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OZET
Yiksek Lisans Tezi

OZGUN BIR ISIK KONTROLLU T7 PROMOTORU-GFP IFADE SISTEMININ
GELISTIRILMESI VE GFP IFADESININ INCELENMESI

Ege SOYDEMIR
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Evren Doruk ENGIN

Mikrobiyal biyoteknolojinin 6nemli alanlarindan biri sentetik biyoloji ve genetik
mithendisligi araclart kullanilarak mikrobiyal hiicre fabrikalari ile rekombinant protein
tiretimidir. Sentetik biyoloji araglar1 birgok vektor ve genetik devreyi igermektedir. Bu
calismada pDawT ve pATG adi verilen iki farkli genetik miihendisligi aract olan vektor
tiretilmis ve test edilmistir. Bu iki vektor ayni mikrobiyal hiicre igerisine ko-transforme
edilip pDawT+pATG genetik devresi tamamlanmistir. pDawT plazmidinden T7 RNA
polimeraz enzimi ~400nm uzun dalga UV 15181 indiiklenmesi ile tiretilmekte ve Uretilen T7
RNA polimeraz, pATG plazmidi Gzerinde bulunan Ptz promotorundan, bu promotorun
kontrol ettigi genin transkripsiyonunu baglatmaktadir. Bu ¢aligmada E. coli DH5a
bakterisinde, Pt7 kontrolinde EGFP fiiretilmis ve hiicreler FITC filtresinde floresan
mikroskop ile goriintiilenmistir. Goriintiilenen hiicrelerin RGB ve HSV piksel yogunlugu ve
dagilimi analiz edilmis ve karsilastirilmistir. Uretilen pDawT+pATG genetik devresi ile
bir¢ok farkli bakteri veya mayada kullanilabilecek 6zgln bir optokontrolli rekombinant

protein iiretim araci iiretilmistir.

Anahtar kelimeler: Rekombinant protein, genetik devre, Escherichia coli DHS5a,
mikrobiyal hiicre fabrikalari, T7 RNA polimeraz, T7 promotoru pDawn, EGFP, SLIiCE

klonlama, sentetik biyoloji



ABSTRACT
MSc Thesis

DEVELOPMENT OF A NOVEL OPTO-REGULATED T7 PROMOTER-GFP
EXPRESSION SYSTEM AND INVESTIGATION OF GFP EXPRESSION

Ege SOYDEMIR
Ankara University Biotechnology Institute
Supervisor: Assistant Prof. Dr. Evren Doruk ENGIN

Recombinant protein production with microbial cell factories using synthetic biology and
genetic engineering is one of the hot topics of microbial biotechnology. Many vectors and
genetic circuits are used as synthetic biology tools. In this thesis study, we have produced
plasmids pDawT and pATG as two different genetic engineering tools for recombinant
protein production. pDawT+pATG genetic circuit is completed by co-transforming these
plasmids into microbial cell factories. pDawT component of this genetic circuit is
responsible for transcription of T7 RNA Polymerase gene by inducing with ~400nm long
range UV. The produced T7 RNA polymerase enzyme then initiates the transcription of
EGFP from P17 promoter of the second component of the genetic circuit, pATG plasmid. In
this thesis study we produced EGFP with pDawT+pATG genetic circuit in E. coli DH5a and
visualized the cells under fluorescent microscopy via FITC filter. After imaging of the cells,
the images’ RGB and HSV pixel density and distribution are analyzed and compared. With
the produced pDawT+pATG genetic circuit, a novel opto-regulated recombinant protein

production tool is produced that can be used widely.

Keywords: Recombinant proteins, genetic circuit, microbial cell factories, Escherichia coli
DH5a, T7 RNA polymerase, T7 promoter, pDawn, EGFP, SLiCE cloning, synthetic biology
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1. GIRIS

Mikrobiyal hiicre fabrikalari, yiiksek dozlarda rekombinant proteinler ya da g¢esitli
bilesiklerin tiretilmesinde, genetik miihendisligi ve sentetik biyoloji ile modifiye edilerek
kullanilan hiicrelerdir. Bu amagla kullanilan hiicreler arasinda en yaygin olarak kullanilan
mikrobiyal hiicre, hakkinda en fazla bilgiye sahip olunan E. coli’dir. Ayn1 zamanda, E. coli,
ilk olarak rekombinant protein liretimi saglanan bakteridir. Goeddel ve arkadaglari tarafindan
1978 yilinda pBR322 plazmidi omurgasi kullanilarak bir mikrobiyal hiicrede ilk olarak
rekombinant protein dretimi saglanmistir, iiretilen bu rekombinant protein giiniimiizde hala
kullanilan insan insiilinidir (1). E. coli gibi bir¢ok farkli hiicrenin rekombinant protein
uretiminde Kullaniminin denenmesinin yani sira, birgok genetik devre de rekombinant
protein tiretimindeki verimin arttirilmasi i¢in gelistirilmistir. Genetik devreler plazmidler
veya hiicrelerin kromozomal DNA’lar1 {izerinde tasarlanabilmektedir. Plazmid veya
kromozomal DNA (Uzerinden hedeflenen proteinlerin Uretimi icin, arabinoz, IPTG/laktoz
gibi molekdller kontroliinde Uretim saglayan operonlar gibi farkli birgok mekanizma
kullanilarak genetik devrelerin temel mekanizmalari ortaya ¢ikartilir. 2011 yilinda Andreas
Maoglich tarafindan tasarlanan pDawn plazmidi bu genetik devrelerden biri olmakta olup,

~470nm mavi 151k kontroliinde hedeflenen genin tiretimini saglamaktadir (2).

Protein {iretiminde en yaygin olarak kullanilan suslardan biri olan E. coli BL21(DE3) susu,
kromozomal DNA’sinda T7 RNA polimeraz geni igermektedir ve bu sayede T7 promotoru
(P17) kontrolundeki iiretim plazmidleri kullanilabilmektedir. Bu galismada T7 RNA
polimeraz genini kromozomal DNA’sinda bulundurmayan E. coli DH5a susu ~400nm
ultraviyole 1sik kontroliinde T7 RNA polimeraz Ureten bir plazmid (pDawT) ve Pr7
kontrollinde EGFP {iretimi saglayan baska bir plasmid (pATG) olmak lizere 6zglin olarak
tasarlanan iki plazmidli bir genetik devre ile transforme edilmistir. Bu sayede, kromozomal
DNA’sinda T7 RNA polimeraz geni barindirmayan yani protein uretiminde geleneksel
olarak kullanilmayan bakterilerde P17 ile protein iiretimi yapilabilen iki basamaktan olusan
bir genetik devre tasarlanmistir. Bu ¢calismada sonug olarak, olusturulan iki plazmidli pDawT
& pATG genetik devresinin E. coli DH5a hicrelerinde EGFP proteininin Gretim verimi
floresan mikroskop altinda goriintiilenerek, piksel yogunlugu ve dagilimi, RGB ve HSV

degerleri Olciilerek analiz edilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. BAKTERILERDE REKOMBINANT PROTEIN URETIMIi
2.1.1. REKOMBINANT PROTEINLER

Rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak iiretilen proteinlere rekombinant proteinler
denmektedir. Glnumuzde ylzden fazla rekombinant protein terapotik ajan olarak
kullanilmaktadir (3). Bunun diginda {iiretilen rekombinant proteinler sayesinde ¢esitli canli

biyosensorler (rekombinant bakteri hiicreleri) de Uretilebilmektedir (4).

1972 yilinda Jackson, Symons ve Berg, rekombinant DNA olusturmak igin bakteri
restriksiyon enzimi olan EcoRI ve DNA ligaz kullanarak restriksiyon endontkleazlar ile
rekombinasyonun ilk adimimi atmistir (5). 1973 yilinda ise Cohen, Chang ve Boyer, tekrar
restriksiyon endoniikleazlarini ve DNA ligazi temel alarak bir ““fonksiyonel” bir
rekombinant DNA iiretmistir. Uretilen bu rekombinant DNA, bir plazmid ve bir antibiyotik
direng geninin birlestirilmesi ile olusturulmus ve bir E. coli susuna aktarilmistir, sonug
olarak ise bu bakterilerin aktarilan antibiyotik diren¢ genini iiretebildigi yani olusturulan
rekombinant DNA’nin fonksiyonel oldugu bulunmustur (6). Bu ¢alismalarin sonucu olarak
rekombinant DNA teknolojisi ile hedeflenen genlerin, dolayisiyla rekombinant proteinlerin

de iiretilebilecegi ortaya ¢ikmistir (7).

Bakterilerde FDA tarafindan kabul edilmis ilk rekombinant protein uretimi de bu surecin
hemen sonrasinda gergeklestirilmistir. David Goeddel ve Genetech firmasindaki is
arkadaglari, 1978 yilinda pBR322 plazmidine insan insiilin A ve B proteinlerini ayr1 ayri
klonlamig ve E. coli bakterisinde bu plazmid tizerinden insan insulini rekombinant proteini
tiretmistir (1). Gliniimiizde bir¢ok bagka rekombinant protein de ilag olarak kullanilmaktadir.
Bunlara 6rnek olarak tekrar E. coli’de iiretilen insiilin reseptorii olan insiilin glarjin ve
Chinese hamster ovarian (CHO) hiicre hattinda {iretilen insan monoklonal antikoru olan
adalimubab verilebilir (8,9).



Rekombinant proteinlerinin Gretimi i¢in ©Okaryot ve prokaryot hucreler (Gretilecek
proteinlerin yapisi, karmasik katlanma diizenleri gibi konulara bagli olarak hiicre fabrikalar

olarak kullanilmaktadir.
2.1.2. MIKROBIYAL HUCRE FABRIKALARI

CHO gibi memeli hucreleri antikorlar gibi protein katlanmasi i¢in okaryotik sistemlere
ihtiya¢ duyan kompleks proteinler i¢in kullanilmakta iken, daha az katlanma ihtiyaci duyan
proteinler ise mikrobiyal hiicrelerde Uretilebilmektedir. E. coli bakterisi ve saccharomyces
cerevisiae mayasi gibi hiicreler konvansiyonel mikrobiyal hiicre fabrikalarina 6rnek olarak

verilebilir.

E. coli, rekombinant protein iiretiminde her zaman en ¢ok ¢alisilan hiicre olmus ve
dolayistyla hakkinda en ¢ok bilgi bilinden organizmalardan biri olmustur. Hakkinda bilinen
bilgiler ile ise rekombinant protein {iretimi i¢in kullanilan en yaygin hiicre olmaya devam

etmektedir (10).
Escherichia coli

E. coli, homo sapiens’ten sonra hakkinda en ¢ok bilgiye sahip olunan ve en ¢ok ¢alisilan
organizmadir (11). Gram-negatif, ¢ubuk seklinde ve spor iiretmeyen bir bakteri olan E. coli,
insan gibi sicak kanli ve bazi siirlingenlerin gastrointestinal floras1 dahil diinyada bir¢ok
yerde bulunmaktadir (12,13). E. coli bir¢ok diger bakteri gibi bir¢ok susa sahiptir, bu
suslardan bir kismi patojen olup bir kisminin patojen olmadigr gibi, bir kismi da
biyoteknoloji alaninda fazlasiyla kullanilmaktadir. Baz1 E. coli, suslart protein tiretiminde
daha yaygmn olarak kullanilirken (6rnegin E. coli BL21), bazi E. coli suslar ise
transformasyon i¢in verimli ve tasarlanan vektorlerin korunarak ¢ogaltilmas: i¢in yaygin

olarak kullanilmaktadir (6rnegin E. coli DH5a) (11).
Escherichia coli DH5a

E. coli DH5a, 1983 yilinda D. Hanahan tarafindan bakteri hiicrelerinin transformasyonunda
plazmidlerin korunmasi i¢in kullandigi E. coli DH1 susunu gelistirdigi bir E. coli susudur
(14). DH5a susu, DH1 susunun deoR481 mutasyonuna, A(lacZYA- argF)U169 delesyonuna

ve ®80dlacZAM15 eklemesine sahip olan bir transformasyon susudur (strain DB). DH1 ise



1968 yilinda Meselson ve Yuan’in irettigi E. coli MM294 susunun recA ve gyrA
mutasyonlarina ugratilarak tiretilmistir (14). recA” ve gyrA” mutasyonlart bu DH1 hiicresinin
DNA tamir mekanizmasina dogrudan etki etmekte ve bu bakteri hiicrelerinde plazmid
stabilitesini arttirmaktadir (15,16). DH5a susunda DH1 hiicresinden farkli olarak bulunan
deoR481 mutasyonu ise DHS5a hiicrelerine tek karbon kaynagi olarak inozin bulunan
minimal besi yerlerinde de iireme 6zelligini saglamaktadir (17,18). Tim bu mutasyonlar ile
DH5a giiniimiizde hala, transforme edilen plazmidin korunmasi ve transformasyon gibi
hiicreleri zorlayict durumlara sokan deneylere dayanikliligi gibi 6zellikleri ile konvansiyonel

olarak en verimli transformasyon suslarindan biri olarak kullanilmaktadr.
Escherichia coli BL21(DE3)

E. coli BL21(DE3), 4,557,508 baz ¢iftlik bir adet halkasal kromozomu bulundurmaktadir
(19). DE3 profaji BL21 genomunda A baglanma bdlgesine baglanmistir. DE3 profajinin
BL21 genomuna kendini entegre etmesi ile BL21(DE3) susu, lacUV5 promotoru
kontrolinde T7 RNA polimerazinin liretimini saglamaktadir. BL21(DE3) susunun tirettigi
T7 RNA polimeraz enzimi, E. coli RNA polimerazindan yaklasik 5-8 kat daha hizli RNA
Uretmektedir(20-22). lacUV5 promotoru ise IPTG veya laktoz molekdlleri ile
indiklenmektedir. (19,23).

Bu sebeplerle E. coli BL21 bakteri susu IPTG/laktoz ile indlklenerek, Pt7 kontrolinde gen
ifade eden plazmidler (6rnegin, pET28a) ile rekombinant protein Uretimi icin tercih

edilmektedir.
2.1.3. GENETIK DEVRELER VE BiLESENLERI

Organizmalar igin sentetik genetik devreler, genetik transformasyon, secici belirtecler,
vektorler, farkli promotorlar ve ¢esitli klonlama yontemleri gibi ileri molekiiler biyoloji
teknikleri gibi genetik araglar ve yontemler ile olusturulabilmektedir (24). Genetik
devrelerin tretiminde kullanilan araglar hiicresel diizenlemede kullanilan araglardir.
Hiicresel dilizenleme araglar1 ise hiicre DNA’larinda kodlu, promotorlar, represorler,
osilatorler gibi dizenleyici motiflerdir (25). Bu araglar ile, transkripsiyonel ve post-
transkripsiyonel mekanizmalar gibi gen aktiviteleri hiicre i¢i ya da dis1 sinyaller tarafindan

duzenlenebilmektedir (24). Biyomolekul Gretimleri, metabolik aktivite miihendisligi,



fermentasyon gibi alanlarda hiicresel diizenleme araglar1 hali hazirda kullanilmakta ve bu
araglar genetik devrelere entegre edilerek gen ifadeleri laboratuvar kosullarinda kontrol

edilebilmektedir (26).

Hicrelerde her gen her zaman ifade edilmemektedir, gen ifadesi birgok epigenetik ve/veya
genetik mekanizmalar ile kontrol edilmektedir, bu mekanizmalar ile bir genin ifade
edilmesine o genin “agik” olmasi, bir genin ifade edilmemesine ise o genin “kapali” olmasi
denmektedir (27). Genlerin ag¢ik veya kapali durumda bulunmasi bir tipki elektrik
devrelerindeki gibi bir anahtar ile saglanmaktadir. Durum elektrik devresi degil canli
sistemler ise bu anahtara “genetik anahtar” denmektedir. Sentetik genetik devreler, genetik
anahtarlar kullanilarak tiretilmektedir ve hiicrelerin belirli bir amaca yonelik modifikasyonu

i¢in kullanilmaktadir.

Bircok genetik devre anahtar olarak, kimyasal indikleyici molekullere cevap veren dogal
sistemlerden adapte edilmis bu molekullerle indiiklenebilen promotorlari kullanmaktadir
(28). Genetik devreler, transkripsiyonel regilasyon, DNA rekombinasyonu ve
transkripsiyonel ve post-transkripsiyonel regiilasyonlarin bir birlesimi gibi ¢ok ¢esitli
mekanizmalar kullanir (29-32). Bu tez ¢alismasinda, transkripsiyonel bir genetik devre
tretilmis ve calisgilmigtir. Transkripsiyonel devreler DNA (zerindeki RNA polimeraz
(RNAP) akisin1 degistirerek isler. Sentetik devre olusturulmasinda temel alinan, bahsedilen
akigt etkileyen birden fazla regiilatér bulunur. Ornek olarak, akisi arttirmak veya azaltmak

icin DNA baglayici proteinler RNAP’yi etkinlestirir veya bloke eder.

Uretilen sentetik genetik devreler sayesinde, hiicrelerin ifade etmesi hedeflenen genlerin
regiilasyonu sentetik olarak saglanabilmektedir yani hicreler programlanabilmektedir.
Programlanan hicreler ila¢ Oretimi, bioremediasyon, hiicrelerin terapdtik ajanlar olarak

kullanilmasi, yeni kimyasallarin kesfi gibi bir¢ok farkli alana etki edebilmektedir (33).

Sentetik genetik devrelerin elemanlar1 bir¢ok farkli agidan ele alinarak secilmeli ve
tasarlanmalidir. Oncelikle bir arada bir denge igerisinde ¢alisacak genetik devre elemanlar
secilmelidir (promotorlar, regulator proteinler, transkripsiyon faktorleri vb.) Hedeflenen
genetik devrelerin, dolayisiyla hiicrelerin ve {iretilecek proteinin veriminin modellenmesi
icin islemsel biyoloji gibi alanlar devreye girmektedir (33). Fakat canli sistemlerin

modellenmesi giiniimiizde hala islemsel biyoloji araglarin yetersizligi sebebi ile zorlu



asamalara sahiptir (34). Genetik devrelerde kullanilan anahtar mekanizmalarina
IPTG/laktoz, arabinoz gibi molekiillerle indiiklenen promotorlar 6rnek verilebilirken, ayni
zamanda bu tez ¢alismasinda kullanilan 1s1k ile indiiklenen promotorlar da bulunmaktadir.
(2,35). Indiiklenme islemleri genellikle represérler yardimi ile gergeklesmektedir.
Indiiksiyon molekiilii ortamda bulunmadif1 siirece bir represdr iiretilmesi istenen geni
kontrol eden proteini baskilamaktadir. Indiiksiyon molekiilleri ise promotorun
baskilanmasini inhibe eder ve anahtar kapanarak protein tretimi baslar. Bu anahtarlar
sayesinde gen ifadesi istenilen anda baslatilabilmektedir. Genetik anahtarlar mantig1 Sekil

2.1.’de agiklanmustir.

= represor * promotor = gen —

T

indukleyici

Sekil 2.1. Ornek genetik anahtar calisma prensipleri. Indiikleyici molekiiller represoriin
promotoru baskilamasini inhibe ederek gen transkripsiyonunu baglatir

Sentetik genetik devrelerin {iretimi esnasinda sahip olmasi gereken diger bir eleman ise
devrenin verimliligini test etmek amagh gerekli olan floresan proteinler gibi raporcu
molekdllerdir. Bu molekdller sayesinde genetik devrenin tretim verimi florometri gibi
yontemler ile olgllebilir. Fakat floresan proteinlerin degredasyonu sistemin floresan
cevabinin tespitini sinirlayabilir. Bu nedenle, floresan proteinlerin tespiti icin genetik
devreden yiiksek bir geri bildirim alinmasi, yani floresan protein tiretiminin yiiksek seviyede

olmasi gerekmektedir. (33)

Bahsedilen sentetik genetik devre elemanlarinin se¢imi tamamlandiktan sonra sentetik

genetik devrelerin olusturulmasinda ve siirdiiriilebilirliginde c¢esitli zorlayic1 faktorler



bulunmaktadir. Sentetik genetik devrelerin i¢inde bulundugu ortamin 6zellikleri gibi baska
birgok etmen, bu devreleri dogrudan ya da dolayli olarak etkilemektedir. Sentetik genetik
devrelerin bulundugu ortam bu durumda hiicresel icerik ve ¢evresel igerik olarak iki ana

konuda ele alinabilir.
Vektdr Antibiyotik Direnci

Sentetik genetik devreler genellikle vektorler {izerinde tasarlanip iiretilmelidir. Bunun
baslica sebepleri, vektor modifikasyonunun teknik olarak kromozomal modifikasyonlardan
daha kolay olmasi ve tekrar teknik olarak modifiye edilen hiicrelerin se¢iliminin daha kolay
olmasidir. In vitro olarak modifiye edilen bu vektorler, daha sonrasinda hiicrelere aktarilir
(transformasyon). Daha sonra bu hiicreler besiyeri bulunan antibiyotikli plaklara ekilerek,
iireme saglanir, sonu¢ olarak ise sadece icinde antibiyotik diren¢ kaseti bulunduran

vektorlerin bulundugu hiicreler iireyebilir ve bu hiicrelerden secilim yapilabilir.

Cift vektor kullanilan transformasyonlarda, kolonilerin se¢imi igin iki farkli antibiyotik
kasetine sahip plazmidler segilmelidir. Boylece iki farkli antibiyotikli besi yerinde ancak

iireme gerceklesebilecektir.

Ayni1 zamanda vektorlerin antibiyotik direncine sahip olmasi hiicreleri, o plazmidleri
yasamak i¢in hiicre igerisinde bulundurmaya ve tliretmeye zorlamaktadir. Boylece plazmid

segregasyonunun 6niine gecilmektedir.
Replikasyon Orijinleri

Replikasyon orijini, DNA’larda replikasyonun baslamasi igin gerekli olan replikon
enzimlerinin, replikasyonu baslattigi bolgedir. Farkli replikasyon orijini bolgeleri
bulunmaktadir (Cizelge 2.1.) ve farkli uyumsuzluk gruplarina iyedir. Her ori uyumsuzluk
grubu, hiicresel farkli replikasyon enzimlerini ve transkripsiyon faktorlerini kullanmaktadir.
Bir ko-transformasyon gergeklestirmek igin segilecek olan plazmidler, farkli uyumsuzluk
gruplarina ait olan orilere sahip olan plazmidlerden secilmelidir. Ornegin pBR322 ori’si
uyumsuzluk grubu A’da bulunmakta iken, pl5A ori’si uyumsuzluk grubu B’ye ait
oldugundan bu iki ori’ye sahip olan iki plazmid ayni anda hiicreye transforme edilerek, hiicre
tarafindan da iiretilebilmektedir. Eger ayni uyumsuzluk grubundaki orilere sahip olan iki

plazmid ile ko-transformasyon gerceklestirilir ise, hiicrenin replikasyon mekanizmasi iki
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plazmid icin de yeterli olmayacaktir. Boylece plazmidlerden biri iiretilirken diger plazmid

uretilemeyecektir. (36,37)

Replikasyon orijinlerinin bir diger onemli o0zelligi ise plazmidlerin kopya sayisini
ayarlamalaridir. Hedeflenen plazmid ve proteinin yiiksek verimle ve sayida {iretilmesi
gerekiyorsa, yiiksek kopya sayisinda plazmid iiretebilecek ori’ye sahip plazmidler
secilmelidir (Cizelge 2.1.).

Cizelge 2.1. Ornek plazmidlerin, kopya sayilar1, replikasyon orijinleri ve uyumsuzluk
gruplari.

i Uyumsuzluk
Vektor Adi Kopya Sayisi  |ORI
Grubu

pUC ~500-700 pMB1 A
pET ~15-20 pBR322 A
pACYC ~10 P15a B
pSC101 ~5 pSC101 C
pDawn Disik Kopya |pBR322 A

pGLO

Bu ¢aligmada kullanilan pozitif kontrol genetik devrelerinden biri pGLO plazmididir. Bu
plazmid arabinoz operonu (araBAD, arak, araF) kontrolinde EGFP gen ifadesi
saglamaktadir. Arabinoz operonu, AraC proteininin arabinoza karst cevabi ile kontrol
edilmektedir. AraC proteini kendi iiretiminin ifadesini ve ara sistemindeki baska genleri de
diizenlemektedir. Arabinoz varliginda AraC proteini Pg, PreH, Peap Ve P; promotorlarindan
mRNA iretimini baslatmaktadir. Psap promotor sisteminde AraC proteini arabinoz
varliinda gen ifadesini baslatirken arabinoz yoklugunda ise transkripsiyonun
inhibisyonundan sorumludur. Pc promotorunda kontrolinde ise araC geni ifade
edilmektedir ve arabinoz varliginda ve yoklugunda araC geni baskilanir. Bu da AraC

proteinin kendi ifadesini baskiladigin1 gostermektedir. (38—40).
pDawn

Bahsedilen genetik devrelerden bir 6rnek olan pDawn plazmidi, ilk olarak Andreas Mdoglich
tarafindan tasaralan optokontrollii pDawn ve pDusk plazmidlerinden biridir. pDawn
plazmidi ~470nm mavi 1s1k ile hedef proteinin iiretimini saglamakta iken, pDusk

plazmidinde 151k yoklugunda hedef proteinin liretimi saglanmaktadir (2).



Plazmid mekanizmasi bes ana bilesenden olusmaktadir, plazmid omurgasi ise bir kanamisin
antibiyotik direnc¢ kaseti ve bir pBR322 replikasyon orijininden olugsmaktadir. Bunlar; YF1
histidin kinaz enzimi, FixJ regulator proteini, FixK2 promotoru, cl represori ve pR
promotorudur (2). YF1 histidin kinaz enzimi tekrar Andreas Moglich tarafindan tasarlanmus,
mavi 151k ile kontrol edilebilen FixJ regulator proteinin fosforilasyonundan sorumlu bir 1s1k-
oksijen-voltaj (LOV, light-oxygen-voltage) mavi 1s1k fotosensorii alt birimi olan proteinidir
(41).

Andreas Mdoglich Bradyrhizobium japonicum bakterisinin oksijen hassas histidin kinaz
proteini olan FixL proteinin kemosensor alt birimini, Bacillus subtilis bakterisinin sahip
oldugu YtvA proteinin LOV mavi 151k sensdrii gorevi goren alt birimi ile degistirerek pDawn

plazmidinde kullanilan YF1 histidin kinaz enzimini olusturmustur. (41,42).

~470nm mavi 151k yoklugunda YF1 enzimi FixJ regiilator proteinini fosforile etmektedir.
FixJ regulatori ise FixK2 promotorundan bir faj represori olan cl proteinini Gretmekte ve cl
proteini hedefi olan pR promotoruna balanmaktadir. Hedef protein ise pR promotoru
kontrolinde oldugundan, ~470nm mavi 1sik yoklugunda cI represorii tarafindan pR
promotorundan transkripsiyon durdurulur. Mavi 151k varhiginda ise YF1 enzimi FixJ’yi
fosforile edemez ve dolayisiyla cl represorii iiretilmeyeceginden pR promotorundan hedef

protein dretimi gerceklesir (2).

1 J— cl

#t =470 nm mavi 151k # =400 nm uzun dalga UV

Sekil 2.2. pDawn plazmidinin 1s1ik protein Uretim mekanizmasi. MCS, (¢oklu klonlama
bolgesi)



pACYC184

1978 yilinda Chang ve Cohen tarafindan firetilen pACYC184 plazmidi, tetrasiklin ve
kloramfenikol antibiyotik direng kasetleri ve p15A replikasyon orijini bulundurmaktadir. Bir
klonlama vektor olarak tasarlanan bu plazmid, kloramfenikol diren¢ kasetinde EcoRI
restriksiyon endoniikleaz kesim bolgesi bulundurdugundan kloramfenikol direncinin yok

edilmesi ve buraya bagka bir genin eklenmesi ile klonlamalarda kullanilabilmektedir (43).

2.2. MOLEKULER KLONLAMA VE REKOMBINANT DNA TEKNOLOJILERIi

Molekiiler klonlama iki veya daha fazla DNA pargasinin birbirleri ile ligasyonuna, ve olusan
yeni DNA’nin bir hiicreye aktarilmasina denmektedir. Giiniimiizde bir¢ok farkli teknik ile
molekiler klonlama gergeklestirilebilmektedir ve hizli bir sekilde yeni teknikler
kesfedilmektedir. Bu ¢alismada ilgilenilen molekiiler klonlama yontemlerinde ise vektor ve

insert (eklenecek DNA parcasi) olmak iizere iki DNA molekiilii birbiri ile birlestirilmektedir.

Herhangi bir tiiriin bir DNA sekans1 veya genin sekliizyonu ve bu sekansin orijinal DNA
sekansinda bir modifikasyon yapmadan bir vektdre aktarilmasi “Molekiiler Klonlama”

olarak bilinmektedir (44).

Konvansiyonel (geleneksel) klonlama yontemi, restriksiyon endonikleaz enzimleri ile
gerceklestirilmektedir. Her restriksiyon endoniikleaz enzimi kendine 6zgin DNA
dizilerinden DNA’nin fosfodiester baglarini keserek DNA {izerinde yapiskan uglar (sticky
ends) veya kor uclar (blunt ends) olusturmaktadir. Vektorlere ornegin yapiskan uglar
kullanilarak belirli insert DNA’lar eklenmesi icin, dncelikle vektor iki farkli restriksiyon
endoniikleaz enzimi ile kesilir ve 3’ ve 5’ uclarina bu yapiskan uglara tamamlayict DNA
dizileri eklenerek PZR ile ¢ogaltilmis olan insert DNA ile in vitro ortamda DNA pargalarini
birlestirmek i¢in kullanilan DNA ligaz enzimi ile bir araya getirilir ve sonug olarak iki DNA

pargast in vitro ortamda birlestirilir.

Restriksiyon endoniikleazlar1 disinda giiniimiizde 6zellikle yaygin olarak kullanilan bir
yontem ise homolog rekombinasyondur. Homolog rekombinasyon, DNA molekdilleri
arasinda genetik bilginin yer degisimini katalizleyen korunumlu bir yoldur ve ¢ift zincir
hasar onarimi (double strand break repair (DSBR)), ¢6kmiis veya duraklamis replikasyon

catallarinin kurtarilmasi, yatay gen aktarimi ve mayoz bolinme gibi 6nemli hicresel
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stireclerde yer aldigi kanitlanmistir (45). Yatay gen transferi, bakteri turleri 0zelinde
evrimsel olarak biiyiik bir rol oynamaktadir, bir¢ok bakteri susu bu sayede yeni 6zellikler
kazanabilmekte ve adaptasyon saglayabilmektedir. Bakteriler arasinda ve bakteri —
bakteriyofaj arasinda gerceklesen gen transferlerinde kullanilan homolog rekombinasyon
mekanizmalar1 kesfedilip in vitro kosullarda tekrarlanmaya ¢aligilmaktadir. Basarili olunan
homolog rekombinasyon mekanizmalari, DNA pargalarinin  modifikasyonunda

kullanilmakta ve verimli klonlama yontemleri arastirilmaya devam edilmektedir.

Homolog rekombinasyon ile klonlama bir¢cok farkli teknik ile uygulanabilmektedir. Bu
tekniklere 6rnek olarak, Gateway klonlama, CRISPR-Cas9 klonlama ve SLIiCE klonlama

verilebilir.

Sekansa bagli olmaksizin DNA parc¢alarinin énceden tanimlanmais diizeni, oryantasyonu ve
okuma cergevesi sayesinde Gateway klonlama teknolojisi hatir1 sayilir dlglide gelisim
saglamustir. In vitro ve in vivo sistemlerde ekspresyon unitelerinin bir araya getirilmesinde
biiyiik cogunluk tarafindan kabul gérmiis bir yontem olan Gateway klonlama teknolojisi ilk
olarak Life Technologies firmas: tarafindan gelistirilip Invitrogen™ tarafindan

pazarlanmustir (44,46).

CRISPR Cas9 klonlamada Cas9, hedef DNA ile Watson-Crick baz ¢ifti olusumu siirecinde
kiiglik RNA’lar tarafindan yonlendirilen bir niikleazdir (47). Cas9, mevcut sistemlere kiyasla
kolay bir tasarim saglayan, yiiksek hassasiyet sahip, verimli ve ¢ok cesitli hiicre ve
organizma tipi i¢in ¢oklu ve ytiksek ¢iktili gen diizenlemesi saglayan bir sistemi temsil eder.
Hedef genom bélgesindeki bir ¢ift zincir kirigini olusturarak genom diizenlemesini tesvik
eder (48). Cas9 ile kesilme gergeklestirdikten sonra hedef lokus iki farkli DNA tamir
yolagina girebilmektedir. Hataya agik non-homolog ug birlestirme (error prone NHEJ) veya
daha hassas olan homolog yonlendirilmis tamir (HDR pathway) yolagi tercih edilebilir. Bu
yolaklar ile tamir kalibina gore hedeflenen bdlgeye ekleme ya da bdlgeden delesyon

gerceklestirilebilmektedir. (49)

Bu calismada tiim klonlamalar Seamless Ligation Cloning Extract (SLiCE) klonlama

yontemi kullanilarak yapilmistir, 2.2.1. basliginda detayli olarak agiklanmustir.
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Homolog rekombinasyon teknigi sayesinde DNA {izerindeki hedeflenen spesifik pargalar
baska DNA parcalari ile degistirilebilir ve ¢ikartilabilmektedir. DNA Uzerindeki spesifik
bolgelerin belirlenebilmesinden dolayi, homolog rekombinasyon teknikleri ile restriksiyon
endonikleaz enzimine gore daha genis yelpazede molekiiler klonlama yapilmasi

saglanabilmektedir.
2.2.1. SLIiCE KLONLAMA

SLIiCE (Seamless Ligation Cloning Extract) ile klonlama, kolay Uretilen bakteri hicresi
lizatlarin1 kullanarak tek bir in vitro rekombinasyon tepkimesinde birden fazla DNA
pargasini Dbirlestirerek rekombinant DNA molekiilleri olusturan 6zgun bir klonlama
yontemidir. Bu yontem ile gelencksel klonlama metodlarindaki sekans kisitlamalarinin
onune gecilmektedir. SLICE, 15-25 b¢’lik kisa homolog uglarin rekombinasyonu ile
kusursuz klonlanmasi ve bakteriyel sentetik kromozomlar veya baska kaynaklardan elde
edilen DNA pargalarinin yone spesifik alt klonlanmasi i¢in verimli bir strateji saglamaktadir.
(50,51)

SLIiCE yontemi, uglarinda, klonlanacak vektore ya da DNA pargasina heterolog DNA
dizileri igeren ya da igermeyen tek DNA pargalari, tek asamada birden fazla DNA pargasini
klonlama ya da biiyiilk DNA pargalarinin alt klonlamas: gibi neredeyse her klonlama

yaklagimi yerine kullanilabilmektedir. (51)
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Temel olarak SLiCE klonlama oldukga basit ve etkili bir yontemdir ve li¢ adimdan
olugmaktadir. Bu asamalar sirasiyla; lineer vektoriin ve PZT ile olusturulan uygun 3’ ve 5’
uzama dizilerine sahip primerleri olan homolog uclar1 igeren insert parcgalarinin
hazirlanmasi, SLiCE in vitro tepkimesi ve son olarak rekombinasyon rinlerinin uygun
bakteriye standard transformasyon yontemleri ile aktarilmasidir (elektroporasyon veya
kimyasal transformasyon) (50,51). (Sekil 2.3.)

Sekil 2.3. SLIiCE klonlama temel basamaklari. 1) PZT ile SLiCE primer u¢lu insert DNA’nin
hazirlanmas1 ve vektor kesimi. 2) Kesilmis vektor ve insert DNA’nin SLiCE lizat1 (A Red

Kalip DNA

+ Restriksiyon
Enzimi
l PZT

|

3" Amplifikasyon Urtini 5\/\

ileri Primer

‘M Geri Primer

2,

A Red
Rekombinaz

:‘ Z\/\ +( w )+

Klonlama

Urlinia

Rekombinaz) ile klonlanmast

SLIiCE klonlamada, DH10B ve JM109 gibi RecA-mutant1 olan E. coli suslarinda tiretilmis
A-profaji red rekombinaz sistemi kullanilmaktadir. Bunun i¢in bu hiicrelerden enzim lizatlari
hazirlanir ve bu lizatlar in vitro ortamda klonlama i¢in kullanilir. Zhang ve arkadaslar1 E.
coli homolog rekombinasyon sistemlerinden RecA’ya bagli olmayan sisteminin SLiCE’1

katalizledigini bulmustur ve DH10B susuna A-profaji red rekombinaz sistemini aktararak
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PPY susunu elde etmistir ve bu sustan elde edilen lizat ile SLiCE klonlamay1
gerceklestirmislerdir. PPY susundan elde edilmis lizatlar ile en verimli SLiCE tepkimesi

gerceklestirilmistir. (50)
2.3. DENEY TASARIMI

Bu tez calismasindaki deney tasarimi; iiretilen insert DNA parcalari (T7 RNA Polimeraz
geni ve Pt7 kontrolinde GFP geni), bu DNA pargalarinin vektorlere klonlanmasi,
olusturulan vektorlerin E. coli DH5a susuna aktarilmasi, genetik devrenin indiksiyonu icin
gerekli olan ~400nm uzun dalga ultraviyole 1s1k sisteminin Uretimi ve bu sistem ile genetik
devrenin test edilmesi i¢in yanit ylizey yontemi ile deney tasarimi ve deneylerin uygulanmasi

olarak 6 ana basliga ayrilmaktadir.
2.3.1. T7 RNA POLIMERAZ GENI

E. coli RNA polimerazlarindan daha hizli ¢alisan T7 RNA polimeraz enzimi, 2.2.2
bagliginda bahsedildigi gibi E. coli BL21 susunun kromozomal DNA’sina entegre olup,
pDawn plazmidine SLiCE klonlama ile aktarilmasi i¢in, E. coli BL21 kromozomundaki T7
RNA polimeraz genini taniyacak ve hedeflenen bélgenin homolog DNA dizileri eklenmis,
iki parcadan olusan primer tasarimlari ile PZT ile amplifiye edilmistir. T7 RNA polimeraz
geni, 2652 baz ciftlik bir gen olup, bu gen pargasi1 3’ ve 5’ uglarinda SLiCE klonlama igin
gerekli DNA pargalari ile amplifiye edilmistir.

2.3.2. YESIL FLORESAN PROTEIN (EGFP) GENI

Sistemdeki ikinci plazmidin olusturulmasi i¢in, pACYC184 plazmidine SLiCE klonlama ile
P17 kontroliinde GFP geni olarak aktarilmasi i¢in, laboratuvarda daha onceden tretilmis
PET28A-GFP plazmidinden, GFP’geninin upstream’inde Pt7 olacak sekilde {iretilecek
primerler ile PZT uygulanmistir. Bu primerler ayn1 zamanda amplifiye edilen bolgenin 5° ve
3’ uclarinda pACYC184 plazmidinde hedeflenen bdlgeye baglanacak homolog DNA dizisi
kuyruklar ile Pt7-GFP amplifiye edilmesini saglamaktadir. pET28a-GFP, plazmidinde
kullanilan GFP dogal tip GFP olmayip EGFP (enhanced GFP), yani yiikseltilmis GFP
proteinidir. EGFP geni ise 720 baz ¢iftinden olugsmaktadir. Fakat eklenen insert DNA tekrar
PET28a-GFP plazmidinde bulunan lacl represor bolgesi ile amplifiye edilmistir. Bu sayede
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ileri calismalarda olusturulan sistemin inhibisyonu da saglanabilecektir. Sonug¢ olarak

amplifiye edilen DNA bolgesi 2469 baz ciftinden olugsmaktadir.
2.3.3. URETILEN VEKTORLER

Iki plazmidli sistemde iiretilen plazmidlere pDawT ve pATG isimleri verilmistir. pDawT
plazmidi pDawn plazmidi ile T7 RNA polimeraz enzimi iiretilecegi i¢in, pATG plazmidi ise
PACYC184 plazmidi Pt7 kontroliinde GFP Uretecek ayri bir plazmide doniistiiriildiigi i¢in

PATG ismi verilmistir.
pDawT

pDawT plazmidi, tretilen iki plazmidli sistemin ilk elemani olarak ¢aligmaktadir. ~400nm
uzun dalga ultraviyole 1s1ik ile pDawT plazmidi kontrol edilmektedir. pDawT, pDawn
plazmidinin pR promotorunun downstream’ine T7 RNA Polimeraz geni klonlanarak
olusturulmustur (Sekil 2.4.). pDawn plazmidi omurgasi degistirilmemis, kanamisin direng
kaseti, ~400nm uzun dalga ultraviyole 1sik ile kontrol edilen genetik devre (YF1, FixJ,

FixK2, cI, pR) ve plazmidin replikasyon orijini (pBR322) sabit kalmustir.
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3 T7RNAP SN T phavn

SLiCE Klonlama

pDawT

Sekil 2.4. pDawT plazmidi ve Gretimi

PATG

PATG plazmidi ikili plazmid sisteminin ikinci eleman1 ve iretilmesi hedeflenen genin
bulundugu plazmiddir. pACYC184 plazmidinin kloramfenikol antibiyotik direnc kaseti ve
bu diren¢ kasetinin promotor boélgesi SLICE klonlama ile, Pr-EGFP bdlgesi ile
degistirilmistir (Sekil 2.5.). pACYC184 plazmidinin sadece kloramfenikol diren¢ kaseti ve
promotor bolgesi degistigi i¢in tetrasiklin antibiyotik direng kaseti ve pl5A replikasyon

orijini sabit kalmigstir.
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SLiCE Klonlama
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Sekil 2.5. pATG plazmidi ve Uretimi

pDawT ve pATG Genetik Devresi

pDawT ve pATG plazmidleri bir arada kullanildiginda, pATG plazmidinden EGFP uretimi,
uretim icin gerekli polimeraz olan T7 RNA polimeraz tretimi ~400nm uzun dalga boyu UV
ile indliklenerek gergeklestirilmektedir. pDawT plazmidinin ~400nm uzun dalga UV ile
EGFP iretmesi, pDawn plazmidi ile hedef proteini iliretmek ile ayni mekanizma ile
saglanmaktadir. Uretilen T7 RNA polimeraz ise pATG plazmidinde EGFP geninin akis
yukar1 yoniindeki Pt7’ye baglanarak EGFP iiretimini saglamaktadir (Sekil 2.6.).
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Sekil 2.6. pDawT ve pATG plazmidlerinin bir aradaki ¢aligma prensibi

pDawT ve pATG plazmidleri sirastyla farkli ailelerdeki pBR322 ve pl15A replikasyon
orijinlerine sahip oldugundan bir arada aymi hiicrenin i¢inde iiretilebilmektedir. Ayni
zamanda pDawT plazmidi kanamisin pATG plazmidi de tetrasiklin antibiyotik direng
kasetlerine sahip oldugundan, kanamisinli ve tetrasiklinli besi yerinde bu plazmidlere sahip

hlcreler secilebilmektedir.

2.3.4. ESCHERICHIA COLI DH5A TRANSFORMASYONLARI VE KOLONi PCR
iLE KONTROLLER

pDawT ve pATG plazmidlerinin E. coli DH5a susuna aktarilimasi i¢in, kimyasal
transformasyon yontemi kullanilmigtir. Transformasyon igin kullanilan DH5a hicreleri
kompetan hiicreler degillerdir, transformasyon dncesi kompetan hiicre olarak hazirlanmigtir.
Bu asamada TSS (transformation & storage solution) ile kimyasal transformasyon
gerceklestirilmistir. TSS muamelesinden sonra hiicrelere 42°C’de 151 soku uygulanarak,
hiicre membraninin gegirgenligi arttirilir. Bu sayede ortama eklenen, transformasyonu

gerceklesmesi hedeflenen DNA molekiilleri hiicre igine gegebilmektedir.

Bu tez ¢aligmasinda tii¢ farkli transformasyon gerceklestirilmistir. Birincisi iiretilen pDawT
plazmidinin hiicreler tarafindan ¢ogaltilmasi ve kontrolii i¢in, ikincisi pATG plazmidinin
hiicreler tarafindan cogaltilmas1 ve kontrolii igin uygulanmustir. Ugiincii olarak ise iki

klonlamaninda gerceklestirildiginden koloni PCR ile emin olunduktan sonra hiicrelerden
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izole edilen pDawT ve pATG plazmidlerinin beraber hicrelere (ko-transformasyon)

transformasyonu uygulanmaistir.

2.3.5. ~400NM UZUN DALGA ULTRAVIYOLE ISIK ILE INDUKSIYON
SISTEMININ TASARIMI

Bu tez i¢in ~400nm uzun dalga ultraviyole 15181 altinda hiicrelerin liremesini saglayan bir
fermentor tasarlanip iretilmistir. Sistem temel olarak iki ayr1 par¢adan olusmaktadir;
~400nm uzun dalga ultraviyole 151k saglayan LED lamba ve kiiltiiriin oksijen ile etkilesimini
arttirmak icin manyetik karistirici. LED lambanin giicii (W) ve manyetik karistiricinin hizi
bir adet Arduino UNO mikrokontrollor ile kontrol edilmektedir. ~400nm uzun dalga
ultraviyole LED lambasinin giicii ve motorun hizi “pulse width modulation (PWM, darbe
genlik modulasyonu)” teknigi ile saglanmaktadir. PWM ile gelen sinyalin bir anahtar
mantig1 ile ne kadar agik ve ne kadar kapali olacagi ayarlanabilmektedir. Buna gorev
dongiisii denmektedir. Ornegin gorev dongiisii %50 olarak ayarlanirsa, birim zamanin yaris
kadar sinyal gelecek yarisi kadarda sinyal gelmeyecektir. Bu sayede sinyalin giicii
ayarlanabilmektedir (52). Arduino yaziliminda PWM 0 ile 256 degerleri arasinda
ayarlanabilmektedir. Deney boyunca galigilan UV yogunluklar1 20/256, 40/256, 80/256 ve
100/256  degerleridir.  Bu  degerlerden  hiicrelerin  indiikklendigi UV  giicii
hesaplanabilmektedir. 256/256 degeri, maksimum giicteki UV ’yi belirtmektedir, bu da 10W

glclindedir, dolayistyla bu hesaplama “x” PWM ile ayarlanan deger olmak {iizere;

W = X X 10
~ 256

formald ile hesaplanabilmektedir.
2.3.6. ~400NM UZUN DALGA UV ISIK ILE EGFP URETIMi VE KONTROLU
Uretim Deneyi Tasarimi

GFP Uretiminin hangi 151k yogunlugunda ne kadar siirede nasil oldugunun tespiti i¢in bir
deney tasarlanmustir. Uretimin kontrolii icin bes farkli 151k yogunlugunda hiicrelerin
iiremeleri, GFP protein {iretimleri kontrol edilmistir. Bunun i¢in her 151k yogunlugu i¢in 2

saatte bir ODsoo Ol¢iilmiis indiiksiyon sonrasi 6. saat 12. saat ve 24. saatlerde hiicrelerden
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ornek toplanip protein izolasyonu i¢in saklanmis ve ayn1 zamanda lam tizerine fikslenerek
floresan mikroskopta incelenmistir (Cizelge 2.2.).

Cizelge 2.2. Deney grubu tasarimi, UV yogunlugu ile zaman tablosu

Time

UV(PW Oh | 2h | 4h | 6h | 8h | 10h | 12h | 24h
20/256
40/256
80/256
100/256

oD Ol¢iimii

Ureme Egrisi ve Stres

Ureme egrileri bir kiiltiiriin belirli zaman araliklar1 ile 600nm’deki optik yogunlugu
olgiilerek hesaplanmaktadir. Mikroorganizmalarin iremeleri lag fazi, logaritmik faz, durgun
faz ve olim fazi olmak tizere dort fazdan olusmaktadir (Sekil 2.7.). Lag fazinda iireme
gerceklesmez, var olan hiicreler boliinmeye hazirlanmak i¢in yeni ortama adaptasyon saglar
ve gerekli proteinlerin iiretimi gerceklesir, logaritmik fazda iireme hizi hiicrelerin 6lim
hizindan daha ¢oktur, bu sebeple kiiltiir i¢erisindeki hiicre sayis1 2" formiilii ile arttigindan
(n = boliinme sayisi) logaritmik olarak artmaktadir. Durgun fazda ise 6len hiicre ile boliinen
hiicre sayisi birbirine esittir, bu durumda kiiltiirdeki hiicre sayis1 sabit kalmaktadir. Oliim
fazinda ise Oliim sayist boliinen hiicre sayisindan ¢oktur ve kiiltiirdeki hiicre sayis1 azalir.

Bakterilerin iireme egrilerinde bir¢cok etmen rol oynayabilmektedir.
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OD600

a. | b d.

Zaman (saat)

v

Sekil 2.7. Bakteri lireme egrisi ve lireme fazlari. a. Lag fazi, b. Log fazi, c¢. Durgun faz, d.
Oliim faz1

Mikrobiyal hiicre fabrikalar1 ele alindiginda rekombinant protein iiretimi ve {retilen
polipeptidlerin katlanmasi hiicreler tizerinde bir¢ok dar bogaz yaratmaktadir (53). Dogadan
toplayarak elde ettigimiz E. coli gibi mikroorganizmalar, aslinda iirettirmeye ¢alistigimiz
proteinleri (insan proteinleri vs.) iretmek i¢in verimli sistemlere sahip degildirler. Her canl
gibi mikroorganizmalarin metabolizmalar1 da kendi ihtiyaclarini karsilayacak diizeydedir.
Protein iiretimi her canli i¢in en ¢ok enerji gerektiren islemlerden biridir. Mikrobiyal
hiicrelerin protein tiretimi disinda en ¢ok enerji gerektiren diger islemi ise tireme yani hiicre
bolinmesidir. Dengede c¢alisan bir sisteme disaridan baska yiiksek enerji harcamasi
gerektiren islemler uygulandiginda, hiicreler tizerinde farkli stres yanitlari ortaya ¢ikar. (54).
Ornegin rekombinant protein {iiretimi hiz1 ile hiicre iireme hizi arasinda ters oranti
goriilmiistlir, yani rekombinant protein iiretimi hizlandirildik¢a hiicrelerde iireme hizi
diismektedir (55). Weber ve Hoffman 2002°de yaptiklari ¢alismalarda rekombinant protein
tiretimi hiz1 arttirilinca tireme hizindaki diistisiinii E. coli’nin rekombinant protein iiretmek
Igin enerji Uretim yolaklarini hizlandirdigina ve bu sebeple boliinmeye ayiracagi enerjinin

ve hiicre igi proteinlerinin azaldigina baglamaktadir. (55)
Floresan Mikroskop ile Gorintileme

Floresan  proteinin  floresan  mikroskopta incelenmesi igin  ¢esitli  filtreler
kullanilabilmektedir. Bu filtreler 6rneklerden yayilan floresan 1siklar filtreleyerek sadece
1simalarin goriintiilenmesini saglamaktadir. EGFP proteini ~509nm dalga boyunda 1sima

yapmaktadir (56). Kullanilan filtrenin gegirecegi 151k araligi bu dalga boyunu i¢ermelidir.
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Bu ¢alismada kullanilan FITC filtresi yesil 1simalar1 gecirmek igin kullanilan filtrelerden
biridir. FITC filtresi dalga boyu araligi 457-556nm oldugundan, EGFP proteinin 1g1masi1 bu
filtre sayesinde ayirt edilerek incelenebilmektedir. Goruntulerin analizleri icin goruntdleri
olusturan piksellerin sayimi kullanilabilmektedir. Bu analizler RGB (kirmizi, yesil ve mavi)
ve HSV (hue, saturation ve value) degerlerini elde etmektedir. Bu degerler karsilagtirilarak
ve istatistiksel yoOntemlerle islenerek anlamli veriler olusturulabilmekte ve gorseller
birbirleri ile karsilastirilabilmektedir. Bu tez ¢alismasinda EGFP proteini bir raporcu protein

olarak sec¢ilmis ve iiretiminin kontrolii bu analizler ile gergeklestirilmistir.

RGB ve HSV

RGB (Red, Green, Blue) renk uzayi, renkleri red (kirmizi), blue (mavi) ve green (yesil)

sinyallerin karisimu ile renklerinin ti¢ boyutlu Kartezyen koordinat sisteminde ele almaktadir
(57,58).

Fakat RGB modeli fiziksel gergeklikte bulunan renklerin tamamini tam olarak
nitelendiremez ve bilgisayarlarin renkleri daha detayli algilayabilmesi sebebi ile HSV
modeli de ortaya ¢ikartilmistir. HSV (hue, saturation, value) uzayi ise, hue (renk), saturation
(dolgunluk) ve value (parlaklik) sinyallerini ele alan silindirik ya da konik bir uzaydir. Foton
fizigi dolayisiyla fiziksel gergeklige en yakin renk uzayr HSV’dir. Her rengin dogal
parlakligi, dolgunlugu da bulunmaktadir. Ornegin RGB ile bir sinyalin parlakligi
Ol¢iilememektedir ve dolayisiyla HSV bize daha ¢ok bilgi verebilmektedir. (57,58)

RGB degerlerinin HSV’ye doniistiirtilmesi asagidaki formiiller ile
gerceklestirilebilmektedir. Cmax, R, G, B degerlerinin en biiyiigli, A ise Cmax ile Cmin
farkidir.

0°, A=0
G'—B'
60° x A mod6 |,Cmax = R’
— B'—FR
H==9 60 x( A +2),Cmax:G’
R — ¢
60° X A +4),Cmax =B’
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0, Cmax =0
S = A

. Cmax = 0
Cmax

V = Cmax

RGB renk wuzayr algoritmalar kullanilarak kolaylikla diger renk uzaylarina
doniistiiriilebilmektedir. Bu tez c¢alismasinda kullanilan algoritma Ek-4’te

gorulebilmektedir.
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3. GEREKCE VE AMAC

Mikrobiyal hiicre fabrikalari rekombinant protein iiretimi i¢in yogunlukla kullanilan ve
tizerine c¢aligilan bir alandir. Bu alanda genetik miihendislik ve sentetik biyoloji araglarina
ihtiya¢c duyulmaktadir. Genetik devreler gibi aracglar genetik modifikasyonlarin

gerceklestirilmesi, protein iiretim veriminin artmasi gibi amaglarla kullanilmaktadir.

Protein iiretimleri i¢in tasarlanmis olan vektorler bu genetik devrelere sahip olan sentetik
biyoloji araglaridir. Geleneksel olarak protein tiretiminde kullanilan vektorler aslinda
rekombinant protein Uretimi icin verimli sonuglar elde etmektedir, fakat farkli durumlar i¢in
farkli genetik devreler iiretilmistir. Birgok vektor protein iiretiminin baglatilmasi ve devami
icin IPTG, arabinoz gibi ¢esitli molekiiller ile indiiklenmeye ihtiya¢c duymaktadir. Ornegin
PET28a vektorl Pr7 kontroliinde gen ifadesi saglamaktadir ve sadece E. coli BL21 gibi
kromozomal DNA’sinda T7 RNA Polimeraz genine sahip hiicreler ile kullanilabilmektedir.
T7 RNA polimeraz enziminin E. coli RNA polimeraz enzimlerine kiyasla ¢ok daha hizli
calismasi rekombinant protein iiretiminde yaygin olarak kullanilmasina sebep olmustur.
BL21 bakteri susunun T7 RNA Polimeraz geni, lacUV5 kontrollinde Uretilmekte ve IPTG
ile indiklenmektedir. IPTG sisteme verildikten sonra T7 RNA polimeraz geni ifadesinin
durdurulmasi i¢in sistemdeki IPTG nin uzaklastirilmasi ya sisteme %1 glukoz eklenmesi
gereklidir (59). IPTG metabolize edilemeyen bir molekiil oldugu i¢in ise hiicreler bu
molekiilleri uzaklagtiramamaktadir. Ayni1 zamanda, IPTG ile indiiklenen sistemlerde

indiiklenme ger¢eklesmeden de gen ifadesinin ve protein dretiminin olabildigi bilinmektedir.

Uretilen genetik devreler ve vektorler ile, pDawT plazmidinde T7 RNA polimeraz gibi hizli
bir enzim lac operonu gibi sizint1 ger¢eklestiren bir operon yerine ~400nm uzun dalga boyu
UV ile indiiklenen bir operon kontroliinde iiretilerek baska bir plazmidde, pATG, PT7
Kontroliinde hedef protein iiretilmesi saglanmustir. Iki plazmidli bu sistemde otamdaki
~400nm uzun dalga boyu 151k kesildigi zaman iiretim durabilmektedir ve bdylece anlik
kontrol edilebilen bir sistem iiretilmistir. lac operonu yerine kullanilan operon ile sistemdeki

sizintinin da dnlenmesi amaglanmuistir.

Bu tez caligmasinda iiretilen vektorlerin mikrobiyal biyoteknoloji alaninda yeni bir arag

olarak kullanilmas1 hedeflenmistir.
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4. MATERYAL VE YONTEM

41. MATERYAL

Kullanilan biitiin laboratuvar cihazlar1 Ek-1"de listelenmistir.
4.1.1. KULLANILAN BAKTERI SUSLARI

Bu tez calismasinda E. coli DH5a, E. coli BL21 ve E. coli JM109 bakteri suslari
kullanilmigtir. E. coli BL21 susu kromozomal DNA’sindan T7 RNA polimeraz geninin
SLiCE klonlama kuyruklar1 ile amplifikasyonu i¢in kullanilmigtir. Ayn1 zamanda pET28a-
GFP plazmidi iceren E. coli BL21 ve pGLO plazmidi igeren E. coli BL21 susu EGFP
uretiminin floresan mikroskopta teyit edilmesi i¢in pozitif kontrol olarak kullanilmistir. E.
coli DH5a. bakteri susu ise pDawT + pATG genetik devresini tagsiyacak model organizma
olarak kullanilmistir. Negatif kontrol grubu olarak ise herhangi bir plazmid icermeyen E.
coli DH5a susu kullanilmistir. pKD6 plazmidi iceren E. coli JIM109 ise SLIiCE lizat1 elde

edilmek i¢in kullanilmistir.
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4.1.2. KULLANILAN VEKTORLER
pDawn

Bu tez calismasinda pDawT plazmidinin Gretimi icin pDawn plazmidi vektér omurgasi
olarak kullanilmistir (Sekil 4.1.).

a2

=]
4

3
=
o[
=
@3
B

"ORF frame 17
"KanR2" "ORF frame 3"

Smal| Y 10007

~ 8000

Smal
Bl
"pBR322_origin” pDawn "tet (300 - 563)"
B 7,2130p

2000 —
5000 I Pstl]
[EcorV]

"ORF frame 1"

-— ]
“tet (576 - 851)" -:,7
"ORF frame 3"

Sekil 4.1. pDawn plazmidi genetik haritasi

26



PACYC184

pATG plazmidinin uretimi igin pACYC184 plazmidi vektor omurgasi olarak kullanilmistir.
(Sekil 4.2.)

“CATICamR (650 - 444)"

i.'__ coR/| I

"ORF frame 1"
"CATICamR”

4000

500

~ 3500

1000—
pACYC184 “p15A_origin®
4,245bp

— 3000

2000
1

Ieamil
[BamH]
“ORF frame 2° \

tet”
"ORF frame 3"

Sekil 4.2. pACYC184 plazmidi genetik haritasi
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pET28a-EGFP

PET28aGFP vektord, insert Pr7-EGFP’nin amplifikasyonu igin kalip DNA olarak ve GFP
uretimi icin pozitif kontrol grubu olarak E. coli BL21 bakteri susunda IPTG ile indiiklenerek
kullanilmistir. Bu plazmid Clontech EGFP plazmidinden, EGFP plazmide klonlanarak
olusturulmustur. (Sekil 4.3.)

T7 Term
EGFP-C
GxHis
F1ori-R
F1ori-F A A Hindlll
1 ori R e
!
EXFP-R
V. EGFP
EGFP-M
2 - T7 promoter
g 7
Simal -
Bail]
Kan-R pBRrevBam
pENTR-R e lacl promoter
Lacl-R
pET28a3-GFP
5,993bp
ori
lacl
pBR3220ri-F
EcoRV]
I e ——
pRS-marker r"

— 3.>A%
rop

Sekil 4.3. pET28aEGFP plazmidi genetik haritasi
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pGLO

pGLO vektori, GFP dretimi icin pozitif kontrol grubu olarak E. coli BL21 bakteri susunda

arabinoz ile indiiklenerek kullanilmistir. (Sekil 4.4)

I.'__ coRV

"ORF frame 3°
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BamH\
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8 (=
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@
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"ORF frame 27

L
=
=
=

“AmpR_promoter”

Sekil 4.4. pGLO plazmidi genetik haritasi

4.1.3. BAKTERI BESIiYERLERI

Elde edilen ve kullanilan biitiin bakteriler, %50 gliserol igeren LB besiyeri ve gerekli
antibiyotiklerle beraber -80°C’de stoklanmigtir. Transformasyon ve SLiCE lizati hazirlama
deneylerinde zengin sivi besi yeri olarak 2xYT ve deneye gore gerekli antibiyotikler
kullanilmistir. Transformasyon deneylerinde antibiyotik se¢ilimi ve bakterilerin kati besi
yerinde pasajlari i¢in gerekli antibiyotikleri igeren Columbia Base Agar (Oxoid™) ve Agar
Agar (Tito™) kullanilmistir. Kurulan genetik devre ile GFP Uretimi deneylerinde ise zengin
bir besi yeri olarak kanamisin ve tetrasiklin antibiyotiklerini bulunduran Terrific Broth

kullanilmistir Cizelge 4.1.
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Cizelge 4.1. Besiyeri tarifleri

Terrific Broth

Konsantrasyonlar
Stok Calisan

Tripton tog 12g/1] otoklav
Maya 0Oziiti tog 24g/1] otoklav
Gliserol 100%] 0.40%] otoklav
K-fosfat tamponuf 1 M 0.1M] ayr1 otoklayj
H20 otoklav

*K-fosfat tamponu (pH 7.2)
Konsantrasyonlar
Stol] Calisan
KH2PO4 IM] 0.283M otoklav
K2HPO4 I1M] 0.717M otoklav

2x YT medium
Konsantrasyonlar
Stok Calisan
Tripton toz 16g/L
Mava 0ziit] toz 10g/L
NaCl SM 86mM
H20

Besi yerileri hazirlanirken kullanilan kanamisin, tetrasiklin ve ampisilin antibiyotikleri
duruma gore kullanilmistir. Tetrasiklin ailesinden “oksitetrasiklin” bu tez calismasinda
kullanilmigtir. Kanamisin ve ampisilin suda ¢ozunebilen antibiyotikler iken oksitetrasiklin
suda ¢cozinmemektedir, bu sebeple besi yerine eklenmeden 6nce DMSO (dimetil stlfoksit)

icerisinde ¢Ozilerek kullanilmistir.
4.1.4. BIiYOKUTLE TESPIiTi

Biitiin biyokiitle hesaplamalarinda ODesgo (600nm’de optik yogunluk) 6lgiimii i¢in Biorad

SmartSpec™ 3000 Spectrophotometer cihazi kullanilmgtir.

4.1.5. POLIMERAZ ZiNCiR TEPKIMESI

Genetik devrenin tasarimi i¢in insert DNA olusturulmasinda ve klonlama kontroliinde PZT

deneyleri yapilmistir. Butln PZT deneyleri icin Dream Taq Polimeraz™, Dream Buffer
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(New England Biolabs), dNTP set (ThermoFischer Scientific) kullanilmistir. Sadece
kullanilan primerler farklilik gostermektedir. Dream Buffer™ (New England Biolabs)

tepkimede gerekli MgCl; igerdiginden fazladan MgCl, bu deneylerde kullanilmamustir.

Insert DNA ve klonlama kontroli i¢in yapilan koloni PZT deneylerinde ayni primer g¢iftleri
kullanilmistir. T7 RNA Polimeraz geninin ve P17-EGFP dizisinin amplifikasyonunda

kullanilan primer ciftleri Cizelge 4.2°de goriilebilmektedir.

Cizelge 4.2. Kullanilan primer giftleri. (a) T7 RNA Polimeraz geni iiretimi ve pDawn
plazmidine klonlanmasi i¢in gerekli primer ¢ifti. (b) Pt7-EGFP amplifikasyonu ve
pACYC184 plazmidine klonlanmasi i¢in gerekli primer ¢ifti. (¢) T7 RNA Polimeraz geni
ileri primerinin SLiCE klonlama igin gerekli olan pDawn plazmidi pR promotorunun asagi
boélgesine homolog dizi. (d) T7 RNA polimeraz geni geri primerinin SLICE klonlama igin
gerekli olan pDawn plazmidi ¢oklu klonlama bélgesi sonu C-terminus bdlgesine homolog
dizi. (e) Pr7-EGFP dizisinin pACYC184 plazmidi kloramfenikol (CAT) kasetinin promotor
bodlgesinin basina homolog dizi. (f) Pr7-EGFP dizisinin pACY C184 plazmidi kloramfenikol
(CAT) kasetinin sonuna homolog dizi.

T7 RNA
pDawn .
o Polimeraz
. Baglanma .
Primerler " . Geni
BOlgES) Baglanma
(SLCE)(c) Bolgesi
ileri 5’ - [ctttaagaaggagatatacc>[ATGAACACGATTAACATCGC> - 3’
T7 RNA Pol.
(a)
5’ - [ttcgggctttgttagcagecg>[TTACGCGAACGCGAAGTCCG> -
Geri 3
T7 RNA
pDawn .
. Polimeraz
Baglanma .
" . Geni
Bolgesi Baglanma
(SLIiCE)(d) Bolgesi
pACYC184 Pr7-EGFP
Baglanma Dizisi
Bolgesi Baglanma
(SLiCE)(E) Bolgesi
ileri 5'-[aaaatgagacgttgatcggc>[CATCGGTCGAGATCCCGGTGC>-3'
pT7+GFP (b)
Geri 5’ - [agcaccttgtcgecttgegta>[CGGATATAGTTCCTCCTTTCAG> - 3/
pACYC184
Baglanma
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Bolgesi Pr7-EGFP
(SLICE)(f) Baglanma
Bolgesi

Tum PZT deneyleri igin, Biorad DNA Engine Peltier Thermal Cycler™ ve Biometra T1

Thermocycler™ cihazlar1 kullanilmistir.
4.1.6. DNA VE PLAZMID iZOLASYONU / SAFLASTIRMASI

Kromozomal DNA izolasyonu bu tez ¢alismasinda sadece E. coli BL21 susu kromozomal
DNA’s1 izole edilirken yapilmistir. Bu protokolde kimyasal olarak sadece Tris-EDTA

kullantlmistir.

Plazmid izolasyonlari i¢in standart alkalen lizis plazmid izolasyonu protokolii uygulanmaistir.

Bu protokolde kullanilan alkalen lizis solusyonlar: ve icerikleri Cizelge X’de verilmistir.

Cizelge 4.3. Alkalen lizis I, 1l ve Il cozeltileri icin gerekli olan cozeltiler ve stok
konsantrasyonlari.
Alkalen Lizis 1 Alkalen Lizis 11 Alkalen Lizis 111
Glukoz IM NaOH 10N K-Asetat SM
Tris-HCI pH:8 | 1M SDS 20% Glasiyel Asetik Asit |17.4M
EDTApH:8 [0.5M H,O H,O
H,O

Alkalen lizis plazmid izolasyonu i¢in aym zamanda, fenol kloroform izoamil alkol
(Amresco), 2-propanol (Merck) ve %99,6’lik ve %70’lik EtOH (J.T. Baker) kullanilmistir.
Plazmid izolasyonu sonucunda olusan plazmid pelletini ¢6zmek i¢in ise RNaz A (Thermo

Scientific) enzimi kullanilmistir.

Plazmid izolasyonu sonrasi plazmidler saflastirilma hedefi ile PEG (polietilen glikol)

kullanilmistir.

PZT deneyleri sonuglarinin saflastirilmasi i¢in ise silika filtre (Promega™) ile standart PZT
tirtinii saflagtirma protokolii uygulanmistir. Bu protokolde kullanilan soliisyonlar Cizelge

4.4.’te verilmistir.
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Cizelge 4.4. Silika filtre ile DNA saflastirmasi igin gerekli olan c¢ozeltiler ve stok
konsantrasyonlari

Guanidin HCI1 8M
NaCl M
Bromtimol Mavisi] 50X
Na-Asctat 3IM
2-propanol 100%
2-propanol 100%
H,O

4.1.7. iZOLE EDILEN VE SAFLASTIRILAN VEKTORLERIN
LINEERIZASYONU

Kullanilan pDawn ve pACYC184 vektorlerinin lineerizasyonu igin, 20U/ul EcoRI (New
England Biolabs) ve NEBuffer™ Set’te (New England Biolabs) bulunan 10X NEBuffer [I™
(New England Biolabs) ve 100x BSA kullanilmistir.

4.1.8. INSERT VE VEKTOR DNA ANALIZi

Izole edilen tim DNA molekiillerinin (vektor, insert DNA), PEG ile saflastirilan
plazmidlerin varligi ve PZT deneylerinin sonuglari agaroz jel elektroforez kullanilarak tespit
edilmistir. Agaroz jeller hazirlanirken Bioshop™ Agarose ve TAE Buffer (50X Stok
konsantrasyonu kullanilmistir (Cizelge 4.5.). Elektroforez Thomas Scientific Owl™
horizontal elektroforez sisteminde, Biorad PowerPac Basic Power Supply™ kullanilarak

gerceklestirilmistir.
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Cizelge 4.5. Agaroz jel elektroforez deneyleri igin gerekli olan elektroforez tamponu tarifi

TAE 50X

Tris Baz |242¢/L
Asetik Asit]71.375mlL/]
EDTA 0.5M

Ay zamanda Nanodrop ND-1000 spektrofotometre cihazi (Nanodrop) kullanilarak, izole

edilen tim DNA molekiillerinin ve saflastirilan tiim DNA molekiillerinin miktarlar tespit

edilmistir.

Uriinler agaroz jele yiiklenirken 6X DNA Loading Dye kullanilmis, agaroz jel EtBr ile
boyanmig ve Biorad VersaDoc Imaging System™ ve PDQuest 2-D™ yazilimi

goriintiilenmistir.
4.1.9. SLICE LiZATI HAZIRLAMA

SLiCE lizat1 hazirlamak i¢in pKD46 plazmidi igeren E. coli IM109 hiicreleri kullanilmistir.
pKD46 plazmidi iceren JM109 hiicrelerinin tretimi ampisilin iceren 2xYT besi yerinde
gerceklestirilmistir. JIM109 hiicrelerinin pKD46 plazmidinden A Red rekombinaz proteinini
Uretmesi L-arabinose ile hiicreler indiiklenerek gerceklestirilmistir. JM109 hiicrelerinin
lizisinin gergeklesmesi ve lizatin kullanima hazir elde edilmesi Triton X-100 sollisyonu ve

%100 gliserol kullanilmstir.
4.1.10. SLICE KLONLAMA

Insert ve vektor DNA’larin SLiCE ile klonlanmasi i¢in, hazirlanan SLiCE lizatr, 10mM ATP
iceren 10X T4 Ligaz Tamponu (New England Biolabs™) kullanilmistir. Klonlamanin
gerceklesecegi 37°C sicakliktaki inklbasyon icin ise Biorad DNA Engine Peltier Thermal

Cycler™ kullanilmustir.
4.1.11. ~400NM UZUN DALGA UV SISTEMI HAZIRLANISI VE GFP URETIiMi

Bu tez caligmasinda olusturulan ~400nm Uzun Dalga UV fermentdr sistemi olusturulurken,

transistorler, potansiyometreler, Arduino Uno™, ~400nm Long range UV LED, 3D basilmis
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beher kapagi, islemci fani, bilgisayar fani, neodyum miknatislar, devre tahtasi, 400W gug
kaynagi ve bir LCD ekran kullanilmistir.

Devrenin ¢aligmasi i¢in gerekli olan yazilim Arduino IDE programinda yazilmaistir.
4.1.12. PDAWT VE PATG PLAZMIDLERI iLE GFP URETIMININ TESPITI
Total Protein izolasyonu

Bu tez calismasinda GFP iiretiminin kontrolii i¢in kullanilan bakterilerden total protein
izolasyonu gerceklestirilmistir. Total protein izolasyonu i¢in kullanilan kimyasallar Cizelge
4.6’da verilmistir. Ayrica rotator, sonikatdr ve santifiij cihazlar1 izolasyon deneylerinde
kullanilmistir. Elde edilen 6rnegin saklanmasi igin ise %100°liik gliserol kullanilmistir.

Cizelge 4.6. Bakteriden total protein izolasyonu icin gerekli olan ¢ozeltiler ve stok
konsantrasyonlari.

Triton X-100 10%
Tween-20 10%
Tris HCl pH:8.0 |1M
NaCl SM
Gliserol 50%
3-Merkaptoetanol | 13.3M
Lizozim 10pg/ul

Nikel Kolon Kromatografi ile Referans GFP Saflastirilmasi

GFP tiretiminin SDS page ile incelenebilmesi i¢in jelde referans bant olarak kullanilacak
GFP proteini saflastirilmigtir. Daha 6nce E. coli BL21 hiicresinde iiretilmis olan GFP
proteini hiicre lizatlarindan total protein izolasyonu ile toplanmus, total proteinden ayirmak
icin lretim esnasinda 6-histidin kuyrugu eklenen bu GFP proteini Nikel kolon
kromatografisi ile saflastirilmistir. Bu saflagtirma deneyinde kolon igerigi i¢in Ni-NTA
Agaroz boncuklar (Qiagen) ve 0.1M NiSO4 kullanilmistir. Kullanilan kolon ise PrepSep
Extraction Columns (C18) kolonudur. Saflastirma i¢in kullanilan baglama ve eliisyon

tamponlar1 Cizelge 4.7.de tarifi ile verilmistir.
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Cizelge 4.7. Protein saflagtima protokollerinde kullanilan baglanma ve eliisyon tamponlari
cozeltileri ve stok konsantrasyonlari.

Baglama Tamponu

TrisCl pH:8.0

1M

NaCl

SM|

H20

Eliisyon Tamponu 1

Eliisyon Tamponu 2

Elisyon Tamponu 3

TrisCl pH: 8.0 IM| TrisCl pH: 8.0 IMI TrisCl pH: 8.0 1 M|
NaCl 5M[NaCl 5M|NaCl 5M|
Imidazol 5Ml}imidazol 5M| imidazol 5M|
H,O H,O H,O

Bradford Testi ile Protein Miktarlarmimn Ol¢iimii

Bradford testi i¢in gerekli olan standart egrisi BSA (Serva) kullanilarak elde edilmistir.

Gerekli olan bradford ayiraci ise coomassie mavisi G-250, fosforik asit, etanol ve ddH>0O

kullanilarak hazirlanmistir (Cizelge 4.8.). Bradford testi 96 kuyucuklu plaka icerisinde

gerceklestirilmis ve Victor 3V (Perkin Elmer) plaka okuyucusu ile analiz edilmistir.

Cizelge 4.8. Bradford testi ic¢in kullanilan Bradford ayiract c¢ozeltileri ve stok

konsantrasyonlari

Bradford Ayraci
Coommassie
brilliant 1.00%
blue G250
Etanol 99.90%
Fosforik asit | 85.00%
H,O

SDS PAGE ve Coomassie Boyama ile Goruntuleme

SDS page jelleri hazirlanirken ayirict jel igin, TrisCl pH:8.8, SDS, akrilamid bisakrilamid
(30:0.8), TEMED ve APS, topayict jel igin ise TrisCl pH:6.8, SDS, akrilamid bisakrilamid
(30:0.8), TEMED ve APS kullanilmistir (Cizelge 4.10.).
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Cizelge 4.9. SDS PAGE deneylerinde hazirlanan jeller igin gerekli olan ¢ozeltiler ve stok
konsantrasyonlari.

Ayirici Jel Toplayic1 Jel
TrisCl pH:8.8 IM| TrisCl pH:6.8 1M
Akrilamid
Bisakrilamid Akrilamid
(30:0.8) 30.00% Bisakrilamid (30:0.8) 30.00%
SDS 20.00% SDS 20.00%
TEMED 100.0094 TEMED 100.00%
APS I0.00‘VJ APS 10.00%
H,O H,O
Orneklerin kuyulara yiiklenmesi icin ise Laemmli 6rnek tamponu kullanilmistir (Cizelge

4.10.).
Cizelge 4.10. Ornek yiikleme tamponu (Laemmli tamponu) tarifi (60).

Ornek Yiikleme Tamponu
Konsantrasyonlar
Stok Calisan
TrisCl pH: 6.8 1M]| 0.25M
Gliserol 100%) 40%
SDS 20% 4%
3-Merkaptoetanol 100% 10%)
Bromfenol Mavisi 1% 0.02%
H,O

SDS PAGE jelleri Biorad Mini Protean Tetra Cell Casting Stand’de hazirlannmig ve Biorad
Mini Protean Tetra Cell dikey elektroforez tankinda yiiriitiilmiistiir. Y{iriitme islemi i¢in 1X
SDS PAGE elektroforez tamponu kullanilmistir (Cizelge 4.11.).

Cizelge 4.11. SDS PAGE elektroforez tamponu tarifi.

5X SDS Page Elektroforez Tamponu
Konsantrasyonlar
Stok Calisan
Tris baz 1M 0.125M
Glisin 2M| 0.96M
SDS 20% 0.50%
H,O
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Jeller yiirtidiikkten sonra, fiksasyon c¢ozeltisi ile fikse edilmis, coomassie boyama ile
boyanmis ve goriintiilenmeden once destaining ¢ozeltisi ile fazla boyadan arindirilmistir
(Cizelge 4.12.).

Cizelge 4.12. SDS PAGE sonucunda elde edilen jellerin coomassie boyama ile boyanmasi
icin gerekli olan ¢ozeltiler ve tarifleri.

Fiksasyon Cozeltisi Boyama Cozeltisi Destaining Cozeltisi
Stok |Calisan] Stok |Calisan| Stok |Calisan
Isopropanol 100%]  25%)] Asetik Asit 100%]  10%| Asetik Asit] 100% 10%
Coomassie Brilliant
Asetik Asit 100%| 10%|Blye G-250 1%] 0.01%4H,0O
H,O H,O

Jeller boyandiktan sonra Biorad VersaDoc goriintiileme sisteminde beyaz filtre kullanilarak

goriintiilenmistir.
Floresan Mikroskop ile Goruntileme

Butun floresan gorintulemeler igin Carl Zeiss Axio Imager M1™ floresan mikroskopu ve
FITC ve Rhodamin filtreleri ve Carl Zeiss AxioVision™ yazilimi kullanilmigtir. Goruntileri
alinan drnekler imageJ programi ve Python yazilim dilinde yazilan yazilim ile RGB ve HSV

analizlerine tabi tutulmustur.

4.2. YONTEM

Tim deneyler i¢in steril cam ve plastik malzemeler kullanilmistir. Steril ve tek kullanimlik
pipet uglari, S0mL ve 15mL falkon tiipler, 1.5mL & 2mL eppendorf tipler, 0.2mL PZT
tipleri ve 2mL, 10mL, 50mL serolojik pipetler tercih edilmistir. Bakterilerin {iretimi igin
kullanilan cam malzemeler kullanim Oncesi otoklavlanarak steril edilmis, yayma ekim
yonteminde kullanilan cam spreaderlar %96,6’lik etil alkol ve ates ile, 6zeler ates ile steril
edilmistir. Kullanilan cam malzemeler iste camasir suyu ve Alchonox® ile temizlenip distile
su ile durulanmistir. Otoklavlanacak cam malzemeler bu islemden gectikten sonra
otoklavlanmis, steril olmasi1 gerek malzemeler ise kurutularak tekrar kullanilmistir. TUm

deneyler oncesi ¢alisma ortami %70’lik etil alkol ve distile su ile temizlenmistir.
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4.2.1. MIKROBIYOLOJIK YONTEMLER
Besiyeri Hazirlanmasi

Mikrobiyoloji temelli olmasindan dolay1 bu tez ¢alismasinin neredeyse her asamasinda besi
yerleri devreye girmistir. Bu besi yerleri, Columbia base agar, 2xYT, LB Gliserol stok ve

Terrific Broth’dur (bu besi yerlerinin ¢esitli tiirevleri deneyler boyunca kullanilmistir).

Columbia base agar hazirlanirken 39g/L (1 litre i¢in 39g) Columbia base agar, 5Sg/L agar

agar tek distile suya eklendikten sonra otoklavlanmustir.

2XYT besi yerini hazirlamak i¢in 16g/L tripton, 10g/L maya 0ziitii ve son hacimde 86mM

NaCl bulunacak sekilde tek distile suya eklendikten sonra besi yeri otoklavlanmaistir.

LB gliserol stok besiyeri 10g/L tripton, 5g/L maya 6zutt, 0.5g/L NaCl, 0.001N NaOH ve

%30 gliserol tek distile suya eklendikten sonra otoklavlanarak hazirlanmistir.

Terrific broth besi yeri hazirlanisi iki farkli asamadan olugmaktadir, ilk asamada tek distile
su icerisinde 12g/L tripton, 24g/L. maya 0ziitli ve %0,4 gliserol bir cam sisede hazirlanmistir.
Ikinci asama olarak ise 0.283M KH2PO4Vve 0.717M K2HPO4’dan olusan 1M potasyum fosfat
tamponu (pH: 7.2) ayr1 bir cam sisede hazirlanir. Hazirlanan iki soliisyon da karigtirllmadan
otoklavlanmigtir. Otoklav ile sterilizasyon gergeklestikten sonra aseptik kondisyonda

potasyum fosfat tamponu son hacimde 0.1M olacak sekilde besiyeri sisesine eklenmistir.

Antibiyotikli besi yerlerinin iiretiminde, kati besi yerleri i¢in antibiyotikler otoklav sonrasi
besi yeri biraz sogutulup, sivi besi yerlerinde ise kullanilmadan hemen 6nce eklenmistir.
Kanamisin antibiyotigi suda ¢oziildiigii i¢cin dogrudan besi yerine eklenmistir fakat
oksitetrasiklin antibiyotigi alkolde ¢oziinlir ve direkt besi yerine eklendiginde c¢okelti
olusturur. Bu sebeple oksitetrasiklin besi yerine eklenmeden 6nce 1 Oksitetrasiklin : 10
DMSO oraninda DMSO ile c¢oziilerek besi yerine eklenmistir. Bu tez calismasinda
kullanilmig biitiin antibiyotikli besi yerleri, oksitetrasiklin igin 20pg/mL, kanamisin igin

50pg/mL antibiyotik icermektedir.
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Bakterilerin Kiiltiirlenmesi ve Saklanmasi

Bu tez calismasinda kullanilan bakteriler ¢esitli amaglar ile farkli yontemler ile farkli kati ve
s1v1 besi yerlerine ekilmistir. Sivi kiiltiirden kat1 besi yerine yayma ve ¢izgi ekim yontemleri
ile, s1v1 kiiltiirden s1v1 besi yerine, kat1 kiiltiirden s1v1 besi yerine ve kati kiiltiirden kat1 besi
yerine bakteri ekimleri farkli amaclar ile daima aseptik kondisyonlar altinda

gerceklestirilmistir.

Bakteri kiiltiirlerinin saklanmasi igin, aseptik kondisyon altinda steril 6ze yardimi ile kati
besi yerlerinden bakteri kolonileri toplanip 2mL’lik eppendorf tiiplerde %30 gliserol iceren
LB besi yerine ekilmis ve sonucta olusan kiiltiir homojen olacak sekilde resilispanse
edilmistir. Kullanilan ve iretilen biitiin bakteri kiiltiirleri LB gliserol stok besi yerine ekilerek
-80°C dolabinda saklanmustir.

4.2.2. GENETIK DEVRENIN OLUSTURULMASI
Insert DNA’larin Uretilmesi

T7 RNA Polilmeraz geninin PZT ile amplifikasyonu i¢in gerekli olan gen kaynaginin elde
edilmesi igin E. coli BL21 susundan kromozomal DNA izole edilmistir. Bu izolasyon i¢in
oncelikle, gece boyu 37°C’de E. coli BL21 susu iiretilmistir. Daha sonra Uretilen kulttrden
ImL hiicre alimip 2mL’lik eppendorf tiipe aktarilmis ve 13.000g’de 10 dakika santrifiij
edilmistir. Elde edilen hiicre pelleti 200uL lizis tamponu (tek distile steril su icerisinde
10mM TrisCl pH:7,2, 1ImM EDTA ve %0,1 SDS) ile sertce resuspanse edilerek 10 dakika
kaynar suda bekletilmistir. Kaynatma sonrasinda lizis tamponu ile muamele edilmis hiicreler
tekrar 13.000g’de 10 dakika santrifiij edilmis ve siipernatant niikleaz free bir eppendorf

tiiptine alinarak -20°C’de saklanmustir.

Bu tez caligmasinda yapilan biitiin polimeraz zincir tepkimeleri i¢in primerlerin tamami CLC
Sequence viewer ve PerlPrimer yazilimlari ile gerceklestirilmistir. Biitiin PZT deneylerinde

PCR grade pipet uclari, tiipler ve su kullanilmistir.

T7RNAP geninin E. coli BL21 kromozomundan amplifikasyonu igin bir ileri ve bir geri
primer tasarlanmistir. Tasarlanan primerler, Tm degerleri ve GC igerikleri Cizelge 4.13.’te

verilmistir. Primerlerin Cizelge 4.13’te sar1 ile isaretli pargalari, E. coli BL21
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kromozomundaki T7RNAP geninin baslangic kodonu ile bitis kodonu arasini
hedeflemektedir. Renksiz olan parcalar ise daha sonra amplifiye edilen DNA parcalarinin 5°
ve 3’ uglarinda tek zincir olarak bulunmaktadir. Bu pargalar sayesinde amplifiye edilen insert
DNA’lar hedef vektore homolog olarak SLiCE klonlama ile aktarilmistir. fDawnT7 primeri
ileri primer, rDawnT7 primeri ise geri primer olarak tasarlanmistir.

Cizelge 4.13. T7TRNAP amplifikasyonu ve pDawn vektoriune klonlanma igin tasarlanan
primer cifti.

Tm
Isim Primerler (°C) | %GC
5’-
[ctttaagaaggagatatacc>[ATGAACACGATTAACATCGC>-
fDawnT7 | 3’ 51.8 | 40%
5-
[ttcgggctttgttagcagecg>[ TTACGCGAACGCGAAGTCCG>-
rDawnT7 | 3° 62.7 | 60%

T7RNAP geninin amplifikasyonu i¢cin fDawnT7 ve rDawnT7 primerleri kullanilarak
gerceklestirilen PZT deneylerinin protokolii Cizelge 4.14.’te verilmistir.

Cizelge 4.14. T7RNAP geni amplifikasyonu igin gerekli olan PZT karigimi
konsantrasyonlari.

Calisan
Materyal Konsantrasyonlar
dNTP 0,200mM
fDawnT7 0,200uM
rDawnT7 0,200uM
BL21 DNA 100ng
Dream Buffer 1X
Dream Tag Polimeraz 1,250U
H20

T7RNAP geninin PZT ile amplifikasyonu icin gerekli olan PZT dongiileri sicaklik ve

streleri Cizelge 4.15.’te verilmistir.
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Cizelge 4.15. T7RNAP geninin amplifikasyonu icin gerekli olan PZT sicakliklar1 ve

dongdleri.

Sicaklik Dongu

(°C) Sire Sayisi
80°C | Bekleme
95°C | 120sn
95°C | 30sn
50°C | 30sn x35
72°C | 120sn
72°C | 300sn
16°C | Bekleme

N[O |01 B WIN|E

Pr7-EGFP bolgesi laboratuvarda bulunan pET28a-GFP plazmidi kalip DNA olarak

kullanilarak amplifiye edilmistir. Bu promotor gen ikilisinin PZT ile amplifikasyonu icin iki

cift primer tasarlanmistir. Bu primerlerim Tm ve %GC degerleri Cizelge 4.16’da verilmistir.

Primerlerin sari ile isaretli parcalari, pPET28a-GFP plazmidindeki Pt7 6ncesi lac repressor

bolgesinin bagini ve EGFP geninin sonundaki N-terminalini hedeflemektedir, bu sayede Pt7

kontroliinde EGFP geni elde edilmektedir. Renksiz olan parcalar ise daha sonra amplifiye

edilen DNA par¢alarinin 5° ve 3’ uglarinda tek zincir olarak bulunmaktadir. Bu pargalar

sayesinde amplifiye edilen insert DNA’lar hedef vektore homolog olarak SLiCE klonlama

ile aktarilmustir. fT7GFP primeri ileri primer, rT7GFP primeri ise geri primer olarak

tasarlanmistir.

Cizelge 4.16. Pr7+EGFP amplifikasyonu igin tasarlanan primer gifti.

Tm
Isim Primerler (°C) | %GC
fT7GFP | 5'-[aaaatgagacgttgatcggc>[CATCGGTCGAGATCCCGGTGC>-3' | 65.3| 67%
5’-[agcaccttgtcgeettgegta>[ CGGATATAGTTCCTCCTTTCAG>-
IT7GFP | 3’ 535 | 45%

Pt7-EGFP Dbolgesinin amplifikasyonu icin fT7GFP ve rT7GFP primerleri kullanilarak

gerceklestirilen PZT deneylerinin protokolii Cizelge 4.17°de verilmistir.
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Cizelge 4.17. P17+EGFP bolgesi amplifikasyonu i¢in gerekli PZT karigimi konsantrasyonlari

Calisan
Materyal Konsantrasyonlar
dNTP 0,200mM
fT7GFP 0,200uM
IT7GFP 0,200uM
pET28a-GFP 100ng
Dream Buffer 1X
Dream Tag Polimeraz 1,250U
H20

P17+EGFP bdlgesinin PZT ile amplifikasyonu i¢in gerekli olan PZT dongiileri sicaklik ve
streleri Cizelge 4.18’de verilmistir.

Cizelge 4.18. Pt7+EGFP bolgesi amplifikasyonu igin gerekli olan PZT sicakliklar1 ve
dongdleri.

Sicaklik Dongu

(°C) Sire Sayisi
80°C | Bekleme
95°C | 120sn
95°C | 30sn
51°C | 30sn x35
72°C | 90sn
72°C | 300sn
16°C | Bekleme

~N (O |01 B W N

T7RNAP ve Pr7+EGFP amplifikasyonlari i¢in Dream Taq DNA polimeraz (New England
Biolabs) tercih edilmistir. Tampon olarak Dream Taq polimerazin kendine 6zgili tamponu
olan Dream Buffer (New England Biolabs) tamponu kullanilmistir. Bu tamponun igerisinde
PZT icin gerekli olan MgCl> bulundugundan PZT karisimlarina fazladan MgCl
eklenmemistir. PZT nin gerceklesmesi i¢in karigimlara 0,200mM dNTP eklenmistir.

Butln PZT dranleri silika spin kolonlar (Promega™) ile saflagtirilmistir. Spin kolonlarda
bulunan silika filtrelere DNA’nin baglanmasi i¢in baglanma tamponu olarak Guanidin-HCI
tabanli bir baglanma tamponu hazirlanmistir. Bu tampon, 4,5M Guanidin-HCI, 50mM NacCl,
1X Bromtimol mavisi ve 21,5mM Na-Asetat (pH: 5,2)’tan olusmaktadir. 150l PZT Uriinu
DNA ile 224.69l baglanma tamponu pipetleme ile karistirilarak silika filtre igeren spin
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kolona yiiklenmistir. DNA yiklenen spin kolon daha sonra 3,000g ivmede 30sn santrif(j
edilmistir. Santrifiij sonrasi toplama tiipiinde toplanan sivi bir kez daha yiiklenerek bu
santrifiij asamas1 tekrarlanmistir. Daha sonra toplama tiiplinde toplanan sivi atilir ve spin
kolon yeni bir toplama tiipiine yerlestirilmistir. Silika filtre bu asamalarin ardindan bir kere
500p1 %100 isopropanol ile 6.000g ivmede 30 sn santrifiij edilmistir. Bu yitkamanin ardindan
alkol kontaminasyonunu engellemek adina tekrar toplama tiipli degistirilmis ve spin kolon
500ul %70 isopropanol ile 6.000g ivmede 30sn santrifiij edilerek yikanmistir. Bu asama
toplama tiipii degistirilerek bir kez daha tekrarlanmistir. Daha sonra tekrar toplama tipl
degistirilerek silika filtre 13.000g ivmede 5 dakika santrifiij edilerek kurutulmustur. Silika
filtreyi icinde kalmis olabilecek olan alkolden tamamen uzaklastirmak i¢in silika kolonlar
37°C etiiviin tabaninda yan olarak 10 dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra silika kolonlara
DNA’y1 toplamak i¢in 40pl niikleaz free su eklenmis ve dnce 6.000g ivmede 30sn daha
sonra 10.000g ivmede 1 dakika santrif(ij edilerek DNA saf bir halde.

Silika filtreler kullanilmadan once ve kullanildiktan sonra 800ul su ile en az iki kere

yikanarak temizlenmistir.

Saflagtirilan PZT ftiriinlerinin daha sonra Nanodrop cihazinda miktarlari ve saflik diizeyleri

(A2601280, A260/230) tayin edilmistir.
Vektorlerin Cogaltilmasi ve Klonlama icin Kesilmesi

pDawn ve pACYC184 vektorleri laboratuvarda bu calisma Oncesi, az miktarda ya bir
membrana emdirilmis ya da -20°C dolabinda diisiik hacimde saklanmistir. Bu vektorlerin
cogaltilmasi igin, iki vektér de E. coli DH5a hiicrelerine transforme edilmis ve -80°C
dolabinda stoklanmistir. Transformasyon deneylerinde tiim islemler buz {izerinde

gerceklestirilmistir.

E. coli DH5a hiicreleri transformasyonu igin TSS ile kimyasal transformasyon yontemi
tercih edilmistir. TSS (transformation & storage solution), son hacimde %10’ PEG 6k,
10mM MgCl,, 10mM MgSOs olacak sekilde hazirlanir ve +4°C dolabinda saklanir. Gece
boyu tiretilen DHS5a hicreleri 25mL 2xYT besiyeri i¢erisinde 0.1 OD’den baslatilarak 0.4-
0.86 OD’ye kadar {iretilmistir. Daha sonra 0.4-0.6 OD’de kiiltiirden 2mL alinarak 2mL’lik

bir mikrosantrifiij tlipiine aktarilmis ve tiipler 10.000g ivmede 60-90sn santrifiij edilmistir.
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950ul TSS stoguna 50ul DMSO eklenerek kullanilacak TSS+DMSO c¢ozeltisi
hazirlanmigtir. Ucu kor haline gelmis bisturi ile kesilen 200ul’lik pipet ucu ile
transformasyon basina 100ul TSS+DMSO c¢ozeltisi hiicre pelletine eklenmis ve pellet
resiispanse edilmistir. Bu islemin hemen ardindan hiicre-TSS+DMSO siispansiyonuna 1ng-
5ng aras1 vektor (pDawn ya da pACYC184) eklenmis ve hiicreler 45 dakika buz tzerinde
inkiibasyona birakilmigtir. 45 dakikanin ardindan hiicreler 42°C’de 30 saniye 1s1 sokuna
ugratilmistir. Daha sonra hiicreler 15mL’lik falkon tiiplere alinip tiiplere 2mL 2xYT besiyeri
eklenmistir. 2xYT eklendikten sonra hiicreler 37°C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonunda hiicreler tekrar 2mL’lik mikrosantrifiij tiiplerine alinarak 10.000g ivmede 2 dakika
santrifiij edilmistir. Siipernatant uzaklastirilmis ve pelletlere 200l 2xYT eklenerek hiicre
peletleri resiispanse edilmistir. Son olarak resilispanse edilen hiicreler vektorlerin igerdigi
antibiyotik diren¢ kasetlerine uyumlu olacak sekilde antibiyotikli kat1 besiyerlerine yayma
yontemi ile ekilmistir. pDawn plazmidi transforme edilen hiicreler ColK50 (Columbia Agar
Kanamycin 50ug/mL besi yerlerine, pACYC184 plazmidi transforme edilen hucreler ise
ColT20 (Columbia Agar Tetracycline 20pg/mL) besi yerlerine ekilmistir. Ekim
gergeklestikten sonra plaklar 37°C’de bir gece inkiibe edilmis ve ertesi giin iiremeler kontrol

edilmistir.

Vektorlerin ¢cogaltilmasi icin plaklarda iireyen kolonilerden secilerek igcerdigi vektore gore
antibiyotik iceren 10-25mL siv1 besi yerine bu koloniler ekilmis ve bakteriler bir gece 37°C

etivde iremeye birakilmistir.

Bir gece iiremenin ardindan alkalen lizis plazmid izolasyonu gerceklestirilmistir. Alkalen
lizis plazmid izolasyonu igin dncelikle dnceki gece Ureyen bakteri kilturi 50mL’1ik falkona
alinmis ve 2.000g ivmede 20dakika santrifiij edilmistir. Stipernatant uzaklastirildiktan sonra
hicre pelleti 200uL alkalen lizis 1 (50mM Glukoz, 25mM pH:8 Tris-HCI, 10mM pH:8
EDTA) cozeltisinin icinde restispanse edilmistir. Daha sonra sirasiyla stispansiyona taze
hazirlanmis 400uL alkalen lizis 2 (0.2N NaOH, %1 SDS) ¢ozeltisi ve 300ul alkalen lizis 3
(B3M K-Asetat, 2M Asetik Asit) ¢ozeltisi eklenmis ve her ¢ozelti eklendiginde nazikge
karistirtlmistir. Cozeltiler eklendikten sonra hiicre suspansiyonu buz Uzerinde 5 dakika
inkiibe edilmistir. Bu asamadan sonra 2mL’lik steril mikrosantrifiij tiipiine siispansiyon
aktarilmis ve tiipler +4°C’de 17.000g’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Stipernatanttan 600pL

alinmis ve niikleaz free bir mikrosantrifiij tiipiine niikleaz free ugla eklenmistir. Bu asamadan
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sonra kullanilan tiipler ve pipet uglar1 daima niikleaz free olarak tercih edilmistir. 600pL
supernatanta esit hacimde fenol:kloroform:izoamilalkol eklenmis ve iyice karigana kadar
sert¢e vortekslenmistir. Daha sonra tipler +4°C’de 17.000g ivmede 5 dakika santrifij
edilmistir. Bu santrifiijj basamagindan sonra tiipte olusan fazlardan st faz, diger fazlar
alinmadan temiz bir mikrosantrifiij tiipiine aktarilmistir. Temiz bir tiipe aktarilan iist siviya
600uL soguk izopropanol eklenmis ve tiip vortekslenmistir. Daha sonra tiipler +4°C’de
17.000g ivmede 10 dakika santrifiij edilmistir. Tiipten siipernatant uzaklastirilir ve pellet
once %99,6’lik EtOH ve daha sonra %70’lik EtOH ile santrifiij edilerek yikanmistir. Son
olarak %70’lik EtOH uzaklastirilir ve pellet herhangi bir alkol kontaminasyonunun 6niine
gecmek amaciyla tiiplin kapagi acik bir sekilde 37°C etiiv tabaninda 30 dakika inkiibe
edilmistir. Son olarak alkol tamamen ugurulduktan sonra (pellet rengi seffaflastiginda),
30pL 20pg/mL DNase free RNase ile pellet ¢oziilmiistiir. Izole edilen plazmid miktar1 ve

saflik diizeyi (A260/280, A260/230) Nanodrop cihazi ile 6lgiilmustiir.

Plazmidler izole edildikten sonra, enzim kesimi i¢in PEG ile ¢oktiiriilerek saflastirilmistir.
PEG cokturme icin 15uL izole edilen plazmid, 185uL niikleaz free su ile karistirilarak DNA
¢ozeltisi olusturulmustur. 200puL. DNA ¢ozeltisine, 77,78uL ¢oktiirme ¢ozeltisi eklenmistir.
Coktlirme ¢ozeltisi 5mM pH: 8,2 TrisCl, 0,5mM EDTA, %13 PEG 6000 ve 10mM MgCl»
icermektedir ve bu tarife taze olarak hazirlanmistir. DNA ¢0zeltisine ¢oktirme cozeltisi
eklendikten sonra pipetleme yontemi ile ¢ozeltiler 2mL’lik genis tabanli mikrosantrifiij
tiipiinde karistirilmis ve oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda
tipler oda sicakliginda 20 dakika 16.000g ivmede santrifiij edilmistir. Sipernatant
uzaklastirilmis ve pellet 500uL %70°1ik EtOH ile yikanmistir. Yikama agamasi iki kez tekrar
edilmistir. Son olarak pellet herhangi bir alkol kontaminasyonunun 6niine gegmek amaciyla
tiipiin kapagi acik bir sekilde 37°C etiiv tabaninda 30 dakika inkiibe edilmistir. Alkolin
uctugundan emin olunduktan sonra pellet 20uL niikleaz free su ile ¢oziilmiistiir. Son olarak
Nanodrop cihazinda saflastirilan plazmidin konsantrasyonu ve saflik diizeyi (A2s0/280,

Ao60/230) Olgiilmiistiir.
Izole edilen ve saflastirilan biitiin DNA 6rnekleri -20°C dolabinda saklanmustir.
SLiCE klonlama i¢in kullanilan vektorler kullanim 6ncesinde halkasal yapidan lineer yapiya

dontistiriilmelidir. Bu amagla kullanilan iki vektér pDawn ve pACYC184 tek restriksiyon
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endoniikleaz ile kesilmistir. Lineerizasyon i¢in kullanilacak olan restriksiyon endoniikleaz
enzimi olarak EcoRI (New England Biolabs) tercih edilmistir. ECORI’in enzim olarak
secilmesinin sebebi, pDawn ve pACY C184 vektorlerini tek noktadan kesmesidir. Bu sayede
secilen vektorlerden bolge kayb1 olmadan lineerizasyon gerceklesmektedir. Ayni1 zamanda
iki plazmiddeki EcoRI kesim bolgeleri de SLICE klonlama ile hedeflenecek homolog
bolgelerin arasinda bulunmaktadir. Bu da SLiCE klonlama igin tercih edilen verim arttiracak
onemli bir kriterdir. Ayn1 zamanda insertlerin (T7RNAP ve Pt7+EGFP) dizilerinde secilen
restriksiyon enzimi ECORI’1n kesim bolgesi bulunmamaktadir, bu da klonlama esnasinda in
vitro ortamda bu EcoRI enziminin klonlanacak insertleri kesmeyecegini ve deney sonucuna
etki etmeyecegini garantilemektedir. ECORI enzimi bu Kriterlerin hepsi g6z o6ninde

bulundurularak tercih edilmistir.

Tek enzim kesimi 0.2mL’lik PZT tiiplerinde ve EcoRI enziminin optimum ¢alisma sicakligi
37°C oldugundan kesim inkiibasyonu 37°C’lik etiivde gerceklestirilmistir. Bitlin kesim

deneyleri inkiibasyon siireleri hari¢ buz lizerinde gerceklestirilmistir.

pDawn plazmidinin kesimi i¢in total hacim 25uL olarak tercih edilmistir ve bu hacimde
kesilebilecek maksimum plazmid miktar1 25ug olarak (elimizdeki saflastirilan pDawn
konsantrasyonuna gore) hesaplanmistir. 25ug plazmid icin tip igerisinde 1x NEBufferll
tamponu, 2x BSA, 20U EcoRI karistirilmis ve beklemeden 37°C etlivde 1 saat inklibasyon
gerceklestirilmistir.

PACYC184 plazmidinin kesimi i¢in total hacim 25uL olarak tercih edilmistir ve bu hacimde
kesilebilecek maksimum plazmid miktar1 7,64pg olarak (elimizdeki saflastirilan pACYC184
konsantrasyonuna gore) hesaplanmistir. 7,64ug plazmid igin tiip igerisinde 1x NEBufferll
tamponu, 2x BSA, 20U EcoRI karistiritlmis ve beklemeden 37°C etlivde 1 saat inklbasyon
gerceklestirilmistir.

SLICE Lizatimin Hazirlanmasi ve SLICE Klonlama ile Genetik Devrenin

Tamamlanmasi

SLIiCE klonlama i¢in gerekli olan enzimleri elde etmek amaciyla SLIiCE lizati, pKD46
plazmidi igeren E. coli JM109 kiiltiiriinden elde edilmistir. pKD46 plazmidi i¢eren E. coli

JM109 kuilturi gece boyu 37°C’ye ayarlanmig ¢alkalamali etivde tretilmistir. Ertesi gln
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gece boyu iireyen kiiltiir seyreltilerek 0.03 OD’den tekrar ampisilin antibiyotigi iceren 50mL
2xYT besiyerinde 37°C’de iiremeye birakilmistir. Kiiltiir 5-5,5 OD’ye ulastiginda %0,2 L-
(+)-arabinoz ile indiiklenmistir. Indiiksiyon sonras: kiiltiir ¢alkalanarak 2 saat daha 37°C’de
A prophage protein red iiretimi i¢in {iremeye birakilmistir. Uretimin 2 saati tamamlandiginda
batin kiltdr iki farkli 50mL’lik falkona alinip +4°C’de 5.000g ivmede 20 dakika santrifiij
edilmistir ve sonug olarak stipernatantlar tamamen uzaklastirilmistir. Bu agsamadan sonra
daima buz tizerinde ¢alisilmustir. Pelletler 50mL ¢ift distile su ile resiispanse edilmis ve daha
sonra slspansiyonlar tekrar +4°C’de 5.000g ivmede 20 dakika santrifiij edilmistir.
Supernatantlar tekrar tamamen uzaklastirilmis ve pelletlerin agirligi falkonun darasi alinarak
Ol¢iilmiistiir. Toplanan 0,25g pellet basina taze hazirlanmis 600uL %3 Triton X-100 ve
50mM TrisClI (pH: 8) iceren lizis tamponu eklenmis, pelletler yavasea resiispanse edilmis ve
kiltarler 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Daha sonra siispansiyon 1.5mL’lik
mikrosantrifiij tiiplerine aktarilmis ve hiicre birikintilerini ¢oktirmek amaciyla +4°C’de
17.000g ivmede 5 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi siipernatantlar pellete
dokunmadan temiz 1.5mL’lik mikrosantrifiij tiiplerine aktarilmis ve siipernatantlara esit
hacimde %100’liik gliserol eklenmis ve karistirilmistir. Son olarak elde edilen lizatlar 40-
60uL’lik alikotlar halinde 0.5uL’lik PZT tiplerinde kisa siireli olmak tizere -20°C, uzun
stireli olmak Uzere -80°C dolabinda saklanmistir. Sonug¢ olarak 10x SLiCE lizatlar1 elde
edilmistir (50,61).

Bu tez c¢aligmasinda gergeklestirilen biitlin SLiCE yontemleri verimi yliksek tutmak
amactyla transformasyon deneyleri ile ayn1 giin transformasyon deneyinin hemen 6ncesinde
gerceklestirilmistir. BUtin SLICE klonlama deneyleri 37°C’de inkiibasyon hari¢ buz
tizerinde gerceklestirilmistir. Klonlama deneylerinde transforme edilecek hicre olarak E.
coli DH5a hiicreleri ve bu hicrelerin transformasyonu icin TSS (bkz. ile kimyasal

transformasyon yontemi tercih edilmistir.

pDawT plazmidinin Gretimi i¢in ECORI enzimi ile kesilmis pDawn plazmidi ve SLiCE igin
gerekli olan pDawn plazmidine homolog kuyruklara sahip T7RNAP geni birlestirilmistir.
Klonlama deneyleri igin dncelikle pDawn ve pATG plazmit konsantrasyonlari ve T7TRNAP
ve P7+EGFP insert konsantrasyonlari ng/pl biriminden pmol/pl birimine formil

kullanilarak ¢evrilmistir.
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Klonlama E. coli DH5a hicreleri 0.4-0.5 OD’ye ulastiginda baska bir tiipte gergeklestirilir.
Bu sayede SLiCE reaksiyonu gerceklestigi zaman beklemeden iiretilen plazmidlerin

hlcrelere transformasyonu gergeklestirilmistir.

pDawT plazmidinin tiretimi i¢in 0,2mL’lik niikleaz free PZT tiiptinde pDawT plazmidi
uretimi icin icin toplam hacim 8,55uL olacak sekilde, 1:2 vektor:insert oraninda olmasi igin
0,08pmol EcoRlI ile kesilmis pDawn, 0.016pmol T7RNAP karistirilmis, 1x SLiCE lizati, 1X
T4 DNA ligaz tampon alikotu ile karistirllmigtir. T4 DNA ligaz tamponu eklenmeden 6nce

tiip dibinde biriken ¢okeltilerin karigmasi i¢in iyice vortekslenmistir.

pPATG plazmidi Gretimi icin ise toplam hacim 10,10uL olacak sekilde, 1:2 vektor:insert
oraninda olmast icin 0,135pmol EcoRI ile kesilmis pACYC184, 0,27pmol Pt7+EGFP
karistirtlmis, 1x SLiCE lizati, 1X T4 DNA ligaz tampon alikotu ile karigtirilmistir. T4 DNA
ligaz tamponu eklenmeden once tiip dibinde biriken c¢okeltilerin karismasi i¢in iyice

vortekslenmistir.

Daha sonra tlpler 15 dakika boyunca 37°C etiivde inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun 5.
dakikasinda transforme edilmek {izere iretilen hiicrelerden (0.4-0.6 OD arasinda) 2mL
alinarak 2mL’lik bir mikrosantrifiij tiipiine aktarilmis ve tiipler 10.000g ivmede 60-90sn
santrifiij edilmistir. 950ul TSS stoguna 50ul DMSO eklenerek kullanilacak TSS+DMSO
¢ozeltisi hazirlanmistir. Ucu kor haline gelmis bisturi ile kesilen 200ul’lik pipet ucu ile
transformasyon basina 100ul TSS+DMSO c¢ozeltisi hiicre pelletine eklenmis ve pellet
resiispanse edilmistir. Bu islemin hemen ardindan hiicre-TSS+DMSO suspansiyonuna 5ng
SLiCE klonlanan vektor (pDawT ya da pATG) eklenmis ve hiicreler 45 dakika buz tizerinde
inkiibasyona birakilmistir. 45 dakikanin ardindan hiicreler 42°C’de 30 saniye 1s1 sokuna
ugratilmistir. Daha sonra hiicreler 15mL’lik falkon tiiplere alinip tiiplere 2mL 2XYT besiyeri
eklenmistir. 2xYT eklendikten sonra hiicreler 37°C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonunda hiicreler tekrar 2mL’lik mikrosantrifiij tiiplerine alinarak 10.000g ivmede 2 dakika
santrifiij edilmistir. Siipernatant uzaklastiritlmis ve pelletlere 200ul 2xYT eklenerek hiicre

peletleri resiispanse edilmistir. Son olarak resilispanse edilen hiicreler vektorlerin igerdigi
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antibiyotik diren¢ kasetlerine uyumlu olacak sekilde antibiyotikli kati besiyerlerine yayma
yontemi ile ekilmistir. pDawT plazmidi transforme edilen hicreler ColK50 (Columbia Agar
Kanamycin 50ug/mL besi yerlerine, pATG plazmidi transforme edilen hiicreler ise ColT20
(Columbia Agar Tetracycline 20ug/mL) besi yerlerine ekilmistir. Ekim gergeklestikten

sonra plaklar 37°C’de bir gece inkiibe edilmis ve ertesi giin tiremeler kontrol edilmistir.

Klonlama ve transformasyon deneyleri sonucunda ekilen plaklarda kolonilerin bir gece
inkiibasyon sonrasi iiredigi goriilmiis ve transformasyonun gerceklestigi gozlemlenmistir.
Bunun Gzerine Greyen koloniler DNA kaynagi olarak kullanilarak klonlamanin kontrolii i¢in
pDawT i¢in DreamTaq polimeraz kullanilarak pATG i¢in ise Phusion polimeraz kullanilarak
koloni PZT yontemi uygulanmistir. Koloni PZT deneyleri igin insert DNA
amplifikasyonunda kullanilan primer setleri insert ettigimiz bolgeyi amplifiye
edebildigimizi kontrol etmek i¢in aynen kullanilmigtir. Konvansiyonel PZT deneylerinden
farkli olarak PZT tiiplerine ilk olarak SUL PZT diizeyi niikleaz free su eklenmis ve her tiipe
farkli koloni olmak iizere pipet ucu ucu ile koloniler alinmig ve tiiplerde resiispanse edilmis
ve pipet uglar1 atilmadan plazmid antibiyotik direng kasetine gére ColK50 ya da ColT20 besi
yerlerine pipet uglari ile dnceden isaretli bolgelere imprinting gerceklestirilmistir. Bu sayede
PZT sonucunda hangi kolonide klonlama gergeklestigi takip edilmistir. Daha sonra tuplere
her tlpteki son hacim 15uL olacak sekilde PZT karisimlari eklenmistir (Cizelge 4.19.).

Cizelge 4.19. Klonlama kontrolii i¢in gergeklestirilen koloni PZT’nin karigimlari ve
¢ozeltilerin konsantrasyonlari.

pDawT PATG
Calisan Calisan

Materyal Konsantrasyonlar | Materyal Konsantrasyonlar
dNTP 0,300mM dNTP 0,200mM
fDawnT7 0,300uM fT7GFP 0,200pM
rDawnT7 0,300uM IT7GFP 0,200uM

5uL Hiicre 5uL Hicre
pDawT Kolonisi Suspansiyonu | pATG Kolonisi Silspansiyonu
Dream Buffer 1X Phusion HF Buffer 1X
Dream Taq
Polimeraz 0,400U Phusion Polymerase 0,300U
H20 H20

pATG plazmidi i¢in koloni PCR deneylerinde ilk olarak Dream Taq polimeraz kullanilmis

fakat nonspesifik bantlar alinmistir ve bu sorunun oniine baglanma sicakligi arttirtlarak
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gecilebilecegi diisiiniilmiistiir. Bu sebeple baglanma sicakligi ¢ok yiiksek sicakliklarda
calisan Phusion polimeraz enzimi kullanilarak koloni PZT deneyi pATG plazmidi i¢in
tekrarlanmistir. pDawT ve pATG plazmidlerinin kontrol icin gerekli olan koloni PZT
basamak sicakliklar1 ve dongiileri Cizelge 4.20°de verilmistir.

Cizelge 4.20. Klonlama kontrolii igin gergeklestirilen koloni PZT’nin sicakliklari ve
dongdleri.

DawT pATG
Dongu Dongu
Sicaklik (°C) | Sire Sayisi Sicaklik (°C) | Sire Sayisi
1 80°C | Bekleme 1 80°C | Bekleme
2 95°C | 120sn 2 98°C | 120sn
3 95°C | 30sn 3 98°C | 10sn
4 50°C | 30sn x35 4 62°C | 30sn x35
5 72°C | 120sn 5 72°C | 90sn
6 72°C | 300sn 6 72°C | 300sn
7 16 °C | Bekleme 7 16 °C | Bekleme

PZT Deneylerinin, DNA izolasyonlarlmn, Saflastirmalarimin ve Kesimlerinin

Kontrolu: Agaroz Jel Elektroforezi

Bu tez c¢aligmasinda yapilan biitin PZT deneylerinin, plazmid izolasyonlarinin,
DNA/plazmid saflastirmalarinin ve plazmid kesimlerinin kontrolii agaroz jel elektroforez
teknigi ile saglanmistir. Bu tez ¢calismasinda analiz edilen en kisa DNA molekiilii 2535 baz
¢ifti uzunluguyla P17+EGFP bdlgesi olup en uzun DNA molekili ise 7929 baz cifti
uzunluguyla pDawT plazmididir ve iki DNA molekiilii i¢in de kullanilabilecek optimum
agaroz jel agaroz konsantrasyonu %1 w/v (g/mL, agaroz/1IXTAE) olarak tercih edilmistir.
Dolayistyla bu ¢alismada %]1°lik agaroz jeller kullanilmistir. Koloni PZT deneyleri harig
tim DNA molekiilleri jel kuyularina 4:1 (DNA:6xLoadingDye) oraninda toplam hacim 5uL
olacak sekilde yiliklenmistir. Koloni PZT deneylerinde ise PZT sonucunda tuplerde olan

15pL Griine 5pL 6x Loading Dye eklenerek kuyulara 20uL yiikleme gergeklestirilmistir.

Kullanilmamis agaroz jeller +4°C dolabinda kisa siireligine 1xTAE tamponu igerisinde daha
sonra kullanmak amaciyla saklanmistir. Biitiin agaroz jeller 1XTAE tamponu igerisinde 80-
100V arasinda yiiriitiilmiistiir ve yurUtme slresi de voltaja bagli olarak degiskenlik

gostermistir.
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pDawT ve pATG Plazmidlerinin E. coli DH5a Huicresine Aktarilmasi

Koloni PZT deneylerinden pozitif sonug¢ alindiktan sonra pozitif koloniler gerekli
antibiyotigi iceren 2XYT s1v1 besi yerinde gece boyu iiremeye birakilmis ve ertesi giin bu

kiltiirlerden alkalen lizis plazmid izolasyonu gergeklestirilmistir.

pDawT ve pATG plazmidlerinin izolasyonlar1 gerceklestirildikten sonra, bir E. coli DH5a
kaltura gece boyu bu plazmidlerin ko-transformasyonu igin tiremeye birakilmistir. Ko-
transformasyon deneyi ertesi giin TSS ile kimyasal transformasyon yontemi kullanilarak
gergeklestirilmistir. Ko-transformasyonun bu tez caligmasindaki diger transformasyon
yontemlerinden tek farki, hiicreler TSS+DMSO ile muamele edildikten hemen sonra pDawT
ve pATG plazmidleri ayni hiicrelere, her plazmid 1-5ng olacak sekilde eklenmistir ve
dolayisiyla transformasyonun en son basamagi olan kati besiyerine hiicre ekimi sirasinda
hlcreler iki plazmidin de antibiyotik direncine uygun ColTK (20ug/ml Tetrasiklin, 50ug/ml
Kanamisin igeren Columbia Base Agar) kat1 besiyerine ekilmistir. Daha sonra huicreler LB

gliserol stok besiyerinde -80°C dolabinda saklanmistir.

4.2.3. ~400NM UZUN DALGA uv FERMENTOR SISTEMININ
OLUSTURULMASI

Fermentdr sistemi, hiicreler S0mL’lik beherlerde olacak sekilde tasarlanmistir. Oncelikle 3D
yazicidan beherin manyetik karistiricinin iizerinde duracagi plaka ve beherin agzinda led
lambay1 ve led lambanin sogutucusunu bulunduran bir kapak basilmistir (Sekil 4.5).
Basilacak tasarimlar OpenSCAD programinda Ek 2’de verilen kodlar ile tasarlanmustir.
Basilan pargalar daha sonra sistemde gerekli yerlere vidalanmigtir. Manyetik karistirici

olarak basit bir fan’in merkezinde bulunan parcaya iki farkli kutuplar olacak sekilde
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neodyum miknatislar takilmistir. Bu sayede bakteri kiiltiirleri, steril manyetik balik

kullanilarak daima karistirilabilmistir.

Sekil 4.5. 3D basilan (a) beher kapagi.ve (b) manyetik karistirici tepsisi

Daha sonra sistem bir devre tahtasi (zerinde sematigi gore devre tasarlanmig ve bir araya
getirilmistir. Sekil 4.6’deki Fritzing programinda ¢izilmig, UV fermentor sistemi bir araya

getirilirken kurulan devre tasarimini verilmistir.
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fritzing
Sekil 4.6. UV fermentor sisteminin Fritzing programinda ¢izilen devre tasarimi
Daha sonra Arduino UNO mikrokontrolldriine, “pulse width modulation” teknigi ile UV
yogunlugu ve manyetik Kkaristiricinin  giiciinii  ayarlayabilmemizi saglayacak kod
yiiklenmistir. Yazilan Arduino kodu, LED ekranda; LED lambadan kiiltiire verilen UV nin
yogunlugunun ve manyetik karistiricinin donme hizinin geri bildirimini de saglamaktadir.

Arduino IDE’de devrenin ¢alismasi igin yazilan kod EK 3’de verilmistir.
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Sekil 4.7°da de devrenin son hali ve ¢alisirken ¢ekilmis fotograflari bulunmaktadir. Devrede
bulunan potansiyometreler ile UV’nin yogunlugu ve motorun hizi ayarlanabilmektedir.
Is1gin kiiltiire temasinda cam ya da plastik herhangi bir engel olmamasi i¢in 151k 3D basilan
kapaktan kiiltiire saglanmistir. Isik kaynagi LED lambanin isinmamasi igin, bilgisayar

islemcisi sogutucusu LED’in bulundugu kapaga monte edilmistir.

Sekil 4.7. UV fermentor sistemi (A) elektrik devresi (B) calisirken

4.2.4. ~400NM UZUN DALGA UV iLE EGFP URETIiMi VE GENETIK DEVRENIN
KONTROLU

EGFP iretim deneyleri 2.3.6. bashiginda agiklanan deney tasarimina uyarak
gergeklestirilmistir. ~400nm uzun dalga UV ile indiiklenmek i¢in E. coli DH50 pDawT-
pATG hucreleri bir giin 6nceden gece boyu Ureme icin 20ug/ml Tetrasiklin, 50ug/mi
Kanamisin igeren 5mL 2XYT besi yerinde falkonlar herhangi bir 1sik indiiksiyonunu
engellemek amaciyla aliiminyum folyo ile sarilarak 37°C’deki c¢alkalamali etiivde
calkalanmistir. Bir gece Ureme sonunda hicreler 20pug/ml Tetrasiklin, 50pug/ml Kanamisin
iceren 20mL Terrific Broth besi yerinde 0.1 OD yogunluga ayarlanip herhangi bir 151k
indiiksiyonunu engellemek amaciyla iiremenin gergeklestigi cam balonlar aliiminyum folyo
ile sarilarak tekrar 37°C’deki ¢alkalamali etiivde iiretime baslatilmis ve hiicreler 0,8 OD’ye
geldiklerinde cam balondan 50mL’lik steril behere alinmistir. Daha sonra beherdeki

hiicreler, ~400nm uzun dalga UV 1s1k sistemine konularak indiiklenmistir. Hiicreler 20/255
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UV, 40/255, 80/255, 100/255 UV yogunluklarinda olmak iizere 4 farkli deney grubu
tasarlanmustir. Indiiklenme sonrasi 12 saate kadar her 2 saatte bir OD &lciimii
gerceklestirilmig, 0. saat, 6. saat, 12. saat ve 24. saatlerde de hicrelerden OD odl¢cimunin
yani sira 2mL alinip 10.000g ivmede 2 dakika santrifiij edilmistir ve elde edilen pelletler -
20°C dolabinda protein izolasyonu igin saklanmis ve tekrar ayni saatlerde iiremeye devam
eden hiicrelerden steril su ile 1:10 ve 1:100 diliisyonlar yapilarak iki bolgeye ayrilmis
lamlara 1uL damlatilmistir. Hiicre dilisyonlarinin bulundugu damlalar kuruduktan sonra,
%99,8 MeOH ile hucrelerin lama fiksasyonu gerceklestirilmis ve lam saklama kutusuna
kaldirilmistir. 0. saatte hiicrelere ayni yontemlerin uygulanmasinin sebebi ise indiiklenme

oncesi bakterilerdeki EGFP uretiminin kontroliddr.

Pozitif kontrol olarak pET28aGFP ve pGLO plazmidleri kullanilmistir. Bu plazmidler farkl
IPTG ve arabinoz konsantrasyonlari ile indiiklenmistir. pET28aGFP plazmidi igeren E. coli
BL21 hucreleri 0.1 OD’de sirasiyla, 0.05mM, 0.lmM, 0.2mM, 0.5mM ve ImM
konsantrasyonlarinda IPTG ile 6, 12 ve 24 saat indiiklenmis ve floresan mikroskop altinda
goriintiilenmek i¢in lamlara fikse edilmistir. pGLO plazmidi igeren E. coli BL21 hucreleri
ise 0.10D’de 0.67mM, 1.33mM, 3.33mM, 6.66mM ve 13.3mM konsantrasyonlarinda
arabinoz ile 6, 12 ve 24 saat indiiklenmis ve floresan mikroskop altinda goriintiilenmek igin

lamlara fikse edilmistir.
Hicrelerin Gorintilenmesi

Biitiin UV yogunluklarindaki {iretim deneyleri tamamlandiktan sonra, hiicre fikse edilmis
lamlar ayn1 giin igerisinde Zeiss Axio Imager M1 floresan mikroskopunda FITC filtresinde
10x, 20x ve 40x biiyiitmelerde goriintiilenmis ve gorintuler daha sonra analiz igin

kaydedilmistir.
Toplam Protein izolasyonu ve EGFP Saflastirmasi

Protein izolasyon deneyleri inklbasyon sureleri hari¢ daima buz (zerinde
gergeklestirilmistir. Uretim deneyleri stirecinde elde edilen hiicre pelletlerinden ve SDS page
deneylerinde referans bant gérebilmek adina EGFP saflastirmasi i¢in -20°C dolabinda
bulunan EGFP {iretilmis hiicre pelletlerinden total protein izolasyonu igin %0,5 Triton X-
100, %0,5 Tween-20, 50mM pH:8 TrisCl, 250mM NaCl, %10 Gliserol ve 10mM R-
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merkaptoetanol’den olusan bir deterjan karigimi hazirlanmistir. Hiicre pelletleri dncelikle
700pL su igerisinde pipetleme yontemi ile resiispanse edilmis ve daha sonra S5mL’lik
serolojik pipet yardimi ile toplam hacim Olgiilmiistiir. Toplam hacim resiispansiyon
sonucunda pellet dagildig1 icin artarak ~800pL’ye ulasmistir. 800UL basina hiicre
siispansiyonu basina 534,34uL deterjan karisimi eklenmistir. Daha sonra ise bu karisima
0,2pg/ul konsantrasyonunda olacak sekilde 26,67ul taze hazirlanmig 10pg/pl lizozim
stokundan eklenmistir. Deterjan karigimi ile hiicre siispansiyonu 2mL tiipte hazirlandiktan
sonra, 20 dakika boyunca tlpler mikrosantrifuj tip dondirtcusinde ters yiiz edilmistir. 20
dakikalik ters yiiz etme isleminden sonra hiicrelerin lizisi sonucu ortaya ¢ikan DNA
molekiillerinden kurtulmak amaciyla her stspansiyon 1 saniyelik uyarimlarla sonikatdr
cihazinin 2 genislik ayarinda 35-40 kez sonike edilmistir. Daha sonra, tupler +4°C’de
13,0009 ivmesinde 15 dakika santriftij edilmistir. Santrifiij sonucunda siipernatant temiz bir
tiipe aktarilmis ve esit hacimde 100% gliserol eklenmis ve iyice karistirilmistir. izole edilen

proteinler saklanmak i¢in -20°C dolabina kaldirilmistir.

EGFP proteinin izolasyonu ve saflastirilmasi i¢in pET28a-GFP plazmidinden EGFP iiretmis
E. coli BL21 hiicre pelletleri kullanilmistir. Saflastirma deneylerinde proteinler kapakli cam

tiiplerde toplanmuistir.

Hiicre pelletlerinden total protein izolasyonu yapildiktan sonra EGFP proteinleri Nikel kolon
i¢cin hazirlanmis kolon hacmi 2-2,5mL olan PrepSep Extraction Columns kolonundan
gegirilerek saflagtirilmigtir. Bu yontem icin dncelikle 50Mm pH:8,0 TrisCl ve 250Mm NaCl
iceren baglanma tamponu ve ii¢ farkli eliisyon tamponu hazirlanmistir. Birinci elisyon
tamponu 50mM pH:8,0 TrisCl, 250mM NaCl ve 25mM imidazol icermektedir. Birinci
eliisyon tamponundan farkli olarak ikinci eliisyon tamponu 250mM imidazol, {iglincii
elusyon tamponu ise 400mM imidazol igermektedir. Tamponlar hazirlandiktan sonra
kolondan oOncelikle 3-5 kolon hacmi kadar baglanma tamponu gegirilmistir. Daha sonra
kolona EGFP iiretmis E. coli BL21 hiicrelerinin total protein izolasyonu ¢ozeltisi eklenmistir
ve kolondan akan ¢6zelti toplanmustir. Bu ¢6zelti EGFP harig biitiin hiicresel proteinleri
icermektedir. Ardindan ~10 kolon hacmi kadar baglanma tamponu ile kolon yikanmis ve
baglanma tamponu tamamen gectikten sonra kolon akist durdurulmustur. Toplama tiipii
degistirilerek dncelikle 4mL birinci eliisyon tamponu kolonu imidazol ile sartlandirmak igin

kolondan geg¢irilmis ve bir tiipte toplanmistir. Daha sonra 6mL ikinci ellisyon tamponu
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kolondan gegirilmis ve bir tiipte toplanmustir. Ikinci eliisyon tamponu saflastirilmis EGFP
proteinini icermektedir. Daha sonra 6mL {igiincii eliisyon tamponu kolondan gecirilmis ve
toplanmistir. Uciincii eliisyon tamponu ise kolona bagl kalan proteinleri ayirmak igin
kullanilmustir, bu sebeple yiiksek konsantrasyonda imidazol icermektedir. Kolonu tamemen
temizlemek i¢in kolondan birka¢ kolon hacmi kadar ¢ift distile su gegirilmistir. Son olarak
kolonun akist durdurulmus, %20 EtOH ile doldurulmus ve +4°C’de saklanmistir. Ellisyon
tamponlari ile toplanan EGFP 6rnekleri daha sonra SDS page’de kullanilmak (zere -20°C

dolabinda saklanmustir.
Bradford Testi

Bu tez ¢alismasinda Bradford testi, izole edilen ve saflagtirilan proteinlerin miktarlarini
SDS-PAGE e yiiklemeden &nce tespit etmek i¢in uygulanmustir. izole edilen ve saflagtirilan
proteinlerin miktarin1 Bradford testi ile O6lgmek icin bir standart egri olusturulmasi

gerekmektedir. Bu standart egri de BSA proteini ile olusturulmustur.

Bradford testi 96-kuyucuklu plakalarda gergeklestirilmis ve test sonucu renk degisimleri
Victor 3V (Perkin Elmer) plaka okuyucuda 6l¢iilmiistiir.

Test icin oncelikle %0,05 Coomassie Brilliant Blue G-250, %25 EtOH, %42,5 Fosforik asit
iceren 50mL 5X Bradford ¢ozeltisi ve 1pg/PL BSA ¢ozeltisi hazirlanmigtir. Standart egri
icin BSA proteini 10ug, 9ug, 8ug, 710, 619, 5ug, 449, 3ug, 219, 1pg olmak tizere 10 farkl
miktarda kullanilmistir. Daha sonra kuyulara toplam hacim 100pL olacak sekilde su ve
ornek eklenmistir. BSA kuyularindaki érnek miktarlar1 Cizelge 4.21.’de verilmistir. Uretim
deneyi orneklerinden 2pL, saflagtirlmis EGFP o6rneklerinden ise 10pl, 2uL ve 1pL
kullanilmistir. Testte saflastirilmis EGFP ornekleri 2 tekrarh, diger biitiin ornekler ise 3
tekrarl ¢alisilmistir (Cizelge 4.21.).
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Cizelge 4.21. Bradford testinde kullanilan 96 kuyucuklu plakaya 6rnek yiikleme diizeni ve
Ornek miktarlar1. A, B, C siralarinda BSA, D sirasinda 20/256UV, E sirasinda 40/256UV, F
sirasinda 80/256UV, G sirasinda 100/256UV yogunlugunda ¢aligilan deney gruplari, HI,
H2, H3 kuyularinda indiiklenmemis, H7-H12 kuyular1 arasinda ise referans olarak
saflastirilan EGFP ornekleri bulunmaktadir. H4, H5 ve H6 kuyularinda ise blank
hesaplamasi i¢in 6rnek eklenmemistir.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 10pg | 9ug 8pg 7pg 6pg Spg 4pg 3pg 2pg lpg
B 10pg | 9ug 8pg 7pg 6ug Spg 4pg 3pg 2pg lpg
c 10pg | 9pg 8ug 7ug Gug Spg 4ng 3pg 2pg lpg
D 20.6 20.12 | 2024 |20.6 20.12 | 2024 | 206 20.12 | 20.24
E 40.6 40.12 | 40.24 | 40.6 40.12 | 40.24 | 406 40.12 | 40.24
F 80.6 80.12 | 8024 |80.6 80.12 |80.24 |806 80.12 | 80.24
G 100.6 | 100.12 | 100.24 | 100.6 | 100.12 |100.24 | 100.6 | 100.12 | 100.24

EGFP |EGFP | EGFP | EGFP |EGFP | EGFP

M 0.0 0.0 0.0 Blank | Blank | Blank 10ul 2l Tul 1oul 2l Tul

Hazirlanan kuyularin her birine hizlica toplam hacimde 1X Bradford ¢ozeltisi olacak sekilde
Bradford c¢ozeltisi eklenmistir ve kanistirtlmistir. Bu asama her kuyu igin pipet ucu
degistirerek yapilmistir. Daha sonra plakanin kapagi kapatilmis ve oda sicakliginda 45
dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonucunda Victor 3V (Perkin Elmer) cihazinda 595nm

dalga boyunda kuyulardaki renk degisimi ol¢tilmiistiir.
SDS PAGE

Bradford testi ile miktar1 6l¢iilen proteinler bant karsilastirmasi i¢in SDS PAGE yontemi ile
yiiriitiilmiis ve jeller coomassie boyama ile boyanarak gézlemlenmistir. Bu tez caligmasi i¢in
hazirlanan yigma ve ayirma jelleri, EGFP proteini 32,7 kDa oldugu i¢in, sirastyla %6’lik ve
%15’1lik akrilamid bisakrilamid konsantrasyonu icerecek sekilde hazirlanmistir. SDS page
icin jeller hazirlanirken Oncelikle MiniProtean Casting sistemi (Biorad) hazirlanmis ve
sistemin jeli polimerize olurken akitmamasi i¢in tabanina vazelin siiriilmiistiir. Camlar
hazirlandiktan sonra ilk olarak 0,375M pH:8,8 TrisCl, %15 akrilamid-bisakrilamid, %0,1
SDS, %0,05 APS ve %0,05 TEMED igeren ayirma jeli hazirlanmistir. Bu jel dokildikten
sonra lUstii biitanol ile kaplanarak jelin oksijen temasi engellenmis ve polimerizasyon
yaklasik 20 dakikada gerceklesmistir. Daha sonra biitanol uzaklastirilip 0,125M pH:6,8
TrisCl, %6 akrilamid-bisakrilamid, %0,1 SDS, %0,05 APS ve %0,05 TEMED iceren yigma
jeli hazirlanmistir. Bu jel de dokiildiikten sonra tarak takilmistir. Polimerizasyon
gerceklestikten sonra jeller kisa siireligine 1x SDS glisin yiritme tamponu icerisinde

+4°C’de saklanmustir.
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SDS PAGE jelleri hazirlandiktan sonra MiniProtean (Biorad) elektroforez sistemine
yerlestirilmis ve kuyular yiiklenmeden 1x SDS Glisin yiiriitme tamponu elektroforez tankina
eklenmistir. Daha sonra protein ornekleri 20pug, EGFP 6rnekleri 10pg olacak sekilde
ependorf tiiplerine eklenmis ve 6rneklere son hacimde 1X konsantrasyonunda olacak sekilde
Laemmli 6rnek tamponu eklenmis ve karistirilmistir. Ornekler Laemmli tamponuyla beraber
85-90°C sicaklikta 5 dakika kaynatilmigtir. Daha sonra SDS page kuyularma ilk ve son
kuyulara 4pL Unstained Protein Ladder yiiklenmis ve diger kuyulara da érnekler yiklenerek
toplamda iki jel yliklenmis ve yliriitiilmiistiir. Bantlar yigma jelini gegcene kadar elektroforez

80V’da, ayirma jeline girdikten sonra da 100V da elektroforez gerceklestirilmistir.

Elektroforez tamamlandiktan sonra yigma jelleri uzaklastirilmis ve ayirma jelleri coomassie
boyama icin %25 izopropanol, %10 asetik asit iceren fiksasyon c¢ozeltisinde 30 dakika
calkalanarak inkiibe edilmistir. Fiksasyon gergeklestikten sonra jellere %10 asetik asit ve
%0,01 Coomassie Brilliant Blue G-250 Coomassie boyama ¢ozeltisi eklenmis ve bir gece
calkalanarak inkiibe edilmistir. Ertesi giin jeller fazla boyadan arindirilmak i¢in %10 Asetik
asitte 4 kez 30 dakikada bir ¢Ozelti tazelenerek calkalanarak inkiibe edilmistir. Jeller fazla
boyadan arindirildiktan sonra Molecular Imager VersaDoc® (Biorad) cihazinda beyaz filtre

altinda 0,3 sn 1g1klamada goriintiillenmistir.
4.2.5. GORUNTU ANALIZI

Floresan mikroskop altindaki goriintiilerin incelenmesi i¢in ImageJ programi ve Computer
Vision 2 yazilim gelistirme kiitiiphanesi ile Python dilinde “Jupyter Lab” kullanilarak analiz
programi gelistirilmistir. ImageJ programai ile goriintiilerin RGB analizleri ger¢eklestirilmis,
Computer Vision 2 yazilim gelistirme kiitiiphanesi ile Python dilinde ile yazilan yazilim ile
de RGB degerleri HSV degerlerine doniistiiriilerek, HSV analizi ger¢eklestirilmistir.
Analizlerde RGB ve HSV degerleri elde edildikten sonra piksel dagilimi ve yogunluklarinm
incelemek amaciyla saturation-hue, saturation-value ve hue-value 2D histogram grafikleri
olusturulmustur. RGB ve HSV analizlerinde goruntilerdeki arkaplan girltistinden
kurtulmak i¢in image]J programinda “background substraction” (arkaplan c¢ikartma)

yapilmistir. Yazilan yazilim Ek-4’te verilmistir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI

5.1. GENETIK DEVRENIN OLUSTURULMASI

5.1.1. INSERT DNA’LARIN URETIMI VE HAZIRLANMASI
Insert DNA’larin PZT ile Amplifikasyonu

Bu tez calismasinda genetik devrenin ilk hazirlanan elemanlari insert DNA’lar olan
T7RNAP geni ve Pt7+EGFP bolgeleridir. E. coli BL21 kromozomal DNA’sindan T7TRNAP
geni ve pET28aGFP plazmidinden Pr7+EGFP gen bolgesi PZT ile 3’ ve 5° uglarinda SLiCE
kuyruklar1 olacak sekilde amplifiye edilmis ve %]1°lik agaroz jel elektroforezi ile
yiritilmistiir (Sekil 5.1.). Bu agaroz jel’de DNA ladder olarak 2689 baz ¢iftinden olusan

pUC19 plazmidi kullanilmistir.

> «<§§§;5§§3<§§§?5gspﬁﬂégp<¢§S’«§§SP«5§SQ<§$P

2689bp

Sekil 5.1. T7TRNAP ve Pt7+EGFP insert DNA parcalarinin PZT ile iiretim sonuglari, %1
agaroz jel elektroforez goruntisu
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T7GFPa bantlar1 pET28aGFP plazmidinin Pt7+EGFP bolgesini icermekte fakat lac
represorini icermemektedir. Ik olarak hedefimiz lac operonu represér bolgesini de genetik
devreye katmak oldugu icin bu bolgeyi iceren T7GFPb bantlar1 ve bu PZT iiriinleri ile

genetik devre tasarimina devam edilmistir.
PZT Uriinlerinin Saflastiriimasi

PZT drunleri Promega silika kolonlarla guanidin-HC1 kullanilarak saflagtirilmis ve
saflagtirmanin Nanodrop cihazi ile spektrofotometrik sonuglar1 elde edilmistir. Sekil 5.2.’de
gorildiigli gibi T7TRNAP geni (dawnT7) ve Pr7+EGFP DNA bolgesinin (T7GFPb) saflik
duzeylerini belirten Azsorso degerleri 1.8-2.0 arasinda ve Anzeozzo degerleri 2’ye yakin
cikmigtir.  T7RNAP geni 108.96 ng/uL, Pr7+EGFP DNA bolgesi ise 105.425 ng/pL

konsantrasyonlarinda saflastirilmistir (tekrarlarin ortalamalar1 alinmistir). Biitiin bu degerler

saflastirmanin basariyla gerceklestigini gostermektedir.

2.5
2
15 == h20
=== h20
dawnT7
1 = dawnT7
=P T7GFPa
T7GFPb
0.5 == T7GFPb
0

200 220 240 260 280 300 320 340 360

o Sample [Tng/ul A260 A280 260/280 260/230
h2o -0.38 -0.008 -0.015 0.53 1.67
h2o -0.03 -0.001 -0.006 0.1 -0.39
dawnT7 107.23 2.145 1.169 1.83 2.18
dawnT7 110.69 2.214 1.208 1.83 2.16
T7GFPa 105.71 2.114 1.146 1.85 22
T7GFPb 106.62 2.132 1.169 1.82 2.02
T7GFPb 10423 2.085 1.149 1.81 1.95

Sekil 5.2. Insert DNA PZT iiriin saflagtirmalarinin spektrofotometrik sonuglari
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5.1.2. VEKTORLERIN HAZIRLANMASI
izolasyon ve Saflastirma Sonuclar

pDawn ve pACYC184 plazmidleri E. coli DH5a hiicrelerinde ¢ogaltildiktan sonra izole
edilmis ve saflastirilmistir. Izolasyon ve saflastirma spektrofotometrik sonuglar1 Nanodrop

cihazi ile elde edilmistir.

pACYC184 plazmidi alkalen lizis plazmid izolasyonu ile izole edildiginde ~2.000ng/pL
konsantrasyonunda elde edilmis, izolasyon ile saflagtirllmadigi igin saflik degerleri olan
Azeo280 degeri ~2 ve Azsorezo degeri ~2,4 olarak dl¢lilmistiir. pDawn plazmidi ise alkalen lizis
plasmid isolasyonu ile izole edildiginde ~4.705ng/pL konsantrasyonunda elde edilmis,
izolasyon ile saflastiritlmadig icin saflik degerleri olan A2eo/280 degeri 2,03 ve Azeor230 degeri

1,89 olarak dl¢iilmiistiir. Plazmid saflastirma ve izolasyon sonuclar1 Sekil 5.3.’te verilmistir.

5
4
3
e ) 20
9 e 120
pPACYC184/1:10
e pACY C184/1:10
1

Y
0 -

200 220 240 260 280 300 320 340 360

Sekil 5.3. pDawn ve pACYC184 plazmid izolasyonlarinin spektrofotometrik analizi
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12

10
8
6 1120
120
pDawnl1:10
4 e pDawn1:10
2
0D — —
220 240 260 280 300 320 340
-2
Sample ID ng/ul A260 A280 260/280 260/230
h2o 0.28 0.006 0.018 0.31 0.57
h2o 0.79 0.016 0.02 0.8 8.2
pACYC184/1:10 183.3 3.666 1.805 2.03 2.43
PACYC184/1:10 215.91 4.318 2.142 2.02 24
Sample ID ng/ul A260 A280 260/280 260/230
h2o -0.15 -0.003 -0.001 249 =373
h2o 0.03 0.001 -0.009 -0.08 -0.09
pDawn1:10 454.38 9.088 447 2.03 2.29
pDawnl:10 486.61 9.732 4.791 2.03 2.29

Sekil 5.3. (devam) pDawn ve pACYC184 plazmid izolasyonlarinin spektrofotometrik

analizi
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Izole edilen plazmidlerin saflastiriimasi icin PEG ile plazmid ¢oktiirme gergeklestirilmis ve
spektrofotometrik sonuclar Nanodrop cihazi ile 6l¢iilmiistiir. PEG ile saflastirma sonucunda
pACY C184 plazmidi 227,32ng/uL, pDawn plazmidi ise 1.221,5ng/UL konsantrasyonlarinda
elde edilmistir. pDawn plazmidinin saflik diizeyleri degerleri olan A260/280 degeri 1,88
A260/230 degeri ise 2,5 olarak elde edilmistir. pACYC184 saflik diizeyi ise A260/280
degeri 1,69 A260/230 degeri ise 1,98 olarak elde edilmistir. PEG ¢Oktlrme sonucu

spektrofotometre sonuglar1 Sekil 5.4.’te gorilebilmektedir.

)
4
E
3 . ,
ll"J ay
4".;.& T -:.‘ JJ:L-L o HE[:I
, g a e H20
b pACYC184PEG
“a e PACYC184PEG
1 B
1]
220 240 260 280 300 320 340
-1
30
25
20
15 120
120
pDawnPEG
10 e P DawnPEG
5
D =
220 240 260 280 300 320 340
-5

Sekil 5.4. PEG ¢oktiiriilerek saflastirilan plazmidlerin spektrofotometrik analizi
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Sample ID ng/ul  A260 A280 260/280 260/230

H20 0.53 0.011 0.021 0.51 248
H20 0.3 0.006 0.005 1.21 0.46
pACYCI184PEG 231.14 4.623 2.65 1.74 2

PACYCI84PEG 223.5 4.47 2.719 1.64 1.91

Sample ID ng/ul A260 A280 260/280 260/230
h2o -0.15 -0.003 -0.001 249  -3.73
h2o 0.03 0.001 -0.009 -0.08 -0.09
pDawnPEG 1172.56 23.451 12.498 1.88 2.51
pDawnPEG 1270.33 25.407 13.474 1.89 2.5

Sekil 5.4. (devam) PEG c¢oktiiriilerek saflastirilan plazmidlerin spektrofotometrik analizi

5.1.3. SLICE iLE GENETIK DEVRENIN TAMAMLANMASI

Koloni PZT

SLiCE klonlama ile insert DNA ve vektoriin birlestirilip birlestirilmedigi SLiCE klonlama
sonrast yapilan koloni PZT deneyi ile kontrol edilmistir. Bu sebeple yapilan koloni PZT
tiriinleri %1°lik agaroz jel ile DNA ladder olarak pUC19 plazmidi kullanilarak elektroforez
tankinda yiiriitiilmustiir. Sekil 5.5.°te pDawT plazmidi i¢in yapilan SLiCE klonlama
sonuglart verilmistir. pDawT Klonlart i¢in koloni PZT deney sonuglarinda PZT uygulanan
kolonilerden 13, 14 ve 15. koloniler pozitif sonug vermistir ve bu hiicrelerden 15. koloni tek

bant sonug verdigi i¢in plazmid izole etmek igin secilmistir.
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Sekil 5.5. pDawn SLIiCE klonlama kontrolii, %1 agaroz jel elektroforezinde koloni PZT
sonuglari

Sekil 5.6°da ise pATG plazmidi i¢in yapilan SLiCE klonlama sonuglar1 verilmistir. pATG
klonlar1 i¢in koloni PZT deney sonuglarinda ise PZT uygulanan kolonilerden, 9,12, 15, 17
ve 21. koloniler pozitif sonu¢ vermis 9 ve 21. koloniler tek bant sonug verdigi i¢in plazmid

izole etmek i¢in secilmistir.
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Sekil 5.6. pATG SLIiCE klonlama kontroll, %1 agaroz jel elektroforezinde koloni PZT
sonuglar1

Plazmid izolasyonlar1 sonucu ko-transformasyon deneyi ile iki plazmid de ayni hiicreye

aktarilmistir, bu noktada bir rekombinant klonlama gerceklesmedigi i¢in koloni PZT

yapilmamigtir.
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5.2. EGFP URETIMI VE ANALIiZi
5.2.1. UREME EGRILERI

EGFP iiretimi deneyleri esnasinda hiicre kiiltiirleri 0.1 OD’den baglatilmis ve 0.8 OD’de
~400nm uzun dalga UV ile indiiklenmistir. Indiiklenme 6ncesi hiicreler 0.8 OD’ye gelene
kadar saat bas1 OD o6l¢iimii alinmis, indiiksiyon sonrasi ise 12. saate kadar 2 saatte bir ve 23
ve 24. saatlerde olmak tizere her indlksiyon seviyesi icin toplamda 8 kez OD o6lgiilmiistiir.
Sonu¢ olarak elde edilen degerlerden 20/256, 40/256, 80/256, 100/256 UV
yogunluklarindaki iiretim sistemlerinin hiicre biliylime egrileri olusturulmustur, bu egriler

Sekil 5.7.’de verilmistir.
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Sekil 5.7. pDawT + pATG sistemi ile EGFP {ireten hiicrelerin iireme egrileri

~400nm uzun dalga UV ile deney grubu disinda tireme kontrolii olarak genetik devreyi
icermeyen E. coli DH50-pACYC184 hiicresi de 80/256 ve 100/256 UV altinda 24 saat
tiretilmis ve son ulastigt ODgoo degeri Olcililmiistiir. Bu degerler 80/256 igin 10,58 OD
100/256 igin ise 10,42 OD olarak olgiilmiistiir.

Negatif kontrol olarak genetik devreyi icermeyen E. coli DH5a — pACYC184 iceren hiicre
hatt1 80/256 ve 100/256 UV yogunluklarinda tiretilmis ve 24 saatin sonunda bu hucreler
yaklagik 11 OD'ye kadar tiremistir.

5.2.2. BRADFORD ANALIZi

Bradford analizi i¢in standart egri BSA kullanilarak olusturulmustur. Saflastirilan EGFP
protein iirlinleri hari¢ her 6rnek ii¢ kopya yliklenmis ve bu orneklerin ortalamasi alinarak
blank ortalamasi 6rnek ortalamasindan ¢ikartilmis ve ger¢ek degerler elde edilmistir.
Cizelge5.1.’de islenmemis veriler goriilebilmektedir.

Cizelge 5.1. Bradford analizi i¢in hazirlanan 96-kuyulu plaka diizeni ve 595nm’de alinmis
sonuglar

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
10pg| 9pg| 8ug| Tug| Gug| Spg 4pg 3ug 2pg lpg
10pg| Spg| 8ug| Tug| Gug| Spg 4pg 3ug 2pg lpg
10pg| 9pg| 8ug|  Tug|  6ug|  Spg 4pg 3pg 2pg lpg

20.6) 20.12] 20.24| 20.6| 20.12) 20.24 20.6 20.12 20.24

40.6| 40.12| 40.24| 40.6| 40.12) 40.24 40.6 40.12 40.24

80.6| 80.12| 80.24| 80.6| 80.12| 80.24 80.6 80.12 80.24

100.6| 100.12| 100.24| 100.6| 100.12| 100.24 100.6 100.12 100.24
0.0 0.0 0.0/ Blank| Blank| Blank| GFP 10pl| GFP 2pL| GFP 1pL | GFP 10pL| GFP 2pL | GFP 1pL

1531 1551 1376 1.323] 1.121| 1.035| 0.696| 0.840| 0.813| 0637
1.589| 1.475] 1283 1326 1251 0986| 1.064| 0.879| 0.780| 0.702
1521 1.526] 1.378 1.253] 1.195| 0979| 1.090| 0.875| 0.728]| 0635
0.766| 0.795| 0.727 0.782| 0.779( 0.749| 0.742] 0.754| 0.811
0.746| 0.762| 0.965 0.711| 0.814| 0858| 0.765| 0.763| 0.846
0.703| 0.740| 0.696 0.686| 0.732( 0.705| 0.699| 0.802| 0.695
0642| 0.646| 0618 0.659| 0643| 0608 0675 0651 0.582
0.701| 0.720{ 0.708 0.490| 0.500( 0507 0475 0.751| 0.566| 0454 0.723] 0.577

oo |mgo|| e

Veriler islendikten sonra ise BSA standart egrisi olusturulmus, bu egrinin R? degeri
hesaplanmis ve formull olusturulmustur (Sekil 5.8.). BSA standardi igin olusturulan egrinin

R? degeri 0,99 olarak hesaplanmis ve egrinin formiilii;

y =9.68x — 0.46
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olarak elde edilmistir.

BSA Standart Egrisi
12

10 ]
~ f(x)=9.68x — 0.46 n
Eg R*=0.99 =
: .
E e -
Ei u
o 4 =
2 m
A ]

u

0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1 11
Abs595

Sekil 5.8. BSA standart egrisi

BSA standart egrisi kullanilarak 6rnekler igin elde edilen 595nm’deki absorbans degerleri y
= 9,68x-0,46 formiiliinde “x” degeri yerine yazilarak 6rnek miktarlar1 hesaplanmistir. Bu
formiilden ¢ikan sonuclar kuyulara 2L 6rnek yiiklendigi i¢in 2pL hacimdeki miktar1 bize
gostermektedir. Dolayisiyla ¢ikan degerler 2’ye boliiniip gergcek konsantrasyonlar pg/pL
biriminden hesaplanmistir. Bu analize gore, indiiklenmemis (OUVOh) hiicrelerinden izole
edilen protein konsantrasyonu 0,789ug/uL’dir. 20/256 yogunlugunda UV ile indiiklenen
hlcrelerin 6. saatte izole edilen protein konsantrasyonu 1,049ug/uL, 12. saatte izole edilen
protein konsantrasyonu 1,109ug/puL ve 24. saatte izole edilen protein konsantrasyonu
1,043ug/pL olarak olgiilmiistiir. 40/256 yogunlugunda UV ile indiiklenen hiicrelerin 6.
saatte izole edilen protein konsantrasyonu 0,939ug/uL, 12. saatte izole edilen protein
konsantrasyonu 1,126upg/uL ve 24. saatte izole edilen protein konsantrasyonu ise
1,661pg/uLl’dir. 80/256 UV yogunlugunda induklenen hiicrelerden izole edilen protein
konsantrasyonlari, 6. saatte 0,723ug/uL, 12. saatte 1,126ug/uL ve 24. saatte 0,736ug/uL’dir.
100/256 UV yogunlugunda indiiklenen hiicrelerden izole edilen protein konsantrasyonlari
ile 6., 12. ve 24. saatlerde sirasiyla; 0,542pg/pL, 0,484pg/uL ve 0,272pg/pL olarak
oleiilmiistiir. Saflastirilan EGFP proteini konsantrasyonu ise 0,922pg/UL’dir. Islenmemis

veri ve konsantrasyon degerleri Cizelge 5.2.’de goriilebilmektedir.
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Cizelge 5.2. Islenmemis Bradford testi sonuglari, rneklerin miktarlar1 ve konsantasyon
degerleri

#1 #2 #3 Ortalama OD 595 |[Miktar ( pg) Konsantrasyon ( pg/ul)
0UVOh 0.2019]0.2209 [0.208895 0.2105618542845 1.578 0.789
#1 #2 #3 Ortalama OD595 Miktar ( pg) [Konsantrasyon ( ug/ul)
20UV6h 0.2664 | 0.2831 (0.2429 | 0.264157944112244 2.098 1.049
20UV12h | 0.2956(0.2795| 0.255| 0.276702932917523 2.219 1.109
20UV24h | 0.22780.2496 |0.3118 | 0.263071502710084 2.087 1.043
#1 #2 #3 Ortalama OD595 Miktar ( pg) |Konsantrasyon ( ug/pl)
40UV6h 0.2466|0.2123 |0.2657 | 0.241554483628617 1.879 0.939
40UV12h | 0.2626]0.3144 |0.2635 0.28016830058067 2.253 1.126
40UV24h | 0.4663|0.3589 |0.3469 | 0.390693159518611 3.323 1.661
#1 #2 #3 Ortalama OD595 Miktar ( pug) |Konsantrasyon ( pg/pl)
80UV6h 0.2036|0.1872 0.2| 0.196951536267756 1.447 0.723
80UVI12h | 0.2405|0.2325 [0.3031 | 0.258723788857248 2.045 1.022
80UV24h | 0.1969|0.2056 [0.1961 | 0.199565695752614 1.472 0.736
#1 #2 #3 Ortalama OD 595 Miktar ( pg) |Konsantrasyon ( pg/pul)
100UV6h | 0.1426]0.1597 [0.1761 | 0.159472111689408 1.084 0.542
100UV 12h |0.1471 |0.1435 0.1519 | 0.147483356908343 0.968 0.484
100UV24h [0.1187 |0.1092 |0.0832 0.10367763997318 0.543 0.272
#1 #2 Ortalama OD595 Miktar ( pg) Konsantrasyon ( pg/uL)
GFP 1/50 | 0.2519(0.2239 | 0.237895187617806 1.843 0.922

5.2.3. SDS PAGE

Bradford testi ile protein miktarlar1 hesaplandiktan sonra, SDS-PAGE’de bu proteinler
yiiriitiilmiistiir. 1ki adet SDS PAGE jeli yiiriitiilmiis ve her bir jelde on adet kuyu
bulunmaktadir. ki jelde de ilk ve son kuyulara Unstained Protein marker yiiklenmis ikinci
ve dokuzuncu kuyulara da sirasiyla saflastirilmis EGFP ve indiiklenmemis hiicrelerden
protein izolasyonlar1 yiiklenmistir. ik jele Unstained protein marker ve EGFP’den sonra
sirastyla, 20/256 UV, 40/256 UV de iiretimi saglanmig 6, 12 ve 24. saatlerde protein
izolasyonu yapilmis drnekler yiiklenmistir. Ikinci jele ise Unstained protein marker ve
EGFP’den sonra sirasiyla, 80/256 UV, 100/256 UV de iiretimi saglanmis 6, 12 ve 24.
saatlerde protein izolasyonu yapilmis ornekler yiiklenmistir. Jellere EGFP ve drneklerden
yaklasik 20ug protein yiiklenmistir. SDS-PAGE jel gorintileri Sekil 5.9.’da gorulmektedir.
Bu goriintiilerde bant kalinliklar1 20/256 UV ile indiiklenenlerde biiyiik bir fark géstermese
de 80 UV ve 100 UV ile indiiklenen hiicrelerde az da olsa belirgindir. Indiiklenmeyen
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hiicrelerde EGFP bantlar1 géziikmemistir. Beklenen EGFP bantlar1 ~32.7kDa olmalidir ve
protein ladderda 30-40 arasinda bu bantlar goziikebilmektedir.
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Sekil 5.9. Farkli kondisyonlarda iiretilen EGFP 6rneklerinin SDS PAGE Coomassie boyama
gorintdleri. Protein ladder; Unstained Protein Standard, Broad Range (10-200kDa) (New
England Biolabs)
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5.2.4. HUCRELERIN GORUNTULENMESI VE ANALIiZi

Hucreler lamlara fikse edildikten sonra 10x, 20x ve 40x buyitmede Axio Imager M1 (Carl
Zeiss) floresan mikroskopunda FITC filtresinde ayni oturumda goriintiilenmis ve 40x
biiyiitmedeki goriintiiler analiz igin kaydedilmistir. Sekil 5.10.’da 40x’te 20/256 ve 40/256
UV yogunluklarinda tretilmis E. coli DH5a pDawT + pATG hicrelerinin 1:100

diliisyonlarinin 40x biiylitmedeki goriintiileri verilmistir.

Sekil 5.10. 40x buyitmede FITC filtresi ile gorintilenen 20/256 UV ve 40/256 UV 1s1k
yogunlugunda indiiklenen E. coli DH5a pDawT + pATG hiicreleri. A. 20/256 UV’de 6 saat,
B. 20/256 UV’de 12 saat C. 20/256 UV’de 24 saat, D. 40/256 UV’de 6 saat, E 40/256 UV’de
12 saat, F. 40/256 UV’de 24 saat indiiklenmis hiicreler
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Sekil 5.11.°de ise 80/256 ve 100/256 UV yogunluklarinda iiretilmis hiicrelerin 1:100
diliisyonlar1 40x buyttmedeki gorintileri gorulebilmektedir.

Sekil 5.11. 40x buyutmede FITC filtresi ile gorlnttlenen 80/256 UV ve 100/256 UV 1s1k
yogunlugund E. coli DH5a pDawT + pATG hiicreleri. A. 80/256 UV’de 6 saat, B. 80/256
UV’de 12 saat C. 80/256 UV’de 24 saat, D. 100/256 UV’de 6 saat, E 100/256 UV’de 12
saat, F. 100/256 UV’de 24 saat indiiklenmis hiicreler

Sekil 5.12.°de ise indiiklenmemis E. coli DH5a pDawT + pATG hicrelerinin 1:100
diliisyonlarmin FITC filtresinde 40x biiylitmedeki goriintiileri, negatif kontrol olarak
kullanilmis E. coli DH5a hiicrelerinin 1:100 dilisyonlariin FITC filtresinde 40x

blyitmedeki géruntuleri verilmistir.



Sekil 5.12. 40x biyltmede FITC filtresi ile gorintilenen A. E. coli DH5a (negatif kontrol)
B. Indiiklenmemis E. coli pDawT + pATG hiicreleri

Bu tez calismasinda iki pozitif kontrol grubu bulunmaktadir, bunlardan biri farkli IPTG
konsantrasyonlar1 ile indiiklenen pET28aGFP iceren E. coli BL21 hiicreleri ve farkli

arabinoz konsantrasyonlari ile indiiklenen pGLO igeren E. coli DH5a hiicreleridir.

Sekil 5.13.’te sirasiyla 0.05SmM ve 0.1mM IPTG ile 6, 12 ve 24 saat boyunca indiiklenmis
E. coli BL21-pET28aGFP hucrelerinin FITC filtresinde 40x buyltmedeki gorintuleri

verilmistir.
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Sekil 5.13. 40x blyutmede FITC filtresi ile géruntilenen 0.05mM ve 0.1mM IPTG ile 6, 12
ve 24 saat induklenen E. coli BL21-pET28aGFP hiicreleri. A. 0.05mM IPTG ile 6 saat, B.
0.05mM IPTG ile 12 saat C. 0.05mM IPTG ile 24 saat, D. 0.1mM IPTG ile 6 saat, 0.1mM
IPTG ile 12 saat, F. 0.1mM IPTG ile 24 saat indiiklenmis hiicreler

Sekil 5.14.’te ise sirastyla 0.2mM ve 0.5mM IPTG ile 6, 12 ve 24 saat boyunca indiiklenmis
E. coli BL21-pET28aGFP hicrelerinin FITC filtresinde 40x buyltmedeki goriintileri

verilmistir.
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Sekil 5.14. 40x buyitmede FITC filtresi ile gorinttlenen 0.2mM ve 0.5mM IPTG ile 6, 12
ve 24 saat indlklenen E. coli BL21-pET28aGFP hicreleri. A. 0.2mM IPTG ile 6 saat, B.
0.2mM IPTG ile 12 saat C. 0.2mM IPTG ile 24 saat, D. 0.5mM IPTG ile 6 saat, 0.5mM
IPTG ile 12 saat, F. 0.5mM IPTG ile 24 saat indiiklenmis hiicreler

Sekil 5.15.’te sirasiyla 1.0mM IPTG ile 6, 12 ve 24 saat boyunca indiikklenmis E. coli BL21-
pET28aGFP hcrelerinin FITC filtresinde 40x biiyiitmedeki goriintiileri verilmistir.
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Sekil 5.15. 40x buyutmede FITC filtresi ile goriintiilenen 1.0mM IPTG ile 6, 12 ve 24 saat
indlklenen E. coli BL21-pET28aGFP hucreleri. A. 1.0mM IPTG ile 6 saat, B. 1.0mM IPTG
ile 12 saat C. 1.0mM IPTG ile 24 saat, indiiklenen hiicreler

IPTG ile induklenen E. coli BL21-pET28aGFP hiicrelerinin yani sira E. coli DH5a-pGLO
hlcreleri de pozitif kontrol olarak 6, 12 ve 24 saat 0.67mM, 1.33mM, 3.33mM, 6.66mM ve
13.3mM arabinoz konsantrasyonlart ile indiiklenmis ve FITC filtresi ile 40x biiyilitmede
goriintlilenmistir. Sekil 5.16.’da sirasiyla 0.67mM ve 1.33mM arabinoz ile 6, 12 ve 24 saat
boyunca indiiklenmis E. coli DH5a-pGLO hucrelerinin FITC filtresinde 40x blyttmedeki

gorintdleri verilmistir.
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Sekil 5.16. 40x buylUtmede FITC filtresi ile géruntilenen 0.67mM ve 1.33mM arabinoz ile
6, 12 ve 24 saat indiiklenen E. coli DH5a-pGLO hicreleri. A. 0.67mM arabinoz ile 6 saat,
B. 0.67mM arabinoz ile 12 saat C. 0.67mM arabinoz ile 24 saat, D. 1.33mM arabinoz ile 6
saat, 1.33mM arabinoz ile 12 saat, F. 1.33mM arabinoz ile 24 saat indiiklenmis hiicreler
indiklenen hiicreler

Sekil 5.17.’de ise sirasiyla 3.33mM ve 6.66mM arabinoz ile 6, 12 ve 24 saat boyunca
indiiklenmis E. coli DHS5a-pGLO hucrelerinim FITC filtresinde 40x buyttmedeki

goriintiileri verilmistir.



Sekil 5.17. 40x buyltmede FITC filtresi ile géruntilenen 3.33mM ve 6.66mM arabinoz ile
6, 12 ve 24 saat indiiklenen E. coli DH5a-pGLO hicreleri. A. 3.33mM arabinoz ile 6 saat,
B. 3.33mM arabinoz ile 12 saat C. 3.33mM arabinoz ile 24 saat, D. 6.66mM arabinoz ile 6
saat, 6.66mM arabinoz ile 12 saat, F. 6.66mM arabinoz ile 24 saat indiiklenmis hiicreler
indiklenen hiicreler

Sekil 5.18.’de 13.3mM arabinoz ile 6, 12 ve 24 saat boyunca indiiklenmis E. coli DH5a-
pGLO hucrelerinim FITC filtresinde 40x blyutmedeki goruntileri verilmistir.



Sekil 5.18. 40x biyttmede FITC filtresi ile goriintilenen 13.3mM arabinoz ile 6, 12 ve 24
saat induklenen E. coli DH5a-pGLO hiicreleri. A. 13.3mM arabinoz ile 6 saat, B. 13.3mM
arabinoz ile 12 saat C. 13.3mM arabinoz ile 24 saat, indtklenen huicreler

RGB (Red Green Blue) Analizi

FITC filtresinde 40x biiyiitmede goriintiileri alinan 6rnekler dncelikle imageJ programinda
guraltt sinyallerinden kurtulmak icin 200 piksellik ayarda ‘“background substraction
(arkaplan ¢ikartma)” islemine tabi tutulmustur. Giiriiltii sinyalleri ¢ikartildiktan sonra her
Ornegin goriintiisii i¢in RGB histogram analizi uygulanmis ve ortalama red (R), green (G)

ve blue (B) degerleri kaydedilmistir.

Sekil 5.19.”da her goruntllerdeki butln piksellerin green degerleri ortalamasi verilmistir. Bu
verilere gore UV kullanilan sistemlerden yiksek Uretim yapan pozitif kontrollere en yakin
ornek, 80/256 UV’de 12 saat indiiklenmis olarak hiicrelerdir.
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RGB G Degeri Ortalamalan
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Sekil 5.20. Butlin 6rnek goruntulerinin tim piksellerindeki R (kirmizi) degerleri ortalamalari
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RGB B Degeri Ortalamalar
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Sekil 5.21. Biitiin 6rnek goriintiilerinin tiim piksellerindeki B (mavi) degerleri ortalamalari

RGB analizinden daha derin bir karsilastirma yapmak i¢in goriintillerin HSV analizi

gercgeklestirilmis ve bu analizler birbirleri ile karsilastirilmistir.

HSV (Hue Saturation Value) Analizi

Python programlama dilinde yazilan kod ile mikroskop goriintiilerinin HSV piksel analizleri
gerceklestirilmis ve hue, saturation ve value degerleri igin histogramlar olusturulmustur. Hue

degeri Value degerleri piksellerin parlakligini

EGFP 1sima dalga boyu 509nm hue degeri 123 oldugundan toplam HSV analizinde hue
degerleri 123 + 10 araliginda filtrelenmis ve saturation — value, hue-value ve saturation-hue
2D histogramlar1 olusturulmustur. Filtrelenen araligin tam ortast EGFP’nin beklenen
degeridir, 113 degeri ise Olusturulan 2D histogramlar1 daha sonra her 6rnek i¢in, Earth
Mover’s Distance yontemi ile karsilastirilmis ve her 6érnek sonucunun birbirine uzaklig

incelenmistir. 2D histogramlardaki renk ac¢ildikg¢a goriintiilerin degerlerinde bulunan piksel

sayis1 artmaktadir.

Sekil 5.22.’te 20/256 UV ile 6, 12 ve 24 saat boyunca indiiklenmis E. coli DH50 pDawT-
pATG hicrelerinin 123 + 10 hue degerleri araliginda filtrelenmis saturation-hue, hue-value
ve saturation-value degerleri i¢in 2D histogramlar1 verilmistir. Bu grafiklerde 20/256 UV’de

6 saat indiklenen ve 123 + 10 hue degerleri araliginda 1s1ma gergeklestirmis olan hiicrelerin
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value aralig1 5-10 arasinda, saturation degerleri ise 40 ila 100 degerleri arasindadir. 12 saat
boyunca 20/256 UV ile induklenen hiicreler ise 5-20 value araliginda degerlere ve 40-100
araliginda saturation degerlerine sahiptir. 12 saat indtklenen hiicrelerdeki 60-90 araligi
saturation degerlerindeki piksel sayisinin arttigi goriilmektedir. Ayn1 UV yogunluguyla 24
saat induklenen hicrelerde ise 5-15 value degerleri arasindaki piksel sayisi ve 60-80

saturation degerleri arasindaki piksel sayis1 artmistir

Sekil 5.22. 20/256 UV ile sirasiyla 6, 12 ve 24 saat boyunca indiiklenen E. coli DH5a
pDawT-pATG hucrelerinin saturation hue, hue value ve saturation-value degerlerini
gosteren 2D histogramlar

Sekil 5.23.’te 40/256 UV yogunlugunda 6, 12 ve 24 saat boyunca indiiklenmis E. coli DH5a
pDawT-pATG hiicrelerinin 123 + 10 hue degerleri araliginda filtrelenmis saturation-hue,
hue-value ve saturation-value degerleri i¢in 2D histogramlar1 verilmistir. 6 saat indiiklenmis
ve 123 + 10 hue degerleri araliginda 1s1ma gergeklestirmis olan hiicrelerin value aralig1 5-20
arasinda, saturation degerleri ise 40-100 aralifinda ve 70-90 araliginda piksel sayisi
yogunluk gostermektedir. 12 saat indiikleme sonucunda value degeri 5-15 arasinda olan

piksellerde 6 saate gore artis goriilmiis, saturation degerlerinde ise 70-80 araligindaki piksel
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sayisinda artig goriilmiistiir. 24 saat sonunda value degerlerindeki piksel orani sabit

kalmisken, saturation araligi 10-100 degerleri araliginda goriilmiistiir.

Sekil 5.23. 40/256 UV ile sirasiyla 6, 12 ve 24 saat boyunca indiiklenen E. coli DHS5a
pDawT-pATG hicrelerinin saturation hue, hue value ve saturation-value degerlerini
gosteren 2D histogramlar

Sekil 5.24.’te 80/256 UV yogunlugunda 6, 12 ve 24 saat boyunca indiiklenmis E. coli DH5a
pDawT-pATG hiicrelerinin 123 + 10 hue degerleri araliginda filtrelenmis saturation-hue,
hue-value ve saturation-value degerleri i¢in 2D histogramlar1 verilmistir. 6 saat induklenen
hlcrelerde saturation degerleri 40-100 araliginda piksel, value degerleri ise 5-20 araliginda
yogun olarak piksel bulundurmaktadir. 12 saat indiiklenen hiicrelerde saturation degerleri
50-100 arasinda olan pikseller goriilmiis ve 80-100 degerlerindeki pikseller ¢ok yogun
gorilmistiir. 5-30 araliindaki value degerlerinde pikseller goriilmiis ve 10-15 araliginda
piksel yogunlugu ¢ok yogun goriilmiistiir. 24 saat indiiklenme sonucunda yuksek saturation
degerlerindeki piksel sayis1 diigmiis ve tekrar 6 saatteki gibi 40-100 arast degerlere sahip
pikseller goriilmiistiir. 24 saat i¢in ise 5-20 value degerleri araliginda pikseller elde edilmis

ve piksel yogunlugu azalmstir.
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Sekil 5.24. 80/256 UV ile sirasiyla 6, 12 ve 24 saat boyunca indlklenen E. coli DHS5a
pDawT-pATG hucrelerinin saturation hue, hue value ve saturation-value degerlerini
gosteren 2D histogramlar

Sekil 5.25.’te ise 100/256 UV yogunlugunda 6, 12 ve 24 saat boyunca indiiklenmis E. coli
DH50 pDawT-pATG hiicrelerinin 123 + 10 hue degerleri araliginda filtrelenmis saturation-
hue, hue-value ve saturation-value degerleri i¢in 2D histogramlari verilmistir. 100/256 UV
yogunlugunda 6 saat indiiklenen hiicrelerde saturation degerleri 40-100 araliginda olan ve
value degerleri 5-20 degerleri arasinda olan pikseller goriilmiistiir. 12 saat indiikleme
sonucunda saturation degerleri 30-100 arasinda olan pikseller elde edilmistir fakat, 60-100
saturation deger araligindaki piksel yogunlugu azalmistir. 12 saat indiikkleme sonucu
piksellerin bulundugu value deger araliginda bir degisim ger¢eklesmemis olup, piksel
yogunlugu az da olsa azalmistir. 24 saat indiikleme sonucunda saturation degerleri 30-100
arasinda olan pikseller elde edilmis fakat, 90-100 araligindaki degerlere sahip piksel
yogunlugu artmistir. Piksel yogunlugu 24 saat indiikleme sonucunda 5-20 value degerleri

araliginda goriilmiistiir.
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Sekil 5.25. 100/256 UV ile sirasiyla 6, 12 ve 24 saat boyunca indiiklenen E. coli DHS5a
pDawT-pATG hucrelerinin saturation hue, hue value ve saturation-value degerlerini
gosteren 2D histogramlar

2D histogramlarin birbirleri disinda karsilastirilmas1 igin negatif kontrol olarak
indiiklenmemis hiicreler, EGFP genini icermeyen DH5a hiicresi ve pozitif kontrol olarak
farkli IPTG ve arabinoz konsantrasyonlar ile indiiklenmis BL21-pET28aGFP ve DH5a-
pGLO hiicreleri kullanilmistir. Negatif kontrol gruplari i¢in olusturulan 2D saturation-hue,

hue-value ve saturation-value histogramlar1 Sekil 5.26.’de verilmistir.
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Sekil 5.26. Sirasiyla EGFP geni ya da devreyi icermeyen bos DHS5a hiicreleri ve pDawT-
PATG genetik devresini igeren fakat UV ile indiiklenmemis BI21 hiicrelerinin saturation
hue, hue value ve saturation-value degerlerini gésteren 2D histogramlar

Sekil 5.27. ve Sekil 5.28.’de sirastyla pozitif kontrol gruplarindan 0.05mM ve 0.1mM IPTG
ile indiiklenmis BL21-pET28aGFP hcrelerinin 2D saturation-hue, hue-value ve saturation-

value histogramlar1 verilmistir.

Sekil 5.27. 0.05mM IPTG ile sirasiyla 6, 12 ve 24 saat boyunca indiiklenen E. coli BL21-
pET28aGFP hicrelerinin saturation hue, hue value ve saturation-value degerlerini gosteren
2D histogramlar
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Sekil 5.28. 0.1mM IPTG ile sirasiyla 6, 12 ve 24 saat boyunca indiiklenen E. coli BL21-
pET28aGFP hiicrelerinin saturation hue, hue value ve saturation-value degerlerini gosteren
2D histogramlar

0.2mM ve 0.5mM IPTG ile indiikklenmis E. coli BL21-pET28aGFP hiicreleri pozitif kontrol
gruplarinin 2D saturation-hue, hue-value ve saturation-value histogramlari sirasiyla Sekil

5.29. ve Sekil 5.30.’da verilmistir.
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Sekil 5.29. 0.2mM IPTG ile sirasiyla 6, 12 ve 24 saat boyunca indiiklenen E. coli BL21-
pET28aGFP hiicrelerinin saturation hue, hue value ve saturation-value degerlerini gosteren

2D histogramlar
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Sekil 5.30. 0.5mM IPTG ile sirasiyla 6, 12 ve 24 saat boyunca indiiklenen E. coli BL21-
pET28aGFP hiicrelerinin saturation hue, hue value ve saturation-value degerlerini gosteren
2D histogramlar
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Sekil 5.31.’te ise pozitif kontrol gruplarindan 1.0mM IPTG ile indiiklenmis BL21-
PET28aGFP hiicrelerinin 2D saturation-hue, hue-value ve saturation-value histogramlari

verilmistir.

Sekil 5.31. 1.0mM IPTG ile sirasiyla 6, 12 ve 24 saat boyunca indiiklenen E. coli BL21-
pET28aGFP hicrelerinin saturation hue, hue value ve saturation-value degerlerini gosteren
2D histogramlar

Ikinci pozitif kontrol grubu olarak ise 6, 12 ve 24 saat boyunca, 0.67mm, 1.33mm, 3.33mm,
6.66mm ve 13.3mm arabinoz ile indiiklenmis E. coli DH5a-pGLO hiicreleri kullanilmistir.
Sekil 5.32. ve Sekil 5.33.’te sirasiyla 0.67mM ve 1.33mM ile 6, 12 ve 24 saat boyunca
indiikklenmis hiicrelerin 2D saturation-hue, hue-value ve saturation-value histogramlari

verilmistir.
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Sekil 5.32. 0.67mM arabinoz ile sirasiyla 6, 12 ve 24 saat boyunca indiiklenen E. coli DH5a-
pGLO hucrelerinin saturation hue, hue value ve saturation-value degerlerinin gosteren 2D
histogramlar

Sekil 5.33. 1.33mM arabinoz ile sirastyla 6, 12 ve 24 saat boyunca indiiklenen E. coli DH5a-
pGLO hucrelerinin saturation hue, hue value ve saturation-value degerlerinin gosteren 2D
histogramlar
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Sekil 5.34.’te 3.33mM ve 6.66mM ile 6, 12 ve 24 saat boyunca indiiklenmis hiicrelerin 2D

saturation-hue, hue-value ve saturation-value histogramlari verilmistir.

Sekil 5.34. 3.33mM ve 6.66mM arabinoz ile sirasiyla 6, 12 ve 24 saat boyunca indiiklenen
E. coli DH5a-pGLO hiicrelerinin saturation hue, hue value ve saturation-value degerlerinin
gosteren 2D histogramlar
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Sekil 5.35.’te ise 13.3mM arabinoz ile 6, 12 ve 24 saat boyunca indiiklenmis hiicrelerin 2D

saturation-hue, hue-value ve saturation-value histogramlari verilmistir.

Sekil 5.35. 13.3mM arabinoz ile sirasiyla 6, 12 ve 24 saat boyunca indiiklenen E. coli DH5a-
pGLO hucrelerinin saturation hue, hue value ve saturation-value degerlerinin gosteren 2D
histogramlar

Deney, pozitif kontrol ve negatif kontrol gruplarinin HSV degerlerine gore piksel
dagilimlarinin 2D histogramlari elde edildikten sonra, Earth Mover’s Distance yontemi ile
saturation-hue, hue-value ve saturation-value 2D histogramlar1 arasindaki mesafeler
hesaplanmis ve sonug olarak her 2D histogram ¢esidi i¢in biitiin drnekler arasi 1s1 haritalari
olusturulmustur. Bu 1s1 haritalarinda bolgedeki renk ne kadar agiksa, o bdlgeyi tanimlayan
orneklerin 2D histogramlari arasindaki uzaklik o kadar fazladir (beyaz en fazla fark, siyah
fark yok). Bu 1s1 haritalarinda sol {ist koseden sag alt kdseye giden diyagonalin iki tarafi da
birbiri ile aynidir. Earth Mover’s Distance yOntemi sonucu ile ayni zamanda 2D
histogramlarin arasindaki uzakliklar hesaplanmis ve sonug olarak saturation-hue, hue-value
ve saturation-value 2D histogramlar1 kullanilarak 6rnekler arasindaki yakinligi belirten

dendogramlar da olusturulmustur.

Sekil 5.36.’da saturation-hue 2D histogramlarindaki dagilimlarin birbirlerine olan

uzakliklarini gosteren 1s1 haritas1 verilmistir. Ist haritasina gére UV ile indiiklenen sistemde
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saturation-hue dagilimlari pozitif kontroller ile en yakin olan o6rnek 80/256 UV

yogunlugunda 12 saat indiiklenen 6rnekler oldugu goriilmektedir.
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Sekil 5.36. Saturation-hue degerlerine gore piksel dagilimlarini gosteren 2D histogramlarin
birbirlerine uzakliklarini gosteren 1s1 haritasi

Sekil 5.37.’de hue-value 2D histogramlarindaki dagilimlarin birbirlerine olan uzakliklarini
gosteren 1s1 haritast verilmistir. Is1 haritasina gore UV ile indiiklenen sistemde hue-value
dagilimlar1 80/256 UV yogunlugunda 12 saat indiiklenmis 6rnekler 13.3mM arabinoz ile 12
saat indiiklenmis ve 0.ImM IPTG ile 6 saat indiiklenmis 6rneklere yakinken, 40/256 UV
yogunlugunda 24 saat indiiklenmis 6rnekler ise 3.3mM ve 1.33mM arabinoz ile 12 saat

indiiklenmis ornekler ile yakindir.
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Sekil 5.37. Hue-value degerlerine gore piksel dagilimlarini gdsteren 2D histogramlarin
birbirlerine uzakliklarini gsteren 1s1 haritasi

Sekil 5.38°de ise saturation-value 2D histogramlarindaki dagilimlarin birbirlerine olan
uzakliklarin1 gésteren 1s1 haritast verilmistir. Bu 1s1 haritasinda 80/256 UV yogunlugunda 12
saat indiiklenen 6rneklerin, diger UV yogunluklarinda ve indiiksiyon siirelerinde indiiklenen

orneklerden pozitif kontrollere daha yakin oldugu gériilmektedir.
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Sekil 5.38. Saturation-value degerlerine gore piksel dagilimlarini gosteren 2D
histogramlarin birbirlerine uzakliklarin1 gdsteren 1s1 haritasi

Sekil 5.39.’da ise Saturation-value 2D histogramlarindaki dagilimlarin karsilastirilmasi
sonucu ortaya ¢ikan uzakliklarin dengdogram grafiginde karsilastirilmas: verilmistir. Bu
dendogramdan, 80/256 UV yogunlugunda 12 saat indiiklenen hiicrelerin saturation-value
dagilimlarinin pozitif kontrol gruplarina, diger deney gruplarina kiyasla ¢cok daha yakin
oldugu goriilmektedir. Bu deney grubu 6zellikle arabinoz ile indiklenen pozitif kontrol
grubuna genel olarak daha yakindir ve IPTG ile indiiklenen pozitif kontrol grubundan ise
ImM IPTG ile 6 saat, 0.05mM IPTG ile 24 saat ve 0.2mM IPTG ile 24 saat indlklenen
pozitif kontrol gruplarina diger deney gruplarina kiyasla ¢ok daha yakindir.
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Sekil 5.39. Saturation-value 2D histogramlarindaki dagilimlarinin karsilagtirilmasi ve

birbirlerine yakinliklarini ortaya ¢ikartan dendogram
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6. TARTISMA VE SONUC
6.1. TARTISMA

Mikrobiyal hiicre fabrikalari ile rekombinant protein iiretimi giinlimiizde biyoteknolojinin
ilgilendigi 6nemli alanlardan biri olma yolunda ilerlemektedir. Bu hedefle dlnyada
plazmidler kullanilarak bir¢ok genetik devre olusturulmustur. Rekombinant protein Gretim
genetik devreleri olarak iki ya da daha c¢ok plazmidli sistemler de geleneksel olarak
kullanilan tek plazmidli sistemler gibi yogun olarak ¢alisilmistir (62—65). Uretim icin
kullanilan genetik devrelere bir¢ok promotor bolgesi entegre edilmis ve yayginca
kullanilmistir. P17, Para V€ Piac, Ptac, Piacuvs gibi promotorlar geleneksel olarak verimli
kullanilan genetik devre promotorlarina 6rnek verilebilir (66,67). Bunlara ek olarak dogada
hali hazirda bulunan Py gibi promotor sistemleri de genetik devrelerde son zamanlarda
kullanilmaya baslanmistir (67). Promotorlara ve operonlara bagli olarak bu genetik devreler
cesitli yontemlerle indiiklenebilmektedirler. Ornegin lac operonu laktoz ya da laktoz analog
molekiilii olarak IPTG ile indiiklenebilmekte iken, bu ¢aligmada kullanilan pDawn plazmidi
omurgasinin icerdigi operon 400-470nm dalga boyundaki UV ve mavi 151k ile indiiklenerek
protein {iretimini saglamaktadir (2,68). P17, T7 RNA Polimeraz enziminin transkripsiyonu
baslatmak icin ihtiyact olan DNA bolgesi oldugundan genellikle bu promotoru iceren
sistemler kromozomal DNA’sinda T7 RNA polimeraz genini igerip bu enzimi tiretebilen E.

coli BL21 gibi hiicrelerde kullanilmaktadir.

Bu tez galismasinda T7 RNA polimeraz genini kromozomal DNA’sinda bulundurmayan bir
bakteri susu olan E. coli DH5a’da bir plazmidden ~400nm uzun dalga UV ile T7 RNA
polimeraz iretilmis, diger plazmidden ise bu enzimin varliginda P17 kontrolinde EGFP
tiretimi saglanmistir. T7 RNA polimeraz genini icermeyen hiicrelerde de bu sistem sayesinde

rekombinant protein iiretimi gergeklestirilebilecektir.

Uretilen genetik devre pDawn ve pACYC184 plazmid omurgalarini igermekte ve iki
plazmidden olusmaktadir. P17 ve T7 RNA polimeraz sistemi verimli ve hizli protein
tiretiminde yayginca kullanilan bir sistem oldugundan genetik devrede EGFP Uretimini

amplifiye edecegi diisiiniilerek secilmistir.
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pDawn plazmidi hali hazirda 151k ile protein iiretiminin indiiklenmesini YF1 histidin kinaz
enzimi ile sagladigi i¢in bu plazmidden T7 RNA polimeraz enzimini 151k kontrolinde
iretmesi igin se¢ilmistir. pACYC184 plazmidinden ise P17 kontrolliinde EGFP uretimi
saglanmistir. Bu plazmidin genetik devrenin ikinci elemani olarak se¢ilmesinin sebebi ise
pDawn plazmidinin replikasyon orijini olan pBR322 ailesinden olmayan p15A replikasyon
orijinine sahip olmasi. Ayni aileden olmayan iki replikasyon orijini sayesinde iki plazmid de
ayni anda aym hiicrede, segregasyona ugramayip {iretilebilmistir. pDawn plazmidi
kanamisin, pACYC184 plazmidi ise tetrasiklin direng kaseti tasidigindan transforme edilen

bakteriler kanamisin ve tetrasiklinli besi yerlerinde segilebilmistir.

pDawn ile pACYC184 plazmidleri izole edildikten sonra EcoRI enzimi ile kesilmek icin
saflastirilmstir. Izole edilen plazmidler PEG ile ¢oktiiriildiigiinde kesim icin yeterli miktarda
ve gereken saflikta elde edilebilmistir. Kesim sonrasi in vitro ortamda lineerize edilmis
plazmidleri EcoRI enziminden uzaklastirmak i¢in de saflastirma deneyleri uygulanmis fakat
verimli bir sekilde plazmidler elde edilememistir. Genetik devrelere eklenen T7RNAP geni
ve Pt7+EGFP bolgeleri EcoRI kesim bolgeleri icermemektedir. Bu sebeple klonlama

deneyleri 6ncesinde hiicreler saflastirilmamistir.

SLICE klonlama deneylerinde insert DNA’larin 3 ve 5’ uglarinda pDawn ve pACYC184
plazmidlerinde hedeflenen bdlgelere homolog 20 baz ¢iftlik bolgeler kullanilarak
rekombinasyon gergeklestirilmistir. Bu deneylerde rekombinasyon in vitro ortamda
gerceklestirilmistir. A prophage-red proteinin optimum ¢alisma sicakligi oldugundan
rekombinasyon 37°C’de gergeklestirilmistir. Rekombinasyon i¢in gerekli olan inkiibasyon
suresi 15-60 dakika arasidir, fakat 15 dakika ile 60 dakika arasinda klonlama verimi

neredeyse aynidir, bu sebeple 15 dakika inkiibasyon tercih edilmistir (51).

SLiCE klonlamada 15 dakikalik inkiibasyon sona erdiginde klonlama sonucundaki
plazmidler E. coli DH5a hiicrelerine aktarilmigtir. Aktarimdan hemen 6nce kiiltiirlerin 0.4-
0.6 OD arasinda olduguna dikkat edilmis ve TSS-DMSO ile hicreleri parcalamamak adina,
hiicre pelletleri kesilmis bir pipet ucu ile yavasga resiispanse edilmistir. SLICE UrUnleri hiicre

stispansiyonuna eklendiginde tiipler el yardimu ile nazik¢e calkalanmigtir.

SLICE drunlerinin E. coli DH5a hiicrelerine transformasyonu sonucunda treyen kolonilere

koloni PZT gerceklestirilmistir ve bu asamada pipet ucu ile koloni alinirken kolonilerin
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olusturdugu polisakkaritli yapidan yiiklii miktarda almamaya 6zen gosterilmistir. Burada
kolonilerden gelebilecek olan DNA harici materyaller PZT deneylerinde kullanilan Taq
DNA Polimeraz enzimini inhibe edebilmektedir (69). Koloni PZT sonuglarinda pDawT
plazmidi icin Dream Taq Polimeraz ve Dream Tamponu kullanilmisken, pATG plazmidi
icin Phusion Polimeraz ve Phusion HF Tamponu kullanilmistir. pATG plazmidi koloni PZT
deneyleri i¢in Dream Taq polimeraz kullanidiginda non-spesifik PZT bantlar1 alinmistir, bu
sebeple i¢in baglanma sicakligi ¢ok daha yiiksek sicakliklara ihtiyagc duyan Phusion
Polimeraz ve Phusion HF tamponu ile PZT yapilarak istenilen bant elde edilmis ve

klonlamanin kontrolii saglanmistir.

Iki genetik devrenin de sorunsuzca olusturuldugu koloni PZT ile onaylandiktan sonra,
uretilen pDawT ve pATG plazmidleri E. coli DH50 bakterisine ko-transforme edilmis ve

EGFP {iretimi icin deneyler baslatilmistir.

Uretim igin hazirlanan devrede Arduino Uno mikrokontrollérii  kullanilmis, bu
mikrokontrollore yiiklenen yazilim ile devreye eklenen potansiyometreler ve LED ekrandan
geri bildirim sayesinde ~400nm uzun dalga UV veren LED lambanin ve fermentor
sisteminde  hicrelerin  oksijenasyonunu saglayan manyetik karigtiricinin - giicii
ayarlanabilmistir. LED lambaya verilen maksimum giic 10W’tir fakat hiicrelere 10W
giiclinlin tamaminin verilmemesi deney tasarlanirken tercih edilmistir. 10W gibi giiglii bir
151k hiicrelere verilirse hiicrelerin fazla 1sinabilecegi dolayisiyla zarar gorecegi diistiniilerek
yazilim igerisinde “pulse width modulation” teknigi ile bu gii¢ ayarlanmistir. Pulse width
modulation tekniginde maksimum deger 256 minimum deger ise 0’dir. Bu ¢alismada
hicreler 20/256 UV, 40/256 UV, 80/256 UV ve 100/256 UV yogunluklarinda ~400nm uzun
dalga UV ile indiiklenmistir. Bu yogunluklar sirasiyla, 0,78W, 1,56W, 3,13W ve 3,91W
giclerine denk gelmektedir. Manyetik karigtiricinin giicii ise her 6rnek i¢in daima 80/256

giiciine ayarlanmigtir.

SDS page ile farkli 1s1k yogunluklarinda farkli zamanlarda izole edilen proteinler
yiritildigi zaman jel Uzerinde gozle goriilen fark sadece 3,13W yogunlukta 6 saat
indiiklenen hiicreler ile 12 ve 24 saat indiiklenen hiicreler arasinda ve 3,91W yogunlukta 6
saat indiiklenen hiicreler ile 12 ve 24 saat indiiklenen hiicreler arasindadir. 0,78W ve 1,56W

151k yogunluklarinda indiiklenen hiicrelerin EGFP Uretimi SDS page ile gorilebilmekteyken,
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EGFP bantlar1 arasinda gozle goriiliir bir fark goziikmemektedir. Bu sebeple hiicrelerin FITC

filtresi altinda mikroskop goriintiileri incelenmistir.

~400nm uzun dalga UV ile indlklenen hicreler FITC filtresi altinda 40x buyltmede
goruntilendiginde, 0,78W giiciindeki 1sikla indiklenen hicrelerdeki EGFP (retiminin,
1,56W, 3,13W ve 3,91W glctinde indiiklenen hiicrelere kiyasla daha az oldugu goriilmiistiir.
Uretimin kontrolii icin konvansiyonel protein ekspresyon plazmidleri olan EGFP (ireten
pET28a ve pGLO plazmidleri pozitif kontrol olarak kullanilmis, negatif kontrol olarak ise
indiiklenmemis hiicreler ve EGFP proteini Uretecek herhangi bir genetik devre icermeyen

bos DH5a hiicresi kullanilmustir.

Gorlntiiler izerinde RGB analizleri gerceklestirildiginde, beklendigi gibi R (kirmiz1) ve B
(mavi) degerleri tiim Ornekler i¢in ¢ok diisiik diizeyde ¢ikmis, calisilan ornekler arasinda
anlamli bir fark ortaya ¢ikartmamistir. Fakat G (yesil) degerleri bu noktada 6nemlidir, ¢linkii
goriintliide yesil olan bolgelerin yogunlugunu hesaplamamizi saglamistir. Bu sonuca gore
fazla iiretim yapan pozitif kontrollere en yakin olan deney grubu 3,13W UV yogunlugunda
12 saat indiiklenen (80/256 UV yogunlugunda) hiicreler olmustur. Bu degerlere gore 3,13W
ile 12 saat indiiklenen hiicrelerin en yakin oldugu pozitif kontrol grubu 0.2mM IPTG ile 24
saat ve 13.3mM arabinoz ile 6 saat indiiklenmis hiicrelerdir. 3,13W ile 12 saat indiiklenen
hiicrelerin yesil piksel degeri ortalamast 5.44 iken 0.2mM IPTG ile 24 saat indiiklenen
hiicrelerin yesil piksel ortalamasi 5.68, 13.3mM arabinoz ile 6 saat indiiklenen hiicrelerin
yesil piksel ortalamasi 5.73 ¢ikmistir. Daha detayli analiz icin RGB analizlerinin iizerine

RGB degerleri HSV degerlerine ¢evrilmis ve HSV analizi gerceklestirilmistir.

HSV analizinde, hue (H) degerleri piksellerin rengini, saturation (S) degerleri piksellerin ne
kadar soluk ya da dolgun oldugunu, value (V) degerleri ise piksellerin parlakligini
belirtmektedir. HSV analizi i¢in EGFP 1s1masinin rengi ~129 hue degerinde gergeklestigi
i¢in 129 + 10 araligina hue degerleri filtrelenmis ve bu araliktaki hue-value, saturation-value
ve saturation-hue degerleri arasinda 2 boyutlu histogramlar ¢ikartilarak piksellerin bu
degerlerinin dagilimlar1 incelenmistir. Daha sonra piksel dagilimlar1 karsilastirilmak igin
Earth Mover’s Distance yontemi ile dagilimlar arasindaki uzakliklar karsilagtirilarak ii¢ 2D
histogram igin de 1s1 haritalari olusturulmustur. Hue-value ve saturation-hue 1s1 haritalari hue

degerleri filtrelendigi i¢in aslinda sadece sirasiyla value ve saturation degerlerini
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karsilastirmaktadir. Belirlenen hue araligindaki value-saturation 1s1 haritast bu durumda en
aciklayicr veriyi gostermektedir. Value-saturation 1s1 haritasinda pozitif kontrol gruplari ile
en az farka sahip olan yani en yakin olan deney grubu 3,13W ile 12 saat indiiklenen hiicreler
olarak ortaya ¢ikmistir. Bu da RGB analizini dogrular bir sonug ortaya ¢ikartmistir. Value-
saturation 2D histogramlarin birbirlerine olan uzakliklar1 hesaplanarak Y ekseninde
uzakligi belirten bir dendogram olusturulmustur. Bu dendograma gore orneklerin uzakliklari
incelendiginde 3,13W UV ile 12 saat induklenen hicrelerin (uv0080_12h) saturation-value
degerleri diger deney gruplarina kiyasla pozitif kontroller ile daha yakin ¢ikmistir. Bu
yakinlik da deney gruplar1 arasinda en verimli protein iiretimi saglayan pDawT-pATG

sisteminin 3,13W UV ile 12 saat indiiklenmesi ile elde edildigini belirtmektedir.

Filtrelenen hue degerleri aralifindaki degisen value degerleri, hiicrelerin iirettigi EGFP’nin
parlakligimi belirtmektedir. Value degeri arttik¢a parlaklik artmaktadir. Parlaklik pozitif
gruplara yakin olan 3,13W UV ile 12 saat indiiklenen deney grubunda, IPTG ile indlklenen
pET28aGFP ve arabinoz ile indiklenen pGLO sistemlerinde gore daha az goriilmiistiir.
Fazla parlak EGFP goriintiileri iiretilen EGFP’lerin inkliizyon cisimleri olusturdugunu
gostermektedir. Inkliizyon cisimleri bir protein ¢ok fazla iiretildigi zaman, bu proteinlerin
bir araya gelerek birikmesi ile olusur ve ¢ozinememektedirler. Uretilen proteinlerin cok olup
¢oziinebilir protein olmamalar1 baz1 durumlarda dezavantaj olabilmektedir ¢linkii 6rnegin
Triton X-100 ile protein izolasyonu gibi yontemlerle verimli bir sekilde izole
edilememektedirler. Bitiin bunlar 3,13W UV ile 12 saat indiklenen pDawT—pATG

sisteminin inkl{izyon cisimleri olusturmadan protein liretimi sagladigin1 géstermektedir.

Ureme egrilerine bakildiginda ise ilk olarak 80/256 ve 100/256 UV’de ki bakteri
tiremelerinin 20/256 ve 40/256 UV yogunluklarinda tiremelere gore ciddi bir diislis gordiigi
g6z onilinde bulunduruldugunda UV yogunlugunun bu hiicrelerin iiremesine engel oldugu
(hiicrelerin ¢ok 1sinmasi gibi) diistiniilebilir, fakat negatif kontrol olarak genetik devreyi
igermeyen ve aynt UV yogunluklarinda iiretilen E. coli DH50 — pACYC184 hicrelerinin
ayn1 UV yogunluklarinda 24 saat sonunda yaklasik 11 OD’ye ulagmasi bu hiicrelerin 80/256
ve 100/256 UV yogunluklarinda iiretime yetisemedigi diisliniilmiistiir. Protein iiretim stresi
bakteriler lizerinde yayginca goriilmektedir ve bu noktada hiicrelerin kullandig1 enerjinin
protein dretimi i¢in kullanilirken toplam enerjisini hiicre boliinmesine harcayamadig
diistinilmiistiir. (54,70,71)
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6.2. SONUC

Bu tez caligmasinda iiretilen iki plazmidli (pDawT ve pATG) genetik devre ile EGFP
proteininin P17 kontroliinde kromozomal DNA’sinda T7 RNA polimeraz genine sahip
olmayan ve hiicre fabrikasi olarak konvansiyonel olarak kullanilmayan bir hiicre olan E. coli
DH5a hiicresinde iiretimi saglanmistir. Calismamizda kullanilan UV yogunlugu ve zaman
araliklarda FITC filtresindeki floresan mikroskop goriintiilerinin analizlerine gore en verimli
EGFP iiretimi 0,8 OD’den itibaren 3,13W UV (80/256 UV) ile 12 saat induklenen E. coli
DH5a hiicrelerinde gerceklesmistir. Ayrica bu calismada Ohlendorf ve arkadaslarmin
tirettigi pDawn plazmidinin sadece 470nm mavi 1sikta degil, ~400nm uzun dalga UV

1s18inda da indiiklenebildigi gosterilmistir (2).

Gunumuzde rekombinant protein dretimi icin geleneksel olarak kullanilan P17 promotoru
kontroliinde gen ifadesi gergeklesen pET plazmidleri kadar fazla protein Gretimi bu tez
calismasindaki deneyler ile gergeklestirilememis fakat, pDawT + pATG sisteminin ¢alistig1
ve bu sistem ile lretilen protein miktarinin inklizyon cisimleri iiretmedigi ve dolayisiyla
¢Ozlnur protein Uretimi oldugu gosterilmistir. Bu sistem sayesinde geleneksel olarak Pr7
kontrolinde iiretim saglanan E. coli BL21 hiicre hatti yerine, daha kompleks ve
konvansiyonel olarak kullanilmayan mikrobiyal hiicre fabrikalarinda protein {iretimi

gergeklestirilebilir.

Ayrica IPTG ve arabinoz ile indiiklenen sistemlerde, indiiklenme sonrasi protein tretimi
durdurulmasi zor bir islemdir. IPTG E. coli hiicreleri tarafindan metabolize edilemeyen bir
molekiil oldugundan besiyerindeki besin ve oksijen yetmeyene kadar hiicreler proteinleri
iretmeye devam etmektedir. IPTG indiiksiyonunun durdurulmasi i¢in %1 oraninda glukoz
eklenmesi gerekmektedir, fakat bu da %100 oranda protein iiretimini durdurmamaktadir
eklenen glukoz lac represoriinii kullanarak indiiksiyonu durdurmaktadir (72,73). Arabinoz
ise metabolize olan bir molekildir ve hiicre icerisindeki arabinoz tiikenene kadar protein
uretimi devam eder (74,75). Isik ile indiiklenen sistemlerde ise tiretim 151k verildiginde baslar
ve ortamda indiiksiyon elemani olan 1s1k kesildiginde iiretim durur. Bu da protein iiretimi
icin gercek bir devre anahtar1 mekanizmasi demektir. Bu sistemde ise ~400nm uzun dalga

UV 151k ile T7 RNA polimeraz enzimi iiretimi kontrol edilerek, hedef protein iiretimi P17
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kontroliinde gerceklestirilmistir. Boylece rekombinant proteinlerin {retiminin kontroli

istenildigi zaman durdurularak ve istenildigi zaman devam ettirilerek saglanabilecektir.

E. coli disinda bir¢ok baska Pichia pastoris, Saccharomyces cerevisae, Pseudomonas putida
gibi bakteri ya da maya susu mikrobiyal hiicre fabrikasi olarak kullanilmak i¢in denenmekte
ve kullanilmaktadir (76-78). ki plazmidli pDawT-pATG genetik devresi sayesinde Ptz
kontrolinde rekombinant protein Gretimi igin E. coli BL21 gibi kromozomal DNA’sinda T7
RNA polimeraz geni tastyan hiicreler disinda birgok mikrobiyal hiicre fabrikasinda bu
protein tiretim aracinin kullanilasinin onii agilabilir. pDawT ve pATG vektorleri, ucuz ve
kolay klonlama deneyleri ile daha karmasik rekombinant proteinlerin iiretimi igin farkli
mikrobiyal hiicre fabrikalarinda E. coli DHS5a bakterisinden daha verimli Uretim
saglayabilecektir. Bu tez calismasi ile hali hazirda var olan mikrobiyal hiicre fabrikalari

rekombinant protein Gretim araglarina bir yenisi eklenmistir.
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EKLER

EK-1 KULLANILAN MAKINE TECHIZAT LISTESI

Thermo IEC MicroCL 17R Santrifij
Beckman Coulter Microfuge 18 | Santrif(j
Beckman Coulter X-15R Santrifij
Shel Lab Calkalamali inkiibator
Nanodrop ND-1000 Spektrofotometre
Biorad Smartspec™ 3000 Spektrofotometre
Biorad Versadoc Model 1000 Gorintileme sistemi
Biorad DNA Engine Peltier Thermocycler
Biometra T1 Thermocycler
Labnet VX100 Vortex
Biorad PowerPac Basic Gii¢ kaynagi

Yatay elektroforez
Thomas Scientific Owl tanki1
Perkin Elmer Victor 3V Plaka Okuyucu
FinePCR SH30 Orbital Shaker
Biorad MiniProtean Tetra Dikey Elektroforez
System tanki1
Carl Zeiss Axio Imager M1 Floresan Mikroskop

EK-2 OPENSCAD ILE 3D BASILAN PARCALARIN KODLARI

Centred Primitives Modulu

module ccube(size,center=[0,0,0]) {
translate([-size[0]/2*center[0],-size[1]/2*center[1], -
size[2]/2*center[2]])
cube(size);

}

module ccylinder(h, d, center=[0,0,0]) {
translate([d/2-d/2*center[0],d/2-d/2*center[1],-h/2*center[2]])
cylinder(h=h, d=d, center=false);
}

ccylinder(d=10, h=25, center=[1,0,0], $fn=64);
//ccube([10,10,10], center=[1,1,0]);
//ccube([10,10,20]);
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Beher Kapag

use <centeredPrimitives.scad>

cXY = [1,1,0];
cX = [1,0,0];

module tip(base, h, height) {
linear_extrude(height=height, center=true, convexity=1, twist=0)
polygon(points=[[-base/2,0],
[base/2,0],
[0,h]],
paths=[[90,1,2]],
convexity=1);

}

module lidwtip(d, height, tipbase) {

ccylinder($fn=64, d=d, h=height, center=cXY);

mca = asin(tipbase / d);

echo(mca);

mc = cos(mca) * d / 2;

echo(mc);

translate([@,mc,height/2]) tip(tipbase, 11, height);
}

module hollowlid(innerD, height, tipbase, wallt) {
difference() {
lidwtip(innerD+(wallt*2), height, tipbase);
translate([0,0,2]) lidwtip(innerD, height, tipbase);

}

module innerrim(outerD, height, wallt) {
difference() {
ccylinder($fn=64, d=outerD, h=height, center=cXY);
translate([90,0,2]) ccylinder($fn=64, d=outerD-wallt, h=height,
center=cXY);
}
}

module screwPosts(d) {
for (a = [25, -25, 180-25, 180+25])
difference() {
translate([d/2*cos(a), d/2*sin(a), ©])
ccylinder($fn=16, d=10, h=10, center=cXY);
translate([d/2*cos(a), d/2*sin(a), -1])
ccylinder($fn=16, d=5, h=12, center=cXY);
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module coolerHolder(d) {
difference() {
ccylinder($fn=64, d=d, h=10, center=cXY);
translate([0,4,2]) ccube([52,56,10], center=cXY);
translate([0,0,-1]) ccube([14,14,4], center=cXY);
¥
translate([9,16,2]) ccube([32,4,3], center=cXY);
translate([0,-16,2]) ccube([32,4,3], center=cXY);
screwPosts(70);

module 1id() {
difference() {
union(){
hollowlid(60, 10, 32, 2);
innerrim(49, 13, 2);

screwPosts(70);
}
translate([9,0,-1]) ccube([14,14,4], center=cXY);
}
}
//coolerHolder(64);
1id();

Manyetik Karistiric1 Tepsisi

use <centeredPrimitives.scad>

cXY = [1,1,0];
cX = [1,0,0];

fan60 = 60;
fan6holes = 50;
plateThickness = 2.5;
screwD = 4;

module screwHoles(x, y, z, screwD) {

translate([x/2, y/2, -1]) ccylinder($fn=16, h=z+2, d=screwD,
center=cXY);

translate([-x/2, y/2, -1]) ccylinder($fn=16, h=z+2, d=screwD,
center=cXY);
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translate([x/2, -y/2, -1]) ccylinder($fn=16, h=z+2, d=screwD,
center=cXY);

translate([-x/2, -y/2, -1]) ccylinder($fn=16, h=z+2, d=screwD,
center=cXY);

}

module screwPosts(x, y, z, screwD) {

translate([x/2, y/2, ©]) ccylinder($fn=16, h=z+plateThickness,
d=screwD+8, center=cXY);

translate([-x/2, y/2, @]) ccylinder($fn=16, h=z+plateThickness,
d=screwD+8, center=cXY);

translate([x/2, -y/2, @]) ccylinder($fn=16, h=z+plateThickness,
d=screwD+8, center=cXY);

translate([-x/2, -y/2, ©]) ccylinder($fn=16, h=z+plateThickness,
d=screwD+8, center=cXY);

}
module base(fanSize, fanHoleDist) {
difference(){
union() {

ccube([fanSize,fanSize,plateThickness], center=cXY);
screwPosts(fanHoleDist, fanHoleDist, 4, 4);

}

screwHoles(fanHoleDist, fanHoleDist, plateThickness+6, 4);

base(fan60, fan6@holes);

EK-3 ARDUINO IDE’DE YAZILAN ~400NM UZUN DALGA UV FERMENTOR
SISTEMININ CALISMASI iCIN GEREKLI KOD

include <LiquidCrystal.h>

const int rs=13, rw=11, e=12, d4=8, d5=7, d6=4, d7=2;
LiquidCrystal lcd(rs, e, d4, d5, d6, d7);

const int uvOut=10, moOut=3;

const int uvIn=A0, moIn=Al;

int volatile uvPwm
int volatile moPwm

9;
9;

void setup() {
// put your setup code here, to run once:
lcd.begin(16, 2);
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}

lcd.clear();
pinMode (uvOut, OUTPUT);
pinMode(moOut, OUTPUT);

lcd.setCursor(9, 9);
lcd.print("uv:");
lcd.setCursor(0, 1);
lcd.print("MO:");

void loop() {

}

// put your main code here, to run repeatedly:
int uvRead = (int)(analogRead(uvIn) / 4);
int moRead = (int)(analogRead(moIn) / 4);
if(uvRead != uvPwm) {
uvPwm = uvRead;
analogWrite(uvOut, uvPwm);
lcd.setCursor(4, 9);
lcd.print(uvPwm);
led.print(" ");
}
if(moRead != moPwm){
moPwm = moRead;
analogWrite(moOut, moPwm);
lcd.setCursor(4, 1);
lcd.print(moPwm);
lcd.print(" ");

}
delay(100);

EK-4 COMPUTER VIiSIiON 2 KUTUPHANESiI IiLE
JUPYTERLAB’DA YAZILAN HSV ANALIZ YAZILIMI

%matplotlib inline

import cv2

import numpy as np

import matplotlib.pyplot as plt
import glob

import os

def rgb2hsv(img, hMin, hMax):

hsv = cv2.cvtColor(img, cv2.COLOR_RGB2HSV)
hunfiltered = hsv[:,:,0].reshape(-1)
sUnfiltered = hsv[:,:,1].reshape(-1)
vUnfiltered = hsv[:,:,2].reshape(-1)
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h =
S =
VvV =
for

[]

[]

[]

j in range(len(hUnfiltered)):

if hUnfiltered[j] >= hMin/2 and hUnfiltered[j] <= hMax/2:
h.append(int(hUnfiltered[j]*2)) # convert to © - 360 hue scale
s.append(int(sUnfiltered[j]/2.55))
v.append(int(vUnfiltered[j]/2.55))

return h, s, v

def imgs2histogram(imglList:1list, hMin, hMax):

f, axs = plt.subplots(nrows=len(imagelList), ncols=4, sharex=False,
sharey=False)

f.set_size_inches(w=30, h=5*len(imagelList))

for i in range(len(imagelist)):

print(imageList[i])

img = cv2.imread(imagelist[i])
axs[i][@].imshow(img)
axs[i][@].set_title(imagelList[i])
h, s, v = rgb2hsv(img, hMin, hMax)

hhist, binEdges = np.histogram(h, bins=range(360))
axs[i][1].bar(binEdges[:-1], hhist, width=1)
axs[i][1].set_title('hue")
#axs[i][1].set_ylim(0,60000)
#axs[i][1].set_yscale('log")

shist, binEdges = np.histogram(s, bins=range(1600))
axs[i][2].bar(binEdges[:-1], shist, width=1)
axs[i][2].set_title('saturation')
#taxs[i][2].set_ylim(0,40000)
#axs[i][2].set_yscale('log")

vhist, binEdges = np.histogram(v, bins=range(100))
axs[i][3].bar(binEdges[:-1], vhist, width=1)
axs[i][3].set_title('value')
#axs[i][3].set_ylim(0,200000)
#axs[i][3].set_yscale('log")

plt.show()

def imgs2cluster(imglList:1list, hMin, hMax):

f, axs = plt.subplots(nrows=len(imagelList), ncols=2, sharex=False,
sharey=False)

f.set_size inches(w=30, h=15*1len(imagelList))

for i in range(len(imagelist)):

print(imagelList[i])
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img = cv2.imread(imagelList[i])
axs[i][@].imshow(img)
axs[i][@].set_title(imagelList[i])
h, s, v = rgb2hsv(img, hMin, hMax)
axs[i][1].scatter(s, v, marker=',")
axs[i][1].set title('s - v')
axs[i][1].set_ylim(©,50)
axs[i][1].set _x1lim(©,100)
plt.show()

def imgs2hist2D2(imglList:1list):
histograms = []

for i in range(len(imagelist)):

fig = plt.figure()

# f, axs = plt.subplots(nrows=1, ncols=4, sharex=False,
sharey=False)

fig.set_size inches(w=30, h=5)

img = cv2.imread('./img/{0}"'.format(imageList[i]))

h, s, v = rgb2hsv(img, 113, 123)

print('{0}-> H:{1}-{2}\tS:{3}-{4}\tV:{5}-{6}" .format(imageList[i],
min(h), max(h), min(s), max(s), min(v), max(v)))

axs = fig.add_subplot(141)

axs.imshow(img)

axs.set_title(imagelList[i])

pairwise = {}

# hue - saturation

axs = fig.add_subplot(142)

hist, xedges, yedges, image = axs.hist2d(s, h, bins=20, range=((0,
100), (9, 360)), vmin=0, cmap='afmhot')

# print('h-s max: {@}'.format(np.amax(hist)))

axs.set_title('saturation - hue')

axs.set_xlabel('saturation')

axs.set_ylabel('hue')

plt.colorbar(image, ax=axs)

pairwise['sh'] = hist

# hue - value

axs = fig.add subplot(143)

hist, xedges, yedges, image = axs.hist2d(h, v, bins=20, range=((0,
360), (9, 40)), vmin=0, cmap='afmhot")

# print('h-v max: {@}'.format(np.amax(hist)))

axs.set_title('hue - value')

axs.set_xlabel('hue')

axs.set _ylabel('value')
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plt.colorbar(image, ax=axs)
pairwise['hv'] = hist

# saturation - value

axs = fig.add_subplot(144)

hist, xedges, yedges, image = axs.hist2d(s, v, bins=20, range=((9,
100), (9, 40)), vmin=0, cmap='afmhot')

# print('s-v max: {@}'.format(np.amax(hist)))

axs.set_title('saturation - value')

axs.set_xlabel('saturation')

axs.set_ylabel('value')

plt.colorbar(image, ax=axs)

pairwise['sv'] = hist

histograms.append(pairwise)
outFigFn = imagelList[i].replace('.TIF', '")

outFigFn = outFigFn + '.png
fig.savefig(outFigFn)

plt.show()
return histograms

from scipy.stats import wasserstein_distance

def otCalc(histograms:1list, components:list):
condDistMat = {}
for comp in components:
condDistMat[comp] = []
for i in range(len(histograms)):
for j in range(i+l, len(histograms)):
wd = wasserstein_distance(histograms[i][comp].flatten(),
histograms[j][comp].flatten())
condDistMat[comp].append(wd)
return condDistMat

def otCalciD(histograms:list, components:list):
condDistMatrix = {}

imagelList = []
for fn in os.listdir("./img/"):
if ' _bs.TIF' in fn:
imagelList.append(fn)
imagelList.sort()
print(imagelList)

# hue -> lambda conversion:
# https://www.colorhexa.com/

123



# lambda_gfp = 509 nm

# hue_gfp = 123

# imgs2histogram(imagelList, 123-10, 123+10)
# imgs2cluster(imagelList, 123-10, 123+10)
hist = imgs2hist2D2(imagelist)

emdList = otCalc(hist, ['sh', 'hv', "sv'])

124



OZGECMIS

Adi1 Soyadi: Ege SOYDEMIR

Dogum Yeri: Ankara

Dogum Tarihi: 07.11.1992

Medeni Hali: Bekar

Yabana Dili: Ingilizce (TOEFL iBT: 102/120)

Egitim Durumu

Lise: ODTU Gelistirme Vakfi Ozel Lisesi
Lisans: Molekiiler Biyoloji ve Genetik Bolumii, Bilkent Universitesi
Yiiksek Lisans: Biyoteknoloji Enstitlisii, Ankara Universitesi

Yavinlar ve Bildiriler

Is Tecriibesi

Kurumu: Baskent Universitesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Bliimii

Gorevi: Arastirma Gorevlisi Yillari: 2019 -
Kurumu: Kibris Saglik ve Sosyal Bilimler Universitesi, Dis Hekimligi Fakiiltesi

Gorevi: Yart Zamanh Ogretim Uyesi Yillari: 2018-2019

125



TEZDEN CIKAN YAYINLAR

Engin D, Soydemir E, Ertuzun G. PS-286- DIY Biohacker mid-voltage electroporator
device. In: Uluslararast XXXVIII Tiirk Mikrobiyoloji Kongresi Konusma Ozetleri ve Bildiri
Kitab1. Antalya, Tiirkiye: Tiirk Mikrobiyoloji Cemiyeti; 2018. p. 431.

Uluslararas
International

5
S

XXXVIII
Tiirk Mikrobiyoloji Kongresi
Turkish Microbiology Congress

% T KLIﬁUD__.—

%

Ulsdaracm 10 dolekiler v
Rarwnad sderchynioy| Kasgresd

e Milkrabiyalof] Derfl

respectively. The antibiotic resistance rates were found in these
groups are tetracycline 46.7%-63.3%. envthromicin 36.7%-933, SXT
26.7%-30%, clindamycin 23.3%-36.7%, dprofloxacine gentamicin
and tigecycline 16.7%-23.3%-10% and linezolid 3.3%-0% among
nasal and clinical isolates respectively. All MRSA isolates were
unifgrmly susceptible to vancomycine and quinupristin-dalfopristin

Concluslons: The phage camage pvl genome, with a higher ratio
among nasal isolates. Also reganding the clinical MRSA isolates, the
MDA pattern was much higher than the non beta-lactams antibiotics
(60 %) when compared to tha nazal group (23.3%). In this study, the
important finding is to determine the resistance to linezolid and
tigecydine in both nasal and dlinical MRSA isolates, for the first time
in Turkey.

Anahtar Kelimeler: MASA, Panton-Valentin laukoddin,
staphylooooral enterotomins, toxic shock syndrome toxin-1, real-time
PCR
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MOLECULAR STUDY OF VDR POLYMORPHISMS AND
THEIR GENOTYPING ASS0CIATION AS PREDICTOR
RISK FOR HEPATITIS B AND C INFECTION

Al Husseln Al Marzoql, Hawraa Wahab Al-Kaim,
Redhaa AbdAlrazaaq AbdAlredha

Department of Biclogy. Babylon University, Babylon, Irag

Background and Aim: Biological and epidemiological
information recommend that vitamin D levels may impact disease
improvement. A few single nuclectide polymorphisms have besn
portrayed in the vitamin D receptor (VDR) quality in relationship with
disease risk. Vitamin O applies immunomodulatory consequences
for the host reaction against contamination with hepatitis wires.
Mumerous examines center around connection between vitamin
D receptor (VDR polymorphisms (Fokl, Bsmily and the danger of
HEWY contamination in various ethnic gatherings. The point of this
investigation was to assess the conceivable relationship between the
vitamin [} receptor (VDR), single-nuclectide polymarphisms (5MPs)
in patients with hepatitis B and C infection (HEV and HCV) diseasa.

Metheds: Study subjects were separated into three gatherings: 34
HEV patients, 109 HCV, and 82 sound conitrols. The VDA polymorphisms
were  genotyped utilizing PCR-AFLP by Bsml compound

Results: The Genotype recurrence of polymorphisms of (VDR
qualityin Hepatitis B, Cand Control, it was uncoverad that OC allele was
higher than others 58.54% in charge, 54.26% in HBV and56.88% in HOW
individually. Aftersffects of Allela recurrence demanstrated that T allele
was higher than C (7927% in charge, 75.53% HEV and 72.02% HCV).

Concluslons: We presume that the VDR polymorphisms
may add o expanded wulnerability to HBV and related HOW
in the Babylon populace. Because of the minimal hugeness,
advance substantial and very much planned examinations in
differing ethnic populaces are expected to affirm our outcomes.

Keywords: HOV, HEV, VDR, Polymorphism
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DIY BIOHACKER MID-VOLTAGE ELECTROPORATOR
DEVICE

Evren Doruk Engin, Ege Soydemir, Gozde Ertiizin
Ankgra University Biotechnology Institute

Electroporation is a versatile technique for gene transfier tovariouws cell
types. The afficiencyof the method farexceeds the chemical competent
el prepamtion procedures. However, the cost of the device itself and
consumables (cuvettes) may be prohibitive. In this study, we designed,
built and tested a mid-voltage electroporator device, that can easily be
busilt with low cost and readily available electronic and physical parts.
As shown in the schematic, high voltage is generated by a diode-
capaditor cascaded woltage multiplier. When the capacitors are
sufficientty charged, gate of the MOSFET transistor Q1 is fired
throwgh the optical isclator. The timing of the pulse is controlled
by am Arduion UMO microcontroller. Instead of cuvettes, two
parallel glass slides coversd with aluminum tape are used in the
system. These plates are seperated by 100 pm thick seperators.
The dorplet of washed cells is placed betwesn the plates.
Plates are easy to manufacture and autocave sterilizable.
In this configuration the device is able to discharge 200 - 250 volts in
5 ms, in order to swocessfully transform Escherichia coli cells with DMNA.
In order to test this, E. coli DHSa culture was grown to 0.5 0D600. The
cells were washed with ice cold water. Following the washing step, 10
ng of pGLO DNA was added to 50 pl of washed cells. After pulsing, the
cells were first grown in 2xYT medium for one howr and spread on LB-
ampicillin agar plates. The efficiency of the device ranged between 5
%1047 - 8 x 1048 colonies/jsg DA

Keywords: transfer,  DIVBichacker

electroporation,  gene

Electroporation plates

Glass slide Aluminum tape

!

Spacer

Cell droplet
Aluminum covered parallel glass slides with spacers in between
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BACTERIOLOGICAL 5STUDY OF NEONATAL
CONJUNCTIVITIS IN NAJAF CITY, IRAQ

Martham Ghaly Yousif
Biology Department College of Science University of Al-Oodisiyalh, frog

Objective: Bactenal conjunctivitis is one of the most common
eye problems encountered in world. Most cases are severe, self-
limiting, Meonatal conjunctivitis is a red eye in a newbomn causad
by infection, imitation, or a blocked tear duct. When caused by an
infection, meonatal conjunctivitis can be wery serious. The cause
factors for Conjunctivitis are mamy.

Methods: Ouwr study included 124 swabs wers taken from
neonate conjunctiva, their ages from one day to 30 days, 70 girls and
54 boys from Al-Zahraa teaching hospital in Najaf govemaorate, Irag.
All swabs were culture directly on appropriate media to diagnosis of
bacterial causative agents.

Results: The results shows that 25 % Chlamydia trachomatis,20%
Staphlococous  aureus, 16%  Streptococcus  haemobyfious, 145
Haemophilus influenza 13% Streptococcus  pneumonias,  10%
Psaudomonas aeruginaosa and 3% Neisseria gonohrmeas.

Conduslon:zConjunctivitis, when ca by an infection, is most
commenly caused by a viral infection. Bacterial infections, allergies.
other imitants, and dryness are also common causes. Bacterial
infections are contagious and passed from person to person, but can
also spread through contaminated objects or water.

Keywords: Neonatal,conjunctivitis, Bacteriological study
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BRUSELLOZUN TANISINDA KULLANILABILECEK
GERCEK ZAMANLI POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYON
YONTEMININ OPTIMIZASYON VE VALIDASYON
CALISMALARI

Hasan Zeybek, Ziya Ciball Agkgdz, Tuba Dal, Fiza Durmaz

Ankora Yildirm Beyazit Dniversitesi Tip Fakaitesi Tibbi Mikrobiyolai Ana
Bilim Dali, Ankara

Insan brusellozunun heterojen ve non-spesifik kinik semptomlan
hastaln hirl ve kesin teshisini zorastrmaktadie Putin tanida
vaganan zoruklar nedenivle gonomizde etkenin tOr dizeyinde
tespitine olanak salayan pratik, hassas ve spesifik molekiiler tam
vontemleri Dzerinde gahisilmaktadie

Amiag:Bu caligmada; brusellozun erken tamisinda kullanilabilecek
tazgin, duyarh we glwenilir bir Gergek Zamanh Polimeraz Zincir
Raaksiyon (Gz-PZF) yonteminin optimizasyonu ve wvalidasyonu
amacland.

Yontem: Calismada Gz-PZR yonteminin en dosiok saptama limiti
(EDSL), 108-101 cfu'ml konsantrasyonda hamrlanan ve Brucella
melitensis ATCC 23456 standart swsu iceren simile serum ve tam
kan orneklerinde armstinide Yontemin EDSLE, Thermo DHA izolasyon
kiti (Therma Fisher Scientific. USA) kullanarak ckstrakte edilen
simille Srmekderde Magima 5YBR green (Thermo Fisher Scentific,
USA), QuantiTect (Jiagen, Hilden, Germany) ve Ampligon Tempass
{Ampligon, Copenhagen, Denmark) PEZR master miksheri ile belirendi.
Optimize edilen metodun validasyonu Thermo DMA izolasyon
kit-Ampligon master miks kombinasyonuyla yapildi.. Validasyon
calismalannda yantemin dogruluk,
telrarlanabilirlik, duyarlibk ve azgoliik parametrelerine bakildi
Bulgular:fumtemin EDSLsi; Maxima SYBR green mastermiks ile kurulan
manopleks Gz-PER calismalannda 104 cfu'ml bulundu. Duyarhbn
armimaz  wve daha dosok  konsantrasyonlardaki | OMATan
amplifikasyonunu  saptamaya ybnelik prob  bazh  OQuantiTect
ve Ampligon Tempase master miksleri ile kurulan moltipleks
reaksiyonlarda 10 cfw'ml ve 107 cfu'ml konsantrasyonda haziranmis
wrneklerin tamaminda amplifikasyon sagland. Yogunlugu 10° cfu'mi
olan srmeklerde optimize edilen yontem ile %80 basan elde adildi.
Validasyon ¢ahgmalannda yontemin dogruluk, tekrarlanabilirik,
trgiliok ve duyarlik degerleninin oldukca yiksak oldugu belirendi.

Sonug: Optimize edilen prob bazh Gz-PZR yontemi ile reaksivon
tiponde 2 kopya DMA bulunmasi durumuenda bile pozitif somug
almabilmektedir. Validasyon caligmalan bu ytntemnin klinik smeklerde
rutin tani amaciyla kullanidabilecegini gastarmigtir.

Anahtar Kelimeler: Bruszlloz, optimizsyon, validasvon, gercek
zamanh polimeraz zingr rezksiyonu
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