve 16.000 g’de 5 dakika
santrifiij edilmistir. Toplama tiiptine dolan sivi atilmistir. Kolon tekrar
yerlestirilmistir.

Etanoliin tamamen uzaklasmas1 i¢in bos toplama tiipii ve kolon 16.000

g’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

10) Mini kolon bos bir santrifiij tiipiine yerlestirilmis ve 30 pl niikleaz

icermeyen su eklenerek 1 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

16.000 g’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

11) Mini kolon atilmis ve DNA % 1°lik agaroz jelde kontrol edildikten sonra

-20°C’de saklanmistir.

2.2.7.2. Dizi Analizi Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PCR ile elde edilmis olan ve jelden saflastirilan 16S rDNA gen bolgesi

Beckman Coulter CEQ8000 Quick Start dizi analizi kiti kullanilarak dizi analizine

alimmistir. Reaksiyon icin kullanilan bilesenler ve miktarlar1 asagidaki gibidir:
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Niikleaz igermeyen distile su 1,35 pl

Primer 0,65 pl
Kalip DNA 2 ul
PCR mix 6 ul

PCR kosullar1 ise su sekildedir:

Denatiirasyon 96°C 20 sn

Baglanma 50°C 20sn 30 dongti
Uzama 60 °C 4dk

2.2.7.3. Dizi Analizi PCR Uriinlerinin Manyetik Boncukla Saflastiriimasi

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)
10)

Her reaksiyon tiiptine 5,5 pl taze hazirlanmis stop soliisyonu eklenmistir.
PCR tliptindeki trtinler steril santriflij tiiplerine alinmig ve her 1 pul
reaksiyon basina 1 pl (stop soliisyonu dahil edilmez) manyetik boncuk
(Beckman Coulter Agencourt Clean SEQ) eklenmistir.

Her tiipe 55 pl % 73’lik isopropanol eklenmis, 10-15 dakika oda
sicakliginda inkiibasyona birakilmistir.

Tiipler magnetlere yerlestirilmis ve 3-5 dakika beklenmistir. Siipernatant
dikkatlice atilmistir.

200 pl % 73 isopropanol magnetteki tiiplere eklenmis ve 3 dakika oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. Stipernatant atilmistir.

200 pl % 73 isopropanol magnetteki tiiplere eklenmis ve 3 dakika oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. Siipernatant atilmistir.

Tiipler magnetten alinmis ve kapaklar1 ac¢ik bir sekilde 15-20 dakika oda
sicakliginda bekletilmistir. Bu siire i¢ginde tiim alkoliin u¢gmasi saglanmastir.
Boncuklar tamamen kuruduktan sonra her ttipe 40 pl Sample Loading
Solution (SLS) eklenmis ve pipetleme yaparak iyice karigmasi saglanmaistir.
Tipler tekrar magnete yerlestirilmis ve 5 dakika beklenmistir.
Stipernatanttan 35 pl ¢ekilmistir. Bu esnada manyetik boncuk almamaya

0zen gosterilmistir.
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11) Cekilen siipernatant Ornek plate’ine aktarilmis ve Orneklerin iizerine
buharlagsmay1 6nlemesi i¢in mineral yag damlatilmistir.
12) Diger plate’e ise ayirma tamponu (Separation Buffer) konmus ve cihaza

yerlestirilmistir.
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3. BULGULAR
3.1. Aktinomiset Izolatlarmin Kiiltiirel Ortamdaki Lipaz Aktiviteleri

Toplam 250 adet aktinomiset izolatindan 149 tanesi NA besiyerinde
gelisme gostermis ve derin difiizyon yontemi ile lipaz aktiviteleri incelenmistir.

Izolatlar belirli derecelerde lipaz aktivitesi gostermistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Elde edilen izolatlarin lipolitik aktiviteleri sonucu olusturduklar1 seffaf derinlik

(cm)
izolat No Derinlik izolat No Derinlik

2 1,1 36 1,05
3 1,45 37 1,35
6 1,05 38 1,4
7 0,85 45 1,65
8 0,75 46 2,15
9 13 47 2.15
10 1,15 51 0,85
12 1 52 0,9
13 1,2 53 1,75
14 1.25 54 0,65
15 1,25 55 0,5
16 1,45 56 0,9
18 0,85 59 1,25
19 0,9 60 1,35
20 1,05 62 1,35
21 0,75 64 1,55
22 1,05 65 1,05
23 0,75 66 1,75
24 1 67 3
25 1,05 68 1,35
26 1,2 69 0,7
35 1,05 70 0,95
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Cizelge 3.1. (Devam) Elde edilen izolatlarin lipolitik aktiviteleri sonucu olusturduklari

seffaf derinlik (cm)

Izolat No Derinlik izolat No Derinlik
71 1,75 124 0,75
72 1,65 125 0,85
73 0,95 126 1
74 1 127 1,55
75 0,65 128 1,7
76 1,65 129 1,35
77 1 130 1,8
78 1,45 131 1,3
79 2 132 1,45
80 1,8 133 1,75
81 1,9 134 1,75
85 1,9 135 1
86 0,7 136 0,65
87 1,5 137 0,65
89 1,65 138 1
91 1,85 139 1,6
92 1,4 141 1,4
93 0,4 142 1,9
94 0,7 146 1,95
95 0,9 147 1,05
97 1,6 148 0,5
98 1 149 0,75
99 0,4 150 1,5
113 1,35 151 1
114 L15 152 0,75
116 1,15 153 1,7
117 1,25 154 0,85
118 1 158 1,85
120 1,15 159 1,3
123 1 160 0,5
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Cizelge 3.1. (Devam) Elde edilen izolatlarin lipolitik aktiviteleri sonucu olusturduklari geffaf

derinlik (cm)

Izolat No Derinlik izolat No Derinlik
161 2,05 187 0,6
162 1,35 190 1,15
163 0,75 192 1,15
165 0,45 195 0,85
167 1,45 196 1,55
168 0,95 204 1,25
169 1,05 205 1,1
170 1,55 209 1,8
171 1,55 211 1,75
172 1,3 212 1,25
173 1,25 213 1,85
174 2 215 1,45
175 1,5 216 0,55
176 1,85 218 1,65
177 1,95 219 0,45
178 1,2 220 0,35
179 1,1 221 0,8
180 1,1 222 2,05
181 0,85 229 0,65
182 1,5 243 1,35
184 0,8 244 1,1
185 1.25 230A 1
186 0,6
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Cizelge 3.1’de goruldigii gibi besiyerinde en fazla seffaf derinlik
olusturan izolatlar 47 ve 46 numarali izolatlar olmustur. Bu nedenle genomik
DNA izolasyonu igin bu izolatlar segilmistir. Izolatlarn Nutrient Agar

besiyerindeki makroskobik goriintiileri Sekil 3.1°de goriilmektedir.

Sekil 3.1. A) 46 ve B) 47 numarali izolatlarin makroskobik goriintiileri

Sekil 3.2. A) 46 ve B) 47 numarali izolatlarin Lipaz 1 besiyerinde olusturduklar seffaf derinlik
3.2. Genomik DNA izolasyonu, Parcalanmasi ve Boyut Secimi
46 ve 47 nolu izolatlardan elde edilen genomik DNA’nin uygun kalitede

oldugu tespit edilmistir (Sekil 3.3). Pipetleme sonucunda kontrol DNA ile ayni
boyutta rastgele DNA parcalarinin olusturuldugu belirlenmistir (Sekil 3.4). Elde
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edilen rastgele DNA parcalarindan 30-40 kb boyutunda olanlar jelden
saflastirilmistir (Sekil 3.5).

23130 bp

Sekil 3.3. Genomik DNA’nin % 1’lik agaroz jelde UV altinda gorlintiisi. M; Lambda
DNA/HindIII (Fermentas)

M F 46 47 M

-4

e —» 23130 bp

Sekil 3.4. Genomik DNA’nin par¢alanmasi (M; Lambda DNA/HindIIl (Fermentas), F; Fosmid
Kontrol DNA
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Sekil 3.5. Orneklerin yiiklendigi kismi kesilen jelin goriintiisii

3.3. DNA’nin Ligasyonu ve Transfeksiyonu

Kiit uglu DNA’nin vektore ligasyonu saglanmis ve ardindan MaxPlax
paketleme reaksiyonu ile fajlarla paketlenmistir. Paketlenen DNA’nin kompetent
hiicre E. coli EPI300-T1’e transformasyonu gerceklestirilmistir. 37°C’de bir
gecelik inkiibasyon sonucunda 12,5 pg/ml kloramfenikol iceren LB petrisinde 16
adet koloni goriilmustir (Sekil 3.6). Bu kolonilerin de vektor igerdigi
distintilmustir. Kolonilerin her biri i¢in tasidiklart vektoriin kopya sayisini
arttirmak amaciyla otoindiikleme gerceklestirilmistir. Yiiksek kopya sayisina

sahip klonlarin lipolitik aktiviteleri incelenmistir.
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Sekil 3.6. 37°C’de bir gecelik inkiibasyon sonucunda 12,5 pg/ml kloramfenikol iceren LB

petrisinde goriilen koloniler

3.4. Klonlarm Kiiltiirel Ortamda Lipolitik Aktivitelerinin Incelenmesi

LB petrisinde belirlenen 16 koloninin her biri Lipaz 2 besiyerine de
ekilmis ve derin diflizyon yontemi ile lipaz iiretme yetenekleri incelenmistir.
Koloniler % 20’lik gliserol ortaminda -85°C’de muhafazaya alinarak genomik
DNA kitiiphanesi  olusturulmustur. Ancak klonlarda lipolitik aktivite

goriilmemistir.

Agar blogu icermeyen negatif
kontrol

Sekil 3.7. Negatif kontrol ve tek bir klondan elde edilen agar blogu igeren besiyerinin inkiibasyon

sonunda goriintiisii
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3.5. Plazmid Kontrolii

Elde edilen klonlarin plazmid icerip icermedigini kontrol etmek amaciyla

plazmid izolasyonu yapilmaistir.

23130 bp Insert igeren vektor

9416 bp
6557 bp

Sekil 3.8. Elde edilen bazi klonlarin plazmid izolasyonu sonuglari. M: Lambda DNA/HindIII

(Fermentas) V: Bos vektor, 5: 5 numarali klon, 15: 15 numarali klon

Sekil 3.8’de goriildiigii gibi izole edilen plazmitin biyiikligl, bos ve
linerize haldeki ve 8 kb vektérden daha fazladir. Klonlarda yaklasik 23 kb baz
ciftlik bir bant ve bundan daha biiyiik bir bant goriilmektedir. 23 kb’den daha
biiyiik bandin ise kompetent hiicreden kaynaklanan genomik DNA olabilecegi

dustiniilmustiir.

3.6. Yiiksek Lipolitik Aktiviteye Sahip Aktinomisetlerin 16S rDNA

Bélgelerinin Dizilenmesine Dayali Molekiiler identifikasyonu
47 numarali izolatin genomik DNA’st 9F ve 1541R primerleri ile

amplifiye edilmesi sonucunda yaklasik 1500 bazlik iiriin elde edilmistir (Sekil
3.8).
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2027 bp

Yaklasik 1533 bp PCR {tirtinti

Sekil 3.9. 9F ve 1541R primerleri kullanilarak elde edilen PCR {iriinii

Bu reaksiyon iriinii ¢cogaltilip saflastirilmis ve elde edilen tiriin dizi analizi
PCR’1 i¢in kalip olarak kullanilarak reaksiyon kurulmustur. Beckman Coulter
CEQ8000 dizi analizi cihazi ile PCR trtintiniin dizi bilgisi elde edilmistir. Elde
edilen dizi bilgisi NCBI (National Center for Biotechnology Information) veri
tabanindaki BLAST programiyla veritabanindaki diger dizilerle benzerlik orani
karsilastirilmistir. Buna gore 47 numarali izolat erisim numarast EU283368.1 olan
‘uncultured actinobacterium clone AS42 16S ribosomal RNA gene’ e % 97

oraninda benzemektedir (Sekil 3.9).

Accession | Description | Maxscore | Totalscore | Querycoverage | Evalue | Maxident
EUR3368.L  Uncultured actinobacterium clong AS42 165 nbosomal RNA ger 428 42 W be-117 97
AYSE303.L  Uncultured actinobacterum clone 36403 165 ribosomal RNA ge 227 W 8% 340 9%
GUISBOTLL  Streptomyces sp. VITTKGR 165 rbosomal RNA gene, partial se 333 e B le-89 %
F351435.1  Streptomyces indiaensis strain IF 5 16S rbosomal RNA gene, p 355 B 8% le-89 s

Sekil 3.10. Elde edilen dizi bilgisine en yakin dort dizi
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4. TARTISMA, SONUC VE ONERILER

Bu calismada Anadolu Universitesi Fen Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Laboratuvari’nda daha onceki calismalarla farkli toprak oOrneklerinden izole
edilmis ve % 15°lik gliserol i¢inde -80°C’de saklanan 250 aktinomiset izolati
kullanilmustir. Izolatlar, NA besiyerine ekilmis ve 28°C’de 7-10 giin inkiibe
edilmistir. Ancak inkiibasyon sonunda 149 adet izolat besiyerinde gelismistir.
Canlandirilan 149 izolatin kiltiirel ortamda lipolitik aktivitelerinin incelenmesi
amactyla, hazirlanan lipaz besiyerinde izolatlarin olusturduklar1 seffaf derinlik
cetvel ile 6l¢tilmiistiir. Bunlardan 53 tanesi (% 36) 1 cm ve daha az, 92 tanesi (%
62) 2 cm ve daha az, 4 tanesi (% 2) ise 2 cm’den daha fazla derinlik
olusturmustur. Daha sonraki ¢alismalarda kullanilmak tizere tribiitirinli
besiyerinde en fazla seffaf derinlik olusturan 46 ve 47 numarali (2,15 cm) iki
izolat se¢ilmistir.

Segilen iki izolatin Oncelikle Sharma ve ark. (2005)’na gore genomik
DNA’lar1 izole edilmistir. Kullanilan bu yontem enzimatik olmayan bir
yontemdir. Yani hiicre duvarlarinin liziz olmasi i¢in gereken proteinaz-K, lizozim
gibi uzun inkiibasyon stireleri olan enzimler kullanilmadigi i¢in enzimlerin
aktivasyonu i¢in gereken uzun inkiibasyon siirelerine gerek duyulmamaktadir. Bu
nedenle de zaman tasarrufu saglamaktadir. Soliisyon I’'in i¢inde bulunan SDS
(sodyum dodesil siilfat) ve sarkozyl deterjanlari hiicre duvarindaki proteinlerin
konformasyonunu bozar ve pargalanmalarin1 saglamaktadir. NaCl DNA’daki
protein ve karbonhidratlar1 uzaklastirmasinin yani sira Na katyonlar1 sayesinde
DNA’nin yogunlugunu arttirma etkisi de mevcuttur.

Izolatlar arasinda en yiiksek lipolitik aktiviteyi gosteren ve genomik
DNA’s1 izole edilen 47 numarali izolatin 16S rRNA gen bdlgesine bagh
molekiiler identifikasyonu yapilmistir. Molekiiler identifikasyonda 16S rRNA gen
bolgesinin kullanilmasinin nedeni iyi bir molekiiler marker olmasidir. Ciinkii
evrim siireci boyunca korunmus bir bolgedir, yatay gen transferi icermemektedir.
Ayrica yaklasik 1500 baz ¢iftlik uzunlugu ile filogenetik iliskileri ortaya ¢ikarmak
i¢in kullanilacak yeterli bilgiyi icermektedir (Madigan ve Martinko, 2010). 9F ve

1541R primerleri kullanilarak yapilan PCR sonucu elde edilen saf iiriintin dizi
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analizi yapilmistir. BLAST analizi sonucunda izolatin, erisim numarasi
EU283368.1 olan ‘uncultured actinobacterium clone AS42’ ye % 97 oraninda
benzerlik gosterdigi goriilmiistiir.

Dizi analizi yapilan 47 numarali izolatin genomik DNA’s1 genomik DNA
kiitiiphanesi yapmak amaciyla pipetleme yontemiyle parcalanmistir. Par¢alama
cesitli restriksiyon endoniikleazlarla da yapilabilmektedir. Bu yontem genellikle
BAC Kkiitiiphanelerinde tercih edilmektedir. (Anonim, 2003). Fakat restriksiyon
enzimleri DNA’y1 belli kesim noktalarindan keseceginden rastgele parg¢alama
olmayacaktir. Restriksiyon enzimlerinin tanima bolgeleri bazi ilgilenilen DNA
dizilerinde olabileceginden kiitliphanede bosluklarin  olusmasina sebep
olabilmektedir.

DNA rastgele pargalandiktan sonra % 1°lik agaroz jelde marker olarak
fosmid kontrol DNA kullanilarak yiirtitiilmustiir. DNA, fosmid kontrol DNA ile
birlikte ayn1 yerde yliriidiigii i¢in bir sonraki asama olan kiit u¢ olusturma
asamasina gecilmistir. DNA’nin 5" ucu fosforlanarak kiit u¢ olusturulmustur. Bu
asamada DNA kiit u¢ klonlama i¢in hazir hale getirilmistir. Ardindan DNA
buyiikliik se¢imi yapilmak tizere % 1°lik LMP (Low Melting Point) agaroz jele
yiikklenmistir.  Yeterli rezoliisyonun saglanabilmesi icin 20 cm’lik jel
hazirlanmistir. Jelden saflastirilan DNA’nin Eco72 1 ile kesilerek linerize edilmis
ve defosforilize halde bulunan pCCI1FOS vektoriine ligasyonu saglanmis ve daha
sonra kompetent hiicre olan E.coli EPI300-T1’e transformasyonu MaxPlax
Lambda fajlarina paketlenmesiyle gergeklestirilmistir. 37°C’de gergeklestirilen bir
gecelik inkiibasyon sonunda 12,5 pg/ml kloramfenikol igeren LB petrilerinde
koloni goriilmemistir. Bunun nedeninin insert DNA’nin konsantrasyonun jelden
saflastirma adiminda diismesi olabilecegi diistintilmiistiir. Kiit u¢lu klonlamada
gereken insert DNA konsantrasyonu yapiskan ug¢lu klonlamaya gore daha fazla
olmalidir (Sambrook ve Russell, 2001). Cinki kiit uglu klonlamada birlesecek
uclarin karsi karsiya gelme ihtimali daha dustiktiir. Bu sansi arttirmak amaciyla
bir sonraki klonlama denemesinde jelden saflagtirma adim1 atlanmistir.

Bu sekilde tekrarlanan klonlamada inkiibasyon sonunda 16 adet koloni
goriilmustiir. Kompetent hiicrenin 12,5 pg/ml kloramfenikol i¢eren LB agarda

gelisebilmesi i¢cin kloramfenikole direng geni tasiyan plazmiti tagimasi
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gerekmektedir. Bu da klonlamanin gergeklestirildigini gostermektedir. Elde edilen
16 klon #7fA geni baskilandig1 i¢in tek kopya igcermektedir. Bu da klonlarin
stabilitesi i¢in onemlidir (Anonim, 2003).

Daha sonra klonlarin kopya sayisini arttirmak amaciyla otoindiiksiyon
yapilmistir. Buradaki amag¢ daha sonraki deneyler icin klonlarda izole edilecek
plazmid DNA miktarin1 arttirmaktir. Ayrica klonlarin tasidig: diistiniilen lipolitik
aktiviteye sahip genlerin kopya sayisi da artmis olacagi i¢in gen aktivitesi daha
fazla olacaktir. Indiiklenen klonlarmn lipolitik aktiviteleri Lipaz 2 besiyerinde
denenmistir. Fakat klonlarin higbiri besiyerinde seffaf derinlik olusturmamuistir.
Kullanilan vektoriin defosforilize edilmis olmasi self-ligasyonu engelleyen bir
durumdur fakat yine de vektoriin self ligasyona ugrayip ugramadigini gérmek
amaciyla klonlardan plazmid izolasyonu yapilmistir. Agaroz jelde bos vektoriin
buiytikliigli olan 8181 baz ciftinden daha biiyiik iki bant goriilmiistir. Bu iki
banttan yaklasik 23 kb biiylikliigiinde olan bandin insert tasidigi, 23 kb’den daha
biiyiik bandin ise kompetent hiicreden kaynaklanan genomik DNA oldugu
distiniilmtstir. Bu sonug¢ klonlamanin gergeklestirildigini fakat klonlarin bu
calismada ilgilenilen lipaz genini tasimadigini gostermektedir. Bu durum su
sekilde de agiklanabilir: Lipaz enzimini kodlayan gen bolgesi baslangi¢ kodonu
(ATG) ile baslayan ve bir dur kodonu ile (TAA-TAG-TGA) sonlanan bir agik
okuma ¢ercevesine sahiptir. Genomik DNA’nin parg¢alanmasi sirasinda buradaki
tek bir bazin ayrilmasi bile okuma ¢ergevesini kaydiracagindan kodlamada hata
olusacaktir. Ayrica bilindigi tizere protein sentezinin gerceklesebilmesi i¢in ATG
kodonu tarafindan kodlanan formilmethionin amino asiti gerekmektedir.
Dolayisiyla baslangic kodonu mevcut olmayan okuma cgergevesi protein sentezi
yapamayacagindan, enzimin aktivitesini de gérmek miimkiin olmayacaktir.

Ayrica teoride, rekombinant klonlarin olusturdugu genomik DNA
kiitiphanesinde hedef genoma ait her DNA dizisinin temsil edilmesi
gerekmektedir. Fakat uygulamada bazt DNA dizilerinin tamamen kayboldugu ve
bazi dizilerin de farkli derecelerde daha fazla temsil edildigi bilinen bir gergektir
(Sambrook ve Russell, 2001).

Bu calismada amaglanan izolatlar arasinda en yiiksek lipolitik aktiviteye

sahip olan izolatin genomik DNA kiitliphanesini olusturmak ve bu kiitiiphanedeki
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lipolitik aktivite gosteren klonlardan tekrar alt klonlama yaparak lipaz geninin
uygun konakegida ekspresyonunu saglamaktir. Ayrica lipaz geninin dizi bilgisini
elde etmek de calismanin amaglarindan biridir. Bu dogrultuda amacglanan ve elde
edilen sonuglar degerlendirildiginde se¢ilen 47 numarali aktinomiset izolatina ait
genomik DNA kiitliphanesi olusturulmustur. Bu kiitiiphanedeki 16 klonun tamami
izolatin genomik DNA’sindan fragmentler tasimaktadir. Aktinomisetlerin
tirettikleri enzimler gibi primer ve antibiyotikler gibi sekonder metabolitlerin
cesitliligi  distiniildiginde bu klonlarin yapilacak daha sonraki molekiiler
caligmalarda kullanilma sansi mevcuttur. Bir¢cok arastirmaci aktinomisetlerin
farklh biyoaktif bilesenlerinin molekiiler klonlama ¢alismalarinda genomik DNA
kiitiiphanelerinden faydalanmistir (Stumpp ve ark., 2005; Dai ve ark., 2011; Ning
ve ark., 2008).

(Caligmada elde edilen klonlar lipolitik aktivite gdstermediginden izolatin
lipaz geninin dizi bilgisi elde edilememistir. Bu amacin gerceklestirilebilmesi i¢in
Onerilebilecek yol; 16S rRNA’ya dayali molekiiler identifikasyonu yapilmisg
izolata en yakin tiirlerin NCBI veritabaninda lipaz genine ait dizi bilgisine
ulasmak ve bu dizileri ClustalW gibi c¢oklu dikey hizalama programlarinda
hizalayarak korunmus boélgelerini ortaya ¢ikarmaktir. Korunmus bolgelerden yari
bozuk primerler tasarlayarak PCR kuruldugunda lipaz enzimini kodlayan dizi
bilgisi elde edilebilir. Ayrica elde edilen bu PCR trtnt uygun bir klonlama
vektoriine aktarilabilir. Burada daha etkili bir yontem oldugu i¢in yapiskan uglu
klonlama gergeklestirilebilir (Sambrook ve Russell, 2001). Indiiklenerek kopya
sayist arttirilan insert DNA daha sonra uygun bir ekspresyon vektoriine
aktarilabilir. Benzer bir calisma Cote ve ark. (2008a) tarafindan yapilmistir.
Calismada Streptomyces coelicolor A3(2) lipaz geni igin primerler tasarlanmis ve
genomik DNA’dan PCR kurulmustur. PCR diriinii  segilen restriksiyon
enzimleriyle kesilerek yapiskan ug¢lu klonlama i¢in hazirlanmistir ve pIAF933
vektoriiyle ligasyon reaksiyonu gergeklestirilmistir. Konak hiicre olarak S.
lividans kullanilmistir. Sonugta iki farkli lipaz enzimi karakterize edilmistir.

Lipaz enziminin klonlanmasi ile ilgili yapilan bir¢ok ¢alisma metagenomik
yaklagimla yapilmistir. Ornegin Couto ve ark. (2010) mangrov sedimentlerinden

metagenomik DNA kiitiiphanesi kurmuslar ve bu kiitliphaneden 283 amino asit
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uzunlugunda ve 32 kDa molekiiler agirlhiginda LipA’ya % 52 benzerlik gosteren
bir lipaz izole etmislerdir. Lipaz enziminin metagenomik yaklagimla
klonlanmasina 6rnek verilebilecek bir baska ¢alisma Zuo ve ark. (2010) tarafindan
atitk yaglarla kontamine olmus toprak Ornegi kullanilarak yapilmistir. Atik
yaglarla kontamine toprak ¢rneginden metagenomik DNA izolasyonu yapilmis ve
elde edilen DNA Sau3Al enzimi ile kesilmistir. Elde edilen biiyik DNA
fragmentleri pMD18 plazmitine klonlanmistir. E.coli’de ekspres edilen lipaz geni
1845 baz ¢iftlik ag¢ik okuma c¢ercevesine sahiptir ve 615 amino asit
uzunlugundadir. Pseudomonas chlororaphis ve Serratia lipazlarina benzerlik
gostermektedir. Benzer bir c¢alisma Cote ve Shareck (2010b) tarafindan
gerceklestirilmistir. 50-70°C sicaklik araliginda olan ve alkali pH’a (7-8,5) sahip
fed-batch biyoreaktorden metagenomik DNA kiitiiphanesi kurulmus ve yedi
lipolitik gen izole edilmistir. Yedi gen arasindan lipIAF1-6 secilmis ve
Streptomyces lividans’a klonlanmistir. Lipazin optimum pH’1 8,5, sicakligr ise
60°C’dir. Veritabanindaki diger lipazlarla gosterdigi homoloji % 31’1
geemediginden yeni bir lipaz sayilabilir ve termostabil 6zelliginden otiirii ise
biyoteknolojik uygulamalarda kullanilma potansiyeline sahiptir. Fed-batch
biyoreaktérden metagenomik DNA kiitiiphanesi kurulan bagka bir c¢alisma
Meilleur ve ark. (2009) tarafindan yapilmistir. izole edilen lipaz 908 bp’lik acik
okuma cergevesi tarafindan kodlanir ve 308 amino asit uzunlugunda ve 32,6 kDa
molekiiler agirligia sahiptir. Veritabanindaki diger lipazlarla gosterdigi homoloji
% 52’yi ge¢medigi icin yeni lipazdir. Optimum pH’1 10,5 olan enzim endiistriyel
kullanim ag¢isindan 6nemlidir.

Metagenomik yaklasim ile yapilan c¢aligmalarda bir ¢evresel Grnekten
belirlenen bir DNA ekstraksiyon yontemi ile DNA ekstrakte edilir. Elde edilen
metagenomik DNA fonksiyonel ya da dizi tabanli arastirmalarda kullanilir. Bu
yaklasimda saf kiltir c¢alismalarindaki  gibi  kiiltiire etme teknikleri
kullanilmamaktadir. Standart kiiltiir teknikleri ile bir c¢evresel Ornekteki
mikrobiyal ¢esitliligin % 1’inden azinin ortaya ¢ikarildig: diistiniildiigiinde kiiltiire
edilemeyen mikroorganizmalar ve onlarin biyoaktif molekiillerinin kesfinde
metagenomik calismalarinin 6nemi ortaya ¢ikmaktadir (Riesenfeld ve ark., 2004).

Ancak metagenomik DNA’nin klonlanmast ile saf kiiltiirden elde edilen genomik
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DNA’nin klonlanmasi karsilastirildiginda metagenomik DNA’nin klonlanmasi
daha karmasiktir. Komiinite iiyelerini esit derecede temsil edilmediginden kiigiik
kapsamli bir kiitiiphane sadece baskin olan tiirlerin genomlariyla olusacaktir.
Bunu engellemek ve daha az temsil edilen tiirlerin de genomlarini klonlayabilmek
icin elde edilecek metagenomik kiitliphanenin biiyiikliigi metagenomun birkag
kat1 olmahdir (Riesenfeld ve ark., 2004). Bu da anlamli bir veriye ulasmak i¢in
bir¢ok klonun ve dizinin incelenmesini gerektirmektedir. Saf kiiltiirden elde edilen
genomik DNA’nm klonlanmasinda ise tek bir organizmanin genomik DNA’si
kullanildigindan o genomu temsil edecek klon sayis1 daha azdir.

Sonug olarak:

1) Cesitli toprak orneklerinden izole edilmis aktinomiset izolatlarinin
kiltiirel ortamda lipaz aktiviteleri derin difiizyon yontemi ile
incelenmistir.

2) En yiiksek lipaz aktivitesini gosteren aktinomiset izolatinin 16S rRNA
gen bolgesine dayali molekiiler identifikasyonu yapilmaistir.

3) Ayni izolatin genomik DNA kiitiiphanesi olusturulmustur.

Elde edilen veri, bilgi ve tecriibeler 1s1¢inda planlanabilecek ileriki

calismalar ise soyle siralanabilir:

1) Calismada elde edilen klonlarin lipaz aktivitesi yoniinden aktif
olmamalar1 gen bolgesinden fragmentler tasimadigini anlamina
gelmemektedir. Bunu gosterebilmek igin veri tabanindaki benzer
aktinomisetlerin lipaz genlerinin dikey hizalanmasi ile korunmus
bolgelerden primerler tasarlanabilir. Bu primerler ile gergeklestirilecek
PCR sonucu elde edilecek iiriiniin dizi analizi yapilabilir ve
veritabanindaki kayitlarla benzerligi arastirilabilir.

2) Calismada elde edilen genomik DNA kiitliphanesinin antibiyotik ve
diger enzimler gibi biyoaktif molekiiller acisindan taranmalidir.
Aktinomisetlerin {rettikleri biyoaktif molekiillerin biyoteknoloji ve
endiistrideki kullanimi diistintildiigtinde genomik DNA kiitliphanesinin
taranmast Onemlidir. Bunun i¢in izlenebilecek yol ise aranan gen
bolgesine uygun primerlerin tasarlanmasi ve elde edilen klonlarin

tagidig1 plazmid ile PCR reaksiyonu gergeklestirmektir. Diger bir
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yontem olarak spesifik prob dizaynt ile hibridizasyon yontemi
dustnilebilir.

3) Elde edilen klonlarin diger enzimleri tiretme yetenegi kiiltiirel ortamda
incelenebilir. Aktivite gosteren klonlardan alt klonlamalar yapilarak
rekombinant enzim liretme ¢alismalar1 yapilabilir.

4) Aktinomisetlerin antibiyotik {iretme yetenekleri g6z Oniine alinarak
klonlarin kiiltiirel ortamda c¢esitli patojenlere karsi direnci, plazmit

icermeyen konakei hiicre kontrol olarak kullanilarak incelenebilir.

5) Biyokimyasal yontemlerle lipolitik aktivite gosteren peptid ya da
proteinin birincil dizilimi belirlenebilir. N-terminal bolge yardimiyla

primer tasarlanabilir.
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