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Yapilan bu calisma ile Sreptococcus bovis bakterisine ait likenaz geni ve
Soirulina platensise ait serin esteraz genlerini tastyan pBR325SLik rekombinant
vektord, Spirulina platensis M2 (diiz form) ve Spirulina platensis N-39 (spiral form)
suslarina  elektroporasyon  teknigi  ile  aktarilmistir.  Rekombinant S
platens/pBR325SLik kloramfenikol (Cm) igeren Spirulina ortaminda Urerken,
plazmid aktarilmamis olan S. platensis beklenildigi Uzere aynmi besi ortaminda
Urememis, buna karsilik Cm icermeyen Spirulina ortaminda Uremistir. pPBR325SLik
vektorinde ve S platenss/pBR325SLik rekombinant organizmalarinda likenaz
geninin varhg: Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile gosterilmistir. pBR325SLik
plazmidini tasiyan E. coli hiicreleri hem LB/Likena/Agar besi yerinde hem de SDS-
Likenan-PAGE’de likenaz aktivitesi gosterirken rekombinant S
platensis/pBR325SLik organizmalar1 LB/Likenan/Agar besi yerinde disik enzim
aktivitesi gostermistir.
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In this study, the recombinant pBR325SLik vector carrying lichenase gene from

Sreptococcus bovis and serin esterase gene from Spirulina platensis was transformed
into Spirulina platensis M2 (lineer form) and Spirulina platensis N-39 (spiral form) by
electroporation technique. Recombinant S. platensis/pBR325SLik observed in the
Soirulina medium with Cm while there was no non-transformant Spirulina in the
same medium but intensive non-transformant growth was observed in the medium
lichenase gene was demonstrated into S
platensis/pBR325SLik recombinant organisms by PCR. Although E. coli cells
carrying pBR325SLik were showed lichenase activity on both LB/Lichenar/Agar
plates and SDS-Lichenan-PAGE, recombinant S. platensis/pBR325SLik organisms

were slightly showed enzyme activity on LB/Lichenan/Agar plate .

Anahtar Kelimeler: Spirulina platensis, Lichenase, PCR, Gene Transfer,

SDS-PAGE
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SIMGELER VE KISALTMALAR
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1. GiRIS Dilek TEK DAL

1. GIRIS

Dunya’da hizli nufus artisinin olmasi, buna paralel olarak besin ihtiyaglarimin
artmasi, atiklarin hizla dogaya salimimi, beraberinde cevre kirliligini getirmes,
iklimsel degisiklikler ve dinyamizin kiresel 1sinma tehdidi ile karsi karsiya kalmasi
gibi guinimuizde karsilasilan ve ciddi su sikintist gibi gelecekte karsilasiima ihtimali
olan problemlere kars:1 bilim adamlar: alternatif ¢ozim arayislar: icerisindedirler. Son
zamanlarda bu ¢0zUm araysslart igerisinde fotosentetik yapilariyla algler dikkat
cekmektedirler.

Alglerin glines enerjisi ile proteinler, karbonhidratlar, lipidler, vitaminler ve
karotenoidler gibi 6nemli materyalleri Gretme potansiyeline sahip olma 6zellikleri ve
yetenekleri bulunmaktadir. Bu 0Ozellik ve yetenekleri algleri gerek tarimsal ve
gerekse endustriyel uygulamalarda onemli hale getirmistir. Bazi alg tdrleri
hidrokarbonlar, gliserol, hidrojen gazi, antibiyotikler, insektisitler ve toksinler gibi
maddeleri Uretme Ozelligine sahiptir. Chlorella gibi bazi algler sahip olduklart agir
metal ve inorganik maddeleri baglama Ozellikleri nedeniyle atik sulart aritmak igin
kullamilmaktadirlar (Y amada, 1994).

Algler fotosentetik pigment kompozisyonlarina gore; mavi-yesil (Cyanophyta),
kirmizi, yesil, kahverengi algler gibi gruplara ayrilmaktadirlar. Glnumizde
rekombinant DNA teknolojisi daha ¢ok mavi-yesil algler icin uygulanmaktadir
(Yamada, 1994).

Mavi-yesil ~ algler,  hicrelerinin  prokaryotik  dogast  nedeniyle
‘siyanobakteriler’ olarak da isimlendirilirler. Siyanobakterilerin  fotosentez
yetenekleri vardir. Fotosentetik yapilarin molekiler organizasyonunu anlamak ve
fotosentetik aktiviteleri gelistirmek icin siyanobakteriler mikemmel bir 6rnektir.
Birgok siyanobakteriyel tir nitrojenaz enzimine sahiptirler ve gelisimleri icin
atmosferik azotu fikse edebilirler (Y amada, 1994).

Siyanobakteriyel hicreler genetik ve molekiler biyoloji manipulasyonlar
icin uygundur. Siyanobakteriler, restriksiyon-modifikasyon enzimleri igin iyi bir
kaynaktir. Mavi-yesil algler’in polisakkarit, polifosfat, poli-B-hidroksibitirat gibi
depo bilesikleri de bulunmaktadir. Mavi-yesil algler igerisinde Spirulina,



1. GiRIS Dilek TEK DAL

Oscillatoria ve Anabaena gibi hizli gelisen siyanobakteriyel cinsler pigmentler, yag
asitleri, karbonhidratlar, proteinler ve diger bircok besin bilesiklerini Gretmeleri
nedeniyle besin ve besleme calismalarinda sikga kullaniimaktadirlar (Y amada,
1994). Bu cinder icerisinde Spirulina platensis (Sekil 1.1) hicre kdltdrd igin
teknolojinin iyi test edilmis olmast ve Uretim fiyatinin daha diisik olmasi nedeniyle
daha cok tercih edilmektedir (Li ve Qi, 1997).

Hucre duvari % 86'st sindirilebilir polisakkaritten olusan Spirulina’ nin.
insanlar tarafindan sindirimi kolaydir ve Spirulina polisakkariti  bagisiklik
guclendirici olarak kullanilabilmektedir. Spirulina’dan ekstrakte edilebilen mavi
pigment fikosiyanin, kozmetik ve besinler igin dogal bir renklendirici olarak
kullanilabilinir. Cin’de 1990 yilindan bu yana Spirulina Uretim isletmeleri agilmakta
olup 80’ dan fazla Uretim yeri bulunmaktadir (Li ve Qi, 1997).

Sekil 1.1. Spirulina platensis in X-Ray mikroskobundaki gorinumu (Spiller ve ark,
2001).

1.1. Spirulina platensis

Soirulina platens, en fazla kiltari yapilan, destek gida, hayvan yemi, tip,
eczacilik ve kozmetik olmak Uzere cesitli sanayi alanlarinda yaygin kullanilan
Cyanophyceae (Mavi-Yesil algler) simfindan ipliksi, spiral sekilli prokaryotik bir
organizmadir (Koru ve Cirik, 2003). Spirulina’ nin bitki sistematigindeki yeri asagida
verilmistir (Yildiz, 2001).
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Sube: Cyanophyta

Sinif: Cyanopyceae

Takim: Nostocales

Aile: Oscillatoriacea

Cins: Spirulina Turpin (1827)

Tar: Spirulina platensis GOM. (1892)

Soirulina ilk kez 1927 yilinda Turpin tarafindan izole edilmistir (Cifferi,
1983; Conk-Dalay, 1997). Oneminin anlasiimasi ise 1962 yilinda Fransiz Petrol
Arastirma Enstittsti (1FP)’ niin mavi-yesil algler grubundan Spirulina’ min ¢ok zengin
bir gida maddesi oldugunu belirtmesi ile olmustur (Fox, 1983). Spirulina’ mn koyu
yesil rengi, karotenoid (turuncu), fikosiyain (mavi) ve klorofil (yesil)
pigmentlerinden kaynaklanmaktadir. Spirulina, tim temel aminoasitleri igeren
dengeli bir protein yapisina sahiptir ve proteini kolaylikla sindirilir ve asimile edilir.
Cunkd Spirulina’ min hiicre duvart mukopolisakkaritlerden meydana gelmistir. Birgok
bitkide bulunan sert ve seltiloz igeren hiicre duvari mevcut olmayip, % 20 oraminda
karbonhidrat bulunmaktadir. Hucre iceriginde en dista misilg] tabakasi vardir.
Bundan sonra hiicre c¢eperi gelir. Bilesimi pektin'dir. Hicre i¢i tamamen plazma
doludur. Bakterilerde oldugu gibi c¢ekirdek zari yoktur. Diger alglerde gorilen
kromotoforlar ya da kloroplastlar da yoktur. Cekirdek  stoplazmanin igine
dagilmistir. Plazmanin gevreye yakin kisminda serbest halde klorofil a bulunur.
Bunun yardim ile organizma fotosentez yapabilir. Klorofil b yoktur (Bourrelly,
1970; Yildiz, G., 2001). Spirulina dogal olarak yiksek alkaniteye sahip sub-tropik
alanlardaki gollerde 6zellikle Meksika' daki Texcoco goli ile Kenya daki Rudolf ve
Nakura gollerinde bulunmaktadir (Henrikson, 1993). Cevre Kkirliligine neden
olmamasi ve Uretiminden hasatina kadar herhangi bir katki maddesinin
kullamlmamasi, bularik durgun sular, akarsular, tatl ve aci sular gibi ¢ok cesitli su
ortamlarinda yasayabilen kozmopolit bir organizma olmas: yetistiriciligini gekici
hale getirmektedir. Spirulina kultdrlerinin optimum sicakligi, 30-35 °C’'dir. Uyum
gogerebildigi minimum sicaklik 18 °C, maksimum sicaklik ise 39 °C olarak
belirlenmistir (Fox, 1996; Richmond, 1992). Spirulina besin igeriginin zengin oldugu
bilinmektedir (Fox, 1996)(Cizelge 1.1).
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Cizelge 1.1. S platensis'in besin madde icerigi (Fox, 1996)

Genel Analiz Sonuglar

Protein ve amino asit % 55-70

Karbonhidrat % 15- 25

Mineraller (kil) % 7-13

Yag (lipid) % 6-8

Nem % 3-7

Vitaminler ve Mineraller

Vitaminler Her 10 g Mineraller Her 10 g

Vitamin A 23000 1V Kalsiyum 10 mg

Vitamin E 101U Demir 10 mg

Vitamin K 0.200 mg Fosfor 80 mg

Biotin 0.5 ug Magnezyum 40 mg

inositol 6.4 mg Cinko 0.3mg

B1 Thiamine 0.35mg Selenyum 2 ug

B2 Riboflavin 0.40 mg Bakir 0.12 mg

B3 Niacin 1.4 mg Mangan 0.5mg

B6 Pyridoxine 80 ug Krom 25 ug

B12 Colobalimin 32 ug Sodyum 90 mg

Pantothenik Asit 10 pg Potasyum 140 mg
Germanyum 6 ug

Dogal Bitkisel Besleyiciler

Pigmentler Renk Her 10 g % Spirulina

Fikosiyanin Mavi 1400 mg % 14.0

Klorofil Yesil 100 mg % 1.00

Karotenoid Turuncu 47 mg % 0.47

mg: Miligram, ug: Mikrogram, |U: Internasyonel Unite
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1.1.1. S platensisin Canhlarda Kullamminin Faydalari

Soirulinamn T lenfosit hicrelerinin fonksiyonlarint arttirdigi ve bu yolla
vicudun savunma mekanizmasim  kuvvetlendirdigi  belirlenmistir.  Ayrica
Soirulina’mn kanser ve AIDS hastaliklarinin  tedavilerinde de etkili oldugu,
antitimor ozellik tasidigi, mide ve deri kanserlerinde hastaligin seyrini yavaslatic
hatta tedavi edici oldugu kanmtlanmistir (Fox, 1993). iceriginde yuksek oranda
bulunan demir sayesinde kansizlik tedavisinde kullamldigi, yiksek tansiyon, kalp ve
seker hastaliklarina iyi geldigi bilinmektedir. Besleyici 6zellige sahip disuk kalorili
bir gida olmasi sebebiyle Spirulina’ nin zayiflama diyetleri icin ideal bir besin oldugu
distunilmektedir. Bazi zehirlenmelere iyi geldigi ve radyasyon dizeyini disuricu
etkisi oldugu da kantlanmistir. Cernobil kazasi sonucu yuksek radyasyon almis
cocuklar Uzerine yapilan bir deneyde Spirulina’min radyasyonu dusurict etkisi
kanitlanmistir (Seshadri, 1992). Diger alglerin hiicre membraninda seltiloz bir geper
bulunmasina karsin Spirulina’ mn mukoprotein icermesi, kolay sindirilebilmesini
saglamaktadir. Bu 6zelliginden dolayr mide ameliyatlarindan sonra ilk besin olarak
verilmesi halinde komplikasyonlarin géralmedigi belirlenmistir (Fedkovic, 1993).

Algler, besin olarak suda bulunan nitrat, fosfat, amonyum gibi tuzlari
kullanrlar.  Bu nedenle bu sulardaki organik kirliligin  giderilmesinde
kullanilmaktadir. Alg, rasyona eklenen bir yan Urin seklinde son yillarda 6nem
kazanmig protein ve renklendirici kaynagidir (Yildiz, 2001). Tavuk yemlerinde
Soirulina alginin en gavenli kullamm oranmnin % 5 oldugu belirtilmis ve bu oranda
yeme eklenen Spirulina’ nin canli agirlik artisi ve yemden yararlanma oramm
artirchgr  belirlenmistir.  Blylkbas hayvan yemlerinde yiksek miktarda alg
kullaniminin ekonomik agidan imkansiz olmasi nedeniyle, alglerin blyikbas hayvan
yemlerinde kullammlarina iliskin calismalar oldukca azdir. Spirulina’ min biiytkbas
hayvan yemlerinde kullamm sonucu sindirilme oranimin % 73 oldugu ve damizlik
bogalarda sperma miktarini, ineklerde fertilite oranim artirdigi belirlenmistir (Becker
ve Ventkateraman, 1981). Spirulina’'nin  sentetik pigment maddeleri  ile
karsilastirildiginda en carpici 6zelliginin dogal bir renklendirici oldugu belirtilmistir.
Sentetik pigmentlerin kanserojen Ozellik gostermesine karsin Spirulina dogal bir
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renklendiricidir. Bu 6zelliginden dolay: tavuk yumurtalarinda ve akuakiltirde balik
yemlerinde dogal renklenmeyi saglamasi nedeniyle kullamildigi bildirilmistir
(Challem, 1981).

1.2.  B-(1,3-1,4)-Glukanaz (Likenaz) Enzimi

B-(1,3-1,4)-Glukanlar, Poaceae (bugdaygiller) familyas: bitkilerinin hicre
duvar: polisakkarit bilesikleri olup Graminae (Poaceae) familyasimin 6zellikle ticari
Oneme sahip arpa, sorgum, celtik, bugday ve cavdar gibi tahillarin endosperm hticre
duvarinda bulunur (Stone ve ark., 1992). Bitkilerin yam sira bakteri, fungus gibi
bircok organizma da 6nemli diizeyde B-(1,3-1,4)-glukanaz enzim kaynagidir. Ancak
bitki ve mikrobiyal kaynakli enzimler birbirinden aminoasit siralar1 ve ¢ boyutlu
yapilart gibi birtakim farkliliklar gosterirler. Bitkisel kokenli B-(1,3-1,4)-glukanazlar
glikosill hidrolaz 17 familyasina ait iken, mikrobiyal kokenli B-(1,3-1,4)-glukanazlar
glikosil hidrolaz 16 familyasina aittir (Henrissat, 1991; Henrissat ve Bairoch, 1993,
1996).

Endo- B-(1,3-1,4)-glukanaz (EC.3.2.1.73), nisastali tohumlarin endosperm
duvarinda bulunan karisik bagli B-(1,3-1,4)-glukanlar1 hidrolize eden enzimdir
(Lloberas ve ark., 1991). Arpa B-glukanimin B-(1,3-1,4)-glukanaz ile hidrolizi
sonucunda bir trisakkarit (3-O- B -cellobiosyl-D-glucopyranose) ve bir tetrasakkarit
(3-O- B -cdllotriosyl-D-glucopyranose) olusmaktadir (Planas, 2000) (Sekil 1.2).

Sellulriue = 1—3} Hellulelrau e A B
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Sekil 1.2. Arpa B-glukaninin B(1,3-1,4)-glukanazlar ile enzimatik depolimerizasyonu
(Planas, 2000)
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Bakteriyel B-(1,3-1,4)-glukanazlar bira sanayinde de dnemli bir yere sahiptir.
Malt yapimi sirasinda endogen (icsel) B-(1,3-1,4)-glukanazlar sicaklikla inaktif
olurlar ve fazla miktardaki ylksek molekiler agirliga sahip p-glukanlar bira
yapiminin son asamasinda jelatinimsi gorunimiin yan sira disik filtrasyon oran ve
ekstrakt veriminin dusmesi gibi 6nemli sorunlara neden olabilmektedirler. Bu
nedenle sicakliga karsi direncli bakteriyel p-(1,3-1,4)-glukanazlar mashing (bira
yapiminda ezilmis arpa ile su karisimi asamasi) sirasinda viskoziteyi azaltmak igin
oldukca sik kullamlmaktadir (Stone ve ark., 1992; Godfrey, 1983). Hayvan
yemlerine, Ozellikle broyler ve domuz yemlerine bakteriyel B-glukanazlar: igeren
enzimatik karisimlarin eklenmesiyle arpaya dayal1 yemlerde sindirilebilirlik artmakta
ve saglikla ilgili problemler (yapiskan diski olusumu) azalmaktadir (Stone ve ark.,
1992; White ve ark., 1983).

Bakteriyel B-(1,3-1,4)-glukanazlar E. coli, Bacillus suslari, S cerevisiae ve
transgenik arpa ve tutin bitkileri gibi gesitli canlilarda eksprese edilmistir (Planas,
2000). Bunlardan Streptococcus bovis B-(1,3-1,4)-glukanaz geni E. coli ve tekrar S,
bovis de klonlanarak eksprese edilmistir (Ekinci, 1997). Baslica enzim aktivitesinin
E. coli"de hicre icinde, gram pozitif bakterilerde ise hiicre disinda gozlendigi
bildirilmistir. Bu gen ayn: zamanda Enterococcus faecalis e de aktarilmistir (EKinci,
1997). Ayrica B-(1,3-1,4)-glukanaz genini tasiyan TL1R plazmidi S salivarius
subsp. thermophilus bakterisine elektroporasyonla aktarilmis ve likenaz geninin bu
bakteride eksprese olmasi saglanmis ve boylece enzimin termostabilitesi arttirilmistir
(Asan ve Ozcan, 2007).

Soirulina rekombinant proteinlerin Uretimi icin uygun bir sus olarak kabul
edilmekle birlikte, S platensis Uzerinde yapilan gen aktarim ¢aligmalar: gok sinirl
duzeyde kalmistir. Su ana kadar S platensis e pHSG399 plazmidi (Toyomizu ve
ark., 2001) ile Tn5 transpozon-transpozos-lipozom kompleksi (Kawata ve ark., 2004)
ve pBR325SL (Serin esteraz ve lizozim genleri takili) plazmidi (Baylan, 2007)
elektroporasyon teknigi kullamlarak aktarilabilmistir. Bunun yamnda dinyanin
degisik laboratuarlarinda benzer calismalar devam etmektedir.
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1.3. Arastirmamin Amac

Soirulina’ mn mikroalgal Biyoteknoloji’ de fizyolojisi Uzerine pek ¢ok calisma
olmasina ragmen cok az sayida genetik calisma yapilmstir. B-(1,3-1,4)-Glukanaz
(likenaz) (EC.3.2.1.73) enzimi gibi endustride yaygin olarak kullanmilan bakteriyel
enzimin daha ekonomik Uretilmesine farkli bir yaklasim olarak genetik mihendisligi
teknikleriyle Spirulina’ya bu enzim geninin aktarimi distnilmaistdr.

Bu calismada, Cukurova Universitesi (C.U.) Ziraat Fakiiltesi Zootekni Bolimii
Hayvansal Biyoteknoloji ve Genetik Mihendisligi Laboratuvar’ inda hazirlanmis olan
pPBR325SL ik (serin esteraz ve likenaz geni takili) entegratif vektoérinin S platensis e
aktarilmasina calisilmistr.  Bu calisma  dogrultusunda asagidaki  amaglar
belirlenmistir;

pBR325 plazmidinin (Sekil 1.3) kloramfenikol antibiyotigine kars: direng
geni tasimasindan dolayi, bu plazmidin S platensise aktarilmas: ile S
platensis kilttrinde en ¢cok gbzlenen problemlerden biri olan bakteriyel
kontaminasyonun 6niine gecilmesi dustntlmastr.

Ticari Onemi olan likenaz enzim geninin aktarilmasiyla geni alan
Spirulina’lar birgok endiistri alaminda kullamm olanag: bulacaktir. Ornegin,
likenaz geni takili vektori aan Spirulina’lar arpaya dayali kanath
rasyonlarinda yemin sindirimini artirabileceginden dolay: 6nem tasimaktadir.
Bu nedenle B-(1,3-1,4)-glukanaz  geninin  Spirulina’'ya  aktarimi
amaclanmustir.

Soirulina platensisin hem diz hemde spiral formlarinda transformasyon
etkinligini artirmaya yonelik olarak, farkli sonikasyon ve elektriksel alan
degerlerinin yaninda, degisik kimyasal uygulamalar denenerek Spirulina’ nin
distk olan elektrotransformasyon etkinliginin arastirilmas: amaclanmustir.
Soirulina’ dan kromozomal DNA ve hicre ici rekombinant proteinlerin daha
verimli izolasyonu igin, hicrelerin daha etkin bir sekilde pargcalanmasi

amaclanmustir.
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Sekil 1.3. pBR325 plazmidi’ nin yapist (Anonim, 2006)

14. Arastirmamn Kapsam

Bu tez' in kapsami,

1. E.coli/pBR325SLik rekombinant bakterisinden pBR325SLik plazmidinin

izole edilmesi,

2. pBR325SLik vektorinde serin esteraz geninin yamsira likenaz geninin
varliginin tespit edilmesi,

3. Spirulina platensise pBR325SLik vektorinin elektrotransformasyonunun

yapilmast,
4. pBR325SLik vektoriunde bulunan likenaz geninin varligint gbstermek igin bu
gene ait primerler kullamlarak PZR (Polimeraz Zincir Resaksiyonu)

hazirlanmasi,

o

Gelistirilen rekombinant S platensis suslarimin likenaz enzimini  Uretip
Uretmediginin arastirilmasi safhalarindan olusmaktadir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Siyanobakterilerin fizyolojisi Uzerine yapilan calismalara ¢cok sayida 6rnek
vermek mumkindir. Son otuz yil boyunca tek hicreli siyanobakteriler ile bir ¢ok
caismalar yapilmistir. Fakat siyanobakterilerin  genetigi  Uzerine yapilan
calisgmalardan ornekler vermek cok daha zordur. Siyanobakterilerden elde edilen
genetik bulgular; yeni genleri tanimlamak, genlerin evrimini, dizenini, yapisini
arastrmak ve ekolojik rolunu anlamak igin iyi bir firsattir (Koksharova ve Wolk,
2002).

2.1. Spirulina platensisile Yapilan Fizyolojik ve M olekiiler Calismalar

Tiboni ve ark. (1984a), Spirulina platensis deki ribulose-1,5 bisfosfat
karboksilaz’ in biiytk ve kictik alt tnitelerine ait genlerini klonlamiglardir. 4.6 kb'lik
DNA pargast Uzerinde birbirine yakin bir sekilde yerlesmis olan bu iki genin
eksprese oldugunu ve farkli bakteride drettirdikleri buyuk alt Gnitenin miktarimn
toplam protein icerisindeki payinin en az % 10 diizeyinde oldugunu bildirmislerdir.

Tiboni ve ark. (1984b), E. coli’ nin tufA geninden elde ettikleri prob’lari
kullanarak S platenss DNA’st Uzerinde homolog gen dizilerini ortaya
cikartmuglardr.

Kawamura ve ark. (1986), Spll, Splll ve Spllll kesme enzimlerini S
platensis ten saflastirmiglardir. Spll'in bakteriyofaj lambda DNA’sim bir yerden, @
X 174 famn replikatif formu (RF) DNA’sint ise iki yerden keserken, pBR322
DNA’sim kesemedigini bildirmiglerdir. Spll enziminin DNA’y1 5-CGTACG-3' ve
3-GCATGC-5' dizilerinden tamyip kestigini bildirmislerdir.

Tomaselli (1987), Spirulina platensis M2 susunun farkli sicakliklardaki besin
degerini incelemis ve 42 °C sicakhiktaki kulttirtin, 35 °C’ deki kuiltire gére protein
oraninin % 22 oraminda distigund, lipid miktarinin % 43 ve karbonhidrat miktarinin
% 30 oranlarinda arttigint kaydetmistir.

Buttarelli ve ark. (1989), S platensisin 4.5 kb’'lik str operon bdlgesini
iceren 5.3 kb'lik DNA bdlgesinin baz dizisini okumuslardir. Str operon bdlgesinin,
yapisal genler olan ribozomal protein S12 (rpslL), ribozomal protein S7 (rpsG), (fus)

10
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translasyon elangasyon faktorii EF-G ve (tuf) translasyon elangasyon faktori EF-Tu
genlerinden olustugunu belirlemiglerdir.

Matsunaga ve ark. (1990), 40 siyanobakteri icerisinden 5 tanesinde 1-3
sayida farkli plazmid izole etmislerdir. Arastinicilar Ozellikle tek htcreli olan
Synechococcus sp. NKBG 042902’ nin en az 3 plazmid (pSY 09, pSY 10 ve pSY 11)
icerdigini bildirmislerdir. Bunun Gzerine arastiricilar pUC18 (E. coli plazmidi) ve
pSY11l'in 1.4 kb'lik Hindlll fragmentini igeren pUSY02 hibrit plazmidini
olusturmuslar ve bu plazmidi hem deniz algi olan Synechococcus sp. NKBG042902-
Y G1116' na hem de tath su algi olan Anacystis nidulans R2'ye aktarmuglardir. Fakat
A. nidulans R2'nin plazmid DNA’sindan olusturduklari pSG111 plazmidini
Synechococcus sp'ye aktarmayr basaramamuglardir. Son  olarak  arastiricilar
elektroporasyon tekniginin tath su algi Anacystis nidulans R2 ve deniz algi
Synechococcus sp Uzerine de basariyla uygulanabilecegini bildirmislerdir.

Sanangelantoni ve ark. (1990), S platenssin genomundan 6.5 kb
uzunlugundaki DNA parcasini prob olarak kullanarak klonlamiglardir. Arastiricilar
yaptiklari dizi analizinde, bu bdlgede S2 ribozomal protein geninin ve uzatma faktori
Ts (EF-Ts)'nin var oldugunu gostermislerdir. Ayni zamanda S. platensisin S2 ve
EF-Ts genlerinin ortaya ¢ikarilan amino asit dizilerinin E. coli kopyasi ile 6nemli bir
benzerlik gosterdigini de belirtmislerdir.

Riccardi ve ark. (1991), S platensse ait asetohidroksi asit sentaz
(acetohydroxy acid synthase) geninin kodlama boélgelerinin, rekombinant lambda
kitiphanesinden klonlanmis 4.2 Kb Clal fragmentini igerdigini gostermislerdir.
Arastiricilar bu fragmentin pAT153 plazmidinin Clal bolgesine takildig: taktirde, E.
coli’ nin uygun bir mutantini tamamlayabilecegini belirtmislerdir.

Bini ve ark. (1992), S platensis'in B-isopropylmalate dehydrogenase (EC
1.1.1. 85) genini (leuB), Nostoc UCD 7801 leuB genini prob olarak kullanarak
AEMBL3 genomik kituphanesinden klonlamiglardir. Tim leuB kodlama bdlgesinin
sirasini, 5' ucu 645 baz ¢ifti ve 3' ucu 956 baz cifti olarak belirlemislerdir.

Milano ve ark. (1992), isolosin, l6sin ve valin amino asitlerinin
biyosentezinde ilk ortak basamag: katalizleyen asetohidroksi asit sentetaz (AHS)

enziminin S, platensis de iki izoenzim formunun bulundugunu belirlemislerdir.
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Richmond (1992), Spirulina sp.’nin bulamk durgun sular, akarsular, tath ve
ac1 sular gibi cok cesitli su ortamlarinda yasayabildigini, fakat yogun olarak Cad
GOl inde bulundugunu, gol suyunun yillik ortalama sicakligimn 27 °C civarinda
oldugunu bildirmistir.

Salvi ve ark. (1994), S. platenssden 23 kDaluk serin esteraz genini
sifreleyen DNA pargasint E. coli’de klonlamislardir. Serin esteraz’'in amino asit
sirasinin, Pseudomonas fluorescens'in estB genini kodlayan karboksil esteraz
(esteraz 1) ile % 32 benzerlik gosterdigini belirlemislerdir.

Yashiro ve ark. (1996), adenilat siklaz genini kodlayan cyaA genini S
platensis den izole etmislerdir. CyaA gen Urlnintin, adenilat siklaz’ a benzer katalitik
bolgeyi, membran baglama bdlgesini, Pseudomanas solanacearum'un vsrA gen
Uriniine benzer algilayici bolgeyi ve peptide benzer isaret bolgelerini icerdigini
bildirmiglerdir.

Kasaharaveark. (1997), S platenss de adenilat siklaz genini kodlayan cyaC
genine ait diziyi belirlemisler ve cyaC'nin C-terminal ucunun distinilen amino asit
dizisinin diger siyanobakterilerde ve dkaryotlarda bulunan adenilat siklazin katalitik
bdlgelerine benzedigini gostermislerdir.

Kawata ve ark. (1998), genomik DNA kutUphanesini yapilandirmak igin
etkili ve basit bir metodun TA klonlama vektorinu kullanarak gostermislerdir. Bu
metod genomik DNA’'nin  sonikatif bolinmesine ve parca (fragment)
modifikasyonunun Tag DNA polimeraz enzimi ile sonlanmasina dayandigin
bildirmislerdir. Bu metodu S. platensis den fiton sentaz (phytoene synthase) geni
olan crtB geninin klonlanmasinda basarili bir sekilde uygulamislardir. Ayrica
arastiricilar, DNA’nin metilasyon veya diger sebeplerden dolay: kesme enzimleri
tarafindan fazla kesilemedigi durumlarda bu metodun kullamlabilecegini
bildirmiglerdir.

Cao ve ark. (1999), S platenssin kanamisin (Km), neomisin (Neo),
genetisin  (G418), amfisilin (Ap), kloramfenikol (Cm), higromisin (Hm)
antibiyotiklerine ve 1 herbisit olan L-phosphinothricin (PPT)’e kars1 hassasiyetini
test etmiglerdir. Arastiricilar S platenssin Hm, Cm ve PPT’ye karsi hassas
oldugunu bundan dolay1 Hm, Cm ve PPT'in gelecekteki S platensis igin
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transformasyon  calismalarinda  secici  markir  olarak  kullamilabilecegini
belirtmiglerdir.

Lyra ve ark. (2000), calistiklart tim siyanobakterilerin bazi DNA kesme
enzimlerini igerdigini ve tammlanan kesme enzimlerinin, bilinen enzimlerin
izosizomeri oldugunu bildirmislerdir. Ayrica tirlerin  blyldk ¢ogunlugunun
tanimlanan kesme enzimleriyle benzerlik gostermedigini fakat Nostoc ve Spirulina
turlerinin benzedigini ortaya koymuslardr.

Toyomizu ve ark. (2001), S. platensis de sabit zaman (2.5 ve 5 ms) ve 2, 4,
6, 8, 10, 12 kV cm™ elektrik alanlarinda elektroporasyonun transformasyon
yeterliligi Uzerine etkilerini incelemislerdir. S. platensis'in transformasyonunun 4 kV
cm* elektrik alan ile 5.0 ms siiresinde en etkili gerceklestigini ve yabanc: genlerin bu
organizmaya girebilecegini bildirmislerdir. Fakat herhangi bir enzim geni tagimayan
plasmid (pHSG399) aktardiklari icin gen ekspresyonu ile ilgili bir calisma
yapamamislardir.

M eesapyodsuk ve ark. (2001), S platensisin C1 hattinin (Arthrospira sp.
PCC 9438) desC geninin siyanobakteriyel A9 desaturaz ile katalizlenen reaksiyonunu
arastirmak ve Okaryotik desaturazlar ile karsilastirmak amaciyla ekmek mayasinin
desaturaz mutantinda klonlamslardir.

Yu ve ark. (2002), Cin'in Pasifik Okyanusu kiyilarindan elde ettikleri
Soirulina maxima  (Arthrospira  maxima)’mn  F3  hattindan  fikosiyanin
(phycocyanin)’ nin o ve B apoprotein alt Unite genlerini klonlamislardir. Arastiricilar
a ve B alt Unitelerine ait genleri kodlayan bolgelerin sirasiyla 489 ve 519 bg’den
olustugunu bildirmislerdir. Ayrica S maxima ve siyanobakterilere ait diger yedi
hattina ait o alt tniteleri arasindaki benzerligin % 63 ile % 99 arasinda degistigini, o
ve B alt tnitelerindeki maksimum benzerligin ise % 27 ile S. maxima’ da bulundugunu
bildirmiglerdir.

Kawata ve ark. (2004), Spirulina platensisi énemli mikro alg tirlerinden
biri oldugu icin gerek yeni pratik uygulamalarin gelismesinde gerekse genetik
degisimler icin ilgi cekici bir tir olarak gormuslerdir. Fakat uygun gen transfer
sisseminin olmayisindan dolay:, ©6zellikle bu organizma icin elde edilebilir
transformasyon metodlar1 ve uygun vektorlerin sinmirli sayida olmasinin buna engel
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oldugunu bildirmiglerdir. Dogal transpozonlardan 6nemli elementlerin ¢ikarilmasiyla
gelistirilen yapay transpozon sistemleri Uzerinde yaygin olarak calisildigim ve son
zamanlarda mutasyona ugramis transpoz ve transpozon sisteminin elektroporasyonu
ile etkili transformasyonun gelistirildigini sdylemislerdir. Arastiricilar S platensis'in
C1 hattimin (Arthrospira tirti PCC9438) transformasyonun etkinligini gelistirmek
icin elektroporasyonla katyon lipozom kompleksi, transpoz ve bir dogal Tn5
transpozon kullanarak transformasyon protokoliinii modifiye etmislerdir. Ug hafta
sonunda kloramfenikollii besi yerinde hiicrelerin Gredigini ve 12 aydan daha fazla
sirede Uremeye devam ettigini gostermislerdir. Geni almis olan kloramfenikol
asetiltransferaz (CAT) genlerini Southern blot (lekeleme) yontemi ile genomik
DNA’da gostermisler ve geni almis olan hicrelerin CAT aktivitesi gosterdigini,
amayanlarin ise gbstermedigini ortaya koymuslardr.

Apiradee ve ark. (2004), Spirulina platensisin C1 hattinda, y -linoleik asit
(GLA) sentezinde gorev alan doymamus asetil-lipidlerini sifreleyen genleri (desA,
desC, desD), E. coli’ de basaril1 bir sekilde ilk kez eksprese etmislerdir.

Jinjie ve ark. (2004), Arthrospira platenss FACHB341, A. platensis
FACHB439, A. maxima OUQDMS ve Spirulina sp. FACHB440' min rubisco (rbcL)
alt Unite genlerini pMD18-T vektortine klonlamislar ve bu hatlardan elde edilen rbcL
proteinlerinin amino asit dizilerini karsilastirmiglardir. Ayrica arastiricilar Spirulina
sp. FACHB440 susunun rbcL geninin GC iceriginin diger suslardan daha yiksek
oldugunu ve amino asit sirasinin Arthrospira’ min diger susundan farkli oldugunu
gostermislerdir.

Li ve ark. (2005), Spirulina platensisin Cr (Il1) aim mekanizmasin
arastirmiglardir. Spirulina platensis'in biinyesine krom aliminda sicaklik, 1sik, hticre
konsantrasyonu gibi parametreler yaminda pH'in en 6nemli faktor oldugunu
bildirmiglerdir.

Lui ve ark. (2005), in vitro PZR metodunu kullanarak Arthrospira platensis
FACHB341'in C-fikosiyanin operonunu, pMD18-T vektorine klonlamislar ve
operonun 427 bg ussB bolgesi, 519 b¢ cpcB geni, 111 bg igsB-A bolgesi, 489 bg
CPCA geni, 184 bg ussH bdlges ve 357 bg cpcH geninden olustugunu gostermislerdir.
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Kurdrid ve ark. (2005), desD geni ile sifrelenen Spirulina-A® desaturazi
Saccharomyces cerevisiae' de eksprese etmislerdir. Arastiricilar 4 adet mutantin A°-
desaturaz aktivitesini kaybettigini, 2 adet mutantin ise iz miktarda aktivite
gosterdigini bildirmislerdir. Ayrica arastiricilar bu calismada, histidin A®-desaturaz
aktivitesinde kritik bir rol oynadiginin gosterildigini de bildirmislerdir.

Zhang ve ark. (2005), Arthrospira’ nin 5 ve Spirulina’ nin 2 susunda bulunan,
nikel-demir hidrogenaz'in genis alt Unitesini sifreleyen hoxH kismi genlerini
klonlamiglardir. Bu genlerin  Arthrospira’da 1349 ve Spirulina’da ise 1343
nikleotidden meydana geldigini ve Arthrospira’da GC igeriginin % 45.7-47.3,
Soirulina’ daise % 50.4-50.9 oldugunu gostermislerdir.

Baylan (2007), Spirulina platensis (Cyanophyta)’e ait serin esteraz genini
primer dizileri kullanarak PZR teknigi ile gogaltmistir. Cogaltilan geni, Escherichia
coli vektort olan pBR325 plazmid DNA’sina takmis ve bdylece S platensis igin
entegratif vektorler gelistirmistir. Bakteriyofa) T4' e ait lizozim genini olusturulan bu
pBR325 entegratif vektorine takarak pBR325SL (serin esteraz ve lizozim genleri
takilt) vektorund gelistirmistir. pPBR325SL"i dnce kompetent E. coli XL1 Blue MRF,
sonra da S platensis hiicrelerine aktarmistir. S, platensis/pBR325SL’in Cm igeren
Spirulina ortaminda dredigini, plazmid aktariimams olan S platensis'in ayni besi
ortaminda Uremedigini belirlemistir. pBR325SL vektorunde lizozim geninin varligin
E. coli hicrelerinden izole edilen vektorlerde PZR ile gosterirken, S
platens/pBR325SL  hiicrelerinin disik oranda eksprese oldugu tahmin edilen

lizozim enziminden dolay1 lizozimin varligint gosterememistir.

2.2. B-(1,3-1,4)-Glukanaz (Likenaz) Enzimi ile flgili Yapilan Bazn Molekiiler ve
Mikrobiyolojik Calhismalar

Louw ve Watson (1993), B. brevis e ait endo-B-(1,3-1,4)-glukanaz enzimini
kodlayan geni E. coli’de klonlamislardir. Enzimin optimum pH’ sint 8-10, optimum
sicakliginin ise 65-70°C oldugunu bildirmiglerdir. Enzimin molekiler agirliginin
SDS-PAGE yontemini kullanarak 29 kDa olarak belirlemiglerdir. Arastiricilar,
enzimi 75°C’'de 1 saat inkibe ettiklerinde aktivitesinin % 75’ini  korudugunu
belirlemiglerdir.

15



2. ONCEKI CALISMALAR Dilek TEKDAL

Ekinci ve ark. (1997), S bovis JB1'in $-(1,3-1,4)-glukamini hidrolize eden
25 kDa luk ekstraselilar bir enzim Urettigini bulmuslardir. 16 glukosid hidrolaz
familyasina ait olan 3-(1,3-1,4)-glukanaz enzimini kodlayan bu geni izole etmisler ve
pTRW10 ya da plL253 plazmid vektorleri araciligiyla tekrar S bovis JBl'e
aktarmuglardir. Arastiricilar rekombinant S bovis'in stipernatantindaki  -glukan
aktivitesinin 4-10 kat arttigint bildirmiglerdir. pTRW10 plazmidine bu genin
yerlestirilmesiyle olusturulan rekombinant pTRWL 1R plazmidini L. lactis IL2661 ve
E. faecalis JH2-SS'e aktarmislar ve geni eksprese etmislerdir. Ancak enzimin
ekstraselllar aktivitesinin S. bovis e gore 8-50 kat daha azaldigin bildirmislerdir.

Asan (2002), rumen bakterilerinden biri olan S. bovis JB1'e ait karisik bagl
B-(1,3-1,4)-glukanaz geninin E. coli-Streptococcus sp. mekik vektori pTRW10' da
klonlanmastyla olusturulan TL1R vektorund, termofilik bir laktik asit bakterisi olan
S thermophilus FI8976 ve L. lactis 1L1403 suslarina elektrotransformasyonla
aktararak bu enzimin sbz konusu bakterilerce dretildigini bildirmistir. SDS-Likenan-
PAGE jellerinin incelenmesi sonucu 26 kDa'luk enzime ait proteinin herhangi bir
proteazla parcalanmadigin: belirtmistir.

Kim ve ark. (2002), B. circulans dan, endo-f-(1,3-1,4)-glukanaz1 kodlayan
geni E. coli’de klonlamglardir. Klonlanan enzim, likenan ve arpa B-glukanin
hidrolize ederken karboksimetil seliloz (CMC), laminarin ve ksilan Uzerinde aktif
olmadigini belirtmislerdir. Endo-B-(1,3-1,4)-glukanaz enzimi amino asit dizisinin,
endo-B-(1,3-1,4)-glukanaz enzimi Ureten Bacillus N-137 ve B. brevis ile sirasiyla %
68 ve 51 oraninda homoloji gosterdigini bildirmislerdir.

Yongging ve ark. (2005), B. subtilis -(1,3-1,4)-glukanaz genini, E.coli
vektori olan pUC19 vektorine takarak E. coli IM101’ e aktarmigladir. Rekombinant
enzim, arpa glukanim ve likenamni hidrolize ettigini bildirmislerdir. Toplam enzim
aktivitesinin biyuk bir kisminin (>% 50) selilar oldugunu, ekstraseltlar kisimda %
25 B-1,3-1,4-glukanaz aktivitesi oldugunu tespit etmislerdir. Enzim analizleri
sonucunda E. coli ve B. subtilisden saflastirilan enzimlerin benzer oldugunu
bildirmislerdir.

Asan ve Ozcan (2007), kanathlar icin rekombinant probiyotik gelistirmek ve
likenaz enziminin termostabilitesini artirmak amaglart igin p-(1,3-1,4)-glukanaz
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genini tastyan TLA1R plazmidini S salivarius subsp. thermophilus bakterisine
elektroporasyonla aktarmis ve likenaz genini bu bakteride eksprese etmislerdir. Bu
bakterice eksprese edilen B-(1,3-1,4)-glukanaz enziminin sicakliga kars1 direncinin
arttigi ve 70°C’de 15 dakika aktivitesini sirdurebildigini belirlemislerdir. Fakat L.
lactis ve E. coli hucrelerinin rettigi likenaz enzimi aym sicaklik derecesinde
kolaylikla aktivitesini kaybettigini de belirtmislerdir. Bu U¢ rekombinant bakteri
tarafindan Uretilen enzim denatlirasyona kars: direncli olup 37-100°C'de 15 dakika
sonrasinda ¢ozundr olarak kalabildigini boylelikle likenaz enzimi Ureten rekombinant
S salivarius subsp. thermophilus bakterisi kanatlimn bagirsaginda kolonize olmasa
bile arpaya dayali rasyonlara eklendiginde canliligini  koruyabilecegini
bildirmiglerdir. Bu bakterinin orta derecede termofil olmasinin ve likenaz enziminin
termostabilitesi nedenleriyle peletleme sonrasi (70-90°C) enzimin renatire
olabilecegini ve kanatlimin sindirim sistemindeki -glukanlari hidrolize edebilecegini

de bildirmiglerdir.
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3.MATERYAL VE METOD
3.1. Materyal
3.1.1. Spirulina platensis, Bakteri, Plazmid ve Buyume Ortamlari

Bu calismada kullanilan spiral form Spirulina platensis (N-39) kalturt (Sekil
3.1 (A)) Japonyadan (Cevre calismalart Milli Enstitist, Mikrobiyal Kdaltar
Koleksiyonu), diz form Spirulina platensis (M2) kdltara (Sekil 3.1 (B)) ve S
platensis kilttrlerinin Gretilmesinde kullanilan besi yeri (Spirulina ortami, Ek 1.1)
Cukurova Universitesi (C.U.) Su Urinleri Fakiiltess Algal Biyoteknoloji
Laboratuvar’ indan, E.coli/pBR325SLik rekombinant bakterisi (Sekil 3.2) ise C.U.
Ziraat Fakultesi Zootekni Bolumi Hayvansal Biyoteknoloji ve Genetik MUhendisligi
Laboratuvar’ indan temin edilmistir. S. platensis kultirt 250 ml’lik erlenlerde 60 ml
besi yeri icerisinde Uretime alinarak, 30°C sabitlenmis oda sicakliginda ve 80 pmol
m? st sk siddetindeki siirekli aydinlatmanin saglandig: laboratuvar kosullarinda
yaklasik 20 giin sireyle gelisimi saglanmustir (Sekil 3.3).

(B)

Sekil 3.1. (A) Spiral form Splatensis hiicresinin (N-39 hatti) mikroskop altindaki
gorinimu (x40)
(B) DUz form Splatensis hiicresinin (M2 hatti) mikroskop altindaki
gorinimu (x40)
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Likenaz geni

pER325
5.996 kb

serin esteraz geni

Sekil 3.2. pPBR325SL ik vektorunin sematik modeli

Sekil 3.3. S platensis kilttrtinin laboratuvarda tretim goruntisi

E. coli bakterilerinin Uretilmesinde LB (Leuria Bertani) sivi besi yeri (Ek 1.2
(@), kat1 besi yeri olarak ise LB-Agar (Ek 1.2 (b)) besi yeri kullamlmustir. Likenaz
aktivites testleri icin LB-Agar besi yerine % 0.1 w/v likenan ilave edilmistir. Yine
antibiyotik ilavesi gereken durumlarda hem LB hemde LB-Agar besi yerlerine 0.5
pg/ml - kloramfenikol (Cm) antibiyotigi ilave edilmistir. Elektrotransformasyon
sonrast S. platensis icin 0.5 pg/ml kloramfenikol iceren sivi besi yeri (EK 1.1)

kullanlmastir.
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3.1.2. Kimyasallar

Calismada kullanmilan kimyasal malzemeler DNA polimeraz (Taq polimeraz),
antibiyotikler ve diger kimyasal malzemeler, Fermentas, Sigma, Promega,
Boehringer Mannheim, Merck’den temin edilmistir. PZR c¢alismalart igin gerekli
olan primer dizileri ise Altay Kimya (Cemal Gursel Cad., 10 sk., Boruban Apt.,
no:42/1, Adana) ve Kutay (Yeni Bargj Mah., 49 sk., n0:10, Adana) araciligiylatemin
edilmistir.

3.1.3. Aletler

Bu calismada kullamlan PZR cihazi (thermal cycler, Techne, Progene,
Eppendorf), santriftj (Hettich, D-78532), DNA ve protein jel elektroforez aletleri ile
guc kaynagi (ATTO Corporéation), otoklav (Hirayama ve Nuve), su banyosu ve
inktbator (Nuve), elektroporator (Invitrogen), spektrofotometre (Pharmacia), hassas
terazi (Ohaus), UV lamba (Vilber Lourmat), vortex ve manyetik karistirici (CAT),
steril kabin (Bilser), calkalayici (Ika), pH metre (Nel) ve jel gorintileme cihazi
(EpiChemi®, Darkroom), sonikatér (Bandelin, GM 2070-U) calismanin yapildigi
C.U. Ziraat Fakiiltesi Zootekni Bolumii Hayvansal Biyoteknoloji ve Genetik
Muhendisligi Laboratuvari’ nda bulunmaktadir.

3.2.METOD

321 E.coli XL1 Blue MRF/pBR325SLik Bakterisinden Plazmid DNA
Izolasyonu
E.coli/pBR325SLik bakterisinden plazmid DNA (Sekil 3.2) izolasyonu

Birnboim ve Doly (1979)’ e gbre asagida verilen protokol takip edilerek yapilmistir.

1. Uygun antibiyotik iceren LB sivi besi yerine (Ek 1.2. (a)) steril sartlarda ekilen E.
coli bakterileri 37 °C’de calkalama yontemiyle 1 gece Uremeye birakilmiglardir
(Sekil 3.4).

2. Gelismis olan bakteriler 10 ml’'lik santriflij tlUplerine alinarak buz Uzerinde
sogutulmuglardr.

3. Bakteriler 4950 dev/dk’da 10 dk sireyle santriflj yapilarak c¢okturdlmuistar.

20



3. MATERYAL ve METOD Dilek TEKDAL

Slpernatant kisim atilarak bakteri kimeleri 2.5 ml soguk TNE soltisyonu (Ek 2.1)
ile ¢ozllmus ve tekrar bir onceki acdimda verildigi sekilde santriftj yapil mistr.

4. Supernatant kisim uzaklastirilarak bakteri kiimesi 10 mg/ml lizozim iceren 100 pl
lizozim soliisyonu (Ek 2.2) ile ¢ozulerek oda sicakliginda 5 dk inkiibe edilmistir.

5. Kltdr Uzerine 200 ul taze hazirlanms SDS eriyigi (Ek 2.3) ilave edilerek iyice
karistirilmis ve 5 dk daha bekletilmistir.

6. Kilttrtn Uzerine son olarak 150 pl 3 M Narasetat solusyonu (pH: 4.8) (Ek 2.4)
ilave edilerek homojenize edilmis ve buz Gizerinde inkiibasyona 15 dk daha devam
edilmistir.

7. Kultdrler buz Uzerinde sogutulmus 1.5 ml’lik mikrosantrifjj tUplerine alinarak
16.500 dev/dk’da 5 dk santrift)j yapilmistir. Santrifligasyondan sonra siipernatant
kistm temiz mikrosantrifj tiplerine alinmustur.

8. Supernatantin Uzerine son konsantrasyonu 100 pg/ml olacak sekilde RNaz eriyigi
(Ek 2.5) ilave edilerek iyice karistirilmis ve 37°C’ de 1 saat bekletilmistir.

9. Supernatantin Gzerine 1 hacim fenol:kloroform:izoamil alkol (Ek 2.6) karisimi
ilave edilerek stispansiyon haline gelene kadar alt-Ust edilmistir. Karisim 16.500
dev/idk’'da 5 dk sireyle santriflj yapilmis ve Ust faz tekrar temiz bir tlpe
alinmugtr.

10. Uzerine bu sefer 1 hacim kloroform: izoamil alkaol (Ek 2.7) ilave edilerek
stispansiyon haline gelene kadar tekrar alt-lst edilmistir.

11. Karisim 16.500 dev/dk’da 5 dk sireyle santrifiij yapildiktan sonra Ust faz tekrar
temiz bir tipe alinmistir. Uzerine 2 hacim % 99 soguk ethanol ilave edilmis ve
iyice karistirildiktan sonra -20 °C’de en az 2 saat tutulmustur.

12. Sire sonunda 6rnekler 16.500 dev/dk’da 15 dk slireyle santriflij edilerek plazmid
DNA'’ nin tupun dibinde kiime olusturmasi saglanmustir.

13. Sivi kisim dokilerek DNA kimesi % 70'lik ethanolle yikanmustr.

Son olarak DNA kumesi kurutularak tzerine 30 pl TE (Ek 2.8) soliisyonu
ilave edilmis ve DNA’nin ¢ozinmesi icin +4 °C’ de bekletilmistir.
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Sekil 3.4. Bakterilerin LB sivi besi yerlerinde Uretilmeleri
3.2.2. pBR325SL ik Entegratif Vektorinde Serin esteraz Geninin Belirlenmes

pBR325SLik entegratif vektori Serin esteraz gen varligi, polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) metodu ile tespit edilmistir.

PZR; bu metod farkli 1s1 derecelerinde uygulanan ve birbirini takip eden 3
islemin belirli sayilarda tekrarlanmasi ile hedef nikleik asit, primerler, Tag DNA
polimeraz, deoksiniikleotid trifosfatlar (ANTPs), Mg™* tampon ve su konulduktan
sonra ¢ift sarmalli DNA’ nin birbirinden ayrilmasi (denattirasyon), primerlerin hedef
DNA'ya baglanmasi (annealing) ve hedef DNA ile hibridizasyon yapan primerlerin
3 ucuna Tag DNA polimeraz enzimi yardimiyla niikleotitler eklenerek primerlerin
uzamasi (extension) islemlerinin tekrarlanmas ile gerceklesir (Durmaz, 1995).

S platensis kromozomunda bulunan serin esteraz geninin tamamina ait
nikleotid siras internet taramalari ile bulunmus ve Cizelge 3.1’ de verilmistir. PZR'u
icin gerekli olan primerler Baylan (2007)’ nin ¢alismasinda kullanilan primerler olup
bu primerler Baylan’dan temin edilmistir. Serin esteraz amplifikasyonu icin gerekli
primer dizaymnda, ileri ve geri primerleri olusturulurken uc kisimlara Pstl (5-
CTGCA/G-3") kesme enziminin (yapiskan ug) baz dizilerini yerlestirmislerdir.
Baylan (2007), bu sayede ileride serin esteraz geni kullamlarak baska entegratif
vektorler gelistirilmek istendiginde, serin esteraz geninin pBR325 vektorinden Pstl

kesme enzimi ile kesilerek cikarilmas: ve diger vektorlere ligasyonunun yapilarak
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yeni entegratif vektorlerin gelistiriimesini kolaylastiracagint belirtmistir. Olusturulan
ileri ve geri primerler asagidaki dizilerden olusmaktadir.

Primer-F (primer A): 5 -CTG CAG CTG GAA ATA TCT GGC TAT ATC -3

Pstl tamma dizileri Cogaltilacak DNA bolgesi ile

hibridlenecek primer sinir dizileri

N >

Primer R (primer B): 5" - CTG CAG TAA AGG GTT AAT GGT TGT TAG G- 3
Tm=80°C

Primerlerin kromozoma yapismasi esnasinda, Pstl enzimine ait tammadizileri
sarkik kalacagindan dolayi, bu primerlere ait yapisma sicakligi hesaplanirken Pstl
dizileri gbz ardi edilmistir. Bu durumda, belirlenen primere ait yapisma sicakligi
56°C alinmustir. Cunkd primer yapisma sicakligi hesaplanan Tm degerinden 2-5 °C
asagist alinmaktadir.

Hazirlanan PZR reaksiyonu bilesenleri Cizelge 3.2.”de ve PZR cihazi
(thermal cycler) na (Sekil 3.5) verilen program ise Cizelge 3.3."de verildigi gibidir.
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Cizelge 3.1. Serin esteraz geninin baz dizilimi ve kodladigi proteinin amino asit

dizini

LOoCUs S70419 827 bp DNA l'i near BCT 23- SEP-1994
DEFI NI TION serine esterase [Spirulina platensis, Cl, Genomic, 827 nt].
ACCESSION  S70419
VERSI ON S70419.1 d:546788
KEYWORDS .
SOURCE Arthrospira platensis

CRGANI SM Arthrospira platensis

Bacteria; Cyanobacteria; Oscillatoriales
REFERENCE 1 (bases 1 to 827)
AUTHCRS Salvi,S., Trinei,M, Lanfaloni,L. and Pon,C. L.
TI TLE G oning and characterizati on of the gene encodi ng an
esterase from
Spirulina platensis

Art hr ospira.

JOURNAL  Mol. Gen. Genet. 243 (1), 124-126 (1994)
PUBMED 8190066
RENMARK GenBank staff at the National Library of Mdicine created
this entry [ NCBI gibbsq 148703] fromthe original journal article.
FEATURES Location/ Qualifiers
source 1..827
[ organi sme" Art hrospira pl atensi s"
/ mol _type="genom ¢ DNA
/ db_xref ="t axon: 118562"
gene 160.. 783
/ gene="seri ne esterase"
CDSs 160. . 783

/ gene="seri ne esterase"
/ codon_start=1

/ protein_i d="AAB30793. 1"
/db_xref="G :546789"

/transl ati on=" MBLHSYTVKSENPENPEGLI | FLHGAGANCEDL TFLAPM_RLPN
YWFEFPEAPFPHPQVPGGRAWYALETQEYEG EESREKLI DALNAI AQT TG PPQRTI
L GGFSQGGAMIFDVGRTMGEFAGLT VL SGYLHFKPEPQQTPLPPI LMAHGKQDWVPLG
AAHQARDSFQKL GATVEYHEYNMGHEI CPDI LGLI QSFVI KTLPNNH"

ORIGN

5

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

aaat t gt caa

t at clagat at
t aggat agcg
gt caaat cag
gcgaattgtg
gagttcccag
tt agaaact c
aacgcgat cg
caggggggag
ct cagt ggct
at ggct cacg
agtttccaga
tgtcccgata

t ggat gt aga
tatttaagtg
at aagcaaac
aaaacccgga
aggat ct gac
aagct ccct t
aggaat at ga
cccaaact ac
ccatgacttt
acttacactt
gt aaacaaga
aat t aggggc

ttttggggtt

ct at at agct
at aaat at cc
caacaggt ca
aaat cccgaa
ctttttggct
tcct caccca
gggaat t gag
t ggaat acca
t gat gt cgga
t aaaccagaa
tatggtcgtc
aacggt ggaa
aat acaaagt

cgcccggct a
ccatggcttg
gaatt aaat a
ggtttaatca
cccatgttga
caagt t ccgg
gaaagccggg
ccacagcgca
cggacaat gg
ccccaacaga
cccct cggag
t at cat gagt
tttgtgatca

t gclct ggaaa

tatctggct a

agtgtttttt
tgtcgttaca
tattcctgca
gattaccgaa
ggggt cgegce
aaaaact aat
cgattttagg
gtttcgctgg
cccecct ace
cggct cacca
acaacat ggg

at aagt catg
ct cat ataca
tggt t ggggt
ttattggttt
tt ggt acgcc
tgattggtta
cggtttttce
tctgattgta
gccgatttta
ggcgcgggac
tcacgagatt

aaaccct gcc taacaaccat

781 ftaaccctttal at at aaaaga gagcatgatt taatctcaaa ttaggtt

Not: Kutu igerisinde verilen diziler primer yapisma bolgeleridir.
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Cizelge 3.2. pPBR325SLik DNA’si kullanmilarak serin esteraz genini elde etmek icin
hazirlanan PZR reaksiyonu bilesenleri

Cinsi Stok Alinan Son
Konsantrasyonu Miktar Konsantrasyon

pBR325SLik plazmid DNA'sI 200 ng/pl 1l 200 ng
Primer A 20 pmol/ul 1l 20 pmol
Primer B 20 pmol/ul 1u 20 pmol
dNTP karisimi 200 uM (her biri) 1u 200 pM (her biri)
Reaksiyon tamponu 10 X 5ul 1X
Taq DNA polimeraz - 1l -
Saf su (dH,0) - 40 ul -
TOPLAM - 50 ul -

Cizelge 3.3. Serin esteraz geni elde etmek icin PZR cihazina yuklenen program

Program Gruplari Sicakliklar Siure Doéngl
Sayisi
1 95 °C 2 dk 1
94 °C 1dk
2 56 °C 2 dk 30
72 °C 1.5dk
3 72 °C 10 dk
4°C Maksimum 24 saat

Sekil 3.5. Serin esteraz geninin ¢cogaltilmasinda kullanilan PZR cihazi
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3.2.3. E.coli/pBR325SLik Rekombinant Bakterisnde Likenaz Aktivitesnin

Belirlenmes

Likenaz aktivitesi bakimindan test edilecek bakteri 6nce LB sivi besiyerinde
37°C’de hir gece Uretilmistir. Ertes gin tUreyen bakterilerden steril 6ze yardimu ile
LB/Likenarn/Agar (0.5 pg/ml Cm) kat1 besiyerine gizme yontemi ile ekim yapilmis
ve bir gece daha 37°C’de inklibasyona birakilarak koloni olusturmas: saglanmustir.
Bakteri kolonileri gelistikten sonra fenotipik tayinleri yapilmistir. Bunun igin bakteri
plaging, yuzeyi kaplayacak miktarda % 0.2 w/v kongo kirmizisi (Congo-red) boyast
(Ek 2.9) dokulmus, 15 dakika bekledikten sonra fazla boya uzaklastirilarak plagin
Uzerine bu sefer 1M NaCl soliisyonu ilave edilmis ve 15 dakika daha beklenerek kati
besiyerindeki fazla boyanin uzaklasmas: saglanmistir. Kongo kirmizist likenanl
ortami kirmiziya boyayacagindan, kirmiziya boyanan zeminde etrafinda sarimtirak
zon olusan koloniler likenaz pozitif bakterilerdir (Teather ve Wood, 1982).

3.24. pBR325SLik Entegratif Vektdrinin Spirulina platensis Hucrelerine
Elektrotransformasyonu
pBR325SL ik vektorinin Spirulina platensis hiicrelerine
elektrotransformasyonu Toyomizu ve ark. (2001) ve Baylan (2007)' na gbre asagida
verilen protokol takip edilerek yapilmistir.

1. S platensis 30°C’de 80 umol m? s* isik siddetindeki siirekli aydinlatmanin
saglandigi laboratuvar kosullarinda, gelisme yogunlugu giin OD7sonm de 0.5-1.0
olana kadar Uretilmistir.

2. Gelismis olan S. platensisden 10'ar ml alinarak steril santrifdjj tiplerine konmus
ve 4950 dev/dk’da 10 dk stireyle santrifij edilerek pelet haline getirilmistir.

3. Peletler 5’er ml S platensis besi ortaminda (Spirulina ortami) pipetlenerek
yikanmis ve 90 saniye streyle sonikasyon yapilmistir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. Spirulina’dan DNA izolasyonu amaciyla hiicre duvarim parcalamak icin

4.

kullanilan sonikator cihazi

Tekrar 4950 dev/dk 10 dk sireyle santrif(j yapilmis ve pelet 1mM EDTA (Ek
2.11) iceren besi ortaminda tekrar ¢ozulmuUstar.

5. Ornekler 30 °C’ de ve hafif 1s1kta 1 gece bekletilmistir.

6.

Bir gun sonra 10'ar ml’lik santrifdyj tiplerinde 4950 dev/dk’da 10 dk santrif(j
edilmislerdir. Peletler 5’ er ml HEPES (Ek 2.12) ilave edilerek yikanmustir.

7. Altinct adim 3 kere daha tekrarlanmistir (toplam 4 yikama).

8.

Sonunda pelet 4 ml HEPES (Ek 2.12) (OD7sonm’ de 3-4 olacak sekilde) ilave
edilerek iyice karstirilmustir.

Bu karisimdan 4’ er adet olmak Uzere 800’ er ul alinarak mikrosantrifiij tuplerine
ainir. 5er ug pBR325SLik plazmidi ilave edilerek daha 6nce buz Uzerinde
sogutulmus olan 0.4 cm’'lik elektroporasyon klvetlerine ayri ayri aktarilmustir.
Diger 2 6rnek ise DNA ilave edilmeksizin (kontrol grubu) daha 6nce buz tizerinde
sogutulmus olan 0.4 cm’ lik elektroporasyon kivetlerine ayr1 ayri aktarilmis, bitin
kivetler buz tizerinde 2-3 dk siireyle bekletilmistir.

10. Kiuvetler elektoporasyon cihazina yerlestirildikten sonra 50/1800 uF/V

kapasitans, 150 Q yiikleme rezistansi, 4.5 kv cm?, 5.0 kv cm?, 5.5 kv cm™ ve 6.0
kv cm™ elektriksel alan secenekleri ile 25 mA degerleri kullanilarak elektrik akimi
verilmistir. Elektrik soku uygulanan kivetler tekrar buz Uzerine alinarak 1 saat
sureyle bekletilmistir.

27



3. MATERYAL ve METOD Dilek TEKDAL

11. Sire sonunda S platensis 0.5 ug/ml kloramfenikol iceren sivi besi yerine
ekilmistir. Kontrol grubuna ait bakteriler ise yine antibiyotik icermeyen ve 0.5
ug/ml Cm iceren sivi besi yerlerine ekilerek 30°C'de 20 gin sireyle
bekletilmistir.

Elektroporasyon, farkl: elektriksel alan ve sonikasyon degerlerinde asagidaki
verilen gizelge 3.4." e gore yapilmistir. Bu degerler Baylan (2007) ve Kawata ve ark.

(2004)’ tin calismalarinin sonucunda elde edilen bulgular dikkate alinarak secilmistir.

Cizelge 3.4. S platensis e pBR325SLik rekombinant plazmidinin elektroporasyon
teknigi ile aktarilmasinda kullanmlan sonikasyon hizlar: ve elektriksel
alan degerleri

Sonikasyon
Hizlari

(0) O kHz (1) 1.5 kHz 2) 3.0 kHz

Elektriksel

Alan Degerleri

(1) 45kvcm™

(2)5.0kv cm™

(3)5.5kvcm™

2] 2 21 <2
2] 2 21 <2
2] 21 21 <2
2] 21 21 <2
2] 2 21 <2
2] 2 21 <2
2] 21 21 <2
2] 2 21 <2
2] 21 21 <2

(4)6.0kv cm™

Elektroporasyon islemi sonrast 6rnekler 0.5 pg/ml Cm igeren sivi Spirulina
ortamina alinirken, kontrol grubu (plasmid icermiyor) hem 0.5 pg/ml Cm iceren
hemde icermeyen sivi Spirulina ortamina al inmustir.

3.2.5. Spirulina platensis K iltiiriinden Kromozomal DNA izolasyonu

Soirulina platensis kdlturinden kromozomal DNA izolasyonu Wu ve ark.
(2000)’ na gore asagida verilen protokol takip edilerek yapilmistir.

A. Hucrenin Parcalanmas

1. S platensis (100 ml) kalttrd 6000 devirde 10 dk siireyle santriflij edilerek hiicreler
pelet haline getirilmistir.
2. Tupun dibindeki hiicre peleti 10 ml Tampon A (Ek 2.13) ile karistirilmig ve 10 dk
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5.

6

7

oda sicakliginda bekletilmistir.

. Son konsantrasyon % 0.1 v/v olacak sekilde sarkosil eklenmis ve +4°C’de 30-90

dk daha bekletilmistir.

. Flamentler 8000 devirde 10 dk sireyle santrifllj yapilarak toplanmis (hiicre disi

sivi mavimsi gorandr) (Sekil 3.7) ve 20 ml TES eriyigi (Ek 2.14) ile yikandiktan
sonra santrifijle coktirdlerek 2.5 ml TES eriyiginde ¢ozulmustar.

Son konsantrasyon 0.5 mg/ml olacak sekilde lizozim eklenmis ve 30 dk streyle
37°C’ de bekletilmistir.

. Uzerine son konsantrasyon % 1 olacak sekilde SDS (Ek 2.3) eklenerek 6rnek

karistirilmis ve 37°C’de 10 dk bekletilmistir.

. Orneklerin Uizerine son konsantrasyonu 50 pg/ml olacak sekilde Proteinaz K

eklenerek 1 saat siireyle 37°C’ de bekletilmistir.

Sekil 3.7. Spirulina/pBR325SLik’de kromozomal DNA izolasyonu asamasinda

sarkosil ilavesi sonrast mavimsi goruntust.

B. DNA’'nin Saflastiriimas

DNA ornegi proteinlerden arindirilmak amaciyla 1 hacim fenol ile muamele
edilerek 5 dk siireyle 16.500 dev/dk’da santrifilj edilmistir. Ust faz dikkatli bir

sekilde alinarak temiz mikrosantrifuj tiplerine konulmustur.

Uzerine 1 hacim kloroform:izoamil alkol (24:1) (Ek 2.7) karisim ilave edilerek
dikkatli bir sekilde alt-Ust edilmis ve tekrar 5 dk sireyle 16.500 dev/dk’da
santrifij edilerek Ust faz temiz mikrosantrifdyj tUplerine alinmustir.
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C. DNA’nin Cokturilmes

1. Ornegin (izerine sirastyla 2/3 hacim 5 M NaCl ve 1 hacim izopropanol eklenerek
homojenize edilmistir. Boylece DNA kume seklinde gozle gorulebilir hale
gelmistir

2. DNA kumesi bir pipet yardimiyla temiz bir mikrosantrifdyj tiptne alinmis ve 150
pul % 70°lik akol ile yikanmustir. Daha sonra santrifijle ¢oktirilen DNA
kurutularak bir miktar TE (Ek 2.8) eriyigi ile ¢bzUlmUstar.

D. S platensse Ait Kromozomal DNA'min RNA’dan Saflastirnimas ve
Spektrofotometrede DNA Miktarimin Olglilmes

S platensis den elde edilen DNA’lar RNaz enzimi ile muamele edilerek
RNA’dan arindirilmiglardir. Saflastirma Birnboim ve Doly (1979)'a gore asagida
verilen protokol kullanilarak yapilmistir.

1 DNA c¢ozeltisinin hacmi TE solisyonu (Ek 2.8) ilave edilerek 100 pl’'ye
tamamlanmustur.

2. DNA'nin tGzerine son konsantrasyonu 100 pg/ml olacak sekilde RNaz eriyigi (Ek
2.5) ilave edilerek iyice karistirilmisg ve 37°C’ de 1 saat bekletilmistir.

3. DNA+RNaz eriyiginin hacmi 40 pl 3M Na-asetat (pH: 5.2) (Ek 2.4) ve 260 pl saf
su ilave edilerek 400 ul’ye tamamlanmustir.

4. Uzerine 1 hacim fenol:kloroform:izoamil alkol karisim (25:24:1) (Ek 2.6) ilave
edilerek DNA eriyik haline gelene kadar tlp alt-tst edilmistir. Karigim 16500
dev/dk’da 5 dk stireyle santriftlj yapilmis ve Ust faz tekrar temiz bir mikrosantrifdj
tUpune alinmustir.

5. Ust fazin tizerine bu sefer 1 hacim kloroform:izoamil alkol karisimi (Ek 2.7) ilave
edilerek eriyik haline gelene kadar tekrar alt-tst edilmistir.

6. Karisim 16.500 dev/dk’da 5 dk siireyle santrifiij yapildiktan sonra Ust faz tekrar
temiz bir tiipe alinmistir. Uzerine 2.5 hacim % 99’ luk soguk ethanol ilave edilerek
homojenize edilmis ve sonra-20 °C’ de en az 2 saat sireyle bekletilmistir.

7. inkiibasyon sonunda ornekler 16.500 dev/dk’da 15 dk sireyle santriftij edilerek
kromozomal DNA’ nin kiime olusturmast saglanmustir.
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8. Sv1 kisim dokulerek DNA kimesi % 70’ lik ethanol ile yikanmustir.

9. Son olarak DNA kumesi kurutularak Uzerine 30 pl TE eriyigi (Ek 2.8) ilave
edilmis ve DNA’ nin ¢6zinmesi igin +4 °C’ de bekletilmistir.

10. C6ziinen DNA soliisyonundan 1 pl almarak 999 pl TE igerisine konulmus ve
iyice homojenize edilmistir. Bu arada 1000 pl TE soliisyonu (DNA igermiyor)
spektrofotometre kivetine alinarak cihaza yerlestirilmis kalibrasyon amaciyla
kullamlmigtir. Daha sonra hazirlanan DNA 6rnegi  spektrofotometre kivetine
alinarak cihaza yerlestirilmis ve DNA’ nin miktar ve saflig1 6lgtlmustir.

DNA konsantrasyonu UV (Ultra Viyole) spektrofotometresi ile direkt
Olculebilmektedir. Soltsyon tarafindan emilen UV miktar1 ornekteki DNA miktar:
ile dogru orantilicir. Absorbans genellikle 260 nm'de oOlgulir. Ayrica, UV
absorbansit DNA'nin safligin 6lgmek igin de kullamimaktadir (260 nm'de nikleik
asitler, 280 nm' de ise proteinler pik vermektedir (Sambrook ve ark., 1989).

3.2.6. Spirulina platenss Kromozomal DNA’sanda Likenaz Enzim Geninin
Tespiti
3.2.6.1. S. platenss DNA’andan Likenaz Geninin PZR ile Cogaltiimaa icin
Gerekli Primerlerin Belirlenmes
Streptococcus bovis kromozomunda bulunan likenaz geninin tamamina ait
nikleotid sirast internet taramalar: ile bulunmus ve Cizelge 3.5de verilmistir.
Likenaz geninin PZR teknigi kullamlarak tespiti igin genin belirli bolgesini farkli
ileri (forward) ve geri (reverse) primer dizileri belirlenmistir.
Primerlerin kalip DNA’ya yapistigi sicaklik (Tm:annealing sicakligr), primer

uzunluklar: dikkate alinarak iki primer icin de ayr1 ayr1 hesaplanmistir. Primerlerin

Tm degerleri Tm: 2(A+T) + 4(G+C) formuld kullanarak hesap edilmistir.

Olusturulan ileri ve geri primerler asagidaki dizilerden olusmaktadir:
Primer-F (primer A): 5-AAGTGAATTTAACTACGA- 3 Tm=46.5°C
Primer-R (primer B): 5-GCTCTTCCATCAACATAC -3 Tm=52.4°C
Belirlenen primere ait yapisma sicakligi 49°C alinmustur.
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Cizelge 3.5. Likenaz geninin baz dizilimi ve kodladig: proteinin amino asit dizini

LOCUsS 792911 981 bp DNA l'i near BCT 18- APR-
2005

DEFI NI TION  S. bovi s gene encodi ng beta-(1, 3-1, 4) - gl ucanase.
ACCESSI ON 792911

VERSI ON Z92911.1 d:2231061
KEYWORDS beta-1, 3-1, 4-gl ucanase; |ichenase.
SOURCE St rept ococcus equi nus

ORGANI SM St rept ococcus equi nus
Bacteria; Firmicutes; Lactobacillales; Streptococcaceae;
St rept ococcus.
REFERENCE 1 (bases 1 to 981)
AUTHORS Ekinci,M and Flint, H J.
TI TLE Isol ation and overexpression of a gene encoding an
extracel | ul ar
beta- (1, 3-1, 4)-gl ucanase from Streptococcus bovis JB1
JOURNAL Unpubl i shed
REFERENCE 2 (bases 1 to 981)
AUTHORS  Flint, H J.

TI TLE Di rect Submi ssion
JOURNAL Subnmitted (14-MAR-1997) Flint HJ., Rowett Research
Institute,
G eenburn Road, Bucksburn, Aberdeen, United Ki ngdom
AB21 9SB
FEATURES Location/ Qualifiers
source 1..981
/ or gani sm=" St rept ococcus equi nus"
/ mol _type="genom c DNA"
/strai n="JB1"
/ db_xref ="t axon: 1335"
/ cl one="pTL1R"
/clone_lib="1anbda EMBL3"
CDSs 137..850

/ st andard_name="1i chenase"

/ codon_start=1

/transl _table=11

/ product ="bet a- (1, 3-1, 4) - gl ucanase”
/ protein_id="CAB07443. 1"
/db_xref="4d :2231062"

/ db_xr ef =" GOA: C07856"

/ db_xr ef =" HSSP: P23904"

/ db_xref="1nterPro: | PROO0757"

/ db_xref="1nterPro: | PRO08263"

/ db_xref="1nterPro: | PRO08264"
/db_xref="InterPro: | PRO0O8985"

/ db_xref="1nterPro: | PRO13320"

/ db_xref ="Uni Pr ot KB/ Tr EMBL: C07856"

/transl ati on="MAKKVSCLI VLLLAFFGFQQGVDAQSKYHYSQELNYYNGNAMEL
RNGSNGGVFNCNFVPGNVGFNNGL VSLKI DSDGRGGYT GGEWRSKERFGYGL FQVNIVK
Pl KNPGWSSFFTYTGPSDGTKWDEI DI EFLGKDTTKVCQFNYYTSGQGNHEYL YNLGF
DASQGFHT YGFDWQADH TWYVDGRAVYTAYNNI PSTPGKI MWAWPGTHEVDSW.GA

YNGRTPLYAYYDW SYDQF"
sig_pepti de 137..208
mat _pepti de 209.. 847

/ product ="bet a- (1, 3-1, 4) - gl ucanase”
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gl ucans”
ORIG N
5

1 tttgaagtaa
tacgattgat taggcgtttt
61 caatctgtag
actccttttt aaaatgatta
121 aaat t gaggt
attgttctct tattggettt
181 ctttggtttt
cact at agt c aagaact aaa
241 ttactat aat
aatggtggta tgtttaactg
301 taattttgtc
atgagtctta aaattgacag
361 tgatggtcgt
aaagaacgct ttggctatgg
421 tcttttccaa
gtcgtttctt cattctttac
481 ttatactgga
gacattgaat ttttagggaa
541 agat acaaca
caaggt aat c acgaat acct
601 ttacaattta
tatggttttg attggcaagc

cagttactga
t agaggagat
attattatgt
caacaaggtg
ggt aat gcca
cct ggaaat g
ggcggct aca
gt aaacat ga
ccaagtgatg
aaagtt caat

ggatttgatg

/ standar d_name="1|i chenase"

/function="hydrolysis of beta-(1,3-1,4)-

aaagaaa@pag

tgaatt t aac|

tagttccttt
ggaaaaaagt
ttgatgcgca
t ggaacttcg
tcggctttaa
ctgggggcga
aacctattaa
gt acaaaat g
tcaact acta

cat ct caagg

ttct gacaga
tagttgttta
aagcaaat ac
t aat ggtt ct
taacggcttg
at ggcgt agt
aaat ccaggt
ggat gaaat c
cacaagcggt

cttccacact

661 tgatcacatt facttggtatg

tt gat ggaag

agcfgtttac

actgcttaca acaatattcc
721 tagcacacct
actcatgaag tggattcttg
781 gttgggtgct
tatgactgga ttagctacga
841 ccaattttaa
gtttttactt aactgattat
901 aactacactc
caaaat aact ctttaaaatt

ggt aagatta
t acaat ggt c
t aaagct aga

cccaaat aaa

t gat gaat gc
gaactccttt
cagt aaccaa

tcggtt aaaa

ttggcct gga

gt at gcat at
at aacaat tt

tctctctcaa

961 ctttcttttt aaacgttgac t

Not: Kutu igerisinde verilen diziler primer yapisma bolgeleridir.

Soirulina platensis kromozomal DNA’ sinda likenaz enzim geni tespiti igin bir

PZR hazirlanmistir. Reaksiyon hazirlanmadan 6nce reaksiyon bilesenleri tek tek

incelenmis ve stok kontaminasyonlarim Onlemek amaciyla her birinden gunlik

kullammlar icin steril ependorflara belirli miktarlarda paylastirilmstir.
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bilesenleri ile hazirlanan PZR cihazi programi sirasiyla cizelge 3.6 ve 3.7'de
verilmistir.

Cizelge 3.6. S platenss DNA’'st kullanilarak likenaz genini elde etmek igin
hazirlanan PZR'’ u bilesenleri

Cinsi

Stok Alinan Son

Konsantrasyonu Miktar Konsantrasyon
S. platensis kromozomal DNA'sI 200 ng/pl 1l 200 ng
Primer A 20 pmol/ul 1l 20 pmol
Primer B 20 pmol/ul 1l 20 pmol
dNTP karisimi 200 uM (her biri) 1u 200 pM (herbiri)
Reaksiyon tamponu 10 X 5ul 1X
Taq DNA polimeraz 2.5 u/ul [l 1.25u
Saf su (dH0) - 40 ul
TOPLAM - 50 pl

Hazirlanan reaksiyon karigim 0.5 ml’ lik mikrosantriflij tiptne alinarak PZR
cihazinin 6rnek bloguna yerlestirilmis ve Cizelge 3.7 de verilen program cihaza
yuklenerek cihaz calistirilmistur.

Cizelge 3.7. Likenaz geni elde etmek igin PZR cihazina verilen program

Program Gruplari Sicakliklar Sure Dongl Sayisi
1 95 °C 3dk 1
94 °C 40 sn
2 49 °C 40 sn 45
72 °C 40 sn
3 72 °C 10 dk
4 4°C Maksimum 24 saat

3.2.7. Rekombinant S.platensispBR325SLik ile Kontrol Grubu Olan Orijinal
Duz-Spiral Form S.platensis ve E.coli/pBR325Lik Organizmalarina
iliskin SDS-PAGE ve Zymogram Analizleri

SDS-PAGE deneyleri Laemmli (1970)'e gore yapil mustr.
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3.2.7.1. Organizmalardan Proteinlerin zolasyonu

Organizmalardan hiicre ici (intraseltlar) protein izolasyonu, yuksek protein
eldesi icin 3 farkli yontem ile gerceklestirilmistir. Intraseltlar protein izolasyonu
icin, 48 saat slreyle Uretilmis bakteriler (E.coli/pBR325SLik ve E.coli/pBR325) ve
yaklasik 3 hafta Uremis rekombinant ve orijinal Spirulina (diz ve spiral form)
hicreleri 4950 dev/dk da 10 dakika sireyle santrifiijle ¢cokturilmis ve elde edilen
hiicre peleti baslangi¢c hacmine esit saf su ile ¢ozilmistir. Elde edilen ¢ozeltiler buz
icerisinde 70 saniye siireyle sonikasyon islemine (1.5 kHz) tabi tutularak hicreler
patlatilmis, agiga c¢ikan hicresel atiklar ise 4950 dev/dk da santrifijle
uzaklastirilmistir. Stipernatant kisim Azsonm/ Azsonm’ de okunmus ve igerigindeki DNA
ve protein miktar1 belirlenmistir. Es zamanli yiritdlen diger protein eldesi
yonteminde sonikasyon sonrasi stipernatant igine lizozim (10 mg/ml) ilave edilmis
ve 1 saat enzim aktivitesi icin 37 °C’ de bekletilmistir. Stire sonunda A 26onm/A2gonm’ de
DNA ve protein miktarlar: 6lglilmustir. Protein eldesindeki son yontem olarak, bu
kez lizozim ilave edilmis test tUplerinin igine son konsantrasyonu % 1 w/v olacak
sekilde SDS ilave edilmis, tekrar 1 saat 37 °C'de bekletildikten sonra Azeonm
/A280nm’ de DNA ve protein miktarlar: 6lgilmustir. Daha sonra hiicre ici proteinleri
iceren farkli asamalardaki  sUpernatant kisimlar  (sonikasyon  sonrasi,
sonikasyon+lizozim sonrasi, sonikasyon+lizozim+SDS sonrasi)) TCA (% 20) ile
muamele edilerek proteinler elde edilmistir. Son olarak protein 6rnekleri 1M Tris
(pH: 8.0) (Ek 2.10) ile ¢ozulmius ve SDS-PAGE'de elektroforez igin hazir hale
getirilmistir. Ayrica es zamanlh ¢alisilan diger siipernatant kisimlar % 70’ lik alkolde
ve 1 gece +4 °C'de bekletilmistir. Elde edilen proteinler sodyum-fosfat tamponu
(pH: 6.5)+% 0.1 w/v likenan+% 1.5 w/v agar igeren besiyerine alinmistir. Besi yeri 1
gece 37 °C'de bekletildikten sonra % 0.2 kongo kirmizist ve 5 mM NaOH ile
hazirlanmis boya ile muamele edilmistir. Daha sonar besi yerine 1M NaCl ilave
edilmistir. Bu yontem ile protein ekspresyonunun olup olmadig: fenotipik olarak
aydinlatilmaya calisilmistir.
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3.2.7.2. Elektroforez Aletinin Calistirilmas

Protein ornekleri SDS-PAGE kuyularina bir otomatik pipet yardimiyla
konularak elektroforez tankimn kapag: kapatilmis ve birer uclar1 giic kaynagina bagli
olan kablolarin diger uclar1 da elektroforez tankina baglanmistir. Gi¢ kaynagi, cift
jel kullamlmis olup proteinler toplayici jelde ilerlerken 45 mA ve 90 V'da, ayirici
jelde ilerlerken 90 mA ve 180 V' da calistirilmistir (Sekil 3.8).

Sekil 3.8. Denatlire proteinlerin elektroforez islemine tabi tutulmasi

3.27.3. Organizmalara Ait  Toplam Proteinlerin  SDS-PAGE’de
Karsilastirilmas

Protein ornekleri % 12'lik SDS-PAGE jele yiklenerek uygun volt ve mA
degerlerinde proteinlerin  jel icerisinde birbirinden ayrilmasi saglanmustir.
Proteinlerin jel icerisinde ilerlemesi tamamlandiktan sonra, jel dikkatli bir sekilde iki
cam levha arasindan c¢ikarilarak icerisinde boya solisyonu (Coomassie blue) (Ek
2.20) bulunan bir kabin igerisine konmus ve 45-60 dk siireyle jelin boyanmas icin
beklenmistir. Boyama tamamlandiktan sonra jel boyadan alinmis ve igerisinde
destain soltisyonu (yikama soltisyonu) (Ek 2.21) bulunan bir kaba konarak fazla
boyanin uzaklasmasi saglanmistir. Son olarak organizmalara ait toplam hicre igi

proteinler karsilastirilmistur.
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3.2.7.4. Organizma Proteinlerin SDS-Likenan-PAGE’de K arsilastiriimas

Protein 6rnekleri SDS-Likenan-PAGE (% 0.2 w/v likenan) jele yiklenerek
proteinlerin jel igerisinde ilerlemesi saglanmustir. Proteinlerin jel igerisinde
ilerlemesi tamamlandiktan sonra jel su sekilde muamele edilmistir:

1. Jel iki cam levha arasindan dikkatlice ¢ikarilarak renatiirasyon soltisyonuna (% 80
v/v 50 mM Nafosfat solisyonu (pH: 6.5) (Ek 2.22), % 20 v/v izopropanol)
alinmistir ve bu soltisyon igerisinde 1 saat siireyle inkibe edilmistir. Boylece SDS
jelden uzaklastirilarak proteinler renatiire edilmis olur.

2. Daha sonra jel 50 mM Na-fosfat solisyonu + 5 mM B-merkaptoetanol + 1 mM
EDTA'’dan olusan soltisyona alinarak +4 °C’ de gece boyunca inkiibe edilmistir.

3. Ertes giin jel bu soliisyondan alinarak 50 mM Na-fosfat soliisyonu (pH: 6.5)
icerisine konulmus ve +4°C’de 1 saat sireyle inkuibe edilmistir.

4. Daha sonra jel streg filme sarilarak, likenaz enziminin ortamdaki substrati
hidrolize etmesi igin 37°C’ de 4 saat inkiibe edilmistir.

5. SDS-Likenan-PAGE kongo kirmizisi (Ek. 2.9) ile boyanarak rekombinant

organizmalara ait enzim bantlar: ortaya ¢ikarilmaya galisil mistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Bulgular
4.1.1. pBR325SL ik Plazmidi icin Likenaz Enzim Geni Varhgimn Tespiti

E.coli/pBR325SLik bakterisi likenaz enzim aktivitesi bakimindan 3.2.3'de
verilen protokole gore fenotipik olarak test edilmistir ve likenaz enzim aktivitesi
gogerdigi belirlenmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1.. E.coli/pBR325SLik bakterisinin LB/Likenan/Agar besi yerinde likenaz
enzim aktivitesinin belirlenmesi

4.1.2. E.coli XL1 Blue MRF/pBR325SLik Bakterisinden Plazmid DNA
izolasyonu

E.coli/pBR325SLik’den 3.2.1' de verilen protokole gére plazmid DNA
izolasyonu yapilmistir. Daha sonra spektrofotometrede Azeonm degerinde miktar: ve
saflig1 Glgllerek plazmid DNA elde edilmis ve bu plazmid Spirulina platensis'e (diiz
ve gspiral form) elektroporasyon yolu ile transformasyonda likenaz enzim geni
tasiyicist olarak kullamlmustir.
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4.1.3. pPBR325SL ik Entegratif Vektorinde Serin esteraz Geninin Belirlenmes

pBR325SLik rekombinant vektérinin kontroll amaciyla, pBR325SLik
vektorand almis olan rekombinant E. coli XL1 Blue MRF' bakterisinden plazmid
DNA izolasyonu yapilmistir. izolasyonu yapilan DNA, Cizelge 3.2 ve 3.3'de verilen
PZR reaksiyonunda kalip DNA olarak kullaniimistir. Bu reaksiyon trtninin % 0.8
w/v agaroz jel kontrolinde 827 b¢'ne tekabll eden serin esteraz gen bandi
gozlenmistir. Boylece E.coli hiicrelerinden elde edilen vektorin pBR325SL ik oldugu
teyit edilmistir (Sekil 4.2).

Sekil 4.2. pPBR325SLik DNA’sindan Taq polimeraz enzimi kullanilarak gogaltilan
PZR 0rin Serin esteraz geni

4.1.4. pBR325SLik Entegratif Vektoérunin Spirulina platensis Hucrelerine
Elektrotransformasyonu

Farkli sonikasyon ve elektriksel alan degerleri kullamlarak pBR325SLik’in
diiz ve spiral S. platensis’ e yapilan elektrotransformasyonun sonucu sirasiyla Cizelge
4.1 ve Cizelge 4.2 ile Sekil 4.3, 4.4, 4.5, 4.6 ve 4.7 de verilmistir.
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Cizelge 4.1. Farklh elektriksel alan ve sonikasyon degerleri kullamlarak yapilan
elektrotransformasyondan sonra sivi besi yerlerine ekilen diiz form S
platensis/pBR325SL ik’ in Greme durumu

Sonikasyon (0) OkHz (1) 1.5kHz (2) 3.0kHz
degerleri (90 sn)

Spirulinaortami | 0 1 2 0 1 2 0 1 2
Elektriksel alan

(1) 45 kv cm™ + + + -
(2) 5.0 kv cm™ + + + +
(3) 5.5 kv cm™ + + +

(4) 6.0 kv cm™ + + +

(+) O: Plazmid (-), antibiyotiksiz

1: Plazmid (-), antibiyotikli (cml)

2: PBR325SLik (+), antibiyotikli (cml)

(+): UREDI, (-): UREMEDI
Cizelge 4.1’ de goruldugl Uzere diiz form Spirulina icin uygulanan elektriksel

alan ve sonikasyon degerleri yer almaktadir. 1.5 kHz sonikasyon degerinde ve 5.0 kV
cm™ile 5.5 kV cm™ elektriksel alan degerlerinde, ayrica 3.0 kHz sonikasyon degeri
ile 5.0 KV cm™ elektriksel alan degerinde S platensis/pBR325SLik’in antibiyotikli

besi ortaminda tredigi gozlenmistir.

Cizelge 4.2. Farklh elektriksel alan ve sonikasyon degerleri kullamlarak yapilan
elektrotransformasyondan sonra sivi besi yerlerine ekilen spiral form
SplatenspBR325SL ik’ in Greme durumu

Sonikasyon (0) O kHz (1) 1.5 kHz (2) 3.0 kHz
degerleri (90 sn)
Spirulina ortami 0 1 2 0 1 2 0 1 2

Elektriksel alan

(1) 45kv cm™
(2)5.0kvcm™
(3)5.5kvcm™
(4)6.0kv cm™

+| +| +| +

+| +| +| +

+| +| +| +
+

(+) O: Plazmid (-), antibiyotiksiz
1: Plazmid (-), antibiyotikli (cml)
2: PBR325SLik (+), antibiyotikli (cml)
(+): UREDI, (-): UREMEDI
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Cizelge 4.2'de gorildugli Uizere 5.0 ve 6.0 kv cm™ elektriksel alan
degerlerinin ve 1.5 ve 3.0 kHz hizlarinda sonikasyon uygulandigi S. platensisin
antibiyotikli besi ortaminda Uredigi gézlenmistir.

Sekil 4.3. 0 kHz sonikasyon hizi ve 5.0 kv cm™ elektriksel alan degerlerinin
uygulandig1 elektrotransformasyon calismasindan sonra sivi besi yerine
ekilen diiz form S. platensis'in 30 giin sonraki goruntsi
(1. antibiyotiksiz Spirulina ortami (plazmid yok) ve Ureme var 2:
antibiyotiksiz Spirulina ortami (plazmid yok) ve Ureme yok 3: Cm'li
Spirulina ortam (plazmid yok) ve Ureme yok 4,5,6: Cm'li Spirulina
ortam (pBR325SL ik plazmidini almis) ve Greme yok)

Sekil 4.3."de goruldigl Gizere sonikasyon uygulanmayan, 1 numaral1 kontrol

grubu (duz form Spirulina, plazmid yok) hari¢ diger Spirulina tirleri lmastdr.

41



4. BULGULAR VE TARTISMA Dilek TEKDAL

Sekil 4.4. 1.5 kHz sonikasyon hizi ve 5.0 kv cm™ elektriksel alan degerlerinin
uygulandig: elektrotransformasyon calismasindan sonra sivi besi yerine
ekilen diiz form S .platensis'in 30 giin sonraki goruntsi
(1. antibiyotiksiz Spirulina ortamu (plazmid yok) ve Ureme var 2
antibiyotiksiz Spirulina ortami (plazmid yok) ve treme var 3: Cm’li
Spirulina ortami (plazmid yok) ve dreme yok 4,5,6: Cm'li Spirulina
ortam (pBR325SL ik plazmidini almis) ve treme var)

Sekil 4.5. 1.5 kHz sonikasyon hizi ve 5.5 kv cm™ elektriksel alan degerlerinin
uygulandig: elektrotransformasyon calismasindan sonra sivi besi yerine
ekilen diiz form Splatensis'in 30 gtin sonraki gorintisi
(1. antibiyotiksiz Spirulina ortamu (plazmid yok) ve Ureme var 2
antibiyotiksiz Spirulina ortami (plazmid yok) ve treme var 3: Cm’li
Spirulina ortami (plazmid yok) ve dreme yok 4,5,6: Cm'li Spirulina
ortamu (pBR325SLik plazmidini almig) ve 5 ve 6 numarali tuplerde
Ureme var)
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Sekil 4.6,

Sekil 4.7,

3.0 kHz sonikasyon hizi ve 5.0 kv cm™ elektriksel alan degerlerinin
uygulandig: elektrotransformasyon calismasindan sonra sivi besi yerine
ekilen duiz form Splatensisin 30 giin sonraki goruntusi

(1. antibiyotiksiz Spirulina ortamu (plazmid yok) ve Ureme var 2
antibiyotiksiz Spirulina ortami (plazmid yok) ve tUreme var 3: Cm’li
Spirulina ortami (plazmid yok) ve dreme yok 4,5,6: Cm'li Spirulina
ortam (pBR325SL ik plazmidini almis) ve treme var)

3.0 kHz sonikasyon hizi ve 6.0 kv cm™ elektriksel alan degerlerinin
uygulandig1 elektrotransformasyon calismasindan sonra sivi besi yerine
ekilen spiral form Splatensis'in 30 giin sonraki goruntisi

(1. antibiyotiksiz Spirulina ortamu (plazmid yok) ve Ureme var 2
antibiyotiksiz Spirulina ortami (plazmid yok) ve Ureme var 3: Cml’li
Spirulina ortami (plazmid yok) ve Ureme yok 4,5,6: Cml’'li Spirulina
ortami (pBR325SLik plazmidini almis) ve 5. tlpte az tUreme varken 6.
tlpteki Ureme yogun)
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Elektroporasyon sonrast Cm iceren sivi Spirulina ortaminda Ureyen
Soirulina/pBR325SLik kalturleri, kromozomal DNA izolasyonu icin 60 ml besi yeri
ve 0.5 pg/ml Cm bulunan 250 ml’lik erlen icerisine alinmistir (Sekil 4.8).

. DUZ FORM
SIRULINA/pBR325SL ik

i
3

KONTROL

DUZ FORM 7

SPIRULINA %
]

Sekil 4.8. 1.5 kHz sonikasyon hizi ve 5.0 kv cm™ elektriksel alan degerlerinin
uygulandig: elektrotransformasyon ¢alismasindan sonra erlene alinan diiz
form S platenss/pBR325SLik’in ve antibiyotikli besi yerine alinan
plazmid icermeyen kontrol grubunun goruntisi

Sivi Spirulina ortaminda Ureyen tirlerden daha sonra yayma metodu ile kat1

Soirulina ortamina 200 pl ekim yapilmistir. Yaklasik 1 ay sonra kat1 0.5 pg/ml Cm

iceren Spirulina ortaminda da rekombinant turlerin Gredigi gbzlenmistir (Sekil 4.9.ve

4.10).
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Sekil 4.9. Sivi Spirulina ortaminda Ureyen diiz form orijinal ve rekombinant
Soirulina’larin kat1 Spirulina ortamindaki 3 hafta sonundaki Ureme
gorintdleri
(1: Kontrol (Duz orijinal form Spirulina), antibiyotiksiz Spirulina ortam,
treme var, 2: Kontrol (DUz orijinal form Spirulina), 0.5 pg/ml Cm igeren
Spirulina ortam, Ureme yok, 3: Duz form Spirulina/pBR325SLik (1.5 kHz
sonikasyon hiz1 ile 5.0 kv cm™ elektriksel alan uygulanan), 0.5 pg/ml Cm
iceren Spirulina ortam, treme var, 4: Dz form Spirulina/pBR325SLik (1.5
kHz sonikasyon hizi ile 5.5 kv cm™ elektriksel alan uygulanan), 0.5 pg/ml
Cm igeren Spirulina ortam, Ureme var, 5: Diz form Spirulina/pBR325SLik
(3.0 kHz sonikasyon hizi ile 5.0 kv cm™ elektriksel alan uygulanan), 0.5
pg/ml Cm igeren Spirulina ortamu, Greme var)

Sekil 4.9'da goruldugl Gzere, 2 numaralt petri kabindaki diz form orijinal
Soirulina (plazmid yok) kontrol amaciyla alindigi 0.5ug/ml Cm igeren Spirulina
ortaminda Ureme gostermezken, 1 numaral petri kabinda antibiyotigin bulunmadig:
Soirulina ortaminda ise Ureme gostermistir. Spirulina/pBR325SLik tlrleri ise
alindiklar1 0.5pug/ml Cm igeren Spirulina ortaminda (3, 4 ve 5 numaral: petri kaplari)
Ureme gostermistir.
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Sekil 4.10. Sivi Spirulina ortaminda Ureyen spiral form orijinal ve rekombinant
Soirulina’larin kat1 Spirulina ortamindaki 3 hafta sonundaki Ureme
gorintdleri
(1: Kontrol (spiral orijinal form Spirulina), antibiyotiksiz Spirulina ortam,
treme var, 2: Kontrol (spiral orijinal form Spirulina), 0.5 pg/ml Cm igeren
Spirulina ortam, Ureme yok, 3: Spiral form Spirulina/pBR325SLik (1.5
kHz sonikasyon hizi ile 6.0 kv cm™ elektriksel alan uygulanan), 0.5 pg/ml
Cm iceren Spirulina  ortami, Ureme var, 4. Spira form
Spirulina/pBR325SL ik (3.0 kHz sonikasyon hizi ile 5.0 kv cm™ elektriksel
alan uygulanan), 0.5 pg/ml Cm iceren Spirulina ortami, Ureme var, 5: Spiral
form Spirulina/pBR325SLik (3.0 kHz sonikasyon hizi ile 6.0 kv cm™
elektriksel alan uygulanan), 0.5 pg/ml Cm igceren Spirulina ortami, Ureme
var)

Sekil 4.10'da goruldigt Uzere, 2 numaral1 petri kabindaki spiral form orijinal
Soirulina (plazmid yok) kontrol amaciyla alindigi 0.5ug/ml Cm igeren Spirulina
ortaminda Ureme gostermezken, 1 numaral petri kabinda antibiyotigin bulunmadig:
Spoirulina ortaminda ise Ureme gostermistir. Spirulina/pBR325SLik tlrleri ise
alindiklar1 0.5pug/ml Cm igeren Spirulina ortaminda (3, 4 ve 5 numaral: petri kaplari)
Ureme gostermistir.

4.1.5. Spirulina/pBR325SL ik’ den K romozomal DNA izolasyonu

S platensis den 3.2.5 de verilen protokole gore kromozomal DNA izolasyonu
yapilarak 3.2.5 (D)’ de verilen protokole gore de RNA’dan arindirilmistir. Daha sonra

spektrofotometrede miktar1 ve safligi dlgllerek, likenaz geninin gogaltilmasi igin
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cizelge 3.6 ve 3.7'de verilen PZR'da kalip DNA olarak kullamlmis ve sonrasinda
PZR Urunleri % 0.8 w/v agaroz jelde kontrol edilmistir. Jel goruntiisinde 1.5 kHz
sonikasyon hiz1 ve 6.0 kv cm™* elektriksel alan degerlerinin uygulandig: spiral form
Spirulina/pBR325SL ik ile 3.0 kHz sonikasyon hizi ve 5.0 kv cm™ elektriksel alan
degerlerinin uygulandigi diiz form Spirulina/pBR325SLik kromozomal DNA' larinda
primer amplifiye bolgesi olan 666 b¢ uzunlugunda bant gbzlenmistir. Bu sonug,
pBR325SLik vektorunin Spirulina (diz ve spiral form) kromozomuna entegre
oldugunu gostermistir (Sekil 4.11).

Sekil 4.11. S platensis kromozomal DNA’sindan PZR ile cogaltilan likenaz
genlerinin % 0.8 w/v agaroz jel goruntisi
(M: DNA Markrr (1 kb), 1: pBR325SLik DNA’sindan PZR drdnd, 2:
pBR325 DNA’sindan PZR drind, 3: Spiral form Spirulina kromozomal
DNA’sindan PZR urund, 4: Spiral form Spirulina/pBR325SLik
kromozomal DNA’sindan  PZR  drund, 5 Duz form
Soirulina/pBR325SLik kromozomal DNA’sindan PZR Urind, 6: Diz
form Spirulina kromozomal DNA’ sindan PZR riint)

4.1.6. Orijinal ve Rekombinant Hatlara Ait SDS-PAGE ve Zymogram
Analizleri

SDS-PAGE andlizi 3.2.7de verilen protokole gore yapilmistir. TCA
muamelesei 6ncesi 3 farkli asama sonrasi elde edilen siipernatant kismlara ait (diiz ve
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spiral Spirulina’ya ait) Azsonm/Azsonm’ deki 6lcim sonuglart Cizelge 4.3 ve 4.4'de

verilmistir.

Cizelge 4.3. Duz form Spirulina igin uygulanan protein eldesi yonteminde farkl
asamalarda elde edilen sipernatant kissmlardaki DNA ve proteinlerin
spektrofotometrik 6lciim sonuclart (DNA: Azsonm; protein: Azsonm)

ORNEKLER DNA PROTEIN
(ng/ml) (mg/ml)
DUz Form 8.4 0.0
Diiz-1.5 kHz,
ILK OLCUMLER 5.0 kv cm™ o7 0.0
(Dogal spontan liziz) DSu52k1v5c$r|1_|lz 211 0.0
Diuz -3.0 kHz,
5.0kvcm™? 0.0 0.0
DUz Form 50.1 0.5
Diuz -1.5 kHz,
SONIKASYON 50kvem® | 302 02
SONRASI D5“5Z'k1\'/5cfnﬂlz’ 345 0.4
DS“'(Z) ](%Ocrnﬂf’ 46.8 05
Diz Form 68.2 1.6
Diiz-1.5 kHz,
SONIKASYON+ 5.0 kv an'l 25 1A
LizOzimM SONRASI D5u§ 1(1\;5cmk_|lz, 809 20
Diuz -3.0 kHz,
5.0kvcm™? 47 1.0
Diz Form 97.0 1.7
Diiz-1.5 kHz,
+ Diz-1.5 kHz,
SDS SONRASI 55 kv cm't 99.6 1.9
DS“'(Z) ](%Ocrnﬂf’ 68.8 1.4

Cizelge 4.3 de goruldigu tizere DNA ve protein igeriginin en yogun oldugu
asama sonikasyon+lizozim+SDS sonras’ dir. DUz form Spirulina’mn (3.0 kHz
sonikasyon hizi ve 5.0 kv cm™® elektriksel alan uygulanmustir) ilk 6lcimlerde
(herhangi bir islem uygulanmadan énceki durum) DNA igerigi O olarak bulunmustur.
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Cizelge 4.4. Spiral form Spirulina icin uygulanan protein eldesi yonteminde farkli
asamalarda elde edilen sipernatant kissmlardaki DNA ve proteinlerin
spektrofotometrik 6lgiim sonuclart (DNA: Azeonm; protein: Azsonm)

ORNEKLER DNA PROTEIN
(ng/ml) (mg/ml)
Spiral Form 9.4 0.0
Spiral, 1.5 kHz,
o 6.0 kv om-* 8.8 0.0
iLK OLCUMLER Spiral, 3.0 kFiz
(Dogal spontan lizis) 6.0 kv cm-t 6.1 0.0
Spiral, 3.0 kHz,
5.0 kv ot 9.4 0.0
Spiral Form 43.8 0.3
_ Spérg"l’(\}fnfi'z’ 34.4 0.2
SONIKASYON S ] 3.0 KH
SONRASI pérgkv 'Cm.lz’ 41.2 0.3
Spérg'kffn'fi'z’ 41.4 0.2
Spiral Form 63.3 1.7
_ Spérg"l’(\}fnfi'z’ 48.8 0.8
SONIKASYON+ S ] 3.0 K
LizOZiM SONRASI p6'r8‘|’(v .cm'lz, 50.2 1.0
Spiral, 3.0 kHz,
5.0 kv cm™ 54 15
Spiral Form 83.4 1.9
Spiral, 1.5 kHz,
SONIKASYON+ 6.0 kv cm’ 786 2.0
Lizozim+ Spiral, 3.0 kHz,
SDS SONRASI 6.0 kv cm’ 714 L5
Spérglkf 'gnfﬁ'z’ 77.3 1.7

Cizelge 4.4 de goruldugi Gzere DNA ve protein iceriginin en yiksek oldugu
asama sonikasyon+lizozim+SDS sonrasidir.

Protein eldesi farkli 3 yontem ile elde edilmistir. |. yontemde sonikasyon
sonrasi 4950 dev/dk’ da Ornekler ¢cokturtlmus ve stipernatant kissm % 20 v/v TCA ile
muamele edilmistir. 11. yontemde sonikasyon sonrasi siipernatant kisima lizozim (10
mg/ml) ilave edilerek 37°C’'de 1 saat bekletildikten sonra 4950 dev/dk’ da drnekler
cokturilmus ve supernatant kissm % 20 v/iv TCA ile muamele edilmistir. I11:
yontemde lizozim sonrasi siipernatant icine son konsantrasyonu % 1 olacak sekilde
SDS ilave edilerek tekrar 37°C'de 1 saat bekletildikten sonra 4950 rpm’ de ornekler
¢cokturilmus ve supernatant kissm % 20 v/v TCA ile muamele edilmistir. Her ¢
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yontemde de ornekler 1M Tris (pH: 8.0) ile ¢bzilmis ve SDS-PAGE islemi
uygulanmistir. SDS-PAGE analizi 3.2.7°de verilen protokole goére yapilmustir.
Sonugta E.coli/pBR325SLik intraselllar proteinler zymogram analizi sonucu aktif
bant olustururken, Spirulina intraselllar proteinlerinin zymogram analizlerinde bdyle
bir aktif banda rastlanmamustir (Sekil 4.12, 4.13, 4.14, 4.15, 4.16, 4.17). Ayrica
E.coli/pBR325SLik rekombinant bakterisinden izole edilen likenaz geni
blydkluginin 25 kDa oldugu belirlenmistir (Sekil 4.18).

Sekil 4.12. Yalnmzca Sonikasyon islemi uygulanan degisik organizmalara ait protein
profillerinin SDS-PAGE’ de karsilastirilmasi
(M:  Marker, 1: E.coli/pBR325SLik intrasellilar proteinler, 2:
E.coli/pBR325 intraselllar proteinler, 3: Spiral from Spirulina intraselllar
protenler, 45 ve 6. Spira form Spirulina/pBR325SLik intraseltlar
proteinler, 7: Duz form Spirulina intraseltlar proteinler, 8,9 ve 10: Diz
form Spirulina/pBR325SLik intraselllar proteinler)
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(A) (B)

Sekil 4.13. Degisik organizmalarin (yalnizca sonikasyon islemi uygulanmistir) SDS-

Likenan-PAGE'de renatirasyon sonrasi likenaz aktivitesi bakimindan
karsilastirilmas;, A: SDS-Likenan-PAGE’'in  kongo kirmizisi ile
boyanmasi. B: SDS-Likenan-PAGE’in kongo kirmizisi ile boyanmasi
sonrasinda Coomassie Blue ile boyanmasi. B-(1,3-1,4)-glukanaz aktif
zymogram band: beyaz cizgi ile gosterilmistir.
(M:  Marker, 1: E.coli/pBR325SLik intrasellilar proteinler, 2:
E.coli/pBR325 intraselllar proteinler, 3: Spiral from Spirulina intraselllar
proteinler, 4,5 ve 6: Spiral form Spirulina/pBR325SLik intraseltlar
proteinler, 7: Duz form Spirulina intraseltlar proteinler, 8,9 ve 10: Diz
form Spirulina/pBR325SL ik intraselllar proteinler).

Sekil 4.13’de goruldigu Uzere yalnizca 1 numarali (beyaz cizgi ile
gosterilmistir) E.coli/pBR325SLik rekombinant bakterisine ait intraselllar proteinin
SDS-PAGE profilinde aktif bant gbzlenirken, Spirulina/pBR325SLik tirlerine ait
proteinlerin SDS-PAGE profillerinde aktif bant gbzlenmemistir.
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Sekil 4.14. Spirulina/pBR325SLik rekombinant organizmalarin sonikasyon+ lizozim
(20 mg/ml) + TCA ile muamelesi sonrasi protein profillerinin SDS-
PAGE’ de goruntisu
(M:  Marker, 1: E.coli/pBR325SLik intrasellilar proteinler, 2:
E.coli/pBR325 intraselilar proteinler, 3: Dz from Spirulina intraseltlar
protenler, 45 ve 6. Diz form Spirulina/pBR325SLik intraseltlar
proteinler, 7: Spiral form Spirulina intraseltlar proteinler, 8,9 ve 10: Spiral
form Spirulina/pBR325SL ik intraselllar proteinler)

A (B)

Sekil 4.15. E. coli/pBR325SLik, E.coli/pBR325, orijinal diz ve spiral form
Soirdlina’lar  ile  rekombinant diz ve spiral  Spirulina’larin
(sonikasyon+lizozim islemleri uygulanmistir) SDS-Likenan-PAGE'de
renatlrasyon sonrasi likenaz aktivitesi bakimindan karsilastiriimas: A:
SDS-Likenan-PAGE’in Kongo kirmizis ile boyanmasi. B: SDS-Likenan-
PAGE’in kongo kirmizisi ile boyanmasi sonrasinda Coomassie Blue
boyasi ile boyanmasi
1: E.coli/pBR325SL ik intraselllar proteini
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Sekil 4.15'de goruldigu Uzere yalmzca 1 numaralt (beyaz cizgi ile
gosterilmistir) E.coli/pBR325SLik rekombinant bakterisine ait intraselllar protein
SDS-PAGE profilinde aktif bant gbzlenmistir.

Sekil 4.16. Spirulina/pBR325SL ik rekombinant organizmalarin sonikasyon+ lizozim
(10mg/ml) + SDS (% 1) ve % 20 v/v TCA ile muamelesi sonrasi protein
profillerinin SDS-PAGE’ de gorunttisii
(M: Marker, 1. E.coli/pBR325SLik intraselilar proteinler, 2
E.coli/pBR325 intraselilar proteinler, 3: Dz from Spirulina intraseltlar
protenler, 45 ve 6. Diz form Spirulina/pBR325SLik intraseltlar
proteinler, 7: Spiral form Spirulina intraseltlar proteinler, 8,9 ve 10: Spiral
form Spirulina/pBR325SL ik intraselllar proteinler

A (B)

Sekil 4.17. E. coli/pBR325SLik, E.coli/pBR325, orijinal diz ve spiral form
Soirdlina’lar  ile  rekombinant diz ve spiral  Spirulina’larin
(sonikayon+lizozim+SDS  islemleri  uygulanmustir)  SDS-Likenan-
PAGE' de renatirasyon sonrasi likenaz  aktivitesi  bakimindan
karsilastirilmast A: SDS-Likenan-PAGE’in kongo kirmizisi ile boyanmasi.
B: SDS-Likenan-PAGE’in kongo kirmizis ile boyanmasi sonrasinda
Coomassie Blue boyasi ile boyanmasi
1: E.coli/pBR325SL ik intraselllar proteini
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Sekil 4.17'de goruldigt Uzere yalmzca 1 numaralt (beyaz cizgi ile
gosterilmistir) E.coli/pBR325SLik rekombinant bakterisine ait intraselllar protein
SDS-PAGE profilinde aktif bant gbzlenmistir.

stk Ry
“ 116 kDa
* 662 kDa
45.0 kDa

Sekil 4.18. SDS-Likenan-PAGE’in Congo-red ile boyanmasi sonrasinda Coomassie
Blue ile boyanmasi ve aktivite gozlenen E.coli/pBR325SLik rekombinant
bakterisine ait likenaz enzim geni biytkltgunun marker ile karsilastirmali
tespiti (aktif bant beyaz cizgi ile gosterilmistir)

Protein ekspresyonu varligini test etmek icin farkli bir yaklasim olarak
sonikasyon sonrasi, sonikasyon+lizozim sonrasi ve sonikasyon+lizozim+SDS sonrasi
elde edilen sipernatant kissmlarin % 70 v/v etilalkol ile ¢coktirilmesi sonucu elde
edilen proteinler, sodyum-fosfat tamponu (pH: 6.5), % 0.1 w/v likenan ve % 1.5 w/v
agar’ dan olusan kat1 besi yerinde agilan oluklar icirisine alinarak ve 1 gece 37°C’de
bekletilmis ve % 2 kongo kirmizisi + 5mM NaOH boyasi ile boyanmistir (Sekil
4.19). Boyama sonucunda az miktarda likenaz aktivitesi gozlenmistir (lizozim

asamasi sonrasi aktivite gozlenmis fakat fotografa yansimamistir) (Sekil 4.19).

Sekil 4.19. Spirulina/pBR325SLik igin likenaz enzim aktivitesinin belirlenmesi
(Spiral form Spirulina/pBR325SLik- 1.5 kHz sonikasyon degeri ile 6.0
kV cm* elektriksel alan degeri uygulanmustir
(A: Sonikasyon+% 70 etilalkol, B: Sonikasyon+lizozim+% 70 etilalkol,
C: Sonikasyon+lizozim+SDS+% 70 etilalkol sonras proteinleri)
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4.2. Tartisma

Hayvan besleme agisindan 6nemli enzimlerden biri olan -(1,3-1,4)-glukanaz
(likenaz) enzimi tahillarin endosperm hiicre duvarinda bulunan B-glukanlar: hidrolize
ederek sindirimi artirmaktadir. Boylece yem hammaddelerinin iginde bulunan -
glukanlarin fazlaligi nedeniyle olusabilecek, fizyolojik rahatsizlik olarak bilinen
yapiskan diski olayint 6nlemektedir. Bu nedenle hayvan beslemede likenaz enzimi
yem katkisi olarak blyik 6neme sahiptir.

Streptococcus bovis JB1'e ait B-(1,3-1,4)-glukanaz geni Escherichia coli,
Lactococcus lactis ve Enterecoccus faecalis bakterilerinde klonlamp eksprese
edilmistir (Ekinci ve ark., 1997). Ayrica Likenaz geninin subklonlama ile E. coli-
Bacillus sp. mekik vektori pMK3'e ligasyonu yapilmis ve gelistirilen rekombinant
plazmid pMK3Lik, 6nce ara konakci E. coli, daha sonra da Bacillus coagulans a
aktariimistir (Asan ve Ozcan, 2007). Bu calismada, likenaz enziminin ekonomik
Uretilmesine farkli bir yaklasim olarak bu enzim geninin S platensis'e aktarimi
disUntlmistdr. S. platensis e ait serin esteraz geni daha 6nce pPLc2833 vektori ile
E.coli HB101'de klonlanmis ve DNA baz dizileri okunarak yayinlanmistir (Salvi ve
ark., 1994). Su ana kadar serin esteraz geninden hari¢ S platensis e pHSG399
plazmidi (Toyomizu ve ark., 2001), Tn5 transpozon-transpozos-lipozom kompleksi
(Kawata ve ark., 2004) ile pBR325SL (serin esteraz ve lizozim genleri takili)
(Baylan, 2007) elektroporasyon teknigi kullanilarak aktarilabilmistir. Bu ¢alismada
Sreptococcus bovis JB1 kromozomundan izole edilen likenaz enzim geni ve
Soirulina kromozomundan izole edilen serin esteraz  (plazmidin - Spirulina
kromozomuna entegre olabilmesi icin) enzim genlerinin pBR325 plazmidine
takilmasi ile olusturulan rekombinant pPBR325SLik entegratif plazmidi S. platensis'e
aktarilmistir. pBR325SLik vektorlni tasiyan S. platensis gerek antibiyotik igeren
gerekse antibiyotik icermeyen sivi Spirulina ortaminda fenotipik olarak test
edilmistir. Cm'lU sivi besi ortaminda pBR325SLik vektorinu almis olan S
platensis ler Urerken, vektor aktarilmamus olan kontrol grubu Grememis fakat kontrol
antibiyotiksiz besi ortaminda ise Uremistir. Rekombinant Spirulina’lardan
kromozomal DNA izolasyonu yapilmistir. Likenaz enzim gen bélgesi icinde 666 bg

uzunlugunda bdlgeyi cogaltabilecek primerler hazirlanmistir ve bu primerler
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kullanllarak S platens/pBR325SLik genomunda likenaz enzim geni varligi
belirlenmistir. Bu sonu¢ pBR325SLik vektorinin basariyla Spirulina platensis
kromozomuna entegre oldugunu gostermistir. pBR325SLik vektorunin S platensis' e
elektroporasyon calismalarinda 5.0 kv cm™ de ve 6.0 kv cm’elektriksel alan
degerleri ile 1.5 kHz ve 3.0 kHz sonikasyon hizlarinda basarili olunmustur. Daha
once 2-12 kv cm™ arasindaki elektriksel alan degerleri kullanilarak S platensis’ e
yapilan elektroporasyon calismalarinda, 4-6 kv cm™ de en iyi sonuc verdigi
belirtilirken sonikasyon iz konusunda herhangi bir deger belirtilmemistir
(Toyomizu ve ark., 2001). Kullarnilan degerlerin Toyomizu ve ark. (2001) tarafindan
yapilan elektroporasyon galigmalarinda kullanilan degerler ile benzerlik gostermesi
sonikasyon hizlarinin da uyumlu olabilecegini akla getirmektedir. Ancak diger
arastiricilar tarafindan kullanilan sonikasyon hizi belirtilmediginden bu konuda net
bir karsilastirma yapma imkanna sahip bulunulmamaktadir. Bunun disinda
sonikasyon isleminde kullanilan baslik ¢apinin da sonikasyon siddetini etkiledigi,
kicuk capli basliklarin yogun bir enerji yarattigi fakat enerjinin yayildigi alanin
daraldigi, buna karsilik blylk capli basliklarin daha kictk bir enerji yarattig: fakat
enerjinin yayildigi alanin daha genisledigi belirtilmistir (Goodwin, 1990; Delikara,
2006).

2004 yilinda yapilan bir ¢alismada transformant S platensis lerin kat1 besi
ortaminda ancak iki ayda gelisimini tamamladigi bildirilmis, fakat sivi besi yerinde
gelisimi konusunda herhangi bir sey belirtilmemistir (Kawata ve ark., 2004). Test
etmek amaciyla sivi besi yerinde Ureyen transformant S. platensis hiicreleri Cm
iceren kat1 Spirulina ortamina alinmig ve 3 hafta sonunda gelisimlerinin sivi besi
yerine oranla daha yuksek oldugu tespit edilmistir. Ayrica diz form rekombinant
Spirulina hticrelerinin gelisimlerinin spiral form rekombinant Spirulina hicrelerinin
gelisimlerine oranla daha yiksek oldugu gozlenmistir.

Daha Onceki calismalarda S platensis hicrelerine elektroporasyonda
kullanmlan vektorler lineer hazirlanmistir (Toyomizu, 2001; Baylan, 2007). Bu
calisgmada, vektor lineer aktarildiginda elektroporasyon sonrasi vektorin ug
kissmlarinda enzimatik parcalanma meydana gelebilecegi ve transformasyon
etkinligini distrebilecegi distincesiyle plazmidler halkasal olarak aktarilmistir.
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Likenaz geninin hicre ici sitoplazmik ekspresyonunu belirlemek igin,
transformant Spirulina hicrelerinden 3 farkli yontemle protein izolasyonu yapilmis
ve SDS-PAGE analizi uygulanmistir. Azsonm/Azsonm Okumalart sonucu en fazla DNA
igeriginin sonikasyon+lizozim+SDS asamasi sonrast gozlendigi bulunmustur. Fakat
SDS'in proteinleri denatirre etkisi g6z 6niinde bulundurulmustur. SDS-PAGE analizi
sonucunda ise pozitif kontrol grubu (E.coli/pBR325SLik intraselllar proteini)
disinda digerlerinde likenaz enzim aktivites tespit edilememistir. Likenaz enzim
aktivitelerinin tespit edilememe sebebinin, genin bu Spirulina’larda ¢ok dusik
miktarda eksprese oldugu (likenaz genine ait promotor diziler muhtemelen
Soirdlina’larca zayif transkribe edilmesi) ya da genin eksprese olarak enzim
Uretimini gerceklestirdigi fakat bu Spirulina’larda bulunan proteolitik aktiviteden
etkilendigi distinilmtsttr. Bir bakteri icerisine giren yabanci genlerin ekspresyonu
ile Uretilen rekombinant enzimler, hiicre icerisinde katlanmalar1 esnasinda, konukgu
bakterinin hiicre duvarinda bulunan proteaz enzimlerince proteolitik aktiviteye maruz
kalarak parcalanmasinin dogal bir sonu¢ oldugu daha ©nce bazi arastiricilar
tarafindan bildirilmistir (Schallmey ve ark., 2004; Rozkov, 2001; Braun ve ark.,
1999). Fakat enzimin az eksprese olma ihtimalinin (kromozoma entegrasyon sonrasi
tek kopyal1 olmasindan dolay1) ¢ok daha ytksek oldugu distlmustir. Rekombinant
Soirulina’ larda enzim aktivitesine rastlanilamamasinin bir diger sebebi olarak, enzim
aktivitesinde 6nemli bir rol oynayan uygun protein katlanmasinin gerceklesmemis
olabilecegi de diusuntlebilir. Zira enzimler sentezlendikten sonra uygun katlanmay1
yaparak U¢ boyutlu yapisim kazanir ve fonksiyonel hale gecerler (Roder ve ark.,
2003; Cooper, 1997). Fakat zymogram analizleri bdyle bir ihtimalin bulunmadigini
gbgtermistir. Ayrica proteinin az transkribe oldugu veya protein sentezinin yeterli
olmadig1 da digtntlebilir. Zira elde edilen proteinlerin sodyum-fosfat tamponu (pH:
6.5+ % 0.1 w/v likenan ve % 1.5 w/v agar ile hazirlanan besi yeri igindeki
kuyucuklara alimp boyamasi yapildiktan sonra az oranda yalnizca spiral form
Spirulinadan (1.5 kHz sonikasyon hizi ve 6.0 kV cm' elektriksel alan
uygulanmistir) elde edilen proteinde likenaz aktivitesi gozlenmistir. Bu sonug
vektorin kromozoma entegre olmasi ve tek kopyali olmasindan dolay: proteinlerin
diger dogal Spirulina proteinlerine oranla son derece az Uretildigini gostermektedir.
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Ortama SDS konuldugunda ise sbz konusu bu aktivitenin yitirildigi gozlenmistir
(Sekil 4.19).

Besinsel igerigi yiksek olan Spirulina’ dan yuksek verim elde edilmesi igin
genetik muhendisligi tekniklerinin Spirulina tizerinde uygulanmasinda karsilasilan en
blytk problemlerden birisi klonlama vektori yetersizligidir. Bilgilerimize gore bu
calisma ile ilk kez pBR325 vektorinin pBR325SLik haline donusturulmesiyle
likenaz geninin elektroporasyon metoduyla basarili bir sekilde spesifik kromozom
bolgesine (serin esteraz) geni homolog krossing over ile aktarilabilecegi
gosterilmistir.

Yabanci (heterologous) proteinlerin Spirulina’da entegratif vektorlerle
kromozoma aktarilarak ekonomik seviyede Uretilmesinin ancak uygun promotor

secimi ile veya tandem gen organizasyonu ile mimkin oldugu sonucuna varilmstir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

1. Yapilan bu calisma ile pBR325SLik (Kromozoma entegrasyonu
saglanmasi igin Spirulina’ ya ait serin esteraz geni ve Streptococcus bovis JB1 susuna
ait likenaz geni takili) entegratif vektorl halkasal olarak elektroporasyon yolu ile S
platensis hiicrelerine aktarilmistir. pBR325SLik vektorini tasiyan S. platensis gerek
antibiyotik iceren gerekse antibiyotik icermeyen sivi Spirulina ortaminda fenotipik
olarak test edilmis, pBR325SLik vektorint almis olan farkli elektriksel alan ve
sonikasyon hizi uygulanmis olan S. platensis' lerin Cm' U sivi besi ortaminda tredigi,
buna karsilik vektor aktarilmamus olan kontrol grubu S. platensis’lerin Cm' Il besi
ortaminda Uremezken, antibiyotiksiz besi ortaminda ise Uredigi gosterilmistir.

2. Sivi  klltorden  kati1  kdltire  almnan  Spirulina/pBR325SL ik
organizmalarindan yaklasik 20 giin sonra fenotipik olarak en iyi Uremenin diiz form
rekombinant Spirulina’ larda oldugu gdzlenmistir.

3. Fenotipik olarak Cm iceren besi yerinde Uredigi test edilen S. platensis
hiicrelerinden kromozomal DNA izolasyonu yapilmistir. Daha sonra uygun
primerler kullamlarak PZR hazirlanmis ve % 0.8 w/v agaroz jel kontroliinde ise
fenotipik test sonucu rekombinant oldugu belirlenen 6 Spirulina hicre
DNA’larindan yalmzca 2 tanesinde (3.0 kHz sonikasyon hizi ile 5.0 kv cm™
elektriksel alan degerlerinin uygulandig1 diiz form Spirulina/pBR325SLik ve 1.5
kHz sonikasyon hizi ile 6.0 kv cm™ elektriksel alan degerlerinin uygulandig: spiral
form Spirulina/pBR325SL k) likenaz gen bandi gozlenmistir.

4. Transformant S platensis hiicrelerinden protein izolasyonu yapilmis
ve SDS-PAGE analizi uygulanmistir. Analiz sonucunda ise yalmzca pozitif
kontrolde (E.coli/pBR325SLik intraselllar proteini) likenaz aktvitesi gozlenmistir.
Protein analizi icin kat1 besi yeri ¢calismasi sonucunda ise vektorin entegrasyon
sonucu tek kopyali olmast ve Spirulina hicrelerinin yaklasik 20 gin gibi uzun
siirede Uremelerinden dolay: proteinin az eksprese oldugu tespit edilmistir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER Dilek TEKDAL

Elde edilen bu bulgular degerlendirilerek S. platensis Uzerinde 6nemli genetik
calismalart yapilabilir. Bu calismalardan bazilari asagida maddeler halinde

verilmistir:

A: S platensisin yiksek DNaz icerigi nedeniyle transformasyon etkinliginin dusik
oldugu bilinmektedir. Bu calismada, DNaz aktivitesini engellemek icin EDTA
kullamlmigtir. DNaz aktivitesini engellemek icin daha etkili bir yontem
bulunabilir.

B: pBR325SLik’in  Spirulina hicrelerine  elektrotransformasyonunun  basarili
oldugunun gosterilmesi ile pBR325 vektorinin ileride mavi yesil algler tzerine
uygulanacak genetik calismalari icin uygun oldugunu distundirmektedir. Ayrica
pBR325 vektorunin Spirulina’'ya gen aktarimi igin yeni modifiye vektor
tasarlanmasi ¢alismalarina onctilik edebilecegi akla gelmektedir.

C: Elektrotransformasyonun basarisinin test edilmesi igin pBR325 vektorine serin
esteraz geni yerine entegrasyonun saglanmast agisindan yine Spirulina
kromozomuna ait olan gen takilarak yeni bir deneme kurulabilir.

D: Ayrica likenaz geninin Spirulina hiicrelerinde eksprese olmamasinin nedeninin bu
genin orijininden kaynaklamp kaynaklanmadigin tespit etmek icin baska bir
mikroorganizma (bakteriyel) kaynakli likenaz genini S platensis e aktararak bu
organizmada ekspresyonu arastirilabilir.

E: Diger mikroorganizmalar igin kullamlan uygun vektdrlere S platensis
kromozomal DNA’sina ait replikasyon orijini bolges takilarak, bu
mikroorganizmalarla S platensis arasinda mekik vektorleri gelistirilebilir.

F: Dunyamin birgok Ulkesinde hayvan vyetistiriciliginde antibiyotik kullanimi
yasaklanmaktadir.  Spirulina  enfeksiyonlara karst  bagisiklik  sistemini
glclendirerek dolayl: yoldan antibiyotik kullammni azaltacaktir. Igerigindeki
fikosiyanin pigmenti ile bagisiklik guclendirici olarak kullammi mumkundur. S
platensisin biyolojik degerini artiracak diger enzim genleri klonlanarak yeni
rekombinant S. platensis hatlari gelistirilebilir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER Dilek TEKDAL

G: Spirulina/pBR325SL ik rekombinant organizmalar: igin protein ekspresyonu iyice
arastirilmalidir. Transkripsiyon aydinlatilmalidir (DNA transkribe oluyor fakat
translasyonda sorun meydana geliyor olabilir).
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OZGECMIS

1983 Adana dogumluyum. Ilk ve orta 6grenimimi 23 Nisan Ilkogretim
Okulunda 1997 yilinda, lise 6grenimimi ise Adana Erkek Lisesinde (Siper Lise)
2001 yilinda tamamladim. Ayni yil Gazi Universitesi (Ankara) Fen Edebiyat
Fakultesi Biyoloji Boéliminde lisans egitimime basladim ve 2005 yilinda aym
bélimden onur 6grencisi olarak mezun oldum. Ayni yil Cukurova Universitesi Fen
Bilimleri Enstitusi Biyoteknoloji Anabilim Dalinda Yuksek Lisans egitimime
basladim. C.U. Yabanc: Diller Egitim Merkezi’ nde 6 ay dil egitimi sonrasi ingilizce
muafiyet sinavinda basarili olarak alan derslerime katildim ve katildigim Y Uksek
Lisans derslerimi basar1 ile verdim. Tez asamasinda iken 2007-2008 yil1 Erasmus
ogrencisi olarak, 1 ay italya mn Perugia sehrinde italyanca dil egitimi aldim ve
ardindan 5 ay italya’min Sardunya adasindaki Sassari Universitesinde arastirmalara
katildim, ilgili alanlarda dersler aldim ve aldigim dersleri basar1 ile tamamladim.
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EKLER
Ek.1 BESI YERLERI
Ek 1.1. Spirulina Ortam

Soirulina kulttrlerinde kullanilan Spirulina ortaminin igerigindeki maddeler
asagidaki gibidir (www.cyanosite.com).

Ortam-Sollisyon Madde Miktar
Part | NaHCO3 (Sodyum bikarbonat) 16.80 g
Na2CO3 (Sodyum karbonat) 8.06 g
K2HPO4 (Potasyum bifosfat) 1.009
Distile su 500.00 ml
Part Il NaNO3 (Sodyum nitrat) 5.00¢g
K2S04 (Potasyum siilfat) 2.00¢g
NaCl (Sodyum klortir) 2.00¢
MgS04.7H20 (Magnezyum silfat. 0.40¢g
7H20)
CacCl2 (Kalsiyum klorr) 0.02g
FeS04.7H20 (Demir sulfat. 7H20) 0.02g
Na2 EDTA (Sodyum — EDTA) 0.16 g
Mikro Element Sollisyonu 10.00 ml
Vitamin Sollisyonu 5.00 ml
Distile su 500.00 ml
Mikro element Soliisyonu | ZnS0O4.7H20 (Cinko sulfat. 7H20) 0.001 g
MnS0O4.7H20 (Mangan sulfat. 7H20) 0.002 g
Na2Mo0O4.2H20 (Sodyum molibdat. 0.01g
2H20)
Co(NO3)2.6H20 (Kobalt nitrat. 6H20) 0.001g
CuS04.5H20 (Bakir stilfat. 5SH20) 0.00005 g
FeS04.7H20 (Demir sulfat. 7H20) 0.79
Na2 EDTA (Sodyum EDTA) 0.8¢g
Distile su 1.00L

Part 2 (500 ml) ortamina 10 ml mikro element solisyonu ilave edildikten
sonra Part 1 (500 ml) ve Part 2 (500 ml) ortam ayr1 ayr1 otoklavda steril edilir.
Kullanilacag: zaman 2 ortam birlestirilir (1:1) ve S platensis e besin olarak verilir.
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Ek 1.2. LB (Leuria Bertani) Besyeri

a) Sivi (1 litreigin)

10 gr Bakto tripton

10 gr NaCl

5 gr Yeast ekstrakti

Yukarida verilen miktarlar 1 litre icin olup, farkli hacimde LB besiyeri
hazirlanacaksa bu miktarlar 0 hacme gore orantilanarak tartilmalidir. Tartilan
kimyasallar manyetik karistirici Gzerinde toplam hacimden biraz az saf su ile
cOzulerek pH’st 0.1 M NaOH ile 7.5 e ayarlanir. Hacim saf su ile tamamlanarak
erlenlere hacmin 1/10'u olacak sekilde paylastirilir. Erlenin agzi pamukla sikica
kapatilir ve aluminyum folyo sarilarak 121 °C'de 15 dakika otoklavlanir. Hazirlanan

besi yeri oda sicakliginda uzun siire saklanabilir.

b) Kat1

Hazirlanan sivi besi yerine % 1.5 w/v agar ilave edilerek otoklavlanir.
Otoklav sonrasi €lle tutulabilecek sicakliga (yaklasik 48 °C) kadar soguduktan sonra
otoklavlanmis petri kaplarina steril kabin igerisinde paylastirilir. Donduktan sonra
strec filmle sarilarak +4 °C’de muhafaza edilir. Antibiyotik ilave edilecegi zaman,
son konsantrasyon dikkate alinarak, besi yeri petri kaplarina paylastirilmadan hemen
once ilave edilerek karstirilir ve beklemeden paylastirma yapilir.

Ek 2. SOLUSYONLAR
Ek 2.1. TNE Soltisyonu

10 mM Tris-HCI (pH 8.0)

100 mM NaCl

1 mM EDTA (pH 8.0)

Istenen hacim icin gerekli Tris, NaCl ve EDTA (Ek 2.11.) hesaplanarak
stoklarindan alinir, saf su ile istenilen hacme tamamlamir. Otoklavlandiktan sonra
kullanlir. +4 °C’ de muhafaza edilmelidir.

72



Ek 2.2. Lizozim Soltisyonu (5 mg/ml)

50 mM Glukoz

10 mM EDTA (pH: 8.0)

25 mM Tris (pH: 8.0)

Once 25 ml 1 M glukoz hazirlanarak steril filtreden gegirilir ve stok olarak
saklanir. Istenen hacimdeki soltisyon icin gerekli Tris (Ek 2.10.), EDTA (Ek 2.11.)
ve glukoz hesaplanarak stokdan alinir ve saf su ile hacme tamamlanir. Otoklav
yapilmaz, buz dolabinda saklanir. Kullamlacagi zaman istenen hacimde soltisyon
ainarak 5 mg/ml olacak sekilde liyofilize lizozim tartilarak eklenir ve iyice
vortekdenir. Kullamlincaya kadar buz Uzerinde tutulmalidir. Her zaman taze
hazirlanmasi gerektigi icin fazlasi dokulur.

Ek 2.3. SDS Sollisyonu

0.2 M NaOH

% 1 SDS (w/v)

10 ml icin; 0.08 gr NaOH ve 0.1 gr SDS tartilarak Gizerine 10 ml steril saf su
ilave edilir. Vortekslenerek iyice homojenize edilir. Kullamlincaya kadar buz
Uzerinde tutulmalidir. Her zaman taze hazirlanmasi gerektigi icin fazlas: dokulUr.

Ek 2.4. Na-asetat (3M, pH 4.8ve5.2)

Hazirlanmak istenen hacimde, 3 M olacak sekilde Naasetat tartilir ve
manyetik karistirici Uzerinde bir miktar saf suda ¢ozulir. Glasial asetik asit ile pH’si
ayarlanir ve saf su ile istenen hacme tamamlanmir. Otoklavlandiktan sonra oda
sicakliginda muhafaza edilir.

Ek 2.5. RNaz Haairlanmas (10 mg/ml)

Hazirlanmak istenen hacim igin gerekli kadar miktar RNaz dikkatli bir
sekilde tartilarak RNaz solisyonunda (10 mM Tris-Cl (pH 7.5), 15 mM NaCl)
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¢OzUldr. 100 °C'de 15 dk tutularak DNaz aktivitesi inhibe edilir. Oda sicakliginda

soguduktan sonra mikrosantrifdyj tplerine paylastirilir ve -20 °C’ de muhafaza edilir.
Ek 2.6. Fenol:K loroform:izoamil Alkol (25:24:1)

Stok fenolden bir pipet yardimiyla dikkatlice 25 ml gekilir. Uzerine 24 ml
kloroform ve 1 ml izoamil alkol ilave edilerek toplam hacim 50 ml’ye tamamlanir.
Kullanmadan 6nce iyice calkalanarak homojenize edilmelidir. Icinde bulundugu sise
aliminyum folyo ile sarilarak 1giktan korunmal: ve +4 °C’ de saklanmalidir. Kullanim

siiresi 1 ay1 gegmemelidir.
Ek 2.7. Kloroform:izoamil Alkol (24:1)

24 hacim kloroform, 1 hacim izoamil alkol ile karistirilarak hazirlanir. Iginde
bulundugu sise aliminyum folyo ile sarilarak isiktan korunmali ve +4 °C'de
saklanmalidr.

Ek 2.8. TE Soltisyonu

10 mM Tris (pH 8.0)

0.1 M EDTA (pH 8.0)

Hazirlanacak hacim icin gerekli Tris ve EDTA hesaplanarak stokdan alinir ve
saf su ile istenilen hacme tamamlanir. Otoklavlandiktan sonra kullanilir.

Ek 2.9. Kongo Kirmizisa (Congo-red) Boyas

% 0.1 w/w Congo-Red olacak sekilde istenilen hacim icin gerekli miktar
tartilarak saf su ilave edilerek manyetik karistiricida iyice ¢ozdurtlor. SDS-Lik-
PAGE icin daha sonra Kongo-Red igerisine 5 mM NaOH ilave edilerek ¢ozilmesi

saglanir.
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Ek 2.10. 0.5M TrisHCI (pH 8.0)

Istenen hacimlerde 0.5 M olacak sekilde Tris-HCI tartilarak bir miktar suda
¢Ozulur, pH’st NaOH ile 8.0'a ayarlanarak saf su ile hacme tamamlanir. 121 °C’ de 15
dk otoklav yapilarak +4 °C’ de saklanir

Ek 2.11. 0.5M EDTA (pH 8.0)

Istenen hacimlerde 0.5 M olacak sekilde EDTA tartilarak bir miktar suda
¢Ozulur, pH’st NaOH ile 8.0'a ayarlanarak saf su ile hacme tamamlanir. 121 °C’ de 15
dk otoklav yapilarak +4 °C’ de saklanir.

Ek 2.12. 1 mM HEPES (PH 8.0)

Istenen hacim icin gerekli HEPES hesaplanarak tartilir ve istenilen hacimde
saf su ile ¢ozilir. Otoklavlanarak +4 °C’de muhafaza edilir.

Ek 2.13. Tampon A

100 mM Tris (pH:8.0)

50 mM EDTA (pH: 8.0)

100 mM NaCl

Istenen hacim icin gerekli Tris, NaCl ve EDTA hesaplanarak stoklarindan
alinir, saf su ile istenilen hacme tamamlanir. Otoklavlandiktan sonra kullanilir. +4
°C’ de muhafaza edilmelidir.

Ek 2.14. TES Sollisyonu

50 mM Tris (pH: 8.0)

5mM EDTA (pH: 8.0)

50 mM NaCl,

Istenen hacim icin gerekli Tris, NaCl ve EDTA hesaplanarak stoklarindan
alinir, saf su ile istenilen hacme tamamlanir. Otoklavlandiktan sonra kullanilir. +4
°C’ de muhafaza edilmelidir.

75



Ek 2.15. Stok Fenol

160 °C’de digtile edilmis kat1 fenolden istenilen miktarda tartilarak 68 °C’ de
tamamen eritilir. Renklendirmek icin Gzerine % 0.1 oraminda 8-hidroksikinolin ilave
edilir. Esit hacimde (1:1) 0.5 M tris (pH 8.0) ilave edilerek iyice karistirlir. Iki faz
ayrilincaya kadar oda sicakliginda beklenir. Ust faz atilarak bir 6nceki islem tekrar
edilir (en az iki defa). Bu sefer Uzerine esit hacimde 0.1 M tris (pH 8.0) ilave edilerek
karistirlir. Ust faz uzaklastirilarak tekrar 0.1 M tris (pH 8.0) ilave edilir ve iyice
karstirilir. Bu isleme Ust fazin pH’'st >7.8 oluncaya kadar devam edilir. pH
ayarlandiktan sonra fenol icerisine % 0.2 B-merkaptoetanol ve 1/10 oraninda 0.1 M
tris (pH: 8.0) eklenerek +4 °C’de saklanir. Saklama esnasinda sise aliiminyum folyo
ile sarilarak 1siktan korunmalidir. Fenol organik bir ¢ozticii olup proteinleri denattire

ederek tortu olusturmasin: saglar.
Ek 2.16. Besi Ortamlar: igin Stok Antibiyotik Hazirlanmas:
Kloramfenikol (34 mg/ml)

Istenen hacim icin gereken miktar kloramfenikol tartilarak saf alkol (% 100)
icerisinde cozulir ve steril mikrosantriftj tUplerine paylastirilarak -20 °C'de
muhafaza edilir. Besi ortamlarina, plazmid amplifikasyonu igin 170 pg/ml, direncli
bakteri segcimi igin ise 5-50 pg/ml konsantrasyonlarinda kullanilir.

Ek 2.17. 5X TBE Tamponu

Bir litre igin; 54 gr Tris baz, 27.5 gr Borik asit, 10 mM EDTA (pH 8.0)
kullanlir. Hazirlanmak istenen miktar icin gereken bilesenler yukaridaki degerlere
gore orantilanarak alinir. Manyetik karistirici Uzerinde ¢ozilerek pH NaOH ile 8.0'a
ayarlanarak otoklav yapilir.

Kullamm konsantrasyonu olan 1X yapmak icin 1 hacim 5X TBE alinarak
Uzerine 4 hacim saf su ilave edilir.
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Ek 2.18. Ethidium Bromid (EtBr) (10 mg/ml)

Hazirlanmak istenen hacim igin gereken miktar Ethidium bromid (EtBr)
dikkatli bir sekilde tartilir ve saf suda vortekdenerek iyice ¢ozilir. Isiga hassas
oldugu icin ya koyu renkli bir siseye konur, veya bulundugu kap aliiminyum folyo ile
sarilarak +4 °C’'de muhafaza edilir. Kuvvetli bir mutajen oldugu icin tartim ve
kullamim sirasinda ¢ok dikkatli olunmali, mutlaka eldiven ve maske kullamimalidir.
EtBr floresan bir boya olup DNA ve RNA’'da bulunan bazlar arasina girerek
baglamir. UV ile parlayarak goéruntii verir ve jeldeki nikleik asitlerin yerlerinin
belirlenmesini saglar.

Ek 2.19. Elektrod Soltisyonu (1 litreigin)

0.05 M Glisin

0.05 M Tris-baz

% 0.1 SDS

Yukarida verilen oranlara gore istenen hacim icin gereken miktarlarda
malzeme tartilarak bir kaba konur. istenen hacmin biraz altinda saf su ile

¢Ozuldikten sonra yine saf su ile hacme tamamlanr.
Ek 2.20. Coomassie Blue Boyas (1 litre)

2 gr Coomassie blue (% 0.2 w/v)

500 ml Metanol (% 50 v/v)

100 ml Glasial asetik asit (% 10 v/v)

400 ml Saf su

Y ukarida verilen miktarlarda malzemeler bir erlen igerisine alinarak manyetik

karistirici Uzerinde iyice homojenize edilir.

Ek 2.21. Destain Soliisyonu (Yikama Soltisyonu) (1 litre)

50 ml Metanol (% 5 v/v)
70 ml Glasial asetik asit (% 7 viv)
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880 ml Saf su
Y ukarida verilen miktarlarda malzemeler bir erlen igerisine alinarak manyetik

karistirici Uzerinde iyice homojenize edilir.
Ek 2.22. 50 mM Na-fosfat Sollisyonu

50 mM Na2HPO4
50 mM NaHZPO4

Istenen hacim icin gereken miktarlarda NaZH PO4 ve NaHZPO4 tartilarak dnce

her biri icin ayr1 ayr1 solisyon hazirlanir. Daha sonra genis bir kaba her iki
soltisyondan dikkatlice aktarilarak birbiri ile pH: 6.5 e ayarlanir. Otoklavlanarak oda

sicakliginda muhafaza edilir.
Ek 2.23. Yukleme Tamponu (6X)

%40 Sukroz (w/v), saf suda ¢ozilur

%0.25 Bromfenol mavisi

Y ukarida verilen oranlara gore, istenen hacim icin gereken miktarlarda sukroz
ve boya tartilarak iyice homojenize edilir. Mikrosantrifdjj tUplerine paylastirilarak +4
°C’'de muhafaza edilir. DNA soliisyonu ile 1:5 oramnda (1 hacim boya, 5 hacim
DNA soliisyonu) karistirilir.

EK 3. PROTOKOLLLER
Ek 3.1. Agaroz Jel'in Hazirlanmasu

Belirlenen hacim igin gerekli agaroz tartilarak bir erlen icerisine konur.
Uzerine hesaplanan hacimde 1X TBE tamponu (Ek 2.17.) konarak alev (izerinde
eriyinceye kadar tutulur. Elle tutulacak sicakliga kadar (45-50 °C) soguduktan sonra
son konsantrasyonu 0.5 pg/ml stok EtBr soliisyonu (Ek 2.18.) ilave edilir. Jel kabina
dikkatli bir sekilde dokulerek jel taragi yerlestirilir ve donmast icin yaklasik 40
dakika beklenir. Jel elektroforez tankina alinarak Uzeri Ortulene kadar 1X TBE
tamponu ilave edilir. Tarak cikarilarak olusan kuyulara DNA 6rnegi yerlestirilir.

78



Ek 3.2. SDS-PAGE’nin Haarlanmas (Laemmli, 1970)

% 12'lik ayirict jel asagida verilen oranlarda kimyasallarin ilavesiyle
hazirlanir:

12 ml Akrilamid (% 30; 30 gr akrilamid ve 0.8 gr bisakrilamid tartilarak
toplam 100 ml olacak sekilde saf suda ¢ozilir.)

5.62ml Tris(2 M, pH 8.8)
0.3 ml SDS (% 10)
12.1 ml Saf su

Karisim hazirlandiktan sonra, polimerizasyonu saglamak igin tizerine 200 pl
amonyum persiilfat (% 10 w/v) ve 20 ul TEMED ilave edilerek daha dnce hazirlanan
iki cam levhadan olusan dizenek arasindaki bosluga bir pastér pipeti yardimyla
Ustten 4-5 cm bosluk kalacak sekilde dokilur. Uzerine ince bir katman olusturacak
sekilde su ile satlire edilmis bitanol ilave edilerek donmasi icin 45 dk beklenir. Jel
donduktan sonra Ustteki bitanol bir teksir kagidina emdirilerek alinir. Bu arada
asagida verilen oranlarda kimyasallarin karisimiyla toplayici jel bir erlen icerisine
hazirlanr:

1.8 ml Akrilamid

3.65ml Tris (0.5 M, pH 6.8)
0.15 ml SDS (% 10)

9.4 ml Saf su

Polimerizasyonu saglamak i¢in 100 pl amonyum persiilfat (% 10) ve 10 ul
TEMED eklenerek bir pipet yardimiyla toplayic jelin tzerine dokulir. Jel tarag:
yerlestirilerek donmast igin 45 dk beklenir. Jel donduktan sonra tarak cikarilarak
yarisina kadar elektrod soliisyonu konmus olan tankin igerisine kisa cam i¢ tarafa
gelecek sekilde yerlestirilir. Kars: tarafa iki cam levha yan yana konularak uzun cam
i¢ tarafa gelecek sekilde yerlestirilir. Substratli SDS-PAGE hazirlamak icgin, ayirici

jele % 2 w/v'lik likenandan olacak sekilde ilave edilir. Daha sonra iki cam levhanin
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arasina jelin Uzerina cikacak kadar, disina ise 4-5 cm. yuksekliginde elektrod
soltisyonu (Ek 2.19) ilave edilir.
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