ENDUSTRIYEL KULLANIM AMACLI
A. NIGER BETA GLUKANAZ ENZiMIiNiN

E. COLI ‘DE URETILMESI
SAFLASTIRILMASI VE KARAKTERIZASYONU

ISKENDER SAHINGOZ

YUKSEK LiSANS TEZi

BiYOMUHENDISLIK ANA BiLiM DALI
Prof. Dr. Isa GOKCE
Temmuz - 2019
Her hakki sakhidir



T.C.
TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTITUSU
BIYOMUHENDISLIK ANA BILIM DALI

YUKSEK LISANS TEZI

ENDUSTRIYEL KULLANIM AMACLI
A. NIGER BETA GLUKANAZ ENZIiMIiNIN

E. COLI ‘DE URETILMESI
SAFLASTIRILMASI VE KARAKTERIZASYONU

ISKENDER SAHINGOZ

TOKAT
Temmuz - 2019

Her hakk: saklidir



Bu tez ¢calismasi;

TUBITAK 2210-C Oncelikli Alanlara Yonelik 2015-1 doénemi Yurt I¢i Yiiksek

Lisans Burs Programi tarafindan desteklenmistir.



ISKENDER SAHINGOZ tarafindan hazirlanan “Endiistriyel Kullanim Amach
A. Niger Beta Glukanaz Enziminin £. Coli ‘De Uretilmesi, Saflagtiriimas: Ve
Karakterizasyonu™ adl yiksek lisans tez savunma sinav: 18 TEMMUZ 2019tarihinde
gergeklestirilmis olup asagida isimleri belirtilen  Jori diyelerince Oy Birligi / Oy
Coklugu ile Tokat Gaziosmanpasa Universitesi Fen Bilimleri Enstitisa
BIYOMUHENDISLIK ANA BIiLIM DALI 'mda YUKSEK LISANS TEZiolarak
kabul edilmigtir.

Juri Uyeleri Imza

Danigman

Prol. Dr, Isu GOKCE

Tokat Gaziosmanpasa Universitesi

Uye

Dr. Ofr Ulyesi Segil ERDEN TAYHAN

Tokat Gaziosmanpasa Universitesi

Uye
Dog. Dr. Hayreddin GEZEGEN
Sivas Cumhurivet Universitesi

ONAY
Fen Bilimleri Enstitiisit Midarg




TEZ BEYANI

Tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu tezin yazilmasinda bilimsel ahlak
kurallarina uyuldugunu, baskalariin eserlerinden yararlanilmasi durumunda bilimsel
normlara uygun olarak atifta bulunuldugunu, tezin icerdigi yenilik ve sonuglarin bagka
bir yerden alinmadigini, kullanilan verilerde herhangi bir tahrifat yapilmadigini, tezin
herhangi bir kisminin bu iiniversite veya baska bir iiniversitedeki baska bir tez ¢alismasi

olarak sunulmadigini beyan ederim.

Iskender SAHINGOZ

18 Temmuz 2019



OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

ENDUSTRIYEL KULLANIM AMACLI 4. NIGER BETA GLUKANAZ ENZiMIiNiN
E. COLI ‘DE URETILMESI, SAFLASTIRILMASI VE KARAKTERiZASYONU

ISKENDER SAHINGOZ
GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BiYOMUHENDISLIK ANA BiLiM DALI

(TEZ DANISMANI: PROF. DR. iISA GOKCE)

B - glukanaz enziminin yem endiistrisinde aktif olarak kullanilmasinin saglanmasi ile
hayvanlarin yemden elde edecekleri verimlilik daha yiiksek bir seviyeye ulasacaktir. B -
glukanaz eldesi ile elde edilen yemden tiiketen hayvanlardan elde edilecek olan verimde
dogru orantili olarak artacaktir. Ulkemizde hayvancilik faaliyetinin ekonomik agidan biiyiik
bir 6neme sahip olmasi bu enzimin iiretilme fikrinin ortaya ¢ikmasinda biiyiik bir paya
sahiptir. Bu ¢alismayla B - glukanaz enzimini kodlayan niikleotid dizisi Escherichia coli i¢in
kodon optimizasyonu gergeklestirilerek pTOLT ve pET22b vektor sistemine klonlanmustir.
Elde edilen rekombinant vektorlerle Origami hiicreleri transforme edilmis ve proteinin
iretilmesi islemi gergeklestirilmistir. Protein afinite kromatografisiyle saflastirilmis ve
saflagtirllan enzimin aktif olarak c¢alistig1 yapilan aktivite testi sonucu anlasilmistir. Sonug
olarak saf {irlin halinde elde edilen B — glukanaz enzimi ticari olarak kullanilabilir niteliktedir

ve yem endiistrisinde kullanilarak verimliligi arttirict 6zelliginden faydalanilabilir.
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ABSTRACT

MASTER THESIS

EKSPRESSION, PRUFICATION AND CHARACTERIZATION OF RECOMBINANT
A. NIGER BETA GLUCANASE ENZYME FOR INDUSTRIAL USING

ISKENDER SAHINGOZ

GAZIOSMANPASA UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

DEPARTMENT OF BIOENGINEERING

(SUPERVISOR:) PROF. DR. iSA GOKCE
The efficient use of B - glucanase in the feed industry will lead to a higher level of animal
feed efficiency. It has been reported that after the addition of B - glucanase enzyme to the
animal feed, the yield of the products to be obtained from these animals will increase
proportionally. Due to the economic importance of the livestock sector in our country, B -
glucanase has a great role in the idea of producing recombinant DNA technology. In this
study, codon optimization was performed for the nucleotide sequence encoding B - glucanase
enzyme (E.coli) to be produced in the bacterial expression system and cloning was performed
on pTOLT and pET22b vector systems. Recombinant plasmids (pTOLT-B-glucanase and
PET22b-B-glucanase) were transformed into Origami cells and protein was produced.
Quantitative analysis of the recombinant enzyme was performed and the activity test of the
purified enzyme was found to be active. As a result, B - glucanase enzyme obtained as pure
product has been found to be commercially available and it can be benefited from its

efficiency increasing feature in the feed industry.
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1. GIRIS
Enzimler, protein yapida olan ve hiicrelerde farkli biyokimyasal reaksiyonlar1 gergeklestiren
molekiillerdir. Cok farkli amaclar icin kullanilabilen enzimlerin ¢ok ©6nemli metabolik
gorevleri bulunmaktadir, ve bu sebeple ekonomik hayatin igerisinde de yer almislardir.
Enzimler, ge¢misten giiniimiize kadar sanayi ve endiistride birgok farkli islemde

kullanilmiglardir (Wiseman, 1987).

Endiistriyel olarak kullanilan enzimlerin neredeyse tamamui ile molekiiler biyoloji ve tip gibi
bilimlerde kullanilan enzimler ¢ogunlukla mikroorganizma kaynakli elde edilmeye
calisilmaktadir. Bu durumun en 6nemli sebebi ise mikroorganizma kokenli olan enzimlerin
hayvansal veya bitkisel kokenli olan enzimlere nazaran aktivite seviyelerinin daha yliksek
olmamasidir. Ayrica maliyet olarak ucuz olmalari, istenmeyen yan {irlin olugumunun
olmamasi, daha ¢ok miktarda iiriin elde edilebilmeleri ve daha fazla stabil olma 6zellikleriyle
mikroorganizmalar enzim iiretiminde proseslerinde daha fazla tercih edilmektedir. (Wiseman,
1987). Bu ozelliklerinden dolayr mikroorganizma kaynakli enzimlerin endiistriyel enzim

olarak kullanim1 giderek artmaktadir (Demain ve Solomon, 1981).

Enzimler molekiiler biyoloji ve endiistri alaninda genellikle; kagit, ilag, yem, tekstil, deri, gida

gibi bir¢cok sanayi alaninda kullanilmaktadir (Schomburg ve ark., 2013).

Mikroorganizma kaynakli olarak tretimi gerceklestirilen enzimlerin diinya c¢apmda yillik
kullanim oranlarina bakildiginda %21 diger proteazlar, %10 renin, %25 alkalin proteaz, %3
lipaz, %18 amilaz, %3 tripsin, %10’luk kism1 ise analitik ve eczacilik tabanli enzimlerden

olustugu saptanmistir (Rao ve ark. 1998).

Enzimlerin uygulama alanlarina gore dagilimlar1 kontrol edildiginde ise %15 inin hayvan
yemi sektoriinde, %29 unun gida alaninda, %56 sinin ise genel teknik gibi ¢ok farklh
alanlarda 6nemli rollere sahip oldugu anlasilmaktadir (Kirk ve ark., 2002; Schallmey ve ark.,

2004) .

Bu tez ¢alismasi B - glukanaz enziminin rekombinant olarak iiretilmesini, saflagtirilmasini ve
karakterizasyonunu kapsamaktadir. Bu cer¢evede B - glukanaz enziminin kodlanmasini
saglayan niikleotid dizisi E. coli i¢in kodon optimizasyonu yapilarak pTOLT ve pET22b
vektor sistemine klonlanmus, elde edilen rekombinant vektorler Origami hiicrelerine transfer
edilmis ve proteinin ekspresyonu gerceklestirilmistir.  Uretilen protein afinite

kromatografisiyle saflastirilmis ve saflagtirilan enzimin aktif oldugu aktivite testiyle



gosterilmistir. Yapilan aktivite testi sonrasinda aktif olarak c¢alistigi anlasilan B — glukanaz

enziminin yem endiistrisinde kullanilabilir oldugu bu sayede anlasilmistir.

2. KURAMSAL TEMELLER/KAYNAK OZETLERI/ GENEL BILGILER
2.1.  Enzimler

Enzimler, biyolojik sistemler igerisindeki spesifik olarak gerceklesen kimyasal
reaksiyonlar1 katalizleme yetenegine sahip, proteinler olarak tanimlanmaktadir. Enzimlerin
cok onemli ve birden fazla metabolik gorevi bulunmaktadir (Wiseman, 1987). Enzimler,

gecmiste ve gilinlimiize kadar sanayide ve endiistride cesitli islemlerde kullanilmislardir

(Smith, 1996).

Enzimlerin kullanimi ile gilinlimiizde iiretim islemlerindeki enerji maliyeti
azaltilabilmekte, gida iiriinlerinin beslenme agisindan kalitelerini yiikseltebilmekte ve farkl
uygulamalar ile yeni nesil iirlinlerin iiretilmesi saglanabilmektedir (Minussi ve ark. 2002).
Giinlimiizde endiistriyel alanda kullanilan enzimlerin pazari orani giin gectikce artmaktadir.
Bu pazarin biiyiimesindeki en ©nemli etkenler ise biyoteknolojik olarak kaydedilen
ilerlemeler, liretim proseslerindeki gelismeler sayesinde maddi olarak daha ucuz enzimlerin
iiretilmesi ve daha farkli yeni uygulama olusmasidir. Diinya niifusunun giderek ylikselmesi,
buna karsilik olarak ise dogal kaynaklarin zamanla azalmasi nedeniyle enzim teknolojisinin
endustrinin farkli alanlarinda ihtiya¢ duyulan istegi karsilamakta ve bu istek glinden giine
artmaktadir. Bu durumun haricinde ¢evre etkenleri ve enerji fiyatlarinda yiiksek olusu enzim
kullanilmasimi  arttirmaktadir (Leisola ve ark. 2001). Ayrica enzim kullanilarak
gergeklestirilen faaliyetlerin, rutin islemlere kiyasla daha az miktarda dis atik meydana
getirerek daha az kirlilige neden olmasi, uygun ve ekonomik sartlarda gergeklestirmesi de

enzimlerin kullanilmasini arttirmaktadir (Giimisel, 2002).

Endiistriyel alanda iiretimi ve kullanimi giderek onemli bir hale gelen enzimler,
mikroorganizma kokenli olmalarinin yani sira hayvansal veya bitkisel kokenli de
olabilmektedir (John, 1987). Hayvansal ve bitkisel kokenli olarak elde edilen enzimler
endiistriyel alandaki ihtiyaci karsilamak igin yetersiz kalmaktadir. Bu ihtiyacin kargilanmasi
icin enzim Uretimi Ozellikle mikrobiyal kaynaklardan iiretilmeye yonlenmistir.(Rao ve ark.
1998). Bununla beraber, daha hizli bir sekilde ¢ogalmalari, gelisme ortamlarinin kontroliiniin
daha kolay olmasi gibi nedenlerle enzimlerin {iretim islemlerinde mikroorganizmalar daha

cok tercih edilmektedir. (Rao ve ark. 1998).



Mikrobiyal enzimlerin bazilar1 hiicre tarafindan {retildikten sonra hiicre disina
salgilanirlarken bazilar1 ise hiicrenin igerisinde kalirlar. Endistriyel enzimlerin biiylik
cogunlugu, hiicre disina salgilanan enzimlerdir. Hiicre igerisine salgilanan enzimlerden
faydalanabilmek i¢in hiicre parcalanmali ve enzim molekiilleri hiicreden ayrilmalidir.
Ekstraseliiler enzimlerin stabilitesi ve mikroorganizma kokenli elde edilen enzimlerin global
capta bir senelik tiiketilme oranina bakildiginda %21 diger proteazlar, %25 alkalin proteaz,
%10 renin, %18 amilaz, %3 lipaz, %3 tripsin, %10 karbonhidrat parcalayan enzimler, geriye
kalan kisim ise analitik ve eczacilik tabanli enzimler oldugu anlasilmistir. (Rao ve ark. 1998)

Endiistride siklikla kullanilan enzimler ve kullanim alanlart Cizelge 2.1.’de verilmistir (Li ve
ark., 2012)



Cizelge 2.1. Endiistriyel Alanlarda Kullanilan Bazi Enzimler (Li ve ark., 2012)

Uygulama Alani

Kagit Uretimi

Tekstil Sanayisi

Deterjan Sanayisi

Enzim

Amilaz

Lipaz

Seliiloz

Mannaz

Lakkaz

Beta Ksilinaz

Amilaz

Seliiloz

Pektinaz

Lakkaz, Gkukozoksidaz

Proteaz

Lipaz

Amilaz
Seliiloz

Kimozin, Lipaz, Lizozim

Beta-galaksidaz, Laktaz

Alfa Amilaz

Teknik Faydalari

Nisastayr  pargalayarak  vizkoziteyi
azaltmaktadir

Kagidin beyazlatiimasi isleminde
kullanilir.

Kagit yumusakliginin saglanmasi

Kagit parlakhgini artirmak igin kullanilir

Kagidin beyazlatilmasi isleminde

Proses verimini artirmak icin kullanilir
Kumas Uzerinde zararl etki birakmadan

degisiklik yapma

Kumasa plrizstiz ve parlak goériinim
vermek igin tdyleri ve mikrofiberleri
¢tkarma

Kot  Uzerindeki indigo  boyanin
gevsetilmesi

Kumasa pilrlzstiz ve parlak gorinim
vermek icin tlyleri ve mikrofiberleri
¢lkarma

Renksiz agartma ajani olarak
Kumaslarda protein bazli lekeleri
hidrolize etmek igin

Yag, soslar ve sert lekeler gibi yagli
lekelerin gikarilmasinda

Nisasta kalintilarinin gikarilmasinda
Renk parlakliginin artirilmasinda

Peynir Uretimi

Laktoz intoleransi bulunan hastalar igin
laktozsuz siit yapmak

Fermentasyonun hizlandiriimasi  ve

bayatlamanin 6nlenmesi



Sekil almanin kolaylastiriimasi  ve

Proteazlar
reolojik ozelliklerin iyilestirilmesi
Malt nisastasinin maltoz ve
Amilazlar
dekstrinlerine donustirilmesi
Proteinlerin mayalarin ihtiyag
- Proteazlar duyduklari amino  asitlere  kadar
Bira Uretimi
parcalanmasi
Amilopektindeki 1,6 baglarini
Aminoglukozidaz pargalayarak  nisastanin  tamamen
fermente olmasi
Turunggil sularindaki acilik maddesi
Naringinaz

olan naringinin uzaklastiriimasi

Turunggil sularindaki acilik maddesi
Limonin dehidrogenaz
olan limoninuzaklastiriimasi

Durultma(Fenolik bilesiklerin
Lakkaz
uzaklastiriimasi)
o Durultma, mayse fermentasyonu,
Meyve Suyu Uretimi Pektolitik Enzimler
mayse sivilastirma
Mayse sivilastiriimasi, mayse
Selilazlar
sekerlestirme
o-amilaz Durultma (Nisastanin Pargalanmasi)
Durultma (araban nedeniyle olusan
Arabanaz
bulanikhgin giderilmesi)
Oligomeraz, Hemiseliilaz Mayse sekerlenmesi

Likenan ve Likenazlar

Havyan yeminin sindiriminin
Hayvan Yemi Enduistrisi Ksilan ve Ksilanazlar

kolaylastiriimasi
Selilazlar

2.2.  Glukanlar

Bakterilerin tarafindan sentezlenen seliilotik enzimler ekzo- B- 1,4 ve endo- B-1,4

glukanazlar olarak tanimlanmistir (Bhat, 2000).

Glukanazlar ekzo veya endo glukanazlar olarak yada B -1,4 veya B -1,3 arasi baglara
etki ederek glukani pargalarken, likenaz B -1,3 ve B -1,4 arasinda olusan baglar1 tek basina

parcalayarak etki etmektedir. Endo glukanaz seliilozda bulunan zincirin i¢ kisimlarinda gelisi



giizel hidroliz islemini gergeklestirir. Bu sayede farkli biiyiikliiklerde oligosakkaritlerin
olusumunu saglarlar. Ekzoglukanazlar ise seliilozda bulunan zincirin indirgenen ve
indirgenmeyen kisimlarindan baglayarak hidroliz iglemini gerceklestirir. Bu sayede glukoz
yada sellobiozu nihai iiriin olarak ortaya cikarir. Ekzoglukanazlarin mikrokristal seliilozlar

iizerinde etki gosterdigi bilinmektedir (Bhat, 2000).

Seliilaz sistemleri ¢ogunlukla birden ¢ok enzimden meydana gelmektedir ve ii¢
temel enzim aktivitesi tipi vardir. Bunlar Sellobiyazlar(EC 3.2.1.21), Ekzoglukanazlar
(EC3.2.1.74), Sellobiyohidrolazlar (EC 3.2.1.91) ve Endoglukanazlardir (EC 3.2.1.4).

Endo-(1,3-1,4)- B- glukanaz, arpa ve yulaf benzeri tahillarin endosperm hiicre duvarlarinin
olusmasinda biiyiik etki gosteren (1,3-1,4)-B-glukanlari hidrolize edebilmektedir. B- glukanaz
enziminin tretilmesi B. amyloliquefaciens, B. subtilis, B. macerans ve B. licheniformis gibi
organizmalarda oldukca fazladir. Bu organizmalarinda enzimin sentezlenmesinden sorumlu

olan gen yapilar1 farkli organizmalara klonlanmisir (Liming ve Xueliang, 2004).

Endo-(1,3-1,4)- B- glukanaz enzimi bira iiretiminde malt enziminin yiiksek verimde ¢alismasi
icin etkin bir sekilde tercih edilmektedir. Termostabl - glukanazlar ise bira iiretiminde
kullanilan maltin kurutulma islemi boyunca aktivitesini kaybetmedigi i¢cin ¢ogunlukla tercih
edilirler. Malt ile etkilesmis arpanin ihtiva ettigi bakteri kokenli B-1,3-1,4-glukanazda etkili
bir endiistriyel enzim olup genellikle ezilme islemi sirasinda akigkanligi daha da indirgemek
amaciyla kullanilir. Hayvan yemiendiistrisinde, 6zellikle kiiciik domuz ve 1zgaralik pili¢lerde,
bakteri kokenli -1,3-1,4-glukanazlar ihtiva eden enzim preparatlarinin ilavesiyle arpa kokenli
beslenmenin sindirilme islemi ilerletilebilir ve saglik agisindan sorunlar indirgenebilir (Zhang
ve ark., 2006).

Gelecekte termofil 6zellikli extremofil mikroorganizmalarin mikrobiyal fabrikalar seklinde
enzim tlretim proseslerinde faaliyet gdsterecekleri ve isimlerinin de bu sekilde anilacag

ongoriilmektedir. (Niehaus ve ark., 1999).
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Sekil 2.1. B -glukanaz Enziminin Calisma Mekanizmasi (Viladot. J.L., ve ark 2001)

Sekil 2.2. A. niger B-glukanaz Enziminin 3 Boyutlu Yapisi (Anonim, 2014a)



2.3. P -Glukanaz Enziminin Kullanim Alanlari

B—glukanaz enzimi yem sanayi, gida endiistrisi, tekstil endiistrisi gibi ¢esitli alanlarda

farkli amaglarla kullanilmaktadir.

Yem Sanayisinde

Besicilik islemlerinde kullanilan yemlere enzim ilavesi ile ilgili ilk faaliyet
Finlandiya’da 1980 yilinda gergeklestirilmistir. f—glukanaz enziminin tavuklarin tiikettigi
yeme eklenmesiyle birlikte, tavukculuk sektorii igerisinde enzimlerin katki maddesi olarak
kullanilmast islemi ¢ok ciddi boyutlara taginmistir. Domuz yemlerine yem katki maddesi
olarak enzim eklenmesi bu faaliyeti takip etmistir. Ruminantlar ise enzimlerin yemlere
katilmasi isleminin diger sektorlere nazaran daha az miktarda gerceklestirildigi sektordiir.
Hayvan yemi pazarmin ¢ok biiyiik oldugu goz Oniine alindiginda bahse konu enzimlerin ¢ok
ciddi biyiikliikte bir pazar igerisinde oldugu ortaya cikmaktadir. Tek mideye sahip
hayvanlar kullandig1 yemlerde enzim katilmasi isleminde suan i¢in yaklasik olarak %10’ luk

bir uygulama vardir (Wolfgang, 2004).

Hayvan yemi endiistrisinde ozellikle tavuk iiretimi faaliyetlerinin giderek
gelismesine paralel olarak gereken yem ihtiyaci da ciddi seviyelere c¢ikmustir. Pili¢
yemlerinin iiretilmesinde anamadde ¢ogunlukla misirdir bunun yani sira arpa, bugday ve
cavdar da tercih edilmektedir. Son zamanlarda biyoetanol tiretimi de biyoteknolojik
calismalarda ¢ok hizli ivme kazanmigstir. Bu iiretim prossesinde ana madde olarak misir
cogunlukla tercih edilmektedir. Bu durum musir fiyatlarini arttirmis olup, bunun yani sira

yem fiyatlarinin da ayn1 oranda yiikselmesine sebebiyet vermistir. (Wolfgang, 2004).

Misira alternatif olarak yem ham maddesi olarak kullanilabilecek olan arpada son
zamanlarda on plana ¢ikmaktadir. Piliglerde arpanin ihtiva ettigi B-glukani pargalayabilecek
olan enzimatik sistem tam anlamiyla gelismediginden dolayr yem iretiminde enzim
kullanim1 kac¢imilmaz olmustur. Bu konuda ozellikle glukanaz ve ksilanaz 6n plana

cikmaktadir (Wolfgang, 2004).

B—glukan molekiili lineer bir sekilde birbirine baglanmis olan p—1,3 ve B-1,4 glikoz
birimlerinden meydana gelmektedir. Likenaz ise bu baglarin her ikisinide kopartacak sekilde
calismaktadir. Bakteriler arasinda ekstraseliiler seliilolitik akvitesi olan organizmalar
Bacillus sp. Cellulomonas sp., ve Thermoactinomyces sp. organizmalaridir. Mantarlarda
seliiloz tireticisi olarak en basta Trichoderma reseii organizmasi gelmektedir. Arpanin

yaklasik %3-4’lilkk kismi P- glukandan igermektedir. Tavuk ve domuzlar tarafindan



sindirilemeyen B-glukan sindirim sistemi igerisinde viskoz bir yapi olusur. Dolayisiyla

olusan diski daha yogun bir kivam alir(Wolfgang, 2004).

- Gida endiistrisinde;

e Kuru sebze ve ¢orbalarin karigiminin tekrar sivilagtirilmasinin artiritlmast,

e Tohumlar kullanilarak yag ve meyve suyu ekstraksiyonun gergeklestirilmesi,

e Meyvelerden elde edilen sularinin berraklastirilmast,

e Tahillar tarafindan suyun homojen bir sekilde ¢ekilmesinin saglanmasi ve uygun
derecede 1slanmasinin saglanmasinda,

e Kokonat ve soya fasulyesinden protein izolasyonun ger¢eklestirilmesi,

e Misir ve tath patatesten nisasta tiretilmesi,

e Seliiloz temelli atik maddelerden ¢oziiniir halde seker, sellooliosakkarit ve glikoz
tiretilmesi,

e Biyoetanol {retilmesi i¢in gerekli substratin elde edilmesi gibi alanlarda
kullanilmaktadir.

Ayrica polisakkarit, enzim, protein ve tatlandirict maddelerin olusmasini kolaylagtirmak ig¢in

bitkilerin hiicrelerinin duvarlarinin par¢alanmasinda kullanim alan1 bulmustur (Bhat ve Bhat,

1997).

- Tekstil endiistrisinde;

e Pamuk ya da pamuklu kumaslarin yikanmasinda,

e Kumaglarin renklerindeki parlakligin  artirilmast  ve  yumusak olmalarinin
saglanmasinda,

e Kumaslarda bulunan ekstra boyar maddelerin uzaklagtirilmasinda,

e Fazla ykama sonucunda pamuk olan kumaslardan ¢ikan mikrofibrillerin

giderilmesinde kullanilir (Bhat ve Bhat, 1997).

Hayvan yetistirmede verimi iki onemli faktdr etkiler. Ilki hayvanin genetik yapisi
ikincisi ise hayvanin yasamis oldugu cevresel faktorlerdir. Cevresel faktorler diistintildiigiinde
en onemli faktor hayvanin beslenmesidir. Beslenme diizeni ve yeterliligi hayvandan alinacak
olan verimi maksimum seviyeye ¢ikarir. Yemlerin kimyasal yapisi incelendigi zaman bu yap1
icerisinde hayvanlarin yasamlarin1 devam ettirebilmesi, ireme faaliyetlerini gerceklestirmeleri
ve bir iriin iiretebilmeleri i¢in ihtiyag duyduklar1 besin maddelerinin yapilarinin, hayvan
metabolizmasi igerisindeki faaliyetlerinin ve biyolojik anlamda fonksiyonlarinin bilinmesinin

yani sira bu besin maddelerinin her birinden, beslenmesi gerceklestirilen hayvanin yas,



cinsiyet, 1rk, canli agirlhik ve verim gibi fizyolojik durumuna baghh olarak ne kadar

verilecegininde yem iireticileri tarafindan belirlenmesi ve belirtilmesi de zorunludur.

Cizelge 2.2. Yem katki maddesi olarak kullanilan enzimler ve bu enzimlerin metabolizma

icerisindeki etki etme sekilleri (Ciftgi, 2001)

Enzim Substrat Fonksivonu Yararlan ve kullanimm
Esilanar Bugdav, ¢avdar, tmhkale we Viskozterun dismesi wve -Ince  bagusak  viskoziesmde
piring kepeginde bulunan  difer etkiler diiyme
arabinoksilan veva pentozanlar -smdinm ve besin maddelennden
vararlanmamn artmas:
p-Glukanaz Arpa we wulafia bulman B-  Viskozterun diigmesi Ince  hagwsak  viskozitesinde
glukanlar dityme

-Sindinm ve besin maddeleninden
vararlanmanm artmas:

-Althk karakteristiklerinde 1vilesme
-Erh yumurta  problemlennde

azalma
Pektmazlar Protem kaynaklannda bulunan Viskoztenin dismesi -Ince bagwsak  viskozitesinde
pekimler diizme
Selilazlar Seliloz Selilozun pargalanmas: -Selilozun  parcalanmas:  sonuen
dahz farla besin maddesinn serbest
hale geqmen
Proteazlar Protemler Proteinlenn ndrohz -Endojen  enzmimlers takviye ve

daha etkin pargalanma somucunda
proteinlenn sindriminde artis
Amilazlar Mizasta Hizastann ndroliz -Ozellikle EEng bhavvanlarda
endojen enzmmlere takviye ve daha
etkin  pargalamma  somucunda
misastann sindinminde arti

Lipaz Dovmms yaglar Yaglarim hidrohiz -Dzeallikle geng havvanlarda
dovmus vag asitlermnden ve serbest
vag asitleninden yaralanma

Fitaz Bitkizel vem hammaddelennde Fitat fosforundan fosforun -Batkh  fosforundan  yaralammada
bulinan fitik asit serbest hale gepmest arty ve disk: mnorgamk fosforunda
dityme
-Fiik asidm anti besinssl etkizinin
ortadan kalkmas:

Hidrolazlar E.C3

Fosfatazlar E.C3.1 Glukosidazlar E.C3.2 Proteazlar E.C.3.4.
(Fitazlar) (Karbonhidrazlar)

Glukosidazlar E.C.3.2.1

/ T

Ksilanazlar E.C.3.2.1.8 pP-glukanazlar
E.C.3.2.1.6

v
a-amilaz E.C3.2.1.1 Glukoamilaz E.C.3.2.1.3 Seliilaz E.C.3.2.1.4

Sekil 2.3. Yem Endiistrisinde Yem Katki Maddesi Olarak Kullanilan Enzimlerin
Siniflandirilmast (Nir ve Senkdylii, 2000).
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2.4. B -Glukanaz ile Yapilan Calismalar

1994 senesinde Tabernero ve arkadaglari, alkalifilik Bacillus sp. N137'den alkalin
endo- B -(1,3-1,4)-glukanaz enziminin kodlanmasini saglayan bgaA geninin izolsayonunu
gergeklestirmis ve yine kendi promotorunu kullanarak E. coli'ye klonlama islemini
yapmiglaridir. Bu sayede 1.416 baz ciftinden meydana gelen DNA’nin niikleotid dizilisini
ortaya ¢ikarmiglaridir. Bu gen tarafindan kodlanan likenaz enzimi optimum aktiviteyi pH 6.0-
12.0 arasinda gosterdigi, optimum sicakliginin ise 60 - 70 °C arasinda oldugunu yapilan

calismalar sonucunda ortaya koymuslardir.

1997 senesinde Ekinci ve arkadaglar1 S. bovis JB1'in organizmasi tarafindan B -(1,3-
1,4)-glukan enziminin hidrolizini ger¢eklestiren 25 kDa'lik bir enzim iirettigini saptamislardir.
Bu enzimi kodlayan genin izolasyonunu gerceklestirmislerdir. Sonrasinda izolasyonuinu
gergeklestirdikleri bu geni plazmid vektor olarak kullandiklari pTRW10 ve pIL253 kullanarak
tekrardan S. bovis JB1 organizmasina aktarma islemini gergeklestirmislerdir. Bu islemin
ardindan rekombinant olarak elde ettikleri S . bovis'in siipernatant kismindaki B glukan

enziminin aktifliginin dort ila on kata kadar arttigini belirlemislerdir.

2002 senesinde Asan tarafindan yapilan g¢aligmada, S. bovis JB1'e ait karigik bagli B -
glukanaz geninin E.coli-Streptococcus sp. mekik vektorii pTRW10'da klonlanmasi sonucu
elde edilen TLIR vektor sistemini, S. thermophilus FI8976 ve L. lactis 1L1403 suslarina
elektro transformasyon iglemi ile aktararak enzimin belirtilen bakterilerce {iretilmesini
saglamistir. Likenaz enziminin SDS-PAGE sonucu jellerinin incelenmesi sonrasinda 26
kDa'lik ¢aligilan bu enzim proteininin kullanilan hi¢bir proteaz tarafindan parcalanamadigin

rapor etmistir.

Kim (2003), yapmis oldugu c¢alismada B. Circulans organizmasinin rekombinant
pLL200K plazmidinde bulunan, endo- B -(1,3-1,4)-glukanaz'in sentezlenmesini saglayan geni
mekik vektor sistemi olan pLLS920'ye transferini ger¢eklestirmistir. Bu islemi bahse konu
enzimin B. subtilis RM125 ve B. megaterium ATCC14945'te iiretilmesini saglamak igin
yapmistir. Bu c¢alismada ¢ogalma siirecinde enzimin maksimum diizeyde aktif oldugu
saptanmigtir. Bu ¢alisma sonucunda B. circulansa nazaran B. subtilis tarafindan iiretilen
enzimin 83 kat, B. megaterium tarafindan tiretilen enzimini se 7 misli daha fazla aktivite
gosterdigi belirlenmistir. Kim yaptig1 ¢calismada E. Coli 'nin sentezledigi enzimin % 10'unu
besi yerine salgiladigini, B. Subtilis’in tamamini1 ve B. Megaterium 'un ise yaklagik % 98'ini

besi yerine salgiladigini saptamistir.
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2005 yilinda Akita ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismada B. halodurans C-125
organizmasinin genonumda endo- B -(1,3-1,4)-D-glukanaz enziminin kodlanmasini saglayan
genin oldugunu saptamislaridr. Genin 231 amino asiti kodladigini ortaya koymuslardir.
Ayrica enzimin molekiiler agirliginin yaklasik olarak 26743 Da oldugunu diistinmektedirler.
Enzimin aminoasit dizilisinin belirlenmesinin ardindan B. subtilis'in endo-83-1,3-1,4-glukanaz
enzimi ile yalnizca % 28 oraninda benzerlik gdsterdigini belirlemislerdir. Arastirmacilar, 3-
glukan1 substrat olarak kullandiklari zaman enzimin optimum sicakliginin ise 60 °C ve

pH’sinin 6.0-8.0 degerleri arasinda oldugunu belirlemislerdir.

Kitamura ve Kamei (2006), yapmis olduklari ¢alismada bir deniz bakterisi olan
Pseudomonas sp. PE2'den (3-1,3(4)-glukanaz A (GIuA) genini klonlamislardir. Ayrica bu gene
ait baz sirasim da saptamuslardir. Pseudomonas sp. PE2'den rekombinant olarak tiretimi
gerceklestirilen enzimi, Phytium porphyrae’nin hiicre duvarinin pargalanmasi isleminde etki
gosteren iki diger rekombinant enzimle (kitinaz A ve [3-1,3-glukanaz) karsilastirmasini
yapmusglardir. GIUA 'nin, hiicre duvarini en iyi par¢alayan enzim oldugunu ve P. porphyrae'nin

hiicre duvarinin parcalanmasinda énemli bir rolii oldugunu saptamislardir.

Teng ve ark. (2006), yapmis olduklart g¢alismada Bacillus licheniformis EGWO039
(CGMCC 0635) adli organizmadan (-(1,3-1,4)-glukanaz enzimini i¢eren genini pET28a
isimli vektor araciligiyla E.coli BL21(DE3) susuna klonlamiglardir. Rekombinat olarak
iiretilen bu enzimin tahmini molekiiler agirliginin 28 kDa oldugunu bulmuslardir. Enzimin
calistig1 optimum sicakligin 40 °C ve aym sekilde optimum ¢alistigi pH’nin ise 5.6 oldugunu
saptamislardir. Yapilan bu c¢alismada {iretimi gerceklestirilen rekombinant enzimin 70 °C’de
10 dakika boyunca calismasi sonucunda aktivitesinin hala % 50’sini korumasindan dolay1
endiistriyel alanda kullanilmas1 i¢in yiiksek oranda termostabiliteye sahip oldugu

saptanmigtir.

Asan ve Ozcan (2007), yapmis olduklar1 calismada kanatli hayvanlar tarafindan
kullanilmas1 amaciyla rekombinant bir probiyotik iiretmek ve ayni zamanda likenaz
enziminin termostabilite seviyesini ylikseltmek maksadiyla B-(1,3-1,4)-glukanaz enzimini
kodlayan geni tasiyan TLIR plazmidini S. salivarius subsp. thermophilus adli bakterisine
elektroporasyon islemi ile aktarimini yapmis ve sonug¢ olarak likenaz geninin bu bakteri
tarafindan eksprese edilmesini sagamislardir. Bakteri tarafindan ekspresyonu saglanan (-(1,3-
1,4)-glukanaz enziminin yiiksek sicakliklara karsi olan dayanim giiciiniin yiikseldigi ve 70 °C
sicaklikta 15 dakika boyunca aktif olarak yasayabildigini ortaya koymuslardir. Bu durumun
tersine E. coli ve L. lactis hiicreleri tarafindan iiretilen likenaz enziminin aktivitesi ayni
sicaklik derecesinde kolaylikla kaybolmustur. Farkli organizmalar tarafindan iretilen her 3

12



enzimde denatiire olmaya kars1 diren¢li bir formda olup 37-100 °C'de aralifinda 15 dakika
sonrasinda ¢ozlinlir halde kalabilmistir. Bu sayede likenaz enziminin {iretilmesini saglayan S.
salivarius subsp. thermophilus bakterisi kanatli hayvanlarin bagirsaklarinda faal olamasa bile

arpa kaynakli olan yemlere katildiginda canliliklarini koruyabileceklerdir.

Qiao ve ark.(2009), yapmis olduklar1 ¢alismada Bacillus subtilis MA 139°dan PCR
teknigini ile P-(1,3-1,4)-glukanaz geninin klonlanmasimi saglamislardir. Bu geni E.coli
BL21’e pET28a vektoriinii kullanarak aktarmiglardir. Sentezlenen bu enzimin optimum
calisabildigi sicaklik degeri 40°C ve optimum c¢alisabildigi pH degeri ise 6.4 olarak
bulunmustur. Enzim aktivitesinin saglanabilmesi i¢in EDTA iyonunun yani sira bir dizi metal

iyonu eklemesi yapildigini bildirmislerdir.

Furtado ve ark. (2011), yapmis olduklar1 ¢alismada Bacillus subtilis 168’den -(1,3-
1,4)-glukanaz geninin izolasyonunu yaparak E.coli’ye aktarmislardir. Bu islemlerin

sonucunda iiretilen enzimin aktivitesini gosterebildigi optimum degerlerin 50 °C ve pH: 6.0

. A +2. <
oldugunu saptamislardir. Enzimin yarilanma dmriiniin ise 60 °C’de ve Ca ~ iyonun varliginda

90 dakika siirerken Ca+2 iyonunun yoklugunda 5 dakika siirdiigiinii saptamislardir.

Chaari ve ark.(2012), yapmis olduklar1 ¢alismada Bacillus licheniformis UEB CF’den
EGl ve EG2 isimli iki farkli [-(1,3-1,4)-glukanaz enziminin izolasyonunu
gerceklestirmislerdir. Bu enzimlerin SDS-PAGE analizi sonucunda belirlenen molekiiler
agirliklari ise yaklasik sirasiyla 30 kDa ve 55 kDa oldugunu saptamislardir. EG1’ in optimum
calisma pH’s1 5.0 ve optimum ¢alisma sicakligi da 70 °C iken EG2 i¢in degisen bu degerler
sirayla pH 7.0 ve 60 °C’dir. Her iki endoglukanaz enzimlerinin likenana ve arpa (3-glukanina
kars1 oldukca aktif o6zellik gosteritken, CMC ve laminarine karst ise inaktiftir 6zellik

gostermediklerini saptamiglardir. (Saritiirk,2012).
2.5,  Rekombinant DNA Teknolojisi

Rekombinant DNA teknolojisinin hizli bir sekilde gelismesi aragtirmacilara gen
aktivite seviyelerinin belirlenmesi i¢in farkli calismalar yapma firsatin1 sunmustur. Bu
durumun yani sira genetik miihendisligi gibi alanlarda siirdiiriilen arastirmalarda, gen
aktarimi alaninda kullanilan teknolojinin kiymeti glinden giine artmaktadir. Ciftlikte tiretimi
gergeklestirilen hayvanlara gen transfer islemi; yavrulama sayilarinin artirilmasi, temin edilen
siit miktarmin artirilmasi, yemi tiiketerek elde edecekleri verim ve hastaliklara karsi
sergileyecekleri direncin artirilmast i¢in gerceklestirilmektedir. Bir diger dnemli amag ise

organ transferinde transgenik hayvanlarin kullanilabilir hale getirilmesinin amaglanmasidir.
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Rekombinant DNA teknolojisikullanilmaya baslandigi ilk zamanlar sadece gen yapilarinin
organizasyonu, diizenlenmesi ve mutasyonlar gibi, akademik temelli ¢alismalarda yapilan
arastirmalarin aydinlatilmas: igin gergeklestirilirdi. Bilim insanlari, rekombinant DNA
teknolojisini zaman igerisinde endiistriyel alanlarda da kullanmaya baslayarak giinlimiizde
biyoteknoloji bilimi 1s181nda tip alaninda, kozmetik alaninda ve tarimsal faaliyerler gibi farkl

alanlarda ekonomiye yiiklii miktarda katki saglayacak olan 6nemli bir alan olusturmuslardir.
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Sekil 2.4. Rekombinant DNA Eldesi (Firidin, 2010).



2.5.1. Rekombhinant DNA Eldesi

Rekombinant DNA teknolojisinde gen klonlama islemi temel olarak 4 basamakta
gerceklesmektedir. Genin klonlanma islemi ise su sekilde sOylenebilir: Hedef olarak
belirlenen ve ticari veya arastirma anlaminda 6nemli bir iirliniin elde edilmesini saglayacak
olan DNA bolgesinin disaridan belirlenmis olan bir vektor sistemine aktarilarak bu 6zel

konak hiicrelerin igerisinde birden fazla sayida kopyasinin elde edilme iglemidir.

Gen izolasyon islemi

a) Hedef olarak belirlenen genin mRNA's1 kullanilarak buna komplementer DNA
(cDNA) elde edilerek gerceklestirilebilir,

b) Gen kiitiiphanelerinden Elde etme: Elde edilmesi planlana genin etiketli bir
kopyasi ya da etiketli mRNA's1 mevcut ise tiim genom igerisinden istenilen geni
bulunduran klonlar arasindan elde edilmeye ¢alisilan genin bulundugu klon
bulunarak, bu klondan fazlaca miktarda elde edilmeye ¢aligilan genin izolasyon
islemi gergeklestirilebilir.

Uvygun gen tasima araci (Vektor)

a) Plazmitler: Gen tasima vektorii olarak kullanilan plazmitler E.coli’de ¢oklu
kopyalar halinde bulunan 2kb-200kb biiyiikliigiinde romozomdan bagimsiz olarak duran
dairesel yapida molikiillerdir. Siklikla tercih edilen pBR322 isimli plazmit farkl
antibiyotiklere karsi direng gosteren bolgeler icermektedir. Bu plazmit birden fazla kesim
enzimi i¢in sadece bir tane kesim yeri bulundurup, 6000 bp biiyiikliigline kadar yabanci

DNA’lar1 tastyabilir.

b) Viriisler: 1978 senesinde gergeklestirilen Asimolar konferansinda tehlike olarak en
diistik olan ve en ¢ok incelenmesi gerceklestirilen A-faj1 virlistinii kullanilmaya karar kilmistir.
A virlisiiniin DNA yapis1 49 kb biiyiikliigiinde ¢ift iplikli yapida bir molekiildiir. Her iki ug
kisminda birbirine komplementer olan 12 niikleotit igeren tek iplikli zincirler bulunmaktadir.
Tek iplikli zincir iceren bu ug kisimlara “cos” (cohesive = yapiskan) uglar ismi verilmistir.
Infekte olmus haldeki hiicre DNA'lar1 cos olarak adlandirilan u¢ kisimlarindan birbirine bagh
halde bulunan DNA zincirleri seklinde iiretilir ve sonrasinda faj iplikleri seklinde

paketlenirler.

c¢) Cosmidler: Bu yapilar plazmit ve faj yapilarinin 6zelliklerini biinyesinde barindiran
melez bir vektor ¢esididir. 35000 - 45 000 bp biiyiikliigiinde DNA pargalarinin klonlamasi
isleminde tercih edilebilir. A fajinin paketlenmesini saglayan enzimlerin “cos” uglarin

tanimas1 tercih edilmesinde onemli bir etkendir. A fajinin “cos” uglart Ornek olarak
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pBR322'in tetr geninin igerisine klonlanir. Ampr geni ise bozulmadan durur. Yabanci olan

13

DNA biraz daha biiylik olan parcalara ayrilip her birisi “cos” bolgeli plazmitler ile
birlestirilir. Daha sonra bakterilerin ekimi yapilarak ampisiline kars1 direngli, tetrasikline kars1

duyarl olan kisimlari segilir.

d) Ekspresyon vektorleri: Bu vektor sistemi disaridan alinan genin eklenmesinin
yapilacagi bolgenin 6n kisminda promoter bolge bulunduran yapay plazmit sistemleridir.
Klonlama islemi gerceklestirilen genin {iriinii olan proteinin sentezlenmesi istenirse

ekspresyon vektorli olarak kullanilabilir.

Genin hiicreye sokulmasi

a) Plasmid veya viriis yapilar kullanilabilir,

b) Kimyasal yontemle: Ca3(PO4)2 ile DNA tuzaklanarak spesifik bir ortamda,

c¢) Fiziksel yontem: Mikropipetler yardimiyla (uglar1 0,1 - 0,5 mikron olmali) DNA
aktarimi yapilabilir. Bu yontem kullanilarak DNA pargas1 farkli bir hiicrenin igerisine direkt
aktarilabilir.

d)Flizyon Teknigi ile: Lipozomlar ya da igerisinde bulunan proteinler ve hemoglobinerin
bosaltildig1 fakat biitlinliigli bozunmadan korunan eritrositeler yardimiyla gerceklestirilen

yontemdir. Bu yontemde DNA eritilerek transfer edilir.

Geni iceren hiicrenin secimi

a)Antibiyotige kars1 direng , b)Segici olarak gelistirilen ortamlar
Yabanci geni ihtiva eden hiicre yapisi belirlendikten sonra uygun kosullar saglanarak uzun bir
siire korunabilir veya istenildigi zaman bahse konu genin iiretilmesi i¢in kullanilabilir.
Giiniimiizde farkli agilardan degerli kabul edilen proteinleri kodlayan genler (insiilin, biiyiime
hormonu vb.) ekspresyon vektor sistemlerine klonlanmislardir. Hatta bu isi ticari amacglh

yapan farkli firmalardan tedarik edilmesi de miimkiindiir.

Rekombinant DNA teknolojisinin uygulama alanlar1 genellikle genetik miihendisligi ve
biyoteknoloji gibi alanlar olmustur. Diinya tizerinde yasayan insanlarin yaklagik olarak %5'lik
bir kism1 genellikle tedavi imkaninin bulunmadigi kalitsal olarak aktarilan hastaliklardan
etkilendigi bilinmektedir. Bu alanda diinyadaki en biiyiik beklenti genetik olarak aktarilan bu
bozukluklarin gen aktarimi metodu kullanilarak tedavi edilmesinin giiniimiizde miimkiin hale
getirilmesidir. Oldukg¢a genis bir ¢aligma alan1 olusturan bu gen aktarim yonteminin gergek

degeri ilerleyen yillarda ¢ok daha iyi bir sekilde anlasilacaktir. (Firidin, 2010).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Kullamilan cihazlar

Bu tez ¢alismasi kullanilan cihaz ve bu cihazlarin markalar1 asagida verilmistir.

Cizelge 3.1. Tez calismasinda kullamilan cihazlar

Kullanilan Cihaz Markasi
MDsgo mikrodalga firmn ARCELIK
DNA Engine, PCR makinesi BIORAD
Gii¢ kaynag1 BIORAD
Bio TDB100 Termostatli Blok Isitici BIOSAN
Spin Cihaz BIOSAN,
Calkalayici Inkiibator BIOSAN ES 20
Mikro 22R santrifiij HETTICH
80 dondurucu, HETTICH

50L otoklav, HMC HIRAYAMA
UV/VIS Spektrofotometresi, VARIAN CARRY 50
Etiv MEMMERT

Sonikator SONICS (VCX130)
UV Gosterici SYNGENE SYTC/1422
Dikey Sogutucu +4°C UGUR

Isitict Magnetik Karistiric

VELP SCIENTIFICA ARE

Buzdolab: VESTEL GTP 455A
Yiiksek Hizl1 Santrifiij VISION VS 30 000i

Kar makinesi VISION

Calkalayici Inkiibator ZHICHENG - ZHWY111C
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3.1.2. Tez Calismasinda Kullanilan Kimyasal Maddeler

Cizelge 3.2. Tez calismasinda Kullanilan Kimyasallar

Kullanilan Kimyasal Markasi
Maya ekstrakt Difco

Metanol Merck
NaH,PO, Carlo Erba
Ncol Takara

PCR Master Mix Thermo Scientific
Plazmit DNA saflagtirma kiti Bio Basic
PMSF Sigma Aldrich
SDS Serva

Siikroz Merck

T, DNA ligaz Takara
TEMED Biorad
Tetrasiklin Sigma

Tripton BD Bacto'™
Tris Sigma Aldrich
Triton X 100 Takara

Ure Sigma

Xhol Takara

Kpnl Takara
BamHI Takara

3.1.3. Kullanilan ¢ozeltiler

Kanamisin cozeltisi: 10 ml otoklavlanmis ultra saf suyun igerisine 0.50 g kanamisin

eklenerek ¢oziinmesi saglandi. Ardindan bu ¢6zelti 0.2 um’lik filtreden gegirilerek steril hale

getirildi. Son asama olarak steril mikrotiiplere paylastirilarak 20°C’de muhafaza edilmistir
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PMSF cozeltisi: 150 ug PMSF maddesi 1 ml’lik mutlak etanol ile ¢ozdiiriilmiistiir..

Kloramfenikol Cozeltisi: Kloramfenikol maddesinin 34 mg/ml miktarinda olacak sekilde

mutlak etanol ile ¢ozdiiriilmesi yapilmis ve 0.2 um’lik filtrelerden gegirilerek steril hale

getirilmistir.

Tetrasiklin_Cozeltisi: Bu ¢ozelti 12.5 mg/ml olacak sekilde hazirlanip otoklavlanmis ve

ardindan saf suda ¢oziilmiistiir. 0.2 um’lik filtrelerden gegirilerek steril hale getirilmistir.

FSB_cozeltisi: Bu ¢6zeltinin hazirlanmasi igin 7.5 g CaCl,.2H,0, 7.4 g KCI, 10 ml 1 M
(pH:7.5) KCH3COO, 100 g gliserol alinarak pH:6.5’e degerine ayarlanmistir ve hacim 1 000

ml’ye tamamlanarak otoklavlanmustir.

Ampisilin: Bu antibiyotik ¢6zeltisi i¢in 1.5 gram ampisilin 15 ml saf suda ¢6ziilmiistiir. Steril
0.2 um’lik filtreden gegirildikten sonra mikrotiiplere boliinerek (-20 °C) saklanmustir.

IPTG: 1.5 gram IPTG ile 15 ml steril su karistirilarak ¢6ziilmiis ve steril Steril 0.2 pm’lik
filtrelerden gegirilerek mikrotiiplere béliiniip ve -20 °C’ye kaldirilmustir..

PIPES’li_Tampon Cézeltisi: Bu tampon ¢ozelti icin 0.5 M, 50 ml PIPES ¢ozeltisi

hazirlanmistir. pH degeri KOH ¢ozeltisi ile pH:6.8’e getirilmistir. Daha sonra 6.92 g MnCly,
18.64 g KCI ve 1.66 g CaCl, 980 ml suda ¢oziilmiistiir. Ustiine 20 ml PIPES ¢ozeltisi ilave
edilerek toplamda hacmin 1000 ml olmasi saglanmistir. Hazirlanan ¢o6zelti 0.45 pum’lik

filtreden gecirildikten sonra steril stok siselerine béliiniip, -20°C’de saklanmustir.
SOB: Bu ¢ozelti i¢in 5 g maya ekstrakti, 20 g tripton, 2.5 ml IM KCI, 2 ml 5 M NaCl, 10 ml

1M MgCI; ve 10 ml 1M MgSO,.7H,0 bir behere alinarak tizerine saf su eklenerek bir litreye

tamamlanmistir, iyice karistirildiktan sonra otoklavlanmaistir.
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M9 Minimal Besiveri:

1L M9 minimal besi yeri hazirlamak i¢in asagidaki bilesenler kullanilmustir:

Na,HPO4 6 a
KH,PO, 39
NaCl 05¢g
NH,CI 1g
Glukoz soliisyonu 10 ml
MgSO,4.7H,0 soliisyonu 1mi
Tiamin-HCI Cozeltisi 1ml
Losin Cozeltisi 2ml
CacCl, soliisyonu 1mil

Glukoz_Cozeltisi (100 _ml): Bu ¢o6zleti i¢in 20 g D-glukoz toplam hacim 100 ml olacak

sekilde saf su icerisinde ¢dziilerek stok sisesine alinip otoklavlanmistir.

MaS0O, 7H,O Cozeltisi: Bu ¢ozeltinin hazirlanmasi igin 246.5 g MgSO4 7H,0 nihai hacim

1000 ml olacak sekilde saf su ile ¢oziiliip stok sisesine alindiktan sonra otoklavlanmistir.

Tiamin-HCI Cozeltisi: Bu ¢ozelti igin 10 mg Tiamin-HCl nihai hacim 10 ml’ye saf su ile

tamamlanmis ardindan filtreden gegirilmistir.

Losin_Cozeltisi: 10 mg tartilan Losin toplam hacim 10 ml olacak sekilde saf suy ile

tamamlandiktan sonra filtreden gegirilmistir.

CaCl, Cozeltisi: Bu ¢ozeltinin hazirlanmasi igin 14.5 g CaCl; nihai hacim 1000 ml’ye saf su

ile ¢oziildiiktan sonra stok sisesine alinarak otoklavlanmuistir.

MgSO,47H,0 ¢ozeltisi, Losin ¢ozeltisi, Tiamin-HCl ¢ozeltisi, CaCl, ¢ozeltisi ve Glukoz
coOzeltisi haricinde kalan bilesenler toplam hacimleri 985 ml olacak sekilde saf su ile
coziildiikten sonra otoklavlanmistir. Daha sonra ¢ozeltinin sogumasinin ardindan diger

bilesenler steril bir ortamda eklenmistir.

LB cozeltisi: Bu ¢ozeltinin hazirlanmasi i¢in 20 g LB (Luria-Bertani) Broth Base 1000 ml su
ile ¢oziilmiistiir. Hazirlanan 1000 ml’lik bu ¢ozelti 250°er ml olacak sekilde iki ayri stok
sisesinin igerisine alinmistir daha sonra {lizerine 3.75 g olacak sekilde agar ilave edilip

karistirildiktan sonra otoklavlanmustir.
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Aqgaroz Elektroforez Jeli: Bu jelin hazirlanmasi igin 1.5 gram agarozun iizerine 150 ml 1X

TAE tamponunun eklenmesi yapilmis daha sonra mikrodalga firinda eritilip tizerine 1.5 ul

etidyum bromiir eklenip kasete dokiilmiistiir.

SDS Elektroforez Jeli:

Alt Tampon: Alt tampon igin 182 g Tris (1.5 M) ve 4 g SDS (%0.4) 1000 ml saf su igerisinde
coziilerek pH:8.8 olacak sekilde ayarlanmustir.

Ust Tampon: Ust tampon i¢in 60.5 g Tris (1.5 M) ve 4 g SDS (%0.4) 1000 ml saf su ile
coziilerek pH:6.6 olacak sekilde ayarlanmistir.

Yiiriitme jeli: yiiriitme jeli icin 2.25 ml alt tampon, 2.7 ml %40 akrilamid, 50 pl %10 APS 4
ml su ve 20 pl TEMED kullanilarak hazirlanmistir.

Yiikleme jeli: 1 ml iist tampon, 0.35 ml %40 akrilamid, 50 pl %10 APS 2.55 ml su, ve 10 pl
TEMED. Bu maddelerin tamami karigtirllmistir ve en son TEMED eklendikten sonra kasete
dokiilmiistiir. Yiriitme jelinin polimerlesmesi tamamlandiktan sonra iizerine yiikleme jeli

eklenerek polimerlesmesi beklenmistir.

Elektroforez Tamponu (1X): 14.4 g Glisin, 3 g Tris, 1 g SDS bilesikleri toplam hacimleri

1000 ml’ye tamamlanacak sekilde saf su eklenerek hazirlanmistir.

SDS Yiikleme Tamponu (5X): 5 ml gliserol (%50), 0.6 ml 1 M Tris-HCI (pH 6.8), 0.5 ml -
ME (B- Merkaptoetanol), 2 ml %10°luk SDS, 0.9 ml saf su ve 1000 pl %]1‘lik Bromfenol

mavisi karisimindan hazirlanmistir.

SDS Jel boyama (Staining) Cozeltisi: Bu ¢ozeltinin hazirlanmasi i¢in 0.5 g Coomassie
Brillant Blue R-250 maddesi 450 ml metanolun igerisinde ¢oziildiikten sonra filtre kdgidindan
stizlilmistiir. Ardindan karisimin igerisine 100 ml asetik asit ¢ozeltisi ve 450 ml saf su ilavesi

yapilarak hazirlanmistir.

Destaining Cozeltisi: Bu ¢ozelti 100 ml asetik asit, 100 ml metanol ve 800 ml saf suyun

karistirilmasi ile hazirlanmigtir
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Amonyum Persiilfat (APS-%10): Bu madde 0.5 g APS’nin 5 ml’lik saf suyun igerisinde

¢Ozlilmesi ile hazirlanmistir

Afinite Kromatografisivle Saflastirma islemi i¢cin Kullanilan Cozeltiler:

NaH,;P0O4-Na,HPO, tamponu: Bu tamponun hazirlanmasi i¢in 0.2 M 435 ml Na,HPO, ve
65 ml 0.2 M NaH,PQO, karistirilip sonra pH:8.0 degerine ayarlanip son hacim saf su ilavesi ile

1000 ml’ye tamamlanmustir.

Yiikleme tamponu (Loading Buffer) Bu tampon 500 ml NaH,PO,-Na,HPO, tamponu
icerisinde 2.92 g NaCl (pH:8.0) ¢oziindiiriilmesi ile hazirlanmistir.

Yikama tamponu (Wash Buffer): Bu tampon 2.92 g 100 mM NaCl ve 0.85 g 25 mM
imidazolun 500 ml 100 mM NaH,PO,4-Na;HPO, tamponunda ¢6zdiiriilmesi ile hazirlanmistir

ve son pH :8,0 olarak sabitlenmistir.

Eliisyon tamponu (Elution Buffer): 2.92 g 100 mM NaCl, 10.2g 300 mM imidazol 500 ml
NaH,PO4-Na;HPO,4 tamponunun igerisinde (pH:8.0) ¢ozdiiriilmiistiir

Tris Tamponu: Bu tampon i¢in toplamda 12.12 g tris maddesi bir miktar su igerisinde
cOzdiiriilmiistiir. pH degeri derisik HCI kullanilarak 7.5’e getirilmistir. Karisima 2.92 g NaCl

eklendikten sonra hacim saf su ile 1000 ml olacak sekilde tamamlanmistir.
300mM immidazol Tris/HCI Tamponu: Bu tampon i¢in 2.04 g imidazol maddesi 100 ml
Tris/HCl tamponunun igerisinde ¢ozdiriilmistiir. pH degeri derisik HCI kullanilarak 7.5

getirilmistir.

Refolding (Yeniden Katlama) islemi icin Kullamilan Cozeltiler:

Siispansiyon Tamponu: Bu tampon i¢cin 1 mM DTT, 50 mM Tris-HCI (pH:8.0), 2 mM

PMSEF bilesenleri saf suda ¢ozduriilmiistiir.

Resiispansiyon Tamponu: Bu tampon igin %2.5 triton X-100, 50 mM Tris-HCI (pH:8.0),

%20 stikroz bilesenleri saf su ile ¢ozdiriilmiustiir.
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Solubilizing (C6zme) Tamponu: 8 M Ure ve 50 mM Tris-HCI (pH:8.0) pH:8.0 degerine

ayarlanacak sekilde saf suda ¢oziildii.

Refolding (Yeniden Katlama) Tamponu: 10 mM DTT, 100 mM Tris-HCI, %20 gliserol

bilesenleri pH:8.0 degerinde olacak sekilde saf su ile ¢ozdiiriilmiistiir.

Diyaliz Cozeltisi: Bu tampon 100 mM NaCl bileseni iceren 20 mM Tris HCI, pH:8.0

degerinde olacak sekilde saf su ile ¢ozdiirtilmiistiir.

Dinitro Salisilik Asit (DNS): 1g DNS 50 mL distile su ile ¢oziiliir. Sonrasinda igerisine 30 g
K-Na-Tartarat ve 20 mL 2 N NaOH eklenerek 100 mL’ye tamamlanir.

Substrat c¢ozeltisi: Arpa B-glukani (Sigma): %1 oraninda 0.1 M asetik asit tamponunda
(pH=5) ¢Ozlilmiistiir.

23



3.2. Yontem

Aspergillus niger pB-glukanaz enziminin tretimi igin gerekli olan DNA dizisi
aragtirmalar sonucunda bir biyoinformatik sitesi olan NCBI’dan alindi. Biyoinformatik
analizler sonucunda elde edilen genomik dizi yapay olarak sentezlettirilip kullanilacaktir. Bir
sonraki islem olan klonlama islemlerinde vektor olarak pTOLT, pET22b vektorleri
kullanilacaktir. NCBI’dan alinan diziye E. coli mikroorganizmasinin K12 susu igin
biyoinformatik araclar kullanilarak kodon optimizasyonu yapildi. Klonlama isleminin
kolaylikla yapilmasinin saglanabilmesi amaciyla dizinin bagina restriksiyon enzimleri olan
Ncol ve BamHI, dizinin sonuna ise yine ayni sekilde restriksiyon enzimleri olan Xhol ve
Kpnl restriksiyon enzim kesim bolgesi eklenmistir.  Niikleotid dizisi yapay olarak
sentezlettirilen proteinin saflastirma isleminin kolay bir sekilde yapilabilmesi i¢in vektor

sistemlerinde bulunan His tag’lar1 kullanilacak sekilde dizayn edilmistir.

[Lw

Kpnl
Xhol ML
T7 promotor
|/
Abal ;am}]]
MHHHHHHSS XXXXX (X) GSGT
BamHI Stul  Sacl Apal Ndel Notl Kpnl Mia

pTOLE gat ggg gga tct gat gat gac gat aaa gga fcc agg cct gag ctc cgg gee cea tat gge gge cge ggt ace tga tga acg cgt
G GG6GSDDDDKGS RPELRAPYGGRGT*® TR

St Saci  Apal Noel Nof Mih
pTOLT got ggg gga tet ctg git ceg cge JUE agg cct gag cte cgg gee cea tat gge gge cgeggr ace tga tga acg cgt
G G6GG6GSLVPRGS RPELRAPYGGRGT®* TR

BamHI  Stul  Saci Apal  Ndel  Nofl Kpnl Miul
pTOLX got ggg gga fct att gaa gggt cge gga tec agg cct gag cic cgg gee cea tat gge gge cgeggt ace tga tga acg cgt
G G6GGSIEGRGS RPELRAPYGGRGT®** TR

Sekil 3.1 pTOLT vektor sisteminin poli-linker kisminin detayli olarak kesim enzimleri ile
verilen DNA dizisi (Anderluh ve ark., 2003)
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Xho 1{158)
Mot I{166)
Eag I(166)
Hind 1I173)
Sal Ij179)
Sac li1a0)
EcoF.! l{1392)
e
Bpu1102 (231)
v a0 Mde 1{238)
Mco 1{298)
Xba l{a3s5)
Bagl ll(4a1)
— SqrA |{442)

Dra lll{5127)

Pvu lj4425)
Sqf l4428)
Sma 1{4300) Miu 1{1123)

/ Tg_ Bd [1137)
Cla l#117) =1\
My 1{4053) | =2 | | BstE lj13m
L pET-28a(+) || Lm —
| (5369bp) =] I
Ly IBssh s
EeoST 1(3772) EcoR {1573
Hpa I[1820)
Abwi 1(3640)
Q.
iz
BssS Ii33eT) eﬁﬁ) Psha I{1068)
BspLU11 | 4;.7\'}\ Bal I2187)
ap l[3108) Fep 1(2205)
Bat1107 | 5) — Psp5 11{2230)
Tiht 11 Ioss) po s
TT promsber primer BE9348-3
lac operator
- P rbs
CTATAGEGCAATTETCAGCREATAACAAT TTTAACTTTAAGAACEASE
poIE adar

BamH | EcoR1 Sacl

THETEETCTOE TEETEE TEGETREEE AGCEGRLGATE TEGGARTTAATTCGGATECGAR

v Alahlal lyleulauldulaullgalahlnProf QrEwT I | LT EgmE
! I
Eag sigral peplidase
S 102 |
G A&CE TRAGATCCGEL TR TAAC ARA G CGAAAG G AR GL TOAGTTGRC TRC TG CACCOCTGAGC AL
13 - JHISA 11 S Al a q—
T7 terminatar TT terminator primar B55337.3
TAGCATAAL L LTI GL G T TAARL GG TCT TRAGGLRTTTTTITG

Sekil 3.2. pET-28a(+) vektor sisteminin halkasal haritasi ve poli-linker kismmin detayl
kesim enzimleri ile verilen DNA dizisi (Anonim, 2014b)
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Eag
Bpu1102 li20)

Dra lll{5251)

N
<

Sca li4sea)
Pvu lj4478)

Pst li4353)

Bsa li4189
Eam1105 lys1o08)

PET;22b(+)

_-l—i—-r-—_

AlwN li3e31)

BspLU11 I(3215)
Sap l(2099) 7

Bst1107 l(2a88) I,u'

Tth111 liz2as0) ¢

N

—l:aspG liz741y

T7 pramater primar BES34E-3
T7 prometer

lng operator

CACTATAGGGGAATTETGAGCOGATAACAAT

GAAATTAATACGA
poIE lader

e l fLagpt
signal peplidase
Hiesd lll
CAAGLTTGLR

TT terminatar

Sekil 3.3. pET-22b(+) vektor sisteminin halkasal haritasi ve polilinker kisminin detayli kesim

enzimleri ile verilen DNA dizisi (Anonim, 2014c)
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Ava l(158)
Xho 1{158)
Not l{166)
(1686)
Hind Ill{173)
Sal ly179)
Sac lp19m
EcoR l{192)
BamH l{198)
Nco li2z20)
Msc l{z25)
BseR lizeo)
— - BspM lizes)
— Nde li2as)

Xba |{325)— Bgl ll(392)

ST SgrA l433)
Sph
~— PHIM ligas)

. —ApaB lires)

l{sag)

Miu Ti1114)

__/__Bcl li1128)

\ I.'-]BstE {1295y

|| Y Bmg l{1323)
SApa I{1325)

(esg1-vo)

I
f_iBssH {1525}
/~Hpa l1620)

Psha li1a59)

Psps 1i2221)
Bpul0 liz321)

b
TTTAAGAAGGAGA

BamH |

TGGCTGLTGLCA

TT lasrninalor primer 255337.3

EcoR1 Saci



ATGCGTCTGCACCGTACCCTGCTGCTGGCTGCTGCTGCTGGTTCTGCTCT 50

GGCTGTTCCGCAGGGTCCGGGTCACAAAAAACGTGCTTCTGTTTTCGAAT 100
GGTTCGGTTCTAACGAATCTGGTGCTGAATTCGGTACCAACATCCCGGGT 150
GTTTGGGGTACCGACTACATCTTCCCGGACCCGTCTGCTATCTCTACCCT 200
GATCGACAAAGGTATGAACTTCTTCCGTGTTCAGTTCATGATGGAACGTC 250
TGCTGCCGGACTCTATGACCGGTTCTTACGACGAAGAATACCTGGCTAAC 300
CTGACCACCGTTATCAAAGCTGTTACCGACGGTGGTGCTCACGCTCTGGT 350
TGACCCGCACAACTACGGTCGTTACAACGGTGAAATCATCTCTTCTACCT 400
CTGACTTCCAGACCTTCTGGGAAAACCTGGCTGGTCAGTACAAAGACAAC 450
GACCTGGTTATGTTCGACACCAACAACGAATACCACGACATGGACCAGGA 500
CCTGGTTCTGAACCTGAACCAGGCTGCTATCAACGGTATCCGTGCTGCTG 550
GTGCTACCTCTCAGTACATCTTCGTTGAAGGTAACTCTTGGACCGGTGCT 600
TGGACCTGGGTTGACGTTAACGACAACATGAAAAACCTGACCGACCCGGA 650
AGACAAAATCGTTTACGAAATGCACCAGTACCTGGACTCTGACGGTTCTG 700
GTACCTCTGAAACCTGCGTTTCTGAAACCATCGGTAAAGAACGTGTTACC 750
GAAGCTACCCAGTGGCTGAAAGACAACAAAAAAGTTGGTTTCATCGGTGA 800
ATACGCTGGTGGTTCTAACGACGTTTGCCGTTCTGCTGTTTCTGGTATGC 850
TGGAATACATGGCTAACAACACCGACGTTTGGAAAGGTGCTTCTTGGTGG 900
GCTGCTGGTCCGTGGTGGGGTGACTACATCTTCTCTCTGGAACCGCCGGA 950
CGGTACCGCTTACACCGGTATGCTGGACATCCTGGAAGCTTACCGT 999

Sekil 3.4 Kodon optimizasyonu gercgeklestirilmis A. niger B-glukanaz enziminin DNA dizisi

3.2.1. B- Glukanaz geninin vektorlere klonlanmasi

Yapay olarak sentezlettirilen - Glukanaz genini tasiyan plazmitin (pBSKGLU)
¢ogaltilmasi i¢in, bu plazmit gerekli islemler ile kompetent hale gelmesi saglanan E. coli
DH5a hiicrelerine 1s1 soku islemi ile transfer edilmistir. Transformasyon isleminin ardindan
E. coli hiicreleri bire bir oraninda 50 mg/ml kanamisin antibiyotigi ile hazirlanmis olan kati
besi yerinde ekimi yapilarak 37°C sicaklik degerinde bir gece inkiibe edilmistir. inkiibasyon
isleminin ardindan elde edilen koloniler 4 ml’lik bire bir oraninda 50 mg/ml kanamisin
antibiyotigi ile hazirlanmis sivi besi yerinde eklenip 37°C sicaklikta bir gece boyunca
yetistirilmistir. Yetistirilen bu kiiltiirlerden plazmit DNAsaflastirma islemi Biobasic Plazmit
DNA izolasyon kiti yardimiyla kit {izerinde belirtilen protokole uygun bir sekilde saflastirma

islemi gerceklestirilmistir.

27



Restiriksiyon Enzimleri Kullanilarak Kesme islemi

Cizelge 3.3. pTOLT vektor sisteminde kesim islemi icin gereken madde miktarlari

p- Glukanaz Geni Icin Kesim

pTOLT Vektirii Icin Kesim

28 pl p- Glukanaz plazmit DNA 80 ng/ul

20 ul pTOLT plazmit DNA 80 ng/ul

4 ul 10X Buffer K

3 pl 10X Buffer K

4 ul BSA (10 mg/ml)

3 ul BSA (10 mg/ml)

2 pl BamAl (15 U/pl)

2 pl BamHL (15 U/ul)

2 ul Kpnl (10 U/pul)

2 ul Kpnl (10 U/pl)

Cizelge 3.4. pET22b vektor sistemimde kesimi islemi icin gereken madde miktarlar:

B- Glukanaz Geni Icin Kesim

pET22b Vektirii Icin Kesim

28 ul B- Glukanaz plazmit DNA 80 ng/ul

20 ul pET22b plazmit DNA 80 ng/ul

4 pl 10X Buffer K

3 pl 10X Buffer K

4 ul BSA (10 mg/ml)

3 ul BSA (10 mg/ml)

2 ul Neol (10 U/ul)

2 ul Neol (10 U/ul)

2 pl Xhol (10 U/ul)

2 pl Xhol (10 U/ul)

Cizelge 3.3. ve Cizelge 3.4.’te belirtildigi sekilde ependorf tiipleri igerisine gerekli
maddeler eklenerek tiipler vortekslenmistir. Daha sonra 3-5 saniye boyunca hizli bir sekilde
santrifiijle islemi yapilarak tiipler 37°C sicaklik degerinde inkiibasyona birakilmistir. Bu
inkiibasyon siiresi boyunca 45 dakika araliklarla tiipler bir spin islemi yapilarak 4 saatlik bir
slire boyunca inkiibasyon islemi siirdiiriilmiistiir. 4 saatlik bu siirenin ardindan, - Glukanaz
geni i¢in gergeklestirilen kesim islemi iiriinleri %1°lik agaroz jelde elektroforezinde analiz
edilip elde edilen gen kesilerek alinip ticari olarak kullanilan “Biobasic Gel and PCR Clean-
Up” kiti ile kit iizerinde belirtilen protokole bagli kalinmak kaydiyla saflagtirilmistir. Kit
iizerinde belirtilen saflagtirma protokolii ise asagidaki gibidir:

e Elde edilen iiriin mikrosantrifiij tlipline koyulmus ve jel miktarinin 3 kat1 olacak sekilde

“Cleanup Solution” ¢ozeltisi eklenmistir. Bu karisim 60 °C’lik sicaklik degerinde 10 dk
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boyunca zaman zaman karigtirma islemi yapilarak jelin erimesi islemi
gergeklestirilmistir.

Eriyik halde bulunan {irtin EZ-10 Spin kolona eklenip 2 dakika boyunca oda sicakliginda
bekletilmistir. Daha sonra 2 dakika 10 000 rpm (8 000xg)‘de santrifiijleme islemi
gerceklestirilmistir.

Santrifiij sonrasinda alt kisimda kalan siv1 atilmistir. Kolon igerisine 750 pl olacak sekilde
“Wash Solution” eklenip 2 dakika boyunca 10 000 rpm (8 000xg)‘de santrifiij islemi
yapilmistir. Bu islemin ardidan da alt kissmda kalan sivi atilip kolon ayni tiipe tekrar
yerlestirilmistir.

Bu islemlerin ardindan Kolona 750 pl kadar “Wash Solution” eklenip ve 2 dakika
boyunca 10 000 rpm (8 000xg)‘de santrifiij islemi yapilmistir. Santrifiij sonrasinda altta
kalan sivi kisim atilarak Wash Solution’in kolon igerisinde kalan diger kismini da
uzaklastirmak i¢in 10 000 rpm de 1 dakika siiresince santrifiij islemi apilmistir.

Daha sonra kolon temiz eppendorf tiipline transfer edilmistir. Kolonun merkezine dogru
yaklagik 30 ila 50 pl kadar “Elution Buffer” veya su eklenip 50°C sicaklikta 2 dakika
boyunca bekletilmistir

Tiim bu islemlerin ardindan kolon10000 rpm (8 000 g)‘de 2 dakika boyunca santrifiij

islemine tabi tutulmustur.

Vektorlerin kesim islemi i¢i yapilan 4 saatlik protokoliin ardindan kesim islemi tamamlanmis

olan {irtinler ise “Biobasic Gel and PCR Clean-Up” isimli kit ile kit iceriginde belirtilen

protokole bagli kalmak kaydiyla saflastirilmistir. Bahse konu kitin protokolii ise asagidaki
gibidir:

Elde edilmis olan DNA karisimi Eppendorf tiipline aktarilir ve bu karisimin {izerine
hacminin yaklagik olarak 3 kati olacak sekilde “Cleanup Solution” eklenir.

Sonrasinda bu arisim EZ-10 Spin kolona alinarak 2 dakika boyunca oda sicakliginda
bekletilir. Daha sonra ise 2 dakika boyunca 10000 rpm (8 000 g)‘de santrifiij islemi
gergeklestirilir.

Alt kistimda kalan siv1 atildiktan sonra kolonun iizerine 750 pl “Wash Solution” eklenip
2 dakika boyunca 10000 rpm (80 00xg)‘de santrifiij islemi yapilir. Santrifiij isleminin
ardindan altta kalan s1v1 atilir ve kolon tekrar ayni tiipe konulur.

Bu kolona tekrar 750 ul “Wash Solution” eklemesi yapilir ve 2 dakika boyunca 10000
rpm (8 000 g)‘de santrifiij islemi gerceklestirilir. Altta kalan sivi kisim tekrar atildiktan
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sonra Wash Solution’in kolon igerisinde kalan diger kism1 da ¢ikarmak i¢in 10 000 rpm
de 1 dakika boyunca santrifiij islemi yapilir.

e Son olarak kolon mikrotiipe transfer edilir. Kolonun tam merkezine dogru 30 ila 50 pl
olacak sekilde “Elution Buffer” ya da saf su eklenir 50°C sicaklikta 2 dakika
bekletildikten sonra 10 000 rpm (8 000 g)‘de 2 dakika santrifiij islemi yapilarak

protokol tamamlanmis olur.

DNA ligasyonu

Kesim iglemi gergeklestirilen vektdr plazmit DNA’lar ile gen fragmanlarinin T4 DNA
Ligaz enzimi kullanilarak birlestire islemi gerceklestirilmistir. Ligasyon islemi icin

olusturulacak olan karigimi asagidaki sekilde yapilmistir:

Cizelge 3.5. pTOLT vektor sisteminde gerceklestirilecek olan ligasyon islemi i¢in gerekli
olan madde miktarlar:

Ligasvon Kansmm 1 Ligasvon Kansnm IT
1 pul pTOLT plazmiti 80 ng/ul 3 ul pTOLT plazmiti 80 ng/ul

3 ul 10X T4 DNA Ligaz Tamponu 3 ul 10X T4 DNA Ligaz Tamponu

20 pl B- Glukanaz Geni 90 ng/ul 18 ul DNA B- Glukanaz Geni 90 ng/ul
1 ul T4 DNA Ligaz 350 U/ul 1 ul T4 DNA Ligaz 350 U/ul

Cizelge 3.6. pET22b vektor sisteminde gerceklestirilecek olan ligasyon islemi icin gerekli
olan madde miktarlar:

Ligasvon Kansmm 1 Ligavon Kansmm IT

0.5 ul pET22b plazmiti 80 ng/ul 2.5 ul pET22b plazmiti 80 ng/ul

3 ul 10X T4 DNA Ligaz Tamponu 3 ul 10X T4 DNA Ligaz Tamponu
20.5 ul p- Glukanaz Geni 90 ng/ul 18.5 pul p- Glukanaz Geni 90 ng/ul
1 pl T4 DNA Ligaz 350 U/ul 1 ul T4 DNA Ligaz 350 U/ul

Cizelge 3.5. ve Cizelge 3.6.’da belirtildigi gibi yapilan pipetleme islemlerinin ardindan

hazirlanan ligasyon karigimlarinin inkiibasyonu isleminin 18°C sicaklikta bir gece boyu
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gerceklestirilmesinin ardindan ileriki islemlerde yapilacak olan transformasyon islemi icin

kullanilincaya kadar 4°C sicaklikta saklanmigtir.

PIPES’li kompetent hiicre hazirlanmasi

e Onceden -80°C sicaklikta stoklanmis DH5a hiicreleri almarak LB besi yeri igeren petri
kaplarina ekilip ve 37°C sicaklikta 16 saat boyunca inkiibe edilmistir.

e Bu 16 saatlik inkiibasyon isleminin ardindan petriden biiyiidiigii gozlenen 1 koloni
alinarak; igerisinde 25 ml miktarinda SOB bulunan 250 ml‘lik bir erlene inokiilasyonu
gerceklestirlir ve sonrasinda 250 rpm’de ve 37°C sicaklikta 6 saat boyunca inkiibe edilir.

e 6 saatlik inkiibasyon siiresinin ardindan kiiltiirelde edilmesi igin, igerisinde 250 ml
miktarinda SOB bulunan 3 farkli erlen hazirlanmis ve 25 ml‘lik DHSa kiiltliriinden
hazirlanan bu erlenlere 10 ml, 4 ml ve 2 ml olacak sekilde sirasiyla inokiile edilmistir.

e Inokiilasyon islemi sonrasi hazir hale gelen erlenler 18-22 °C sicakhik arasinda 150
rpm‘de ve 14 saat boyunca inkiibasyon islemine tabi tutulmustur.

e Inkiibasyon siiresi icerisinde her 45 dakikada bir kiiltiirlerden bir 6rnek alinarak 600
nm’de OD degerlerinin 6l¢timii yapilmis ve bu 6l¢iim degeri 0.55°e ulastiginda calkalayici
igerisinde bulunan kiiltiir ¢calkalayicidan ¢ikarilmustir.

e (Cikarilan kiiltiir 10 dakika boyunca buzlu-su banyosu igerisinde bekletilmistir.

e Su banyosunda bekletme isleminin ardindan hiicreler 4°C sicaklikta 2500 g degerinde (3
900 rpm) 10 dakika boyunca santrifiij yapilmstir.

e Santrifiij sonrasinda Siipernatant kisim uzaklastirilmistir ve santrifiij sisesi icerisindeki
besi yerinin tamamiyle ¢ikarilmasina 6zen gosterilmistir.

e Daha sonra hiicrelerin iizerine 0 °C sicakliktaki 80 ml PIPES‘li tampon ilavesi yapilarak,
hassas olarak kisim tekrardan siispansiyon haline getirilmistir.

e Bu Hiicreler, 4°C sicaklikta ve 2500 g (3900 rpm)‘de 10 dakika boyunca santrifiij
islemine tabi tutulmustur. Santrifiij isleminin ardindan tiipiin i¢erisinde bulunan tampon
¢Ozeltinin tamamiyle uzaklastirilmasi saglanmistir.

e Hiicrelerin iizerine 0°C sicaklikta 20 ml PIPES‘li tampon ¢ozelti ilavesi yapilmis ve
sonrasinda hiicreler tekrar hassascga siispansiyon hale getirilmistir.

e Elde edilen siispansiyonun {izerine 1.5 ml DMSO eklenip ve hafif bir sekilde karistirilmis

ve bu karisim buz banyosunda 10 dakika boyunca inkiibe edilmistir.
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e Inkiibasyonun ardindan hiicreler hizli bir sekilde steril mikrotiiplere boliinmiis ve hizli bir
sekilde donmasi igin sivi azota igerisne atilmistir. Daha sonra hiicreler -80°C sicaklikta

saklanmistir (Inoue ve ark., 1990)

Transformasyon

e Buz banyosu icerisindeki kompetent hiicrelerden 200 pl’lik miktarlar alinmigtir. Yeterli

sayldaki mikrotiipe bu hiicrelerin pipetlemesi yapilmistir. Bu hiicrelerin iizerine 5 pl ligasyon

islemi sonrasinda elde edilen iiriin eklenmis ve bu karisim karistirilarak 1 saat boyunca buz

banyosuna gémiilmiistiir.

e 1 saatlik siirenin ardindan hiicreler 2 dakika boyunca 42°C sicaklikta 1s1 sokuna maruz
birakilmistir.

e Is1 sokunun ardindan tekrar buza gémiilen hiicreler 5 dakika boyunca bekletilmistir.

¢ Buz lizerindeki inkiibasyonun ardindan karigima 200 ul LB besi yeri eklenerek yarim saat

boyunca 37 °C sicaklikta, 240 rpm’de ¢alkalayicida inkiibasyona birakilmistir.

e Yarim saatlik inkiibasyonun ardindan her bir mikrotiip icerisinde bulunan hiicreler

antibiyotikli petrilere ayr1 ayri sprader yardimiyla yayilmustir ve 37°C sicaklikta 1 gece

boyunca inkiibasyona birakilmistir (Hanahan, 1985).

Plazmit DNA saflastirilmasi

Plazmit DNA saflastirma isleminde petri tabaklarina ekimi yapilip biiyiiyen kolonilerden
PTOLT ve pET22b vektor sistemlerinin her ikisi i¢cin ampisilin antibiyotigi iceren 4 ml’lik ve
steril olan s1vi LB besi yerleri igerisine tek koloni olacak sekilde inokiile edilmesinin ardindan
37 °C sicaklikta de gece boyunca inkiibasyona tabi birakip yetistirildiler. Yetisen bu hiicreler
Santrifiijle mikrotiip tliplerine toplanip hiicrelerden plazmit DNA “Biobasic Plasmid DNA
Purification” isimli kit kullanarak asagida belirtilen protokol dogrultusunda gore saflastirma

islemi yapilmistir. Saflagtirma isleminin protokolii ise agsagida belirtildigi gibidir:

e Hiicre kiiltiiriinden 1.5 ila 5 ml arasi iiriin tiipe transfer edilir. 2 dakika boyunca 12 000
rpm’de santrifiij islemi yapilir ve s1ivi kisim tamamen uzaklastirilir.
e Santrifiij sonras1 100 pl Solution 1 eklenerek vorteks ile iyice karistirthir ve 1 dakika

boyunca oda sicakliginda bekletilir.
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e Daha sonra bu karisim igerisine 200 ul Solution 2 eklenir ve nazik bir sekilde 4-6 defa alt
tist edilir ardinda 1 dakika boyunca oda sicakliginda bekletilir.

e Solution 2’nin ardindan karigima 350 pl Solution 3 eklenir ve yine nazikce karistirilir oda
sicakliginda 1 dakika boyunca bekletilir.

e 12000 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij islemi yapilir.

e Siipernatant kissm EZ-10 Spin kolona konulur ve 2 dakika boyunca 10000 rpm ‘de
santrifiij islemi yapilir.

e Alt kisimda kalan s1v1 uzaklagtirilir, kolona 750 pl “Wash Solution” eklenir ve 2 dakika
boyunca 10000 rpm ‘de santrifiij islemi ger¢eklestirilir. Alt kisstmdaki sivi tekrar atilir ve
kolon tekrar ayn1 tiipe konulur.

e Kolonun iizerine 750 ul “Wash Solution” eklenir ve 2 dakika boyunca 10000 rpm (8 000
g)‘de santrifiij islemi yapilir. Ayni sekilde alt kisimda kalan sivi tekrar atilir ve Wash
Solution’in kolonda kalan miktarin1 uzaklastirmak i¢in ek olarak 1 dakika boyunca bir
santrifiij islemi daha yapilir.

e Daha sonra Kolon 1.5 ml mikrosantrifiij tiipiine konulur, kolonun tam merkezine olacak
sekilde 50 pl steril saf su eklenir ve 50°C sicaklikta 2 dakika bekletilmistir.

e Son olarak 10000 rpm‘de 2 dakikalik santrifiij islemi yapilarak plazmit DNA saflastirma

islemi tamamlanmis olur.

Dogrulama restriksiyon kesimi

Plazmit hiicreler E.coli DH5a hiicrelerinden saflastirildiktan sonra klonlama isleminin
(genin plazmite klonlanip klonlanmadigi) dogru olarak gerceklesip gerceklesmedigini
anlamak i¢in dogrulama restriksiyon kesim islemi gergeklestirilir.

Cizelge 3.7. pTOLT vektor sistemi icin dogrulama kesimi isleminde gerekli olan madde
miktarlar

pTOLT Vektir Sistemi Icin Kesim Islemi

18 pl Plazmit DNA 80ng/ul

2.5 ul 10X Buffer K

2.5 nl BSA (10 mg/ml)

1 pl Kpnl (10 U/ul)

1 ul BamHL (15 U/pl)
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Cizelge 3.8. pET28b vektor sisteminde yapilan dogrulama kesiminde gereken madde
miktarlari

pET28b Vektir Sistemi Icin Kesim

18 nul Plazmit DNA 80ng/ul

2.5 ul 10X Buffer K

2.5 ul BSA (10 mg/ml)

1 pl Neol (10 U/ul)

1 pul Xhol (10 U/ul)

DNA dizileme

Pozitif olarak degerlendirilen plazmit DNA’lardan 30’ar pl alinir ve T7 promotor ve T7
terminator primerileri ile dizi analizi isleminin gergeklestirilmesi icin DNA dizileme islemine
gondertilir.

B- Glukanaz Enziminin Uretilmesi (Indiikleme)

Protein ekspresyon ¢alismalari islemlerinde E. coli BL21 pLysE susu tercih edilmistir.
-80°C sicaklikta derin dondurucuda bekletilen stok hiicreler 4 pl kloramfenikol antibiyotigi
iceren 4 ml’lik LB besi yerine inokiile edilmis ve bir gece boyunca 37°C sicaklikta 240
rpm’de yetistirilmistir. Yetistirildikten sonra FSB’li kompetent hiicre hazirlama islemi

protokoliine uygun sekilde elde edilen hiicreler kompetent hale getirilmistir.

FSB’li kompetent hiicre hazirlanmasi

¢ 50’ser ml steril bir sekilde hazirlanmis LB besi yeri igeren iki tane erlen igerisine gece boyu
inkiibe edilen kiiltirden 1’er ml almarak eklendi ve 37 °C sicaklikta ve 250 rpm’de
inkiibasyona birakilmistir.

¢OD degeri 600 nm’de Ol¢lim sonucu yaklasik 0.7 oldugu zaman erlenler inkiibator

cihazindan alinarak 4°C sicaklikta 5000 rpm’de 10 dakika santrifiij islemi yapilmistir.
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e Sonrasinda siipernatant kisim atilmistir. Kalan pelet kisma 50 ml kadar soguk FSB ¢ozeltisi
eklenmigtir ve saglam bir sekilde vortekslenmistir. Vorteks sonrasinda 1 saat boyunca buz
banyosunda bekletilmistir.

e 1 saatlik siirenin sonunda 4°C sicaklikta ve 4000 rpm’de 10 dakika santriflij yapilmistir.
Stipernatant kisim atilmigtir. Pelet kisima 8 ml kadar soguk FSB ¢ozeltisi eklendikten sonra
tiipe vurarak ¢oziinmesi saglanmaistir.

e Pelet kismin tamami ¢oziindiikten sonra 560 ul DMSO c¢ozeltisi eklenmis ve 3 saat boyunca
buza gomiilmiistiir. 3 saatlik siireninden sonra kompetent hiicre hazirlama islemi

tamamlanmistir. (Hanahan, 1983).

Hazirlanmis olan kompetent hiicrelere pozitif oldugu diisiiniilen plazmitler bagslik

3.2.5.’te de anlatildig1 gibi protokole uygun bir sekilde etransfer edilmistir. Transformasyon
isleminin ardindan hiicreler ampisilin ve kloramfenikol antibiyotigi igeren LB Agar besi
yerine yayarak ekilmistir ve bir gece boyunca 37 C sicaklikta inkiibasyona tabi tutulmustur.
Gece boyu c¢ogalan hiicrelerden secilen birer koloni ampisilin ve kloramfenikol antibiyotigi
iceren 4 mI’lik LB besi yerine inokiile edilmis ve bir gece boyunca 37°C sicaklikta 240 rpm
de inkiibasyona birakilmistir. Gecenin ardindan hiicreler 600 ml hacimde antibiyotik iceren ve
icerisinde LB besi yeri bulunan 2 L‘lik erlenlere inokiile edilmistir. Her saat basinda 600
nm‘deki absorbans degerleri okunarak yetistirilme islemi yapilmistir.
OD:0.7 degerine ulagtiginda vektor sistemine uygun IPTG ilavesi ile indiikklenme islemi
yapilmistir. 3 saat siiren inkiibasyonun ardindan erlenler toplanarak, 6 000 rpm‘de 8 dakika
boyunca santrifiij islemi yapilarak toplanan E. coli BL21 pLysE hiicreleri -20°C sicaklikta
saklanmistir (Guda ve ark., 1995).

E. coli BL21 pLysE hiicrelerinin parcalanmasi

Indiikleme isleminin ardindan -20°C sicaklikta saklanan hiicreler disar1 ¢ikarilarak
buza gOmiilmiistiir. Buza gomiilen hiicrelerin iizerine yiikleme tamponu (pH:8) eklenip
stispansiyon hale getirilmistir. Elde edilen siispansiyona 100 mM PMSF ve bezamidin eklenip
slispansiyon tekrar buz iizerine konulmustur. Buz iizerinde bulunan hiicreler sonikator
yardimiyla 1 saat boyunca pargalanmistir. Par¢alanan hiicrelerden Santrifiij islemi ile (60000

rpm, 10 dakika) siipernatant kisim ayrilarak alinmigtir. Alinan bu siipernatant kistm 30 000
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rpm ve 4°C sicaklikta 60 dakika ultra santrifiij islemine tabi tutulmustur. Bu sayede karisimda
bulunan hidrofobik proteinler ile diger hidrofobik hiicre materyallerinin ¢oktiiriilmesi

saglanmistir.

Afinite kromatografisi yontemi ile - Glukanaz enziminin saflagtirilmasi

Afinite kromotografisi isleminde kolon dolgu maddesi Ni-NTA agaroz rezin
kullanilmistir. Kolondan eliisyon islemi igin ise igerisinde imidazol bulunan eliisyon tamponu
kullanilmistir. 1k olarak kii¢iik bir polikarbonat kolon igerisine 1 ml civarinda Ni-NTA
agaroz konulur (Qiagen) sonra, daha sonra kolon yiikleme tamponu vasitasiyla yikanmstir.
Bu islemlerin ardindan santrifiij sonrasinda elde ettigimiz protein karisimi kolona tatbik edilir
ve kolondan gecen biitiin fraksiyonlar eppendorf tiiplerine toplanir. Protein yiiklenmis olan
kolon yikama tamponu vasitasiyla yikanarak kolonda tutunmus olan diger proteinlerinde ayn1
sekilde ayrilmasi saglanmistir. Daha sonra eliisyon tamponu kullanilarak kolona tutunmus
halde bulunan protein 2 farkli fraksiyon seklinde eliie edilmistir. Ayrica eliie islemi boyunca
kolondan eliie edilen farkl her fraksiyondan alinan 200 pl civarinda alinan numuneler 100’er
ul olarak alman jel yiikleme tamponuyla karistirithp, 100°C sicaklikta 2 dakika boyunca
denatiire hale getirilip daha 6dnceden hazirlanan SDS PAGE jeli kuyucuklarina yiiklenmistir.
SDS-PAGE islemi tamamlandiktan sonra saf su yardimiyla yikanan jel daha sonra
boyanmistir. Boyanan jelde bulunan fazla boyanin ¢ikarilmasi saglandiktan sonra bir tarayici

vasitastyla taranmistir (Laemmli, 1970).

B- Glukanaz enzimi icin inkliizyon cisimcigi olusumunun azaltilmasi

SDS-PAGE analizi sonrasinda goriintiiler incelendiginde - Glukanaz proteininin pelet
kisimda yer aldigi gozlemlenmistir. Sonug olarak elde edilmeye calisilan - Glukanaz
proteininin inkliizyon cisimcikleri olusturarak c¢oktiigii anlagilmistir. Hiicrenin olusturmus
oldugu inkliizyon cisimcigi olusumunu engellemek i¢in Origami hiicrelerinin kompetent hale
getirilmesi islemi gergeklestirilmistir (Bkz.: baslik 3.2.9.1) ve 10 numaral1 pozitif olan plazmit
Origami hiicrelerine 1s1 soku islemi ile transfer edilmistir. Daha sonra ise 3 farkli sicaklik
degeri (37°C, 27°C ve 18°C), belirlenen 2 farkli IPTG konsantrasyonu (1 mM ve 0.1 mM), iki
farkli besiyeri (M9 minimal besiyeri ve LB besiyeri) ve bu belirlenmis olan parametrelerin

kombinasyonlarinda gerceklestirilerek origami hiicreleri yetistirilmistir.
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Cizelge 3.9. B- Glukanaz Enzimi icin inkliizyon

cisimcigi olusumunun azaltilmasi

denemeleri
Sicakhk
Besiyeri 37°C 27°C 18°C IPTG
konsantrasyonu
Minimal Besiyeri | 3 saat 12 saat Gece boyu 1 mMIPTG
(m9) inkiibasyon | inkiibasyon inkiibasyon
Minimal Besiyeri | 3 saat 12 saat Gece boyu 0.1 mMIPTG
(m9) inkiibasyon | inkiibasyon inkiibasyon
LB Besiyeri 3 saat 8 saat Gece boyu 1 mMIPTG
inkiibasyon | inkiibasyon inkiibasyon
LB Besiyeri 3 saat 8 saat Gece boyu 0.1 mMIPTG
inkiibasyon | inkiibasyon inkiibasyon

B- Glukanaz enzimi i¢in refolding (yeniden katlama)

Yapilan islemler sonucunda inkliizyon cisimciginin olusumast engellenememistir. Bu
nedenle proteinin inkliizyon cisimciklerinin ¢ozdiiriilmesi ve yeniden katlanmasiyla proteinin
elde edilmesine karar verilmistir. Bu siirecte uygulanacak olan protokol asagidaki gibidir:

Origami hiicreleri kullanilarak 27°C sicaklik ve LB besi yerinde biiylimesi saglanan
hiicreler O.D. degeri 0.7 oldugu zaman 0.1 mM IPTG ile indiikleme islemi yapilmis ve bu
islemden 6 saat sonra hiicreler toplanmistir. Toplanan bu hiicreler -20°C sicaklikta
saklanmustir.

Stoklanan hiicrelerden alinanlar Tris-HCI buffer (50 mM tris, 0.1 mM DTT, 2 mM PMSF
pH:8.0) yardimiyla siispanse hale getirilmistir. Siispanse hale getirilen hiicrelere lizozim
enziminin eklenmesinin ardindan 90 dakika boyunca sonikator ile pargalanmistir. Sonikator
ile parcalama isleminin ardindan 12 000 rpm de 15 dakika boyunca hiicreler santrifiij
edilmistir. Daha sonra pelet kisim iki kez resiispansiyon buffer (%2.5 triton X-100, 50 mM
tris-HC1 (pH:8.0), %20 siikroz) kullanilarak siispanse hale getirilmis, yikanmig (5ml/g) ve
pelet kisim 12 000 rpm de 15 dakika santrifiij edilip toplanmistir.

Yikanan pelet kisim 8 M iire ihtiva eden 50 mM Tris-HCI buffer (pH:8.0) ile (5ml/g) 5
saat boyunca nazik bir sekilde karistirilarak ¢ozdiiriilmiistiir. Cozdiiriilen pelet kisim 12 000
rpm'de 15 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Sonug¢ olarak toplanan siipernatant kisim

iistiine damla damla olacak sekilde soguk refolding buffer (10 mM DTT, 100 mM tris-HCI,
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%20 gliserol (pH:8.0)) finalde protein konsantrasyonundan 0.2 mg/ml'den daha az olacak
sekilde cklenmistir ve 16 saat 4 derece sicaklikta nazik bir sekilde karistirilmistir.
Karistirildiktan sonra 12 000 rpm de 15 dakika boyunca santrifiij yapilmistir. Santrifiijiin
ardindan siipernatant kisim alinip 100 mM NacCl ihtiva eden 20 mM Tris HCI (pH:8.0) diyaliz
islemi gerceklestirilmistir.

Diyalizden sonra elde edilen {iriin yiikleme tamponu vasitasiyla yikanmis ardindan Ni-
NTA agaroz iceren kolan igerisine eklenmistir. Kolondan akan fraksiyonlarin hepsi
toplanmustir. Proteinle yiliklenen olan kolon 10 mM imidazol ihtiva eden 100 mM Tris/HCI
(pH:8) tamponu ile yikanip kolonda tutunan diger proteinlerinde elenmesi saglanmistir. Daha
sonra 300 mM imidazol ihtiva eden, 100 mM Tris/HCIl (pH:8) tamponu vasitasiyla kolona
tutunmus halde bulunan protein eliie edilmistir (Melissis ve ark., 2010). Eliie islemi sonrasi
toplanan fraksiyonlardan alinan numuneler yiikleme tamponu ile karistirilip, 100°C sicaklikta
2 dakika boyunca denatiire islemine tabi tutulup 6nceden hazirlanmis olan SDS PAGE jelinin
kuyucuklarma yiiklenmesi yapilmistir. Bu islemlerin ardindan boyanan jelin fazla boyasinin

cikarilmasindan sonra jel bir tarayici vasitasi ile taranip dijital platforma alinmistir.

Beta Glukanaz Enziminin Aktivite Tayini

Refolding islemi sonrasinda saflastirma islemi gergeklestirilen endo-B-1-4-Glukanaz
enziminin aktivite tayini DNS (3,5-dinitrosalsilik asit) yontemi ile belirlenmistir. DNS
yontemi B—Glukanaz enziminin f—glukan ile reaksiyona girdiginde agiga ¢ikan indirgen seker
miktarinin belirlenmesi esasina dayanir. DNS alkalin ¢ozeltide (sar1) monosakkaritler gibi
indirgeyici sekerler ile reaksiyona girdiginde 3-amino-5-nitrosalisilik aside (turuncu-kirmizi)
doniisiir. Bu degisim 540 nm dalga boyunda absorbans degisimine neden olur. 540 nm’deki

absorbans degeri ortamdaki indirgeyici seker miktariyla orantilidir(Negrulescu ve ark., 2012).

COCH COOH
OH : OH
+ Indirgevici sekel  m——
NO, NG, NO, NH,
3.5-dinitrosalisililc asit 3 amino, 5-nitro salisililc asit
(Sar) (Turuncu-kirmizs)

Sekil 3.5. PB-Glukanaz enzim aktivitesinin belirlenmesi i¢in kullamilan DNS

yonteminin prensibi (Negrulescu ve ark., 2012).
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2 farkli ependorf tiipili icerisine Substrat olarak %1 arpa B-glukan (sigma) ¢ozeltisi
kullanilmistir. Saflasgtirilan enzim ve substrat ¢ozeltisi karistulmis ve 60°C sicakliktaki su
banyosunun icerisinde 10 dakika bekletilmistir. Kontrol olarak enzim yerine protein
saflastirma islemlerinde kullanilan tampon ¢o6zelti kullanilmistir. Daha sonra 1:1 oraninda
DNS cozeltisi ilave edilip 5 dk kaynatilmis ve tiipler sogutulduktan sonra spektrofotometrede

540 nm’de 6l¢tim alinmustr.
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4. BULGULAR
4.1. B-Glukanaz Geninin Vektorlere Klonlanmasi
4.1.2. Restriksiyon Enzimi fle Kesim

Yontem kisminda da anlatildig: tizere B-Glukanaz genini tasiyan plazmit restriksiyon
enzimleri slle kesime birakilmis ve ardindan %1°lik agaroz jelde yiiriitilen orneklerin
saflagtirma islemleri gergeklestirilmistir.

1 2 3 4 5 6

21226 b¢ pBSK plazmit ——»

5148 bg pBSK plazmit —> .
<«——~3000 bg pBSK plazmit

947 b¢ pBSK plazmit —p <4—=1022 bg pBSK plazmit

Sekil 4.1. Kpnl ve BamHI enzimleri ile kesilmis olan pBSKGLU plazmit DNA’sin1 agaroz
jel elektroforezinde yiiriitiildiikten sonraki goriintiisii. 1. DNA marker. 3 — 5. Belirtilen

enzimlerle kesilmis B-Glukanaz genini tasiyan pBSKGLU plazmit DNA.

4.2. Dogrulama Restriksiyon Kesimi

Restriksiyon enzim kesimi sonucu elde edilen B-Glukanaz geni ve vektdr sistemler uygun
restriksiyon enzimleri ile kesildikten sonra ligasyon islemi gergeklestirilir. Ligasyon igleminin
ardindan E. coli DH5a susu ile transformasyon islemi yapilir. Transformasyon islemi sonucu
elde edilen firiinler icerisinde 4’er ml antibiyotik iceren LB besi yerlerine inokiile edilir.
Inokiilasyon sonucu elde edilen kiiltiirden pplazmit DNA izolasyonu gergeklestirilir. Elde
edilen plazmitler klonlamada kullamlan enzimlerle kesilerek dogrulama kesimi
gergeklestirilir. 2 saatlik kesim isleminin ardindan kesilen iirlinler agaroz jel elektroforezinde

kontrol edilir.
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~4900 bg
— 5 PTOLT
vektori

~1022 bg
GLU geni

Sekil 4.2. pET22bGLU plazmit DNA’sinin kesim sonucu agaroz jel elektroforezindeki
gorlintiisii; bu islemde pET22bGLU plazmit DNA’s1t Xhol ve Ncol enzimleri yardimiyla
kesilmistir. 2,3,4,5,6 ve 7 numarali kuyucuklarda kesim sonucunda 1022 be biiyiikliigiindeki
Beta Glukanaz genini i¢eren pozitif plazmitler bulunmaktadir. 1 numarali kuyucukta ise DNA

marker kullanilmistir. (Hyper Ladder 1kb)
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~5 400 bg
pET22b
vektori

~1022 bg
GLU geni

Sekil4.3. pTOLTGLU plazmit DNA’sinin agaroz jel elektroforezindeki dogrulama kesiminin
goriintlisti. BamHI ve Kpnl enzimleri ile kesim islemi gerceklestirilmistir. 2,3,4 numaral
kuyucuklarda bulunan 6rnekler kesim islemi sonucunda elde edilen 1022 bg biiyiikliigiindeki
Beta Glukanaz genini igeren pozitif plazmitlerdir. 1 kuyucukta ise DNA marker (Lamda
Hindl1l/EcoRl) kullanilmistir.

42



4.3. DNA DIZILME

File: glu-10_Ptolt_T7promoter.abl Run Ended: 2015/9/10 15:19:28 Signal G:4631 A:4277 C:6828 T-5617 %
Sample: giu-10_Ptolt_T7promoter Lane: 40 Base spacing- 16.059587 1454 bases in 17743 scans Page 1 of 2

140 20 30 40 50 60 70 50 Ll 100 110 120
CCL O A TICCTCTAG ATATTTT GITTACTT TAMG AMG GAGATATACCATG CATCACCATCACCATCACTCG AGCAACAATG GCGCATCAGGGGUCCGATATCAATAACTATGCCGGG CAG

e e e o sttt nte s it s A AN e AR AN

130 140 150 160 170 180 190 200 210 10 30 240
ATTAAATCTGC TATCGAAAGTAAGTTC TATG ACGCATCG TCC TATGCAGGCAAAACCAG TACGC TGCGCATAAAACTGGCACCCGATEGTATGTTAC TGG ATATCAAACC TGAAGGTGGC

Yiantan AN A AN AN AN A n“.!!, hasdawtnn i noasoa iandiaafa i ilasidin s i .,‘Ul AN IAAN LM

250
GATCCCGCACTTAGTCAGGCTGCG T'I'GGC AGC AGCTAA -\CTTGC‘G A AG -'\T'CCCG AA \CC ACCAAGCC: AGGC AGTA T-\.TG AAGTGTTCAA —\ AACGCGCC -‘TTGG ACTTCA AACCGGGTGGGGG A

AWM AN A Aﬂmmr A A A A VAN A M e A Ao MR VAN A Mﬂﬂ-ﬂvm

3T0 330 390 400 410 4o 430 45
TCTCTGGTITCCGCGCGGATCCATGCG TCTGCACCGTACCCTGCTGCTGGC TGCTGC TGCTGGTTCTGC TC TGGCTGTTCCGLC AGGG TCCGGGTC \C.\_\.\_\.\.\_CGT (‘.il‘_‘ TTCTGTTTTCG AATGGT

i i L TYTRIIP
st oisatanto ot oot A et oo oA AR ol

450 500 510 520 560 570 SE0 590 600 610
TCGGTTCTAACGAATCTGGTGCTGAATTCGGC ACCAACT RT('('CGGGTGTTTGGGGC AMCCG '\(“l" ACATCTTCCCGGACCCGTCTGC TATCTCTACCCTGATCGACAAAGGT ATGAACTTCTTCCGTG

) N v ' _ o A (PY PO Ir
el A Al il ﬂMI“Mﬂn pe A o

Sekil 4.4. Dogrulama kesiminin ardindan pozitif oldugu degerlendirilen 10 numarah plazmit DNA’nin dizileme sonucu.
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File: giu-10_Ftolt_T7promorter.abl Run Ended: 2015/9/10 15:19:28 Signal G:4631 A:4277 C:6828 T-5617
Sample: glu-10_Ptolt_T 7promoter Lane: 40 Base spacing: 16.059587 1454 bases in 17745 scans Page 2 of 2

620 630 640 650 660 670 680 690 Top 710 TID 730
TTCAGTTCATGATGGAACGTCTGCTGCCGGACTCTATGACCGGT TCTTACGAC GAAGAATACCTGGC TAACCTGACCACCGTTAT CAAAGCTGTTACCGACGGTGGTGCTCACGCTCTGGTTGAC

oottt

T40 Ba0
CCOCACAACT. -’sC GGTCGTT. \C \ ACGAGTGA A, \'['C‘ ATCTCT ‘I‘CT ACCTCTGA (’.‘TTl'.‘C‘aG \C‘I’.‘TTC"I‘GGG AAA -“:'C‘TGGC‘TGGTC AGTACAA -\G \C AACG \CCTGGTT -’LTGT'TC‘O ACACCAACAACGA

et b e e

ATACC ‘\.CG ACATGG: \.CC GG ‘\CCTGGTTCT GA \.CCTG AACC ‘.GGCTGCT ATCA \CGG'I' AT CCGTGCTGCTGGTGCT AWCCTCTC ‘\.GT C' ITCTTTCGTTG AAGGT Al 'ACTCTTGG \.CCGGT GCTTG

G e e

290 10040 110 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090 1100
GACCTGGGGTTGACGTT AACGACAACATGAAAAACCTGACCGACCC GG AAGAC AAAATCGTT TACGAAAT GC ACCAGTACCTGE AATCTOGACGGTTCT GGGACCT CT GAAAACCT GC

Pt Pl D S Y T e

1110 1140 1150 1160 1180 1190 1200 1210 1220 1230
GITTTCTGA xs.\ﬂ:‘.. TCOGGT !\ 5\ AAMAMACTOETT A C @G A MECTACC CAATGRGCTGAA ! x AACAACA M AAAMGTTTGGETTT TATCCGGTGAAAAA ACCGGGGGGGTT CT AACC AACGTTTT

’KJ PAV A LW, qf N W s ‘f\?v‘ﬁ

Sekil 4.4. (Devam) Dogrulama kesiminin ardindan pozitif oldugu degerlendirilen 10 numarali plazmit DNA’nin dizileme sonucu.
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DNA dizilme sonuglarinin 1s13inda Beta Glukanaz enzimini kodlayan DNA fragmaninin

herhangi bir sorun ile karsilasmadan klonlanabildigi ortaya ¢ikarilmistir.

4.4. Beta Glukanaz Enziminin Uretilmesi (Indiikleme)

DNA dizileme islemine gonderilen ve gelen sonuglar dogrultusunda pozitif oldugu
diistiniilen plazmitlerden E. coli BL21 pLysE susuna transfer gerc¢eklestirilmistir. Sonrasinda
gerceklestirilen trasnformasyon isleminin ardindan petrilere ekimi yapilan kolonilerden birer
koloni almarak 4 ml’lik LB besi yeri ve antibiyotik igeren tiiplere konulmustur. Bu tiipler
37°C de 1 gece inkiibasyona brrakilmistir. Sonrasinda bu kiiltiir 50 ml’lik aym kosullarda
daha biiyiik bir besi yerine transfer edilerek 37°C’de ve 240 rpm de calkalayici inkiibatdrde
inkiibasyona birakilmistir. Ara ara yapilan kontroller sirasinda ODggo degeri 0,7 seviyesine
eristigi gozlendigi zaman IPTG le indiikleme yapilmistir. Bu islemin ardindan yaklasik olarak
4 saat boyunca hiicreler inkiibasyona birakilmistir. 4 saatlik siirenin ardindan besi yerlerinden

alinan numuneler SDS PAGE’de analiz edilmistir.

Sekil 4.5. pTOLT vektor sisteminde yapilan ekspresyon sonucunda elde edilen SDS-PAGE
goriintiisii 1. Protein marker (Bio-Rad dual color precision plus protein marker), 2. IPTG ile

indiikklenmeden 6nce Origami hiicreleri, 3. IPTG ile indiiklendikten sonra Origami hiicreleri
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4.5. Beta Glukanaz Enziminin Afinite Kromatografisi fle Saflastiriimasi

Indiikleme isleminin ardindan -20°C’de saklanan hiicreler buz igerisinde sonikator ile
parcalanmistir. Pargalama isleminin ardindan 30000rpm ve +4°C’de 1 saat santrifiijlenmistir.
Bu sayede karisim igerisindeki hidrofobik proteinler ve hidrofobik hiicre materyallerin
coktiiriilmesi saglanmistir. Pelet kisimdan alinan 6rnekler SDS 6rnek yiikleme tamponuyla
coziilerek jele yliklenmistir. Peletin etkin bir sekilde ¢oziinmesi saglanarak protein varliginin
net olarak saptanmasi saglanmaya calisilmistir. Siipernatant kisim ise afinite kromatografisi
ile saflagtirma islemine tabi tutulmustur. Saflastirma isleminte Afinite Kromatografisi metodu
kullanilmistir. Bu metotta Kolon dolgu maddesi olarak NI-NTA agaroz rezin kullanilmustir.
Kolondan eliisyon i¢in ise imidazol igeren Eliisyon tamponu kullanilmistir. Saflastirma islemi
sonucunda elde edilen triinler SDS-PAGE ile analiz edilmistir. Yapilan SDS-PAGE islemi
sonucunda Beta Glukanaz proteininin pelette oldugu anlasilmistir. Nihai elde edilmeye

calisilan proteinin inkliizyon cisimcigi olusturarak ¢oktiigii saptanmastir.

——> b55kDa

> 35kDa

Sekil 4.6. pTOLT vektor sisteminde yapilan ekspresyon sonrast SDS-PAGE goriintiist. 1, 2, 4
ve 5 numarali kuyucuklar yiiksek hizda santrifiij sonrasi elde edilen peletten alinan 6rnekler.

7. Protein marker (Page Ruler Plus Prestained Protein Ladder)

4.6. Beta ,Glukanaz Enzimi I¢in Inkliizyon Cisimcigi Olusumunun Azaltilmasi

Inkliizyon cisimcigi olusumunun engellenmesi amaciyla Origami hiicreleri kullamlmis
ve bu hiicreler kompotent hale getirilmistir. Sonrasinda dizileme sonucunda pozitif oldugunu

anlagilan 10 numarali plazmit 1s1 soku ile Origami hiicrelerine transfer edilmistir. Sonrasinda
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37°C, 27°C ve 18°C olmak iizere ti¢ farkli sicaklik, ImM ve 0,1 mM olmak tizere 2 farkli
IPTG konsantrasyonu, M9 minimal besi yeri ve LB besi yeri olmak tizere iki farkli besi yeri
ve bu degerlerin kombinasyonlar1 kullanilarak origami hiicreleri yetistirilmistir. Minimal besi
yeri ve 18°C degerlerinde protein iiretimi ger¢eklesmemis, LB besi yeri ve 37°C, 27°C

degerlerinde ise protein ¢dziliniir halde elde edilmistir.

4.7. Beta Glukanaz Enziminin Refolding(Yeniden Katlama) Islemi ve Afinite

Kromatografisi ile Saflastirilmasi

Refolding islemi igin 27°C ve LB besiyerinde Biiyiitiilen hiicreler kullanilmistir. Bu
hiicre kiiltiirlerinin OD:0,7 oldugunda indiikleme islemi 0,1 mM IPTG ile yapilmis ve
indiikleme silemi 6 saat siireyle devam ettikten sonra 6. Saatin sonunda hiicreler toplanmstir.
Toplanan bu hiicreler sonikator ile pargalanmistir. Parcalama sonrasi santrifiij islemi ile
toplanan pelet kisim i¢in refolding prosediirii uygulanmistir. Sonrasinda afinite kromatografisi
ile saflastirma islemi gerceklestirilmistir. Saflastirma sonucu elde edilen 6rnekler SDS PAGE

ile analiz edilmistir.

55 kDa

35 kDa

Sekil 4.7. Refolding islemi sonrasi yapilan saflagtirma isleminin SDS-PAGE
goriintiisti 1-4. ve 6-10. kuyucular afinite kromotografisi sonucunda elde edilen 6rnekler, 5.

Protein marker (Page Ruler Plus Prestained Protein Ladder)
4.8. Beta Glukanaz Enzimin Aktivite Tayini

Refolding islemi sonrasinda saflastirma islemi gerceklestirilen endo-f3-1-4-
Glukanaz enziminin aktivite tayini DNS (3,5-dinitrosalsilik asit) yontemi ile belirlenmistir. 2

farkli ependorf tiipii igerisine Substrat olarak %1 arpa P-glukan (sigma) c¢ozeltisi
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kullanilmistir. Saflastirilan enzim ve substrat ¢ozeltisi karistulmis ve 60°C sicakliktaki su
banyosunun igerisinde 10 dakika bekletilmistir. Kontrol olarak enzim yerine protein
saflastirma islemlerinde kullanilan tampon ¢o6zelti kullanilmistir. Daha sonra 1:1 oraninda
DNS c¢ozeltisi ilave edilip 5 dk kaynatilmis ve bu islemler sonucunda ependorf tiiplerinde
olusan renk degisimleri analiz edilmistir. Tiipler sogutulduktan sonra spektrofotometrede 540

nm’de 6l¢iim alinmistir.

Enzim Saflastirilan Beta

icermeyen Ornek glukanaz
enzimini iceren

ornek

Sekil 4.8. Uretim ve saflagtirma islemlerinin ardindan yapilan enzim aktivite testi
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5.  TARTISMA VE SONUC

Hayvancilik, ge¢misten bugiine kadar insanlarin besin piramidinde en 6nemli temel besin
maddelerinin iiretilmesini saglamistir. Bu 6zelliginin disinda bitkisel iiretim ve endiistriyel
alanda olusan artiklar gibi iirlinlerin degerlendirilmesi ve bu iiriinlere istihdam alani yaratma
konusunda ekonomik ve toplumsal gérevlere de sahiptir. Diinya niifusunda hizla gergeklesen
artis hayvansal iirlinlere kars1 olan talebi siirekli artirdigr i¢in, hayvancilik faaliyetlerinin iilke

ekonomilerindeki yerleri ve 6nemi giin gectikce artacaktir.

Ulkelerdeki hayvancilik sektdriiniin gelismesi veya et, siit, yumurta gibi temel hayvansal
gidalarin liretiminin arttirilmasinin saglanmasi amaciyla, yiiksek oranda verim veren 1rklarin
kullanilmasinin yanisira, hayvanlar kendileri i¢in gerekli olan besin maddelerini de yeterli ve
dengeli bir oranda almalidirlar. Bu baglamda yiiksek oranda verim elde edilen biiyiikbas
hayvanlarin veya kanatl kiimes hayvanlarinin 40°tan fazla besin maddesi ihtiyag¢larinin bir iki
yem ile karsilanmaya calisilmas1 imkansizdir. Hayvanlarda yetersiz ve dengesiz beslenmeye
bagl olarak olusabilecek saglik sorunlarinin Oniine geg¢ilmesi, daha ¢ok miktarda ve daha
nitelikli diizeyde hayvansal tiriinlerin elde edilmesi i¢in hayvanlarin beslenmesinde yeterli
miktarda yem kullanimi biiyiik 6l¢lide 6nem tasimaktadir. Bu sebeple hayvancilik faaliyetleri
gelismis tilkelerde, yem endiistrisinin tarth boyunca biiyiikk gelismeler gosterdigi
bilinmektedir. Bunun yanisira yem endiistrisi alaninda gergeklesen teknolojik ilerlemeler, yem
endiistrisinin  hayvansal kaynakli {iiretime katkisin1 daha da biiylik boyutlara
tasimuistir(Karabulut. A., ve ark.2000. ).

Hayvancilik sektoriinde yilin her doneminde otlak arazilerde hayvanlarin beslenmesi miimkiin
olmadig i¢in yem kullanilmast kac¢inilmazdir. Hayvancilik sektorii ile ugrasanlar tarafindan
istenilen durum ise yem ile besleme sirasinda da elde edecekleri verimden bir kayip olmadan
faaliyetlerinin devam etmesidir. Ama enzim kullanimi gerceklestirmeden {iretimi
gerceklestirilen yemlerden hayvanlarin maksimum 6lgiide fayda saglamasi miimkiin degildir.
(Nuray. N., Yilmaz. T.A, 2012). Bu o6lgiide hayvanlarin yemden elde edecekleri verimi

yliksek tutmak i¢in enzim kullanimi kaginilmazdar.

Rekombinant olarak enzim iiretimi iilkemizde ¢ok yaygin olarak gerceklestirilen bir iiretim
prosediirii degildir. Halbuki dogal yollardan enzim eldesine gore daha az maliyetli ve daha
kisa siirede kesin sonuglar veren ve devamlilig1 olabilen bir {iretim teknigidir. Tez calismast
kapsaminda {iiretilmesi planlanan B-glukanaz enzimi rekombinant olarak {iretilecektir. Bu

sayede dogal yollardan elde edilen B-glukanaz enzimine gore daha ucuza iiretilecektir.
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E. coli ve benzeri prokaryotik ekspresyon sistemleri rekombinant enzim iiretim proseslerinde
sikca kullanilan sistemlerdir. Siklikla kullanilmalarinin baslica sebepleri bu hiicrelerin hizlica
biliytiyebilmeleri, basit tekniklerle saflastirilabilmeleri, kolaylikla ¢ogaltilabilmeleri ve en
onemli sebeplerden birisi olan nispeten daha ucuz olmalaridir. Fakat E. Coli ve benzeri tek
hiicreli prokaryot canlilar baz1 post-translasyonel modifikasyonlar1 gergeklestirememektedir.
Bu post-translasyonel modifikasyonlarin gerceklestirilememesi ve bunun yani sira {iretilmesi
istenen proteinin biiyiikligii, hidrofobik 6zelligi gibi nedenlerden dolayr tiretimi saglanan
proteinler ¢oziinmemis bir formda inkliizyon cisimcigi olusturabilirler. Bu durumda islevsel
olmayan bir protein elde edilmis olur. Uretim kosullarinda yapilacak bazi degisiklikler ile
inkliizyon cisimcigi olusumu engellenebilir (sicaklik degerinin degistirilmesi, besi yeri
iceriginin degistirlmesi vb.). Gergeklestirilmis olan bu tez ¢alismasinda da nihai iirlin olan
Beta Glukanaz enziminin ekspresyon c¢alismalart sirasinda inkliizyon cisimcigi olusturdugu
gozlemlenmistir. Bu yapidan kurtulup aktif olarak proteini elde edebilmek i¢in refolding
(yeniden atlanma) islemi yapilmistir. Bu sayede proteinin aktif olarak elde edilmesi
saglanmistir.

Yapilan bu tez calismasinin nihai sonucu olarak Beta Glukanaz enzimi saf ve yapilan testler
sonucunda anlasildig1 iizere aktif bir sekilde elde edilmistir. Uretimi gergeklestirilen bu enzim
ticari anlamda yem katki maddesi olarak kullanilabilecek formda {iretilmistir. Bu sayede
hayvanlarin yemden maksimum oranda faydalanmasi saglanabilecektir. Rekombinant olarak
iiretimi saglanan bu enzim emsallerine gore daha ucuz bir maliyetle iiretildigi icin yem katki
maddesi olarak kullanilmasi durumunda yem fiyatlarinda da dogru orantili olarak diisiisii
saglayabilecek niteliktedir. Fakat 6nemli ve gerekli olan nokta bu enzimin iiretiminin seri
tiretim seklinde gergeklestirilebilmesi ve hayvancilik sektoriiniin kis aylarinda mali yiikten
kurtulup rahat bir nefes alabilmesinin saglanmasidir. Seri liretim Oncesinde ise karsilasilan
ptirtizler ile tekrardan karsilasmamak adina liretim proseslerinin optimum sartlarinin net olarak

belirlenmesi gerekmektedir.
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