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OZET
Yiikse Lisans Tezi

Yesil Floresan Protein Ifadeleyen Escherichia coli Hiicre Fabrikalarda Fenotipik

Heterojenitenin Adaptasyona Etkisi
Seniha Goézde ERTUZUN
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Dr. Ogr. Uyesi Evren Doruk ENGIN

Gelisen Biyoteknoloji uygulamalarinin getirdigi en biiyiik katkilardan biri heterolog
protein tretimidir. Sentetik biyoloji ve genetik miithendisligi sayesinde heterolog protein
eldesi i¢in kolay manipiile edilebilen, hizli, diisiik maliyetli ve yiiksek verimli mikrobiyal
hiicre fabrikalari iiretimi miimkiin hale gelmistir. Mikrobiyal hiicre fabrikalarindan elde
edilen bir¢ok kimyasal ve bilesen, endiistriyel ve saglik sektorleri basta olmak tizere birgok
alanda rol almaktadir. Hiicre fabrikalarin olusturulmasinda kullanilmak {izere kurgulanan
hiicrelerin giirbliz, yiliksek biyokiitle ve verime sahip olmalarimin yaninda iirettikleri
peptidlerin fonksiyonel ve ¢dziiniir nitelikte olmalar1 biiyiik énem tasir. ifadelenecek gen
her ne kadar rasyonel tasarimlarla hiicreye aktarilmis olsa da hiicre bankalarinin istenilen
ozelliklerde olusturulmasi biiyiik dl¢lide evrimsel siirecler ile miimkiin olmaktadir. Bu tez
caligmasinda, T7 promotorii kontroliinde yesil floresan protein iireten ArecA ve AmutS
genotipe sahip E. coli hiicre fabrikalar1 elde edilecektir. Hiicrelerin diisiik ve yiiksek
heterolog rekombinant protein ifade heterojenitesi gosterdikleri fermentasyon kosullar
optimize edilecek ve bu kosullarda pasajlar boyunca indiiklenen kiiltiirlerin proteomik ve
genomik parmak izi profillemesi yapilacaktir. Bdylece, genetik olarak stabil ArecA
bakteriler ile nokta mutasyonlar gelistirmeye yatkin AmutS hiicre fabrikalarinin adaptasyon

hizlar karsilastirilacaktir.
2021, 110 sayfa

Anahtar kelimeler: Adaptasyon, molekiiler klonlama, heterolog protein ekspresyonu,

genomik parmak izi, proteomik parmak izi, floresan proteini



ABSTRACT
M.Sc. Thesis

Impact of Phenotypic Heterogenity in Green Flouresance Protein Expressing Escherichia

coli Cell Factories on Adaptation
Seniha Goézde ERTUZUN
Ankara University Biotechnology Institute
Assitant Prof. Evren Doruk ENGIN

Heterologous protein production is one of the biggest contributions that developing
Biotechnology application brings. Thanks to synthetic biology and genetic engineering, it
becomes possible to produce easy to manipulate, fast, cost effective and high yield protein
producing microbial cell factories. The chemicals and products obtaining from microbial
cell factories have been used for industrial and health purposes and in other areas. It is
incredibly important that the cells that programmed to be cell factories should be robust
with having high biomass and yield, beside producing functional and soluble peptides.
Although how well the circuit is designed, creating such microbial cell factories is up to
evolutional processes, mostly. In this thesis study, two genetically different Escherichia
coli cell factories, one has ArecA genotype and other has AmutS genotype, that producing
green fluorescent protein under T7 promoter will be obtained. The fermentation conditions
which the cells produce high and low recombinant protein expression heterology will be
optimized and the cells will be passaged under these conditions. Then the passaged
cultures will be tested by genomic and proteomic finger printing. Therefore, adaptation rate
of genetically stabile ArecA cell factories and the AmutS cell factories that are tend to have

point mutation will be compared.
2021, 110 pages

Key Words: Adaptation, molecular cloning, heterologous protein expression, genomic

fingerprint, proteomic fingerprint, flourasance protein
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1. GIRIS

Heterolog proteinler sentetik biyoloji ve genetik miihendisligi metotlar1 kullanilarak
yabanc1 bir organizma igerisinde {iiretilen proteinlerdir (1). Heterolog protein eldesi igin
baslangic olarak, mikrobiyal organizmalar ve prokaryotlarin Okaryotik canlilarla
iliskilerinin hakkindaki bilgilerin kisitli olmasi sebebi ile, hayvan ve bitki dokular1 ya da
biyolojik sivilar1 kullanilmigtir (2). 1977°de insan proteini olan somatostatinin ve
sonrasinda insiilinin Escherichia coli’de iiretilmesi bilim insanlarinin dikkatini mikrobiyal
hiicre fabrikalarinda rekombinant protein iiretimine yogunlastirmistir. Mikrobiyal hiicre
fabrikalarmin yiiksek hizda ve verimde, genis spektrumda ve diisiik biit¢e ile heterolog
protein {liretebilme potansiyelinin anlasilmas: ile bu potansiyelin ortaya g¢ikarilmasi igin
optimizasyon ¢alismalar1 baglamistir (1). Gilinimiizde de devam eden bu ¢alismalar
dahilinde metobolik miihendislik ile yolaklara miidahale edilmekte, hiicreler farkli ve
zorlayic1 fermantasyon kosullarinda iiretilmekte ve kromozomal DNA veya plazmidler
tizerine farkli genetik devreler kurulmaktadir. Gegmisten bu yana heterolog protein
tiretiminde en ¢ok tercih edilen mikrobiyal fabrika hiicre E. coli hiicreleri olsa da yiiksek
verimde fonksiyonel peptid liretimi i¢in gereken optimal genetik devre ve fermantasyon
kosullar1 hala tam olarak bilinmemektedir (1-5). Bu hiicrelerde rekombinant protein eldesi
icin kullanilmak tiizere sikca tercih edilen sistemlerden biri pET sistemidir. Bu sistemde
laktoz varliginda indiiklenebilen lacUV5 promotorii kontrolinde T7 RNA Polimeraz
uretimi gerceklesmektedir. Bu viral DNA’ya bagimli T7 RNA Polimeraz enzimi ise 6zgiil
oldugu T7 promotdr dizisine baglanarak giiclii transkripsiyonel aktivite gdstermektedir.
Gliclii promotorlerin hiicreye getirdigi metabolik yiikler sonucunda hiicrelerde stres yaniti
gelisir (4, 6, 7). Heterolog protein fiiretimi i¢in hiicre fabrikalarin olusturulmasinda
kullanilmak iizere kurgulanan hiicrelerin giirbiiz, yiiksek biyokiitle ve verime sahip
olmalariin yaninda tirettikleri peptidlerin fonksiyonel ve ¢dziiniir nitelikte olmalar1 biiyiik
onem tasir. Bu Ozelliklere sahip hiicre bankalar1 olusturulurken ifadelenecek gen her ne
kadar rasyonel tasarimlarla hiicreye aktarilmis olsa da hiicre bankalarinin istenilen
Ozelliklerde olusturulmasi biiyiik 6l¢iide evrimsel siiregler ile miimkiin olmaktadir (5, 8-
11). Hiicreler stabil formlarin1 evrimsel siire¢ igerisinde hayatta kalma sansini arttiracak
gen regiilasyonlarini devam ettirerek alirlar. Gen ekspresyonlart mevcut kosullara

uyumluluk saglayarak hayatta kalma ihtimalini arttirmak iizere stokastik olarak gerceklesir.



Bu siire¢ evrimin 6nemli bir parcasidir (12-14). Stokastik gen ekspresyonu sonucu
izogenik hiicrelerde gozlenen fenotipik heterojenite bazi bireylerin stres kosullarinda
hayatta kalma sansini arttirmaktadir. Artan fenotipik fluktuasyonun artan evrimlesme hizi
ile iligkisini gosteren ¢alismalar bulunmaktadir (8, 9, 15, 16). Rekombinant protein {ireten
mikrobiyal hiicre fabrikalari hem heterolog protein iiretiminin hem de fermantasyon
stirecinde maruz kaldiklar1 ortam kosullarmin getirdigi stres ile artmis fenotipik
heterojenite ve mutasyon hizlarini indiikleyerek popiilasyonun yeni bir “fitness” durumuna
adapte olmas1 ile sonuglanabilmektedir (8, 17, 18). Gergeklestirmis oldugumuz 6n
calismalarda, T7 promotorii kontroliinde heterolog rekombinant protein (yesil floresan
protein) ifadeleyen E. coli hiicre fabrikalarinin, bu proteinin ifadesi yoniinden fenotipik
heterojenite gosterdigini gozlemledik. Bu tez calismasinda T7 promotdrii kontroliinde yesil
floresan protein lireten ArecA ve AmutS genotipe sahip E. coli hiicre fabrikalar1 elde
edilecektir. Bu hiicrelerin diisiik ve yiiksek heterolog rekombinant protein ifade
heterojenitesi gostermek tizere indiiklendikleri fermentasyon kosullari optimize edilecek ve
bu kosullar ile pasajlar boyunca indiiklenen kiiltiirlerin proteomik ve genomik parmak izi
profillemesi yapilarak adaptasyon siireci degerlendirilecektir. Bdylece, genetik olarak
stabil ArecA bakteriler ile nokta mutasyonlar gelistirmeye yatkin AmutS hiicre

fabrikalarinin adaptasyon hizlar1 karsilastirilacaktir.

Bu tez calismasinda hiicreler, farkli stres kosullarna maruz birakilacak, fenotipik
heterojenite indiiklenerek diisilk ve yiiksek heterolog rekombinant protein ifade
heterojenitesi gosterdikleri fermentasyon kosullar1 optimize edilecektir. Hiicrelerin
evrimsel siirecleri proteomik ve genomik analizler ile arastirilacaktir. Elde edilen bulgular
sonucunda fenotipik heterojenitenin optimizasyonu saglanabilir ve ¢alismada uygulanan
metotlar istenilen Ozelliklerde hiicre bankalar1 evrimlestirmekte kullanilabilir. Bu tez,
fenotipik heterojenitenin diisilk ve yiiksek diizeyde ifade buldugu kiiltiirlerde {iretilen
rekombinant protein iiretiminin bu hiicrelerdeki evrimsel hiza etkisinin arastirilmasi, farkl
genotipteki hiicrelerde evrimsel siirecin anlasilmasi ve yiiksek verimde heterolog protein
elde etmek iizere kullanilmasi agisindan biiylikk O6nem tasimaktadir. Bu tezde farkl
fermantasyon kosullari ile indiiklenen hiicrelerin diisiik ve yiiksek heterolog rekombinant
protein ifade heterojenitesi gosterdigi kosullar1 saglayan 6nemli faktorler Plackett- Burmen

ile belirlenecek ve yanit yiizeyleri Box- Behnken tasarimi ile toplanacaktir.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. STOKASTIK GEN EKSPRESYONU VE FENOTIPiK HETEROJENITE

Gen ekspresyonu mRNA ve protein diizeyinde hiicreler arasi farklilasma ile sonuglanabilen
stokastik bir siirectir. Stokastik gen ekspresyonu hiicresel gesitlilik, hiicresel farklilagma,
hiicresel hafiza ve evrim olgularinda Onemli bir etkiye sahiptir (19). Metabolik
miithendislik uygulamalarinda {iretilen iiriiniin manipiilasyonunu ve kontroliinii saglamak
i¢in hiicresel ¢esitliligin anlasilmasi biiyiikk 6nem tasimaktadir. Hiicresel gesitlilik genetik,
fenotipik heterojenite ve lokal gevresel faktorler gibi sebeplerden kaynaklanabilmektedir.
Hiicreler c¢evresel strese maruz kaldiginda bu strese cevaben gen regiilasyonlari
gerceklestirmektedirler. Yapilan arastirmalarda, izogenik hiicreler arasinda dahi bazi
bireyler stokastik gen ekspresyonlarmin de etkisiyle transkripsiyon ve translasyon
mekanizmalarindaki farkhiliklar yiiziinden sentetik devreleri daha iyi eksprese etmekte ve
bireysel gen ekspresyonlarinda fluktuasyon goriilebilmektedir. Bu fluktuasyonlar stokastik
“glirtilti” olarak adlandirilmaktadir. Fluktuasyonlar gevresel giiriiltiilerden ve hiicre i¢in
stokastik reaksiyolardan kaynaklanabilmektedir. Hiicresel cesitliligin anlagilmasi ile
hiicrelerin daha yiiksek verimde iirlin {rettikleri optimal sentetik devre ve kosullar
belirlenmesi ve hiicrelerin yiiksek verimde ve fonksiyonel heterolog protein iiretmeleri
lizerine programlanmalar1 hedeflenmektedir (12, 19-23). Boylece giirbiiz, yiiksek verimli
ve fonksiyonel protein iiretebilen mikrobiyal hiicre fabrikalar1 olusturulmak istenmektedir
(11). Hiicrelerden biri hayatta kalma olasiligin1 en yiiksek seviyede arttiran adaptif gen
ekspresyonunu gerceklestirdiginde popiilasyon yeni kosullara adapte olabilmekte ve
popiilasyon optimal bir genetik mutasyon gegirebilmektedir (24). Bu olgulart incelemek
tizerine kurulan deneylerde sikca cevresel faktorler yardimi ile stres yaratilmakta ve
genetik yapilar1 bilinen bakteri ve mayalarin bu streslere verdikleri yanitlar analiz
edilmektedir. Ek olarak, regiilasyonlar1 kontrol edebilmek adina ortama arabinoz veya
laktoz gibi indiikleyiciler eklemek veya 1s1 soku uygulamak da tercih edilen diger
stratejilerdir (20). Yapilan c¢alismalarda tek bir faktorii degisimi ile hiicresel yanit
tetiklendiginde dahi adaptasyon siireci geregi evrimsel basariy1 arttirmak iizere gergeklesen
stokastik gen ekspresyonlari ile gelen heterojenite ve epistatik etkiler yeni ve gelismis bir
“fitness” durumuna adaptasyonu gostermektedir (Sekil 2.1.). Bu siire¢ ile olusan tek bir

mutant 48 saate kadar ortamda cogalarak popiilasyoniin biiylik bir ¢ogunlugunu
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olusturabilmektedir. Mutant popiilasyonun avantaji iireme hizi ve ortamdaki {ireme

kosullarinin uygunlugu ile dogru orantilidir (9, 14).

Stres veya Yeni Ortam —— ——» Etki
0 Orn: Uyarilan tireme hizi,

REGULASYON \/IUTASYON azalan hayatta kalma olasilig

Gen Ekspresyonlarinin Uyarilmasi Adapte hiicrelerin segilimi

Sekil 2.1. Gelimis “fitness” durumunun olusmasi (14)

Bu olgu, gerceklestirdigimiz tez calismasinda Oksitetrasiklin diren¢g genine sahip
pACYC184 plazmid vektoriinii basari ile icerisine alip bu geni eksprese edebilen yiiksek
oksitetrasiklin direncine sahip E. coli hiicrelerinin Oksitetrasiklin igeren besiyerinde
secilmesinde kullanilmistir. Boylece yiiksek performansli gen ekspresyonu gerceklestiren

hiicrelerin se¢ilimi amaglanmistir.

2.2. FENOTIPIiK FLUKTUASYON VE EVRIiM

Gen ekspresyonlar1 temel olarak hayatta kalma sansini arttirmak iizere farkli regiilasyon
mekanizmalarinin kombinasyonu ile diizenlenmektedir. Bu karigik regiilasyon sistemi
adaptasyon ve mutasyon siireclerini dogrudan etkileyerek evrimsel siiregte biiyiik bir rol
edinmektedir (13, 14, 17, 24-28). Fenotipik fluktuasyonlarin adaptasyon, farklilasma ve
evrim ile olan iliskisini anlamaya yo6nelik ¢alismalar devam etmektedir. Artan adaptasyon
kapasitesi artan hayatta kalma olasiligi ile dogrudan iliskilendirilmektedir. Yapilan
caligmalarda yliksek fluktuasyona sahip popiilasyonlarin evrimsel hizinin daha ytiksek
oldugu savunulmaktadir (8, 18). Bu c¢aligmalara gore, evrimsel hiz, popiilasyon yiiksek bir

“fitness” durumuna ulastiginda azalmakta ve uyumlu mutantlarin korunmasi i¢in, sabit
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kosullar altinda kalmak kosuluyla, bireylerin “fitness” durumu artarken popiilasyondaki
fenotipik fluktuasyon azaltmaktadir. Fakat; dogada kosullar her zaman sabit kalmaz ve bu
degisken kosullara adapte olmakta olan organizmalarda fenotipik fluktuasyon yiiksektir.
Yiiksek oranda fenotipik fluktuasyon hiicresel c¢esitlilik ve “most-fitted” bireyin se¢ilimi
icin biiylik bir avantajdir. Boylece adaptif gen ekspresyonunun hiicresel cesitlilikle ve
hiicresel ¢esitliligin artan hayatta kalma olasiligt ile dogrusal orantili oldugu
desteklenmektedir (8, 18, 24). Yapilan bir g¢alismada bazi mutantlarin bu avantaji
kaybetmemek adina, sabit kosullar altinda dahi izogenik fenotipik fluktuasyon gosterdigi
kaydedilmistir (9). Hiicresel yanit ve fluktuasyon iizerine ¢aligmalarda floresans proteini

sik¢a kullanilmaktadir (21, 29).
YESIL FLORESAN PROTEININ MARKOR OLARAK KULLANILMASI

Optimizasyon siireci metabolik reaksiyonlarin monitdrize edilmesi ile baslamaktadir.
Floresan proteinleri bu amag¢ igin sik¢a kullanilmaktadirlar. Bu metotla transkripsiyon
aktiviteleri, promotor ekspresyon seviyeleri ve protein sentezlerini de igeren metabolik
olaylar1 degerlendirmek miimkiin olmaktadir. Floresan proteinleri ile monitorize edilebilen
bir diger fenomen ise hiicresel c¢esitliliktir. Hiicresel c¢esitlilik, popiilasoynun strese
dayanikliligini arttirdi§indan ve yiiksek verimde {iriin iireten hiicrelerin eldesini miimkiin
kildig1 sebebi ile mikrobiyal hiicre fabrikalarin olusturulmasinda kritik 6nem tasir (11, 12,
19-22, 27). Hiicresel ¢esitlilikle beraber protein katlanmalarini ve stabilitelerini
gozlemlemek amaci ile de floresan proteinlerden markor olarak yararlanilmaktadir. Bunun
icin en cok tercih edilen markor floresan proteinler yesil ve kirmizi floresan proteinleridir
(Sekil 2.2.). Bu sayede yiiksek verimlilikte protein iiretebilen mikrobiyal hiicre fabrikalari
secilmesi hedeflenmektedir. Bir indikatdre bagli olarak yiiksek veya diisiikk miktarda
eksprese edilen floresan proteinler ortama eklenen stres faktorlerinin fenotipik heterojenite
tizerindeki ve evrimsel etkilerini 6l¢gmek i¢in kullanilabilmektedirler (Sekil 2.3.). Bu veriler

ile baz1 spesifik sistemler igin optimal sentetik devreler ve kosullar kaydedilmektedir (11).
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Sekil 2.2. Kirmizi ve yesil floresan proteini ile fenotipik heterojenitenin modellemesi (23)

Stres uygulanmadiginda

B -
B

Stres uygulandiginda

Sekil 2.3. Stres varliginin fenotipik etkisinin kirmizi floresan proteini ile monitorize
edilmesi (22)

Bu tez caligmasinda pET28a vektor plazmidine daha once aktarilmis GFP geni, ayni hiicre
icerisindeki pACYC184 plazmid vektdriine aktarilmig T7 geni kontroliinde IPTG ile

indiiklenmigstir. Her iki plazmid vektdriine sahip olan hiicrelerde IPTG ile indiiklenen T7



promotorii kontroliinde GFP ekspresyonu gerceklestirilmis ve gozlemlenen fenotipik

heterojenite analiz edilmistir.

2.3. MIKROBIYAL HUCRE FABRIKALARI VE REKOMBINANT PROTEIN
URETIMI

Mikrobiyal hiicre fabrikalar1 bilimsel arastirmalarda, sentetik kimyasallarin, endiistriyel ve
farmasotik proteinlerin, antimikrobiyal ajanlarin ve benzer bilesenlerin {iretilmesinde
kullanildigindan biyoteknolojik uygulamalar arasinda 6zel bir yere sahiptir (26). Heterolog
protein iiretimi i¢in hiicre fabrikalarin olusturulmasinda kullanilmak iizere kurgulanan
hiicrelerin giirbiiz, yiiksek biyokiitle ve verime sahip olmalarinin yaninda {irettikleri
peptidlerin fonksiyonel ve ¢Oziiniir nitelikte olmalar1 biiyiik 6nem tasir (11). Heterolog
protein liretiminde amag¢ mikrobiyal hiicre fabrikalari olusturarak diisiik maliyetle ve kisa
zamanda yliksek verimlilikte protein veya diger bilesenleri elde etmektir. Gegmiste protein
eldesi icin ancak diisiik miktarlarda saflagtirilmis protein elde edilebilen kilolarca hayvan
ve bitki dokularmmin ya da biyolojik sivilarinin kullanimi yerini, giiniimiizde diisiik
maliyeti, hizli olmasinin ve kolay manipiile edilebilmesinin avantaji ile mikrobiyal hiicre
fabrikalarinda rekombinant protein {iretimi ve saflastirilmasina birakmistir (2). Yiiksek
verimde mikrobiyal hiicre fabrikalar1 iiretebilmek adina kurulan sentetik devreler ve
uygulanan kosullar BioBrick ve ePathBrick gibi bazi veri bankalarinda depolanmaktadir.
Boylece fonksiyonel sentetik devreler ve optimizasyon kosullar1 bilim diinyasi ile
paylasilmaktadir (11). Istenilen &zelliklere sahip hiicre bankalar1 olusturulurken
ifadelenecek gen her ne kadar rasyonel tasarimlarla hiicreye aktarilmis olsa da hiicre
bankalarinin istenilen ozelliklerde olusturulmasi biiyiik Olgiide evrimsel siirecler ile
miimkiin olmaktadir (5, 8, 25). Rekombinant protein tiretimi basit bir anlatimla tiretilmesi
hedeflenen proteini kodlayan ilgili gen bolgesinin uygun vektore aktarilip yine uygun bir
hiicreye aktarilmast ve bu hiicrede ilgili protein iiretiminin yapilmasidir. Hiicreler bazi
durumlarda kendilerini koruyacak ozellikleri kazanmak ftizere evrimlesirler (19, 25).
Hiicrelerin izledigi bu strateji, rekombinant protein eldesinde hedef geni alan hiicreleri
se¢mek i¢in hiicreye transforme edilen plazmide uygun olarak besiyeri igerisine antibiyotik
gibi secici materyaller ekleyerek sik¢a kullanilir. Hedef geni alan hiicrelerin se¢iminin
ardindan hedef proteinin heterolog olarak yiiksek verimde {iireten mikrobiyal hiicre

fabrikalarmin tretilmesi gelir (9, 14). Giiniimiizde heterolog protein eldesi i¢in en ¢ok



tercih edilen mikroorganizma E. coli’dir. E. coli, her ne kadar uzun yillardir galisilan, iyi
bilinen bir mikroorganizma olsa da yiiksek verimde rekombinant protein elde etmek igin
optimizasyon ¢aligmalar1 hala siirmektedir. Sik¢a basvurulan bir yontem olarak sentetik
devrelerin kurulmasi1 metabolik yolaklar1 kontrol etmeyi ve kurulan genetik devreye
bagimli hedef protein iiretilmesini miimkiin kilmaktadir (5, 10). Mikrobiyal hiicre
fabrikalarinin zorlu kosullari tolere edebilecek 6zellikte olmalari iiretilen heterolog protein
acisindan 6nem kazanmaktadir (1, 2, 4-6, 8, 10, 14, 17, 18, 20, 23, 24, 26). Mikrobiyal

hiicre fabrikalarinin se¢ilmesi ve iiriin eldesi Sekil 2.4.’te gdsterilmistir.
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Sekil 2.4. Mikrobiyal hiicre fabrilalarinin se¢ilmesi ve tiriin eldesi (10)

T7 EKSPRESYON SISTEMi iLE REKOMBINANT PROTEIN URETIiMi

Mikrobiyal hiicre fabrikalarinda rekombinant protein liretimi molekiiler biyolojide en ¢ok
ilgi gbren, popliler, devrim niteliginde bir uygulamadir. 1990’larda rekombinant protein
tiretimi i¢in en uygun susu bulmak iizerine yapilan ¢alismalarda birgok E. coli susu
denenmis ve B hiicre hatti bu amag i¢in en uygun hat olarak se¢ilmistir. B hiicre hattinin
genom analizinin yapilmasi, heterolog protein iiretiminde kullanilabilecek fenotiplerin
molekiiler anlamda anlasilmasini saglamistir. Bu ¢alismalar sonucunda E. coli BL21 (DE3)
susu en uygun sus olarak segilmistir (6). E. coli BL21(DE3), susu Barbara A. Moffatt

tarafindan modifiye edilmistir. Bu sus igerisine bacteriyofaj A kaynakli laktoz varliginda



indiiklenebilen lacUV5 promotorii  kontrolinde T7 RNA Polimeraz iiretimi
gerceklesmektedir. Bu viral DNA’ya bagimli T7 RNA Polimeraz enzimi ise 6zgiil oldugu
T7 promotdr dizisine baglanarak giiclii transkripsiyonel aktivite gostermektedir. Lac-
repressor (Lacl) diizenleyici bir transkripsiyon faktoriidiir, ortamda bir indiikleyici
olamadiginda lac operonundaki operatorlere baglanarak T7 RNA Polimeraz’in ve ilgili gen
bolgesinin ifadesini engeller. indiikleme sirasinda Lacl-tetrameri allolaktoz ya da
analoglarindan birine baglanarak operator bolgeleri serbest birakir ve T7 RNA Polimeraz
transkripsiyon ve translasyonu gerceklesir (Sekil 2.1.). indiiksiyon i¢in hiicrede metabolize
edilmediginden IPTG altin standart olarak kullanilir (30). Hiicre IPTG’yi metabolize
etmediginden stabil ve gii¢lii indiikksiyon saglanmis olur (2). Bu sistemde protein
indiiksiyonunun kontrol altina alinmasi ile yiiksek segicilikte protein iretilir. Hem E.
coli’nin hem de entegre edilen gen bolgesinin ve indiikleme metodunun rekombinant
protein iiretimi icin sik¢a tercih edilen bir strateji olmasina ve uzun yillardir {izerinde
calisilmis, iyi anlasilmis bir sistem olmasina ragmen halen fonksiyonel protein iiretiminde
aksaklik ve basarisizliklar yasanmaktadir. Bu sebeple E. coli’de protein iretimi

optimizasyon ¢alismalar1 devamli olarak stirmektedir (4, 6, 31).
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2.4. DENEY TASARIMI

Heterolog protein iiretimi birgok faktorii iceren ve bunlardan etkilenen bir siiregtir. Bu ¢ok
faktorlii siirecte tekrarlanabilir optimal iiretim kosullarinin belirlenmesi i¢in deney tasarim
metotlar1 sikca kullanilmaktadir. Deney tasarim metotlar1 kisa zamanda, diisiikk maliyetle
ve yiksek verimde {iriin eldesi i¢in gereken faktorleri ve faktorlerin birbirleriyle olan
iliskisini belirlenmesini saglamaktadir. Boylece deney tasarimi metotlar1 olast hatalar1 ve

gereken deneme sayilarini minimize etmektedir (33, 34).
PLACKET-BURMEN TASARIMI

1946 yilinda Plackett ve Burman tarafindan iki seviyeli kismi faktoriyel tasarim olarak
tasarlanan bu tasarim ‘“Hadamard Matriks tasarimi” olarak da bilinmektedir. Kismi
faktoriyel dizaynlarda faktor ve deneme sayilarinin minimum sayida tutulmasina gerek
yoktur. Ozellikle optimizasyon deneylerinde onemli faktorleri belirlemek amaci ile tam
faktoriyel tasarimlardan oOnce kullanilmaktadir. Plackett-Burman tasarimlarinda tiim
faktorlerin yer aldig1 kombinasyonlar deney seti olarak listelenir ve tiim kombinasyonlar
arasindan en onemli faktorler boylece segilmektedir. Bu tasarimda eksik olan ise faktorler
aras1 etkilesimdir. Bu eksikligi yanit yiizeyi olusturma yetisine sahip olan 3 seviyeli bir

kismi faktoriyel tasarim olan Box-Behnken tasarimi tamamlar (33, 35).
BOX-BEHNKEN

Box ve Behnken'in 19601 yillarda gelistirdigi bu yontem, 3 seviyeli kismi faktoriyel
tasarim olarak Box ve Behnken tarafindan gelistirilmis ve yanit yiizeyi analizinin
yapilmasina olanak saglayan istatistiksel bir yontemdir. Bu tasarimda Plackett-Burmen
tasarimindan elde edilen en etkili faktorlere yiiksek orta ve diisiik seviyeler atanir ve deney
matrisinde kullanilacak kombinasyonlar bu seviyelerin en optimal sekilde kullanilmasi ile
olusturulur. Bu sayede en optimal deney kosullar1 belirlenerek etkili bir deney matrisi
kurulmug olur. Boylece deney sayisi azalmis ve elde edilen sonuglar giiven kazanmistir

(33, 36).
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KLONLAMA, VEKTOR SECIMi VE TRANSFORMASYON

Rekombinant protein iiretim stireci, hedef proteinin veya proteinlerin transle ve transkripte
oldugu bir ya da daha fazla gen bolgesinin birbirleriyle ligasyonunun uygun, yabanci bir
konakg1 hiicreye aktarilmasi ve vektorler tizerindeki gii¢lii promotorlar yardimiyla hedef
gen lrlniiniin ifadelenmesi ile sekillenmektedir. Molekiiler klonlama metotlar1 akilct bir
deney tasarimi ile baglar. Hedeflenen genler giiclii bir promotdriin altinda eksprese
edilecek sekilde klonlanarak hedef proteinin ifadesi saglanir. Iyi bir klonlama igin tastyic
vektorler lizerlerinde ribozom baglanma bolgeleri, kontrol elementleri, antibiyotik direng
kaseti, replikasyon orijinleri, klonlamaya olanak saglayan restriksiyon endoniikleaz kesim
bolgeleri ve giiclii promotdrler bulunmaktadir. Tiim bunlar hiicredeki regiilasyon diizeninin
bir pargasidir ve bu diizen mekanizmasi hiicrenin enerjisini etkili bir sekilde kullanarak
protein eksprese etmesini saglamaktadir. Fakat bir proteinin ekspresyonu sadece iyi bir
klonlama tasarimina bagli degildir. Promotor sec¢imi, ekspresyon vektorlerinin kopya
say1st, coklu klonlama bdlgesi, antibiyotik direng kaseti, pET ekspresyon sistemleri gibi
bazi1 6zellikler de protein tiretimini etkilemektedir (15, 37, 38). Lac operonununa ek olarak,
E. coli BL21 (DE3) ikinci bir diizenleyici sisteme sahiptir. cAMP-CRP kompleksi lacl
promotorii baglangic bolgesinde yer alan CRP baglanma bodlgesine baglanir. Bu baglanma
lac promotorunun transkripsiyonunu baslatir. Bir indiikleyici varliginda CRP baglanma
bolgesine baglanamaz ve lac promotorunun aktifligi dramatik bir sekilde diiser. Lac
promotoriiniin lacl ve CRP ile ikili kontrolii maksimum baskilamay1 saglamis olur. Bu
mekanizmalara birgok enzim ve faktor de dahil olur. Baz1 durumlarda yabanci bir proteinin
salgilanmasi, {Uretilmesinden daha verimlidir. B hiicreleri T2S salgi sistemi
baridirdigindan diger hatlardaki hiicrelerden daha fazla protein salgilar. Bu 6zelligi ile de
rekombinant protein iiretimi i¢in daha avantajli bir konumdadir (7). Bu tez ¢alismasinda
ilgili iki gen bolgesi iki farkli plazmide klonlanmistir. Kullanilan iki plazmid birbirlerinden
farkli antibiyotik direng kasetleri icermektedir. Her iki gen bolgesi de plazmid vektorlerine
Seamless Ligation Cloning Extract (SLICE) metotu ile klonlanmistir. Konvansiyonel
klonlama yonteminde plazmid vektorii restriksiyon endoniikleaz enzimi ya da enzimleri ile
kesilerek restriksiyon enzimine 6zgii DNA dizilerinden DNA’nin fosfodiester baglarimi
keserek DNA {izerinde yapiskan uclar (sticky ends) veya kor uglar (blunt ends)
olusturmaktadir. Daha sonra bu uglar1 klonlamaya hazir hale getirmek icin DNA’nin 3’ ve

5’ uglarma PZT ile DNA dizileri eklenir. Cogaltilan insert DNA ile plazmid vektore ait
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DNA pargalart DNA ligaz enzimi ile bir araya getirilmis olur (Sekil 2.2.). Bu tez
caligmasinda da konvansiyonel klonlama metotu kullanilmis, bdylece insert, plazmid
vektor igerisinde klonlanmustir (39, 40). Daha sonra SLiCE iirtinleri E. coli DH5a ve
HMEG63 suslarina transforme edilmis ve uygun antibiyotikli besiyerlerinde pozitif
transformantlar secilmistir. Segilen koloniler daha sonra farkli miktarlarda IPTG ile

indiiklenerek T7 promotorii kontroliinde GFP ekspresyonlarindaki fenotipik heterojenite

gozlemlenmistir.
> . <« Lo P
| |
P(lZR PCl:R
Gen Gen
H H
- -
‘ Vektér ' ‘ Vektor ’

| VEYA

SLIiCE ‘ VV )
Vektor
|

l SLiC E

Gen Gen

( Rekombinant ) ( Rekombinant )

Sekil 2.6. SLICE metotu ile klonlama (40)

2.4.1.1. T7 RNA POLIMERAZ GENIi

T7 Polimeraz geni RNA Polimerazlar arasinda en iyi calisilmis ve analiz edilmis
genlerdendir. Giirbiizliigii ve promotor spesifik tiretimi saglayan T7RNAP bu 6zellikleri ile
in vivo gen ekspresyonu i¢in ¢ok kullanighdir. Bu promotdr kendi kendini limitleme
ozelligindedir. E. coli’de lac operatorii kontroliinde IPTG ile indiklenen T7RNAP
ekspresyon sistemi kontrollii bir sekilde protein eksprese eder (4, 31, 41). Bu tez
caligmasinda T7 RNA Polimeraz geni spesifik primerlerle PZT ile E. coli BL21 susu
kromozomal DNA’sindan 3294 baz ¢ifti uzunlugunda ¢ogaltilarak elde edilmistir. T/ RNA
polimeraz geni SLICE klonlama ile E. coli DH50 ve HMEG63 suslarina klonlanmustir.
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2.4.1.2. YESIL FLORESAN PROTEIN GENI

Heterolog protein iiretimi optimizasyonu ve kantitasyonu c¢aligmalarinda farkli renklerde
floresan 1s1ma veren protein kullanimi yaygindir. Floresan proteinleri genellikle deniz
canlilarindan ve boceklerden karakterize ve elde edilmistir. GFP geni, Aequorea victoria
olarak adlandirilmis deniz anasindan amplifiye edilmistir. UV 1s18ina maruz birakilan GFP
geni igeren hiicreler yesil floresan 151k yayarlar (42, 43). Bu g¢alismada Yesil Floresan
Proteini (GFP) daha once klonlandig1 pET28a plazmid vektorii DHSo ve HMEG63 suslarina
transforme edilerek kullanilmistir. Calisma kapsaminda GFP, T7 promotorii kontroliinde
IPTG ile indiiklenerek kontrollii bir sekilde ifade ettirilmis ve fenotipik heterojenitenin

analizi saglanmistir.

2.5. FERMANTASYON KOSULLARININ OPTIMiZASYONU

Stokastik gen ekspresyonunun indiiklenmesi i¢in hiicrelerin yasam sartlarinin zorlasmasi
ve onlar1 degisime zorlamasi gerekmektedir. Bu tiir bir stresi saglamak ve fenotipik
heterojeniteyi indiiklemek i¢in, mikroplaka kuyularinda besiyeri ortaminda bulunan besin
maddeleri deney tasarimda kurgulanan matrise uygun olarak farkli oranlarda eklenmistir.
Bu tez ¢alismasinda ¢ok sayida faktorii isleyen kismi faktoriyel tasarimi olan Plackett-
Burmen tasarimindan yararlanilmistir. Bu metotla uygulanan faktorler arasindan en etkili
faktorler belirlenmistir. Ancak bu tasarim faktorlerin birbirleriyle olan iligkisini ortaya
koymak agisindan yetersiz kaldigindan, bu eksiklik yanit yiizeyi olusturma yetisine sahip
olan 3 seviyeli bir kismi faktoriyel tasarim olan Box-Behnken tasarimi ile tamamlanmistir.
Bu tasarimda Plackett-Burmen tasarimindan elde edilen en etkili faktorlere yiiksek orta ve
diisiik seviyeler atanmig, deney matrisinde kullanilan kombinasyonlar bu seviyelerin en
optimal sekilde kullanilmasi ile olusturulmus ve faktorler arasi etkilesim analizi i¢in Box-
Behnken Metodu kullanilarak yanit yiizeyi elde edilmistir (36). Kullanilan faktorler, en

yiiksek ve diisiik seviyeleri ile Cizelge 2.1°de verilmistir.
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Cizelge 2.1. Besiyeri Faktorleri En Diisiik ve En Yiiksek Miktarlar

Gliserol %0- %0.8
IPTG 0.1mM - 2mM
Etanol %0-%3
Kanamisin 25 ng/mL
Oksitetrasiklin 20 ng/mL

Baz Besiyeri (Maya 6ziitii-Tripsin karigimi) %1- %3
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3. GEREKCE VE AMAC

Heterolog protein iiretimi hem aragtirmalarda kullanilmast hem de iiriin eldesi igin
biyoteknolojik uygulamalarda ¢ok yiiksek dnem tasimaktadir. Heterolog protein {iretimi
ileri molekiiler genetik miihendisligi ve biyoteknolojik uygulamalar kullanilarak hedef
proteinin akilct sentetik devrelerin yabanci bir hiicrede kurulmasi ile eksprese
ettirilmesidir. Farkli hedef proteinlerin iiretilmesi i¢in farkli sentetik devre ve fermantasyon
kosullarina ihtiya¢ duyulmakta oldugu yapilan caligmalarda saptanmistir. Heterolog
protein iiretiminde en ¢ok tercih edilen organizma, genetik yapisi ve hiicresel isleyisi 1yi
bilinen E. coli’dir. Uzun yillar calisilmasma karsin, yiiksek verimde heterolog protein
eldesi i¢in en uygun fermantasyon kosullart ve sentetik devre bilinmemektedir (8).
Heterolog protein iiretiminde amag¢ mikrobiyal hiicre fabrikalar1 olusturarak diisiik
maliyetle ve kisa zamanda yiiksek verimlilikte protein veya diger bilesenleri elde etmektir
(9, 17, 26). Bu amag yiiksek verimli hiicre fabrikalarmin evrimlestirilmesi ve yiiksek
verimde protein iireten hiicre bankasi olusturma ihtiyacin1 dogurmaktadir. Hiicreler stabil
formlarin1 evrimsel siire¢ icerisinde hayatta kalma sansini arttiracak gen regiilasyonlarini
devam ettirerek alirlar. Mevcut kosullara uyumluluk. saglayarak hayatta kalma ihtimalini
arttirmak iizere stokastik olarak gerceklesen gen ekspresyonlari, evrimin Onemli bir
pargasidir (5, 10). Stokastik gen ekspresyonu sonucu izogenik hiicrelerde gozlenen
fenotipik heterojenitenin bazi bireylerin stres kosullarinda hayatta kalma sansini arttirdigi
yapilan g¢alismalarda raporlanmistir (9, 14, 16, 18, 20). Baz1 ¢alismalar artan fenotipik
fluktuasyonun artan evrimlesme hizi ile iligkisini gostermektedir (8, 16, 18). Rekombinant
protein lireten mikrobiyal hiicre fabrikalar1 hem heterolog protein iiretiminin hem de
fermantasyon siirecinde maruz kaldiklar1 ortam kosullarmin getirdigi stres ile artmis
fenotipik heterojenite ve mutasyon hizlarini indiikleyerek popiilasyonun yeni bir “fitness”
durumuna adapte olmasi ile sonuglanabilmektedir. Heterolog protein iiretimi i¢in hiicre
fabrikalarin olusturulmasinda kullanilmak {izere kurgulanan hiicrelerin giirbiiz, yiiksek
biyokiitle ve verime sahip olmalarmmin yaninda irettikleri peptidlerin fonksiyonel ve
¢Oziinlir nitelikte olmalar1 biiylik Onem tasir. Bu Ozelliklere sahip hiicre bankalari
olusturulurken ifadelenecek gen her ne kadar rasyonel tasarimlarla hiicreye aktarilmis olsa
da hiicre bankalariin istenilen 6zelliklerde olusturulmasi biiyiik 6lciide evrimsel siirecler

ile miimkiin olmaktadir (8, 9, 14). Bu olgularin ¢alisilmasinda en sik kullanilan hiicre olan
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E. coli hiicrelerinde rekombinant protein eldesi amaciyla kullanilmak {izere sik¢a tercih
edilen sistemlerden biri pET sistemidir. Bu sistemde laktoz varliginda indiiklenebilen
lacUVS5 promotorii kontroliinde T7 RNA Polimeraz iiretimi ger¢eklesmektedir. Bu viral
DNA’ya bagimli T7 RNA Polimeraz enzimi ise 6zgil oldugu T7 promotor dizisine
baglanarak gii¢lii transkripsiyonel aktivite gostermektedir (4, 6). Giiglii promotdrlerin
hiicreye getirdigi metabolik yilikler sonucunda hiicrelerde stres yaniti gelisir.
Gergeklestirmis oldugumuz 6n c¢alismalarda, T7 promotorii kontroliinde heterolog
rekombinant protein (yesil floresan protein) ifadeleyen E. coli hiicre fabrikalarinin, bu
proteinin ifadesi yoniinden fenotipik heterojenite gosterdigini gozlemledik. Bu tez
calismasinda T7 promotorii kontroliinde yesil floresan protein lireten ArecA ve AmutS
genotipe sahip E. coli hiicre fabrikalari elde edilmistir. Bu hiicrelerin diisiik ve yiiksek
heterolog rekombinant protein ifade heterojenitesi gostermek iizere indiiklendikleri
fermentasyon kosullar1 optimize edilmis ve bu kosullar ile pasajlar boyunca indiiklenen
kiiltiirlerin proteomik ve genomik parmak izi profillemesi yapilarak adaptasyon siireci
degerlendirilmistir. Boylece, genetik olarak stabil ArecA bakteriler ile nokta mutasyonlar
gelistirmeye yatkin AmutS hiicre fabrikalarinin adaptasyon hizlar1 karsilastirilmistir. Bu
tezde farkli fermantasyon kosullar1 ile indiiklenen hiicrelerin diisiik ve yiiksek heterolog
rekombinant protein ifade heterojenitesi gosterdigi kosullart saglayan onemli faktorler
Plackett- Burmen ile belirlenmis ve yanit yiizeyleri Box- Behnken tasarimi ile toplanmustir.
Bu tez, uzun yillardir aragtirilan stokastik gen ekspresyonunun evrimsel siiregteki yerinin
anlasilmasina katki saglayabilir. Biyoteknolojik uygulamalarda yaygin bir sorun olarak
karsilasilan zor proteinlerin iiretimi ve yliksek verimde heterolog protein eldesi bu tez
caligmasinda yaratilan stresler ve organizmanin bu streslere verdigi yanitlar baz alinarak
farkli yaklagimlarla saglanabilir ve arttirilabilir. Elde edilen bulgular sonucunda fenotipik
heterojenitenin optimizasyonu saglanabilir ve c¢aligmada uygulanan metotlar istenilen
Ozelliklerde hiicre bankalar1 evrimlestirmekte kullanilabilir. Bu tez ¢alismasinda fenotipik
heterojenitenin diisiik ve yiiksek diizeyde ifade buldugu kiiltiirlerde iiretilen rekombinant
protein iiretiminin bu hiicrelerdeki evrimsel hiza etkisinin aragtirilmasi amaglanmistir. Bu
calisma farkli genotipteki hiicrelerde evrimsel siirecin anlasilmasi ve yiiksek verimde

heterolog protein elde etmek {izere kullanilmas1 agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir.
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4. MATERYAL VE YONTEM
41. MATERYAL

Bu tez galismasinda Escherichia coli BL21(DE3), E. coli DH5a ve E. coli HMEG3 suslari
kullanilmistir. Yapilan 6n g¢alismalarda pET28a GFP iceren BL21 susu kullanilmis ve
Plackett-Burmen tasarimi ile R Studio’da tasarlanan matris ile belirlenip besiyerine
eklenen faktorlere karst Box-Behnken tasarimi ile yanitlar toplanmig ve en dnemli faktorler
belirlenmistir. Markor olarak kullanilan GFP {iretiminin segilen hiicrede indiiklenmesi igin
gerekli TTRNAP geni E. coli BL21 susu kromozomal DNA’sindan PCR ile ¢ogaltilarak
elde edimistir. Devreyi tasimasi i¢in pACYC184 plazmidi izole edilmis ve EcoRI enzimi
ile ligasyon islemi gergeklestirilmistir. Saflastirilan T7RNAP PCR f{iriinii, linearize edilmis
saf pACYC184 plazmidine SLICE yontemi ile klonlanmistir. Hiicrenin GFP eksprese eder
hale gelebilmesi i¢in pET28a_ GFP igeren E. coli BL21 susundan pET28a GFP plazmidi
izole edilmis ve T7TRNAP geni iceren pACYC184 plazmidi ile DH5a ve HMEG63 suslarina

ko-transforme edilmistir.
ON CALISMA

Bu tez calismasinda mikroorganizmalara stres uygulanarak fenotipik heteronejnite elde
edilmesi amaglanmistir. Belirlenen stres faktorlerinin  hiicre {izerindeki etkisini
gbozlemlemek ve faktorlerin kullanilabilirligini 6l¢mek icin 6nceden transforme edilmis -
80°C’de %50 gliserollii 2 xYT igerisinde saklanmigs pET28a plazmid vektoriine entegre
GFP genini iceren BL21 hiicresi kullanilmistir. Yapilan calismada BL21-GFP1.1 hiicreleri
50 pg/ml Kanamisin igeren 10 ml 2xYT igesinde 37°C’de bir gece inkiibe edilmistir. Elde
edilen kiiltiir ODgoo=4.5 olarak oOl¢iilmiistiir. 1 ml hiicre kiiltiirden alinarak ependorfa
aktarilmis ve 6000 k x g’de 3 dakika santrifiij edilmistir. Tiipteki besiyeri temizlendikten
sonra elde edilen pellet 900 ul 1x PBS ile resiispanse edilmistir. Elde edilen siispansiyon
ODg00=0.05 olacak sekilde deney matrisine eklenmistir (Ek-1). Deney matrisinde
kullanilan baz besiyeri ve tampon c¢ozelti Cizelge 4.1.°de verilmistir. Yapilan c¢alisma
sonucu faktorlerin izogenik hiicrelerde fenotipik heterojenite yaratmakta basarili oldugu

goriilmiis ve tez calismalarinda kullanilmislardir.
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BiYOKUTLE OLCUMU

Biyokiitle dl¢iimleri 595 nm’de optik yogunluk o6l¢iimii ile gergeklestirilmistir. Agilent
Technologies 8453 UV-visible sprektrofotometre cihazi kullanilmistir. Olgiimden 6nce

steril 2 x YT olgiilerek referans Ol¢iim olarak tanitilmstir.

REKOMBINANT PROTEIN URETIMI iCIN BAKTERI SUSU VE VEKTOR
SECIiMi

Bu tez calismasinda deneysel evrim ve rekombinant protein liretiminde sik¢a tercih edilen
Esherichia coli bakterisinin farkli suglar1 kullanilmistir (27, 30). GFP gen boélgesi iceren
pET28a plazmidi izolasyonu i¢in E. coli BL21 susu, kurulan sentetik devreleri tagimasi
i¢in ise E. coli DH5a ve E. coli HMEG63 suslar1 kullanilmistir. Heterolog GFP iiretiminde
bakteriyel pET ekspresyon sisteminden yararlanilmigtir. Bakteriyel pET sistemlerinde
laktoz varliginda indiiklenebilen lacUVS promotdrii kontroliinde T7 RNA Polimeraz
tiretimi gerceklesmektedir. Bu viral DNA’ya bagimli T7 RNA Polimeraz enzimi ise 6zgiil

oldugu T7 promotor dizisine baglanarak giiclii transkripsiyonel aktivite gostermektedir.

Escherichia coli DH5a.

DH5a0 laboratuvarlarda en sik kullanilan E. coli susudur. E. coli’'nin homolog
rekombinasyonlara olan yatkinlig1 daha onceki ¢aligmalarda gosterilmistir. Bu yatkinligin
sebebi onarimda rol alan en Onemli bakteriyel rekombinasyon proteinlerinden RecA
proteinini icermesidir. Igerdigi bu protein ve benzer mekanizmalari nedeniyle genetik
olarak stabil bir sustur (44). Bu tez c¢alismasinda stabil genotipteki bir bakterinin

adaptasyon hizinin incelenmesi i¢in kullanilmstir.
Esherichia coli HMEG3

Rekombinasyon sirasinda gergeklesen hatali eslesmelerin tamirini MutS proteini {istlenir.
HMEG63 susu MutS mutant bir sustur. Bu mutasyonu sebebiyle genetik mutasyonlara acik
bir genotiptedir (45). Bu tez calismasinda mutasyona yatkin genotipteki adaptasyon hizinin

incelenmesi i¢in kullanilmistir.
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pET28a-GFP

Bu tez c¢alismasinda, laboratuvarda daha Once tiretilmis olan pET28a-GFP plazmidi
kullanilmistir. Bu plazmid DH50 ve HMEG63 hiicrelerine pACYC184-T7RNAP plazmidi
ile Kko-transforme edilmistir. Bu sayede T7 promotoru kontroliinde GFP iiretimi

saglanmustir. Igerdigi kanamisin diren¢ kaseti sayesinde plazmidi alan koloniler segici

besiyerinde elde edilmistir.
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(3980 .. 4008) pBR3220ri-F B A‘,’,Sa'}o?llgséﬁgs‘”
(3848) Pl
(3738 .. 3755) L4440

(3732) BspQI - SapI
(3636 .. 3655) pRS-marker

(3619) BstZ171
(3503) PIFT - Tth1111 \ \
(3473 .. 3495) pGEX PshAI (2592)
\_ BglI (2811)
(2854) PpUMI FspI - FSpAI (2820)

p

"\, BssHII (2158)
EcoRV (2127)
Hpal (2252)

Sekil 4.1. pET28a-GFP plazmid vektoriiniin genetik haritasi

pACYC184

Bu calismada p15a replikasyon orijinli diisiik kopya sayili (hiicre basina 15 kopya) 424 bp
uzunlugundaki pACYC184 vektor plazmidi kullanilmistir. ECoRI enzimi ile kloramfenikol
direnc kaseti bolgesinden kesilmis ve bu bolgeye T7 RNA Polimeraz geni eklenmistir. Bu
plazmid DH5a ve HME63 hiicrelerine pACYC184-T7RNAP plazmidi ile ko-transforme
edilmistir. Bu sayede T7 promotoru kontroliinde GFP iiretimi saglanmistir. Icerdigi

tetrasiklin diren¢ kaseti sayesinde plazmidi alan koloniler secici besiyerinde elde

edilmistir.
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(4232) BsrDI EcoRI (i)

(2245} Ncol

(2823) Scal

(2821) Tatl . |

(3782) BaeGI - Bmel5801
(3702) DrdI - PFIFI - Tth111I _
) BstZ17I (538)

[361%) Btsal “ _ XmnI (639)

(2553) Bsu36I -/
(3542) Bell * .—"’

- Pfol * (788)

(2446) BsaBI * __ ff \ -
W - SacIl (s25)

— BssSal (350)

(320%) AhdI - pACYC184

4245 bp

(2521) BmeT110I — \
{2z20) Aval - BsoBI

_ Asel (1407)

. Xbal (1423
Earl (1453)

" BspDI - Clal (1513)
HindIII (1524)

(254%) BfuAl - BspMI .
(2545) BstAPI =

{2483) Nrul

(2448) PspFI

‘2444}|-,4E:$Yéagr [ BamHI (1370)
(2434) |

Sfcl (1632)
EcoRV (1682}

BspHI ({1524}

_ X ! 1 SphI (2081)
(2146} sall EcoNI (2121)

Sekil 4.2. pACYC184 plazmid vektoriiniin genetik haritasi

BESIYERLERININ HAZIRLANMASI

Escherichia coli DH50 ve BL21 suslar1 iiretimi i¢in 2xYT besiyeri kullanilmistir.
T7RNAP geni igeren pACYC184 vektor plazmidini alan trasnformant se¢imi igin 20
ug/mL final konsantrasyonunda Oksitetrasiklin igeren Lysogeny Broth (LB) kati besiyeri
kullanilmigtir. GFP geni iceren pET28a vektor plazmidini alan transformant sec¢imi igin 50
ug/mL final konsantrasyonunda Kanamisin igeren LB kati besiyeri kullanilmistir. Her iki
plazmidi barindiran hiicrelerin  se¢ilmesinde 20 pg/mL  final konsantrasyonunda
Oksitetrasiklin ve 50 pg/mL final konsantrasyonunda Kanamisin igeren kat1 besiyeri
kullanilmistir. Fenotipik heterojenitenin tetiklenmesinde kullanilan baz besiyeri ve tampon

¢ozeltisi igerikleri Cizelge 4.1.’de verilmistir. Deney matrisi Ek-2’de verilmistir.
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Cizelge 4.1. Hazirlanan Besiyerlerinin Icerikleri

2xXYT

Konsantrasyonlar Hacim

Stok Calisan 250 ML
Tripton toz 16|g/L 4
Maya 8ziitii |toz 10/g | 25(C
NaCl 5000{mM 8,6|mM 0,43|{mL
H20 243,07 |mL

LB OXT20 Kat1 Besiyeri

Konsantrasyonlar Hacim

Stok Calisan 250,000| Ml
Tripton Toz 10,000/ g/L 2,500|C
Maya Oziitii [Toz 5,000|g/L 1,250|C
Agar Toz 15,000/ g/L 3,750|C
NaOH 1.000,000 |mN 1,000 mN 250 (ML
NaCl 5.000,000 |/mM 8,600 mM 430| ML
OXT 200.000,00 |pg/mL | 20,000 |pg/mL 25| kL
H-0 249,295 mL

LB KAN50 Kat1 Besiyeri

Konsantrasyonlar Hacim

Stok Calisan 250,000 |{mL
Tripton Toz 10,000|g/L 2,500|G
Maya Oziitii |Toz 5,000|g/L 1,250|G
Agar Toz 15,000 |g/L 3,750|G
NaOH 1.000,000 | mN 1,000 mN 250|pL
NaCl 5.000,000 {mM 8,600 mM 430|uL
Kan 25.000,00|pg/mL | 50,000|pg/mL 500|pL
H.0 248,820 | mL
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LB OXT20 KANSO Kati1 Besiyeri
Konsantrasyonlar Hacim
Stok Cahsan 250,000 mL
Tripton Toz 10,000 g/L 2,500|G
Maya Oxziitii | Toz 5,000 g/L 1,250|G
Agar* Toz 15,000 |g/L 3,750|G
NaOH 1.000,000{mN 1,000{mN 250|uL
NaCl** 5.000,000|mM 8,600 mM 430|uL
OXT 200.000,00|pg/mL | 20,000 |pg/mL 25(uL
Kan 25.000,00 | pg/mL | 50,000|pg/mL 50 |mL
H-20 249,245 mL
10x Tampon
Konsantrasyonlar Hacim
Stok Calisan 10,000 |uL
Na-Fosfat Tamponu 1.000,00 |[mM 250 mM| 2,500|pL
pH7.2
Glukoz 1.000,00|mM| 27,80|mM 278|uL
MgSO4 1.000,00|mM 5,00l mM 50|l
H3:BO3 100,000l mM| 1,000 mM 200(pL
H.0 6972|pL
Baz Besiyeri
Konsantrasyonlar Hacim
Stok  [Calisan 25,000| Ml
Maya Oziiti Toz 250|mM 3|G
Tripton Toz 27,80\ mM 1,5|G
H.0 23|mL

ESCHERICHIA COLI BL21 NUKLEIK ASIT EKSTRAKSIYONU VE
SAFLASTIRILMASI

T7 RNA Polimeraz geninin eldesi i¢in E. coli BL21 (DE3) susunun kromozomal DNA’s1
izole edilmistir. BL21 (DE3) hiicreleri daha 6nce -80’de stoklanan pelletlerden elde
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edilmis ve Guanidin HCI ile lize edilmistir. Lize edilen hiicreler daha sonra saflagtirma
amaci ile Sodyum asetat ve Kloroform soliisyonu ile voretkslenip santrifiij ile kromozomal
DNA’y1 barindiran pellet ayrilmistir. Elde edilen pellet 600 plL 2-popanol ile
vortekslendikten sonra 13000 x g’de 15 dakika santrifiij edilip once %99’luk, sonra
%70’lik olmak tizere ikiser kez alkol ile yikanmistir. Saflagtirilan DNA, 45 uL 2.5 mM

Tris pHS ile sulandirilarak sonraki ¢aligsmalarda kullanilmistir.

Cizelge 4.2. Kromozomal DNA Lizis Tamponunda Kullanilan Kimyasallar ve Calisan

Konsantrasyonlar1

Guanidin HCI 4 M
Sodyum sitrat pH7 25 mM
Triton X-100 50 uL
B-Merkaptoetanol 3,4 uL
H.0

Sodyum asetat pH 4.6 33,33 uL
Fenol-Kloroform-1AA 500 pL
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Cizelge 4.3. Kromozomal DNA Yikamasinda Kullanilan Soliisyon Kimyasallar1 ve
Miktarlart

EcBL21 Lizis Uriinii 450 pL
Sodyum asetat 50 pL

Kloroform 600 pL
H20 100 pL

EcBL21 Kromozomal DNA izolasyonu

30000
25000
20000
15000
10000

5000

0

R N R
H20 ==@=BL21gDNA

Ornek ng/uL  A260 A280  260/280 260/230

H20 026  -0.005 -0.000 2377 0.6

BL21gDNA 1263.48 25.270 12.405 2.04 2.13

Sekil 4.3. E. coli BL21 kromozomal DNA izolasyonu spektrofotometrik analizi

ESCHERICHIA COLI BL21 KROMOZOMAL DNA’SINDAN T7 RNA
POLIMERAZ GENININ PZT iILE COGALTILMASI

Bu tez caligmasinda sentetik genetik devrenin olusturulmasi i¢in gereken T7 RNA
Polimeraz gen bolgesi, E. coli BL21(DE3) susundan PZT reaksiyonu ile ¢ogaltilmistir.
PZT deneyleri i¢in Phusion Taq Polimeraz™, GC Buffer, MgCl, 25mM (New England
Biolabs), dNTP set (ThermoFischer Scientific) kullanilmistir. Tepkimede kullanilan primer
cifti Cizelge 4.4’te gosterilmistir. PZT firtin boyutu 3294 bp olarak CLC Sequence Viewer
programinda hesaplanmistir (Sekil 7).
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Cizelge 4.4. T7 RNA Polimeraz Gen Bolgesinin Cogaltilmasinda Kullanilan Primerler

I o i T i A | I¥ Sequence Settings
NC_012892 A
. o a52.000 o . o Lock labels
| ! ! ! ! ! Sequence label
NC_012892
690,000 852,000 634,000 856,000 638,000 e >
i i i i i
NC_012892 Annotation layout
700,000 702,000 704,000 705,000 708,000 710,000 Show annotations
NC_012892 Position Next to sequence
712.000 714.000 716.000 718.000 720,000
! ! ! ! ! Offset Little offset
NC_012892
722.000 724.000 728,000 728,000 730.000 732000 Label Stacked v
1 i ] [ 1 ]
NC_012892 Show arrows
734,000 728,000 738,000 740000 742000 Ty
NC_012892 —
N N Restriction sites C
Fixpoint Fixpoint = = =
744,000 748.000 748.000 750.000 752,000 754.000 EE T =
1 1 [ 1 | 1 Find
NC_012892
756,000 758,000 760,000 762,000 764.000 TCTTTCCTTCGAAGGGGATCCG
[ 1 [
NC_012892 : : @ Sequence
768.000 788.000 770,000 772.000 774.000 776.000 » Advanced search parameters
1 1 1 [ 1 |
NC_012892 e
.00 5—:‘I30 782.000 754]393 780.000 Indude translatio
| 1 |
NC_012892 () Position
88.000 780.000 752,000 794,000 756.000 788.000
[ i i i [ 1 Find
NC_012892 v
Text format ]
v
° & E ] b @ — =—F— + @ | Help Save View...

Selection: 749817..753110, size 3.294 <4+—

Sekil 4.4. T7 RNA Polimeraz gen bolgesinin PZT iiriin biytikligi

T7 RNA POLIMERAZ PZT URUNU SILIKA MATRIKS iLE SAFLASTIRILMASI

Polimeraz Zincir Tepkimesi ile ¢ogaltilan T7RNAP reaksiyon sonuucu ortamda bulunan
primer ve diger kalintilarin uzaklastirilmasi maksadi ile silika matriks kullanilarak
saflastirilmistir. Bu amagla 100 pL T7RNAP PZT firiinii, Guanidin HCI igeren 500 pL
baglanma tamponu ¢ozeltisi ile karistirtlmistir (Cizelge 4.5.). Olusturulan sar1 karigim
toplam 500 pL hacminde filtreye yiiklenmistir. Filtre altindaki toplama tiipii ile 5.7000 x g
ile 20 saniye santrifiij edildikten sonra toplama tiipli degistirilmis ve filtre 750 pL yikama
tamponu (Cizelge 4.6.) ile 5.7000 x g ile 20 saniye santrifiij edilerek yikanmistir. Yikama
islemi 3 kez tekrarlanmistir. Yikama isleminden sonra toplama tiipii temizlenip filtre 13000
x g ile 5 dakika santrifiij edilerek filtredeki tiim fazla sivi toplama tiiplinde toplanmustir.
Toplama tiipi temizlenerek filtre ile 5 dakika siire ile 37°C‘lik etiivde kurutulmustur.

Kuruyan filtrenin toplama tipi degistirilerek 60 pl H2OpHS8-Tris-Cl pH8, 2,5 mM
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eklenerek devamli olarak 2000 x g ile 30 saniye, 4000 x g ile 30 saniye, 8000 x g ile 30

saniye ve 12000 x g ile 1 dakika santrifiij edilerek eliisyon islemi tamamlanmugtir.

Cizelge 4.5. Guanidinli Saflastirma Protokolii Baglanma Tamponu Cozeltileri ve

Kullanilan Miktarlar

Guanidin-HCI 8M 312.5 ul
2-propanol %100 150 pl
Bromtimol Mavisi 50x 10 pl
Na-Asetat 3 M 3,33 ul
Plazmid DNA 100 pul
H20 24,17 ul

Cizelge 4.6. Guanidinli Saflastirma Protokolii Yikama Tamponu Cozeltileri ve Kullanilan

Miktarlar1

Tris-ClpH 7.0 59,4 ul
Etanol 4752 ul
H20 1128,6 pl
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4.15. PACYC184 PLAZMID VEKTORUNUN MiDi - PREP ALKALEN LiZzZiS
PLAZMID EKSTRAKSIYONU

PACYC184 plazmid vektoriniin izolasyonu “midi-prep” alkalen lizis metodu ile
saglanmistir. 50 ng/ul OXT igeren 50 mL 2xYT besiyerine 20 pl E. coli inokule edilerek
37 °C’de 180 RPM’de bir gece calkalanarak inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda kiiltiir,
25’er pl hacminde 2 falkona bdliinerek +4°C sicaklikta 5000 x g ivmesi ile 10 dakika
santrifiij edilip ¢oktiiriilmiistiir. Santrifiijden alinan falkondan hem dokiilerek hem de pipet
ile temizlenerek besiyeri uzaklagtirtlmigtir. Daha sonra buz iizerine alinan pellet, yine buz
tizerinde bekleyen 200 ul soguk alkalen lizis I ¢ozeltisi (Cizelge 4.6.) ile resiispanse
edilerek 4 ependorf tiipiine boliistiiriilmistiir. Ardindan tiiplere taze hazirlanmig 400 pl
alkalen lizis II ¢ozeltisi eklenmistir (Cizelge 4.6). Cozeltiler ekledikten sonra tiipler 5 kez
alt ust edilerek nazikg¢e karistirilmistir. Sonrasinda 300 pl alkalen lizis III ¢ozeltisi (Cizelge
4.6.) eklenen tiipler tekrar nazikg¢e karistirtlmis ve 5 dakika buz tizerinde inkiibe edilmistir.
Inkiibayon siiresi sona erdiginde tiipler 13000 x g ivme ile +4°C’de 20 dakika santrifiij
edilmistir. Santrifiijden alinan tiip igerisindeki plazmid DNA'y1 ¢6ziiniir halde barindiran
tist fazdan 600 pl almarak temiz DNase, RNase igermeyen bir tiipe aktarilmig, ayni
hacimde kloroform ile vorteks yardimiyla karigtirllmistir. Ardindan tiipler 13000 X g ivme
ile santrifiij edilmis daha sonra list faz temiz bir tiipe aktarilarak 1:1 oraninda 2-propanol
ile karigtirilmistir. Hazirlanan karisim -20°C sogukta 40 dakika bekletilerek igerdigi
plazmid DNA's1 ¢oktiiriilmiis ve 13000 x g ivme ile 20 dakika santrifiij edilerek pellet
haline getirilmistir. Tiipteki alkol pipet yardimi ile temizlendikten sonra DNA pelleti bir
kez 900 pul %99 (hacim/hacim) etanol ve iki kez de 900 pl %70 (hacim/hacim) etanol ile
yikanmigtir. Yikama basamaklar1 13000 x g ivme ile santrifiij edilip alkol uzaklagtirilarak
tamamlanmistir. Sonrasinda etanoliin kurutularak uzaklastirilmasi igin tiipler 37° C’de
etlivde 30 dakika bekletilmistir. Kuruyan ve opakligini kaybeden pellet 50 pl RNaz’li su
ile ¢coziilmiistiir. ileri asamalarda daha yiiksek miktarlarda plazmid DNA kullanmak iizere
RNaz’l1 su ile ¢oziilen pellet bir diger tiipteki pellet iizerine eklenerek diger pellet de 50 pL

toplam hacimde ¢oziilmiistiir.
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Cizelge 4.6. Alkalen Lizis I, II ve III Cozeltileri ve Calisan Konsantrasyonlari

Alkalen Lizis | Alkalen Lizis Il Alkalen Lizis 11
242.42
Glukoz 50 MM |NaOH |200 mM K-Asetat g/L
Glasiyel Asetik
Tris-Cl pH8 |25 mM | SDS 1% Asit 2M
EDTApH8 |10 mM |H,0O H.O
H,O

SILIKA MATRIKS iLE PACYC184 PLAZMID VEKTORUNUN
SAFLASTIRMASI

Elde edilen plazmid DNA’sinin ileriki reaksiyonlara daha yiiksek verimde girebilmesi igin
Guanidin’li ¢ozelti ile silika filtreden gegirilip yikanmistir. Saflagtirma protokoliine daha
uygun olmasi ve iirliin kaybini azaltmak i¢in elde edilen plazmid DNA-RNaz’li su
cozeltisine 50 pL daha RNaz’li su eklenerek toplam hacim 100 pL yapilmistir. Bu
protokolde kullanilan ¢o6zelti igerigi Cizelge 4.7.’te verilmistir. 100 uL plazmid DNA
iriinii 500 pL baglanma tamponu ¢ozeltisi ile karistirilmistir. Karisim renginin sar1 oldugu
kontrol edilip toplam 500 pL karisim filtreye yiiklenmistir. Filtre altindaki toplama tiipii ile
5.7000 x g ile 20 saniye santriflij edildikten sonra toplama tiipii degistirilmis ve filtre 750
ul yikama tamponu (Cizelge 4.8.) ile 5.7000 x g ile 20 saniye santrifiij edilerek
yikanmistir. Yikama islemi 3 kez tekrarlanmistir. Yikama islemini takiben toplama tiipti
temizlenip filtre 13000 x g ile 5 dakika santrifiij edilerek filtredeki tiim fazla sivi toplama
tiipiinde toplanmistir. Toplama tiipii temizlenerek filtre ile 5 dakika siire ile 37°C‘lik
etiivde kurutulmustur. Kuruyan filtrenin toplama tiipii degistirilerek 81 ul H2OpHS8-Tris-Cl
pH8, 2,5 mM eklenerek devamli olarak 2000 x g ile 30 saniye, 4000 x g ile 30 saniye, 8000
x g ile 30 saniye ve 12000 x g ile 1 dakika santrifiij edilerek -eliisyon islemi

tamamlanmustir.
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Cizelge 4.7. Guanidinli Saflastirma Protokolii Baglanma Tamponu Cozeltileri ve
Kullanilan Miktarlar

Guanidin-HCI 8M 312.5 pl
2-propanol %100 150 pl
Bromtimol Mavisi 50x 10 ul
Na-Asetat 3 M 3,33 ul
Plazmid DNA 100 pl
H20 24,17 ul

Cizelge 4.8. Guanidinli Saflastirma Protokolii Yikama Tamponu Cozeltileri ve Kullanilan

Miktarlar1

Tris-Cl pH 7.0 59,4 ul
Etanol 4752 ul
H20 1128,6 pl

PACYC184 PLAZMID VEKTORUNUN RESTRIKSiYON ENDONUKLEAZ
ENZIMI iLE LINNERIZASYONU

4.1.7.1. EcoRl restriksiyon enzimi ile kesim

SLICE protokoliinde kullanilmak iizere saflastirilan pACYC184 plazmid vektorii 20U/ul
EcoRI restriksiyon endoniikleaz1 ile kesilmistir. Kesim protokoliinde kullanilan
malzemeler Cizelge 4.9.’da verilmistir. Toplam 100 pl’lik reaksiyon tiipinde 10 pl 10
png/ml EcoRI Tamponu, 1 pl 20 U/ul EcoRI, 1 pl 100 pg/ml sigir serum albiimini (BSA), 1
ul 1U/ul Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) karisimina 80,91 pl 110 ng/ul pACYC184
plazmid vektorii eklenerek toplam hacim 100 pl olacak sekilde DNaz-RNaz igermeyen
H2O0 ile hazirlanmustir.
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Cizelge 4.9. pACYC184 Plazmid Vektoriiniin EcoRI Restriksiyon Enzimi ile

Lineerizasyonunda Kullanilan Malzemeler ve Calisan Konsantrasyonlari

pACYC184 8.900 ng
EcoRI Tamponu (ThermoScientific) 1 pg/ml
BSA (ThermoScientific) 1 pg/ml
EcoRI (ThermoScientific) 20U
SAP (ThermoScientific) 1U
H20

4.1.7.2. End-Filling

Bu tez ¢alismasinda EcoRI restriksiyon niikleaz enzimi kullanilmistir. Bu enzimle kesim
sonucu {irtin 5’ ucuna 4 niikleotidlik tek zincirli fazladan ug¢ alarak reaksiyondan
ciktigindan, daha verimli bir klonlama i¢in bu uglar “End-Filling” yontemi ile elimine
edilmistir. End-Filling reaksiyonunda kullanilan malzeme ve calisan konsantrasyonlar
Cizelge 4.10.’de verilmistir. 1,2 ul 10 mM dNTP, 12 pul 10 pg/ml Dream Taq Tampon, 0,6
ul 5 U/ul Taq DNA Polimeraz karisgimina 100 pul 100 ng/ul pACYC184-EcoRI kesim
tirinii eklenmis, toplam hacim 120 pl olacak sekilde DNaz-RNaz igermeyen H20 ile
tamamlanmistir. Reaksiyonu takip eden termal dongii (Cizelge 4.11.) igin Bio-Rad T100

Thermal Cycler cihazi kullanilmastir.
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Cizelge 4.10. End-Filling Reaksiyonunda Kullanilan Malzemeler Ve Calisan

Konsantrasyonlari

dNTP (ThermoScientific) 0.1 mM
Dream Tag Tampon (New England Biolabs) 1 pg/ml
Tag DNA Polimeraz (ThermoScientific) 25U
pACYC184—EcoRI kesim iiriinii 5000 ng
H20

Cizelge 4.11. End-Filling Reaksiyonu Termal Dongii

94°C 60 saniye
55°C 60 saniye
72°C 30 dakika
10°C Sonsuz

4.1.7.3. Kloroform ile saflastirma

Kesim iiriiniiniin saflagtirilmasi i¢in kloroform ile saflastirma yontemi kullanilmistir. Bu
amag ile lirlin Sodyum asetat ve Kloroform soliisyonu ile voretkslenmis, 13000 x g’de 15
dakika santrifiij ile pellet ¢oktiirilmistiir. Elde edilen pellet 600 pl 2-popanol ile
vortekslendikten sonra 13000 x g’de 15 dakika santrifiij edilip ardindan 6nce %99’1uk,
sonra %70’lik alkol ile yikanmustir. Saflagtirilan kesim tiriinii, 30 pl 2.5 mM Tris pH8 ile

sulandirilarak sonraki ¢alismalarda kullanilmistir (Cizelge 4.12).
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Cizelge 4.12. Pacycl84-Ecort Kesim Uriiniiniin Kloroform Ile Saflastiriimasinda

Kullanilan Malzemeler Ve Miktarlari

pACYC184-EcoRI kesim firiinii 120 pl
Sodyum asetat 120 pl
Kloroform 600 pl
2-propanol 600 pl
H20 360 pl

SAFLASTIRILMIS PACYCY184-ECORI KESIM VE T7 RNA POLIMERAZ PZT
URUNLERININ AGAROZ JELDEN KANTITASYONU

Klonlamada kullanilmak iizere elde edilen saf pACYC184 plazmid vektoriiniin ve saf
T7RNAP PZT iriniiniin hangi oranda tepkimeye girecegini belirlemek igin iriinlerin
konsantrasyonlarmin bilinmesi gerekmektedir. Uriinler 1.6% (W/Vv) agaroz jele yiiklenerek
sabit 65 V olarak yiiriitiilmiistiir. Jel hazirlama ve yiiriitme tamponu olarak 50 x stoklu tris
— asetik asit — EDTA (TAE), 1 x olarak kullanilmistir. (Cizelge 4.13) Biorad VersaDoc
Imaging System™ ve PDQuest 2-D™ yazilimi kullanilarak alinan jel goriintiisiic Gel
Analyzer programi ile analiz edilerek iriinlerin konsantrasyonlari belirlenmistir. Analiz
esnasinda kontrol icin onceden konsantrasyonu dogrulanmis pdV2-1 PZT saf {iriinii
kullanilmistir. Uriinlerin jele yiiklenme miktarlar1 Cizelge 4.13.’te verilmistir. Agaroz jele

yiiklenen iirlinler, yiikleme dncesinde 2 pl %30’luk 6x Yiikleme Taponu ile boyanmustir.
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Cizelge 4.13. Agaroz Jel Elektroforezinde Kullanilan Tampon Stok Cozeltileri

Tris-Baz 242 gr/L
Glasiyel Asetik Asit 541 ml/L
EDTA 0,5 M pH8 100 ml/ L

Cizelge 4.14. pACYC184-EcoRl Kesim Ve T/RNAP PZT Uriinlerinin Agaroz Jele

Yiklenme Miktarlari

Markoér 2000 bp 10 pl
pdv2-1 2 ul

T7RNAP PZT Saf Uriin 0,5l
PACYC184-EcoRI Kesim Uriinii 0,5 ul

T7 RNA POLIMERAZ PCR URUNUNUN PACYC184 PLAZMID VEKTORUNE

SLICE YONTEMI iLE LIGASYONU

Bu tez calismasinda insert DNA’nin (T7RNAP) ve vektor DNA’nin (pACYC184)

klonlanmas1 i¢in SLiCE protokolii kullanilmigtir. Protokolde daha 6nce hazirlanip -

40°C’de depolanan DH5a SLiCE lizati ve 10mM ATP igeren 10X T4 Ligaz Tamponu

(New England Biolabs™) kullamlmustir. Vektor:Insert orani, kantitasyon sonuglarina

dayanarak 1:2 oraninda kullanilmistir. Klonlama Biorad T100 Thermal Cycler cihazinda

37°C’de 40 dakika inkiibasyon gergeklestirilerek tamamlanmustir.
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PACYC184-T7RNAP SLICE URUNUNUN ESCHERICHIA COLI | DH5A
HUCRELERINE TRANSFORMASYONU

Elde edilen ligasyon {iriiniiniin E. coli DH5a hiicrelerine transformasyonu igin TSS ile
kimyasal transformasyon yonteminden yararlanilmistir. Bu calismada kullanilan TSS
(transformation & storage solution), 10mM MgSOQO4, 10mM MgCl,, ve hacimce %10’ PEG
6k icermektedir. Soliisyon filtrasyon isleminden sonra +4°C’de muhafaza edilmistir.
Transformasyonda kullanilacak TSS + DMSO soliisyonu 425 pul TSS stoguna 25 ul DMSO
eklenerek hazirlanmig ve transformasyon protokoliinde kullanilmak iizere oda sicakliginda
bekletilmistir. Bir gece 37°C’de inkiibe edilen E. coli DH5a hiicrelerinden 80 pl alinarak
(ODg00=0.1) 20mL 2xYT besiyeri icerisinde ODg00=0.5 ulasana kadar iiretilmistir. Uretilen
kiiltiir 50 mL’lik falkona alinarak 3500 x g’de 4 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiijden
alian falkon igerisindeki besiyeri pipet yardimi ile pellete dokunmaksizin temizlenmistir.
Ucu kor haline getirilmis bisturi ile kesilen 1000 pl’lik pipet ucu yardimi ile 200 pl
TSS+DMSO ¢ozeltisi kalan pellete eklenerek pellet nazikge resiispanse edilmistir. Elde
edilen siispansiyon 100’er pl olarak iki ependorfa bdliinerek her iki ependorfa da 4’er pl
SLiCE fiirlinii eklenmigtir. Tiipler 30 dakika buz iizerinde inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon siiresi bittiginde hiicreler 42°C’de 90 saniye 1s1 sokuna maruz birakilmustir.
Daha sonra her bir tiipe 900 pl 2xYT eklenmis ve tiipler 37°C’de 120 dakika ¢alkalanmaya
birakilmistir. inkiibasyon sonunda hiicreler 10.000 x g’de 3 dakika santrifiij edilerek pellet
¢oktiiriilmiis ve Ustte kalan besiyeri kabaca dokiilmiistiir. Steril bistiiri ile kesilen 1000
ul’lik pipet yardimiyla kalan besiyeri ile pelletler ayr1 ayri tekrar reslispanse edilmis ve
hazirlanan LB-OXT20 besiyerine yayma yontemi ile ekilmistir. Ekilen plaklar 20 saat

boyunca 37°C’de inkiibe edilmis ve olusan koloniler toplanmustir.
T7RNAP POZITiF TRANSFORMANT KOLONILERIN SECILMESI

Toplanan koloniler T7RNAP genini almis vektorlerin ¢cogaltilmast i¢in 2 mL’lik 20 ng/ul
OXT igeren sivi besiyerlerinde 37°C’de gece boyu iiremeye birakilmistir. Bir gece
tiremenin ardindan ependorflar 13000 x g’de 10 dakika +4°C’de santrifiij edilmistir.
Santrifiijden ¢ikan tiiplerdeki besiyerleri pipet yardimi ile uzaklastirilarak pellet 200 pL
alkalen lizis | ¢ozeltisi ile reslispanse edilmistir. Hemen sonrasinda taze hazirlanmis 400 L

alkalen lizis 11 ve 300 ul alkalen lizis Il ¢ozeltisi eklenmistir. Eklenen her ¢o6zelti
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sonrasinda tiipler nazikge karistirilmistir. Daha sonra tiipler 5 dakika buz iizerinde
inkiibasyona birakilmistir. Sonrasinda tiipler +4°C’de 13.000 x g’de 15 dakika santrifiij
edilmistir. 600 pL siipernetant DNaz, RNaz igermeyen uglarla DNaz, RNaz i¢cermeyen
tiiplere alinmis, aym1 hacimde kloroform ile vorteks yardimiyla karistirilmistir.
Vortekslenen tiipler 13000 x g ivme ile santrifiij edilmis daha sonra iist faz temiz bir tiipe
aktarilmis ve 1:1 oraninda 2-propanol ile karistirilmistir. Hazirlanan karisim igerisindeki
plazmid DNA'nin ¢oktiiriilmesi amaci ile -20°C sogukta 40 dakika bekletilmis ve ardindan
13000 x g ivme ile 10 dakika santrifiij edilerek pellet haline getirilmistir. Tipteki 2-
propanol pipet yardimi ile temizlenip DNA pelleti bir kez 900 ul %99 (hacim/hacim)
etanol ve iki kez de 900 ul %70 (hacim/hacim) etanol ile 13000 x g ivme ile santrifiij
edilerek yikanmistir. Daha sonra tiipler 37°C’de etiivde 30 dakika bekletilerek etanoliin
uzaklastirilmistir. Alkolden arman pellet 30 pul RNazli su ile ¢oziilmistiir. Toplamda 17
koloniden 17 plazmid izolasyonu yapilmistir. Plazmidler orijinal pACYC184 plazmidiyle

birlikte agaroz jelde goriintiilenerek kiyaslanmigtir.

PET28A-GFP VE PACYC184-T7RNAP PLAZMIDLERININ DH5A VE HMEG63
HUCRELERINE TRANSFORMASYONU

10 ml 2xYT igeren iki falkona ayri ayrt HME63 ve DH5a hiicreleri eklenerek 37°C’de
gece boyu inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin tiremis kiiltiirlerden 130 pl alinarak ayri
falkonlarda 13 ml 2xYT igerisine inokiile edilmis ve 4 saat boyunca iiretilerek biyokiitleleri
ODeg00=0.5 ulastirilmigtir. Filtrasyon igleminden sonra +4°C’de muhafaza edilen 10mM
MgSOas, 10mM MgCl;, ve hacimce %10’ PEG 6k igeren TSS (transformation & storage
solution) ‘ten 425 pl almarak 25 pl DMSO ile karistirilmistir. Karisim, transformasyon
protokoliinde kullanilmak iizere oda sicakliginda bekletilmistir. Uretilen Kkiiltiirler 50
mL’lik falkonlara alinarak 3500 x g’de 4 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij bittiginde
falkon igerisindeki besiyeri pipet yardimi ile pellete dokunmaksizin temizlenmistir. Ucu
kor haline getirilmis bisturi ile kesilen 1000 pl’lik pipet ucu yardimi ile 200 pul
TSS+DMSO ¢ozeltisi kalan pellete eklenerek pellet nazikge resiispanse edilmistir. Her bir
falkon 2 esit hacimde (100’er pl) boliinerek 4 ependorf ile devam edilmistir. Daha once
tiretilmis, pET28a-GFP plazmidini igeren ve -80°C’de %50 gliserollii 2xYT igerisinde
saklanmig BL21-GFP1.1 hiicrelerinden daha 6nce elde edilip -80°C’de saklanan pET28a-
GFP plazmidi ve bu tez galismasi geregi elde edilen pACYC184-T7RNAP plazmidi 2’ser
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ul olarak elde edilen silispansiyonlara eklenmistir. Tiipler 30 dakika buz {izerinde
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon bittiginde tiipler 42°C’de 90 saniye 1s1 sokuna
maruz birakilmigtir. Daha sonra her bir tiipe 900 ul 2xYT eklenmis ve tiipler 37°C’de 120
dakika ¢alkalanmaya birakilmistir. Inkiibasyon sonunda hiicreler 10000 x g’de 3 dakika
santrifiij edilerek pellet ¢oktiiriilmiis ve iistte kalan besiyeri kabaca dokiilmiistiir. Ucu
1sitilmig bistiiri ile kesilen 1000 pl’lik pipet yardimiyla kalan besiyeri ile pelletler ayr1 ayri
tekrar restispanse edilmis ve hazirlanan LB-OXT20KANS50 besiyerine yayma yontemi ile

ekilmistir.

PET28A-GFP VE PACYCI184-T7TRNAP POZITIF TRANSFORMANTLARIN
KONTROLU VE REKOMBINANT PROTEIN URETIMIi

Elde edilen plaklardan alinan koloniler 50 pg/ml Kanamisin ve 20 pg/ml Oksitetrasiklin
iceren 2xYT besiyeri igerisinde {iretilmistir. Stabilizasyon sorunu yasayan bakteriler sivi
besiyerinde iireyemediklerinden elimine edilmis ve iireyen kiiltiirlerden 2’ser ml 6rnek
alinarak 0,5 mM IPTG ile indiiklenmistir. indiiklenen kiiltiirler bir gece 37°C’de etiivde
inkiibe edilmis ve ertesi giin floresan 1s1malar1 floresan mikroskobu altinda, FITC filtresi
ve 40x objektif lensi ile incelenmistir. Indiiklenen Kkiiltiirlerde 1s1ma goriiliirken
indiiklenmeyen hiicrelerde herhangi bir floresan 1s1mas1 goriilmemistir. Bu sekilde IPTG
ile indiiklenen T7 RNA Polimeraz mekanizmasi ve GFP ekspresyonunun varligi kontrol
edilmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda en fazla sayida GFP eksprese edebilen
bireye sahip koloniler ¢alismanin devaminda kullanilmak {izere se¢ilmistir. Fermantasyon
kosullarina eklenen degisken faktorler, Terrific Broth (TB) olarak adlandirilan zengin
besiyeri esas alinarak hazirlanmis baz besiyeri igerisine karistirilmigtir. TB, karbon kaynagi
olarak igerisinde 1:2 oraninda tripton ve maya Oziitiiniin yaninda gliserol igermektedir.
Besiyeri pH’si fosfat tamponu ile 7,2 olarak ayarlanmaktadir. Bu tez calismasinda pH
diizenlemesi i¢in 10x stok tampon ¢dzeltisi hazirlanmistir (Cizelge 4.15.). Segilen koloniler
bir gece 10 ml OXT20KANSO0 iceren 2xYT igerisinde ayr1 iki ependorfta iiretilmistir.
Uretilen kiiltiirler ODgoo=1,5 olarak 6l¢iilmiistiir. Kiiltiirlerden 1’er ml érnek alinarak 6000
x g’de 5 dakika santriflij edilmistir. Pelletler 450 pl 1xPBS ile resiispanse edilerek
ODeg00=0.04 olacak sekilde deney matrisine eklenmistir. Her bir deney kosulu 3 tekrarla
mikroplaka kuyularinda baslatilmistir.
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Cizelge 4.15. 10x Tampon Cozeltisi Igerik ve Stok Konsantrasyonlari

Sodyum Fosfat Tamponu pH 7,2 1000 mM
Glukoz 1000 mM
MgSO4 1000 mM
H3BOs 100 mM
H2.0

EN ETKIiLi FAKTORLERIN SECILMESI VE HUCRELERIN PASAJLANMASI

Mikroplakalarda deney matrisine uygun olarak inkiibe edilen hiicreler ilk 10 saat 90
dakikalik araliklarla spektrofotometrik olarak Ol¢iilmiis ve ODgoo degerleri toplanmistir.
Son Olglimleri ise 24. saatte yapilarak GFP ekspresyon goriintiilenmesi i¢in floresan
mikroskobu altinda incelenmek iizere fermantasyon sona erdirilmistir. Toplanan ODsgoo
degerleri ireme egrisi olusturmak {izere kullanilmistir. GFP ekspresyonlarinin
goriintiilenmesi i¢in birbirinin tekrar1 olan her 3 kuyudan 4’er pul kiiltlir pipetlenmis ve
streril bir mikro kuyuda karistiritlmigtir. Daha sonra karigtirtlan kiiltiirden 2 pl alinarak lam
ve lamel arasmma damlatilmistir. Hiicreler 40x oraninda biyiitiilerek FITC filtresi ile
gorlintiilenmis ve goriintiiler, mikroskop entegre kamera sistemi ile fotograflanmistir.
Fotograflar yiizey yanitlar1 toplanmak {izere analiz edilmistir. Faktorlerin birbiri ile iligkisi
bu analizlerle belirlenmis ve hiicreler belirlenen faktorler ile pasajlar boyunca
indiiklenmistir. Analiz sonucu en diisiik heterojenite ve en yiiksek heterojenitenin elde
edildigi kosullar not edilmistir. Her iki sus da belirlenen iki kosulda indiiklenmistir
(Cizelge 5.1.). Indiiklenen pasajlar 24 saat boyunca toplam 4’er kez spektrofotometrik
olarak olgililmiis ve lireme egrisi olugturmak {izere veriler toplanmistir. Hiicreler toplamda

4 giin pasajlanmistir.

HUCRELERIN MOLEKULER VE PROTEIN YAPILARININ
KARSILASTIRILMASI

Pasajlanan E. coli DH5a ve HMEG63 suslar1 24 saatlik inkiibasyonlar1 sonunda floresan
mikroskobu ile goriintiilenmis ve GFP ekspresyonlar1 fotograflanmistir. Daha sonra

toplamda 1000 pl kiiltiir toplanmis ve 400 ul kiiltiir DNA ekstraksiyonunda, 400 pl kiiltiir
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protein ekstraksiyonunda ve 200 ul kiiltir stoklamada kullanilmak tizere farkli tiiplere

ayrilmigtir.

4.1.1.1. HUCRELERIN DNA PARMAK iZiNiN CIKARILMASI

Hiicrelerin DNA ekstraksiyonu i¢in kullanilan lizis soliisyonunda kullanilan stok bilesenler
Cizelge 4.2.’de verilmistir. Baslangi¢ olarak her bir kosulda indiiklenen hiicrelerden 400 pl
kiiltiir ependorflara aktarilmistir. Iki kosulda indiiklenmis DH5a ve HME63 suslarindan
toplamda 4 tip kiiltir 6 k x g’de 90 sn santrifiij edilmistir. Tiiplerdeki besiyerleri
pipetlenerek temizlenmistir. Her bir pellete 500’er pl lizis soliisyonu eklenmistir. Hiicreler
nazikge Kkaristirilarak resiispanse edilmis ve istlerine 34’er pl sodyum asetat (3M)
eklenmis ve tiipler tekrar nazikce alt tist edilmistir. Resiispanse olan pelletler 4°C’ye
sogutulmus santrifiijde 13 k x g’de 15 dk santrifiij edilmistir. Elde edilen 500 ul’lik
stipernetan 50 pl sodyum asetat, 50 ul H.O ve 500 upl kloroform igeren yikama
soliisyonuna eklenerek vortekslenmistir. Vortekslenen karigim bekletilmeden 4°C’de 13 k
x g’de 15 dk boyunca santrifiij edilerek yikanmistir. Santrifiij sonunda {ist faz yeni bir tiipe
almarak sodyum asetat ve kloroformlu yikama soliisyonii ile 2 kez daha yikanmuistir.
Yikama soliisyonu Cizelge 4.3.’te verilmistir. Yikama sonrasi elde edilen siipernetana 500
ul izopropanol eklenmis ve karisim vortekslenerek -20 °C’de bir gece bekletilmistir. Ertesi
giin karigim 4°C’ye sogutulmus santrifiijde 13 k x g’de 20 dk santrifiij edilmistir.
Siipernetan toplanmis ve 300 ul %100’liik etanol ile vortekslenerek 4°C’de 13 k x g’de 10
dk santriftij edilerek yikanmistir. Santrifiij bittiginde pellet pipet ile alkolden arindirilmig
ve tiip icerisine 300 pl %70’lik etanol eklenmistir. Etanol ile vortekslenen ependorf son
kez 4°C’de 13 k x g’de 10 dk santrifiij edilerek yikanmistir. Alkolii uzaklagtirilan pellet 5
dk boyunca 37°C’lik etiivde agz1 agik olarak kurutulmustur. Kuruyan pellet 20 pl 2.5 mM
Tris8 ile sulandirilarak 10 dk boyunca 50 °C’lik su banyosunda ¢oziinmiistiir. Coziinen
pelletler -20 °C’de saklanmistir. Elde edilen DNA’lar spektrofotometre ile kantite
edilmistir (Sekil 4.5.). Daha sonra DNA’lar 1283 primeri kullanilarak Arbitrary PCR (AP)
ile ¢ogaltildiktan sonra %1,6’lik agaroz jel elektroforezinde goriintiilenmistir (Cizelge

4.16.).
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Cizelge 4.16. AP PCR Reaksiyonunda Kullanilan Stok ve Calisan Malzemeler, Kullanilan

Primerler ve Termal Dongii

Malzeme Stok Cahsan 25 ul | 18 X
H20 15,6 | pl | 282,15 | i
8

dNTP (dA+dT+dG+dC) 10 mM 0,25 m [0,62 |p |11,25 |l
M 5

Primer 1: 1247/1283 100 uM 2 UM | 0,5 |l |9 ul

MgCI2 25 mM 3 m |3 ul | 54 ul
M

Tampon STD (-MgClI2) 10 X 1 X 2,5 |ul |45 pl

Taq Polimeraz 5 u/ul 1 u 0,2 |ul |36 pl

Kahp DNA 20 ng/ul 50 ng (25 |ul

1247 AAGAGCCCGT

1283 GCGATCCCCA
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4.1.1.2. HUCRELERIN PROTEIN PARMAK iZiNIN CIKARILMASI

Hiicrelerin protein ekstraksiyonu i¢in kullanilan protein izolasyon soliisyonu stok
bilesenler icerigi Cizelge 4.17.’de verilmistir. Baslangi¢ olarak her bir kosulda indiiklenen
hiicrelerden 400 ul kiiltiir ependorflara aktarilmistir. Iki kosulda indiiklenmis DH5a ve
HME®G3 suslarindan toplamda 4 tiip kiiltiir 6 k x g’de 90 sn santrifiij edilmistir. Tiiplerdeki
besiyerleri pipetlenerek temizlenmistir. Her bir pellete 230’ar pl protein izolasyon
soliisyonu eklenmistir (Cizelge 4.17.). Hiicreler vortekslenerek resiispanse edilmistir.
Karisim 4°C’ye sogutulmus santrifiijde 13 k x g’de 20 dk santrifiij edilmis ve siipernetan
yeni ependorflara aktarilarak -20 °C’de saklanmustir. Elde edilen tirtinler Bradford metotu
ile kantite edilmis ve 4x Laemmli yiikleme tamponu (Cizelge 4.18.) ile 5 dk 95°C’de
bekletilerek SDS-PAGE jelinde yiiriitiiliip goriintiilenmistir. SDS-PAGE jellerinin igerigi
Cizelge 4.19.’de gosterilmistir.

Cizelge 4.17. Protein Izolasyonu Soliisyonunu Olusturan Stok Miktarlar

SDS %20
NaCl 5M
H20

Cizelge 4.18. 4x Laemmli Yiikleme Tamponu Bilesenleri Stok Konsantrasyonlari

Tris-Cl pH 6,8 1M
Gliserol %100
SDS %20
B-Merkaptoetanol 100%
Bromfenol Mavisi %1
H.0

Cizelge 4.19. SDS-PAGE Jel Bilesenleri Stok Konsantrasyonlari
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Ayirier Jel Toplayici Jel
Tris-Cl pH 8.8 1M Tris-Cl pH 6.8 1M
Akrilamid:Bisakrilamid (30:0.8) %30 Akrilamid:Bisakrilamid %30
(30:0.8)

SDS %20 SDS %20
TEMED %100 TEMED %100
APS %10 APS %10
H.0 H.0

4.2. YONTEM

Bu tez ¢alismasinda tiim cam ve plastik malzemeler steril olacak sekilde tercih edilmistir.
Kullanilan tiim pipet uglari, 50ml ve 15ml’lik falkonlar, 2ml’lik eppendorf tiipler,
0.2ml’lik PZT tiipleri steril ve tek kullammmlik olarak tercih edilmistir. Besiyeri
hazirlanmasi i¢in kullanilan cam malzemeler kullanim 6ncesi camasir suyu ve Alchonox®
ile yikanip distile su ile durulandiktan sonra otoklavlanarak steril edilmistir. Plaga yayma
ekim yonteminde kullanilan cam yayicilar %96,6’lik etil alkolle yikanip atesten gegirilerek
sterilize edilmistir. Tiim deneyler 6ncesi ¢alisma ortami %70’lik etil alkol ile sterilize

edilmis ve tiim mikrobiyolojik ¢aligmalar bek alevi esliginde gerceklestirilmistir.
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BESIYERLERININ HAZIRLANMASI

Bu tez calismasinda mikrobiyal hiicreler c¢alisilmistir. Bu hiicrelerin {iretilmesi ve
sonrasinda saklanabilmesi ig¢in besiyeri c¢Ozeltilerinden yararlanilmistir. Kullanilan
besiyerlerinde sivi besiyeri i¢in TB ve 2xYT besiyerleri ve kati besiyeri igin LB Agar
besiyeri baz olarak alinmis ve ek olarak antibiyotik, gliserol, etanol gibi bilesenler

eklenmistir.

2xYT besiyerini hazirlamak i¢in 250 ml toplam hacimde 4gr tripton, 2,5gr maya 0ziitii ve
0,43 ml NaCl bulunacak sekilde tek distile suya eklendikten sonra besi yeri otoklavlanarak
sterilize edilmistir. Calismalarda kullanilmak iizere 50 ml’lik falkonlara pay edilen
2xYT’nin kontaminasyon kontrolii tiim ¢alisma boyunca saglanmistir. Hiicrelerin iiremesi
icin gerekli Kanamisin ve Oksitetrasiklin antibiyotikleri Kanamisin 50 pg/ml ve
Oksitetrasiklin 20 pg/olacak sekilde 50 ml’lik falkonlarda hazirlanmistir. Kanamisin
antibiyotiginin stok konsantrasyonu 25 pg/ml ve Oksitetrasiklin antibiyotiginin stok

konsantrasyonu 200 pg/ml olarak kullanilmistir.

LB gliserol stok besiyerinde 10 g/L tripton, 5 g/ maya 6ziitii, 0.5 g/L NaCl, 0.001N
NaOH kullanilmig ve %30 gliserollii tek distile suya eklendikten sonra otoklavlanarak

hazirlanmastir.

Fenotipik heterojenitenin tetiklendigi besiyeri igerisinde baz besiyeri ve tampon ¢ozelti

kullanilmustr.

Baz besiyeri 25 ml otoklavlanmais ¢ift distile suyun igerisinde 1,5 gr tripton ve 3 gr maya
0ziitli ¢ozdiiriiltiikkten sonra ates yaninda 0,2 um siringa filtresinden gecirilerek sterilize

edilmistir.

Kullanilan tampon ¢ozelti igersinde kullanilmak tizere 1 M NaH2PO4 ve 1 M Na,HPO4’dan
olusan 1M sodyum fosfat tamponu (pH: 7.2) ayrt bir cam sisede hazirlanarak

kullanilmustir.
ANTIMIKROBIYAL DUYARLILIK TESTLERI

Uretilen hiicre fabrikalarinin antibiyotik duyarliliklarini 6lgmek icin Kloramfenikol,

Oksitetrasiklin ve Kanamisin’e karsi direngleri minimum inhibisyon konstanstrasyonu
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(MIC) testi ile saptanmistir. Bu test i¢in baslangi¢ konsantrasyonlar1 200 ng/ul olarak
eklenen antibiyotikler 2° kez seyreltilmistir. Her bir MIC testi 3 tekrarla toplamda 12’ser
mikroplaka kuyusundan 36 kuyuda tamamlanmistir. Tim kuyular 100 pl 2 XYT besiyeri
icermektedir. Ilk iki kuyu negatif ve pozitif kontrole ayrilmistir. Negatif ve pozitif kontrol
kuyular1 antibiyotik icermemektedir. Daha sonraki kuyu 200 ng/ul antibiyotik
icermektedir. 4. kuyu igerisine 100 ng/ul antibiyotik eklendikten sonra diger kuyulara seri
diliisyon yontemi ile 100°er ul antibiyotikli besiyeri 4. kuyudan pipetajla aktarilmistir.
Aktarim sirasinda pipet ucu degistirilmemistir. Son kuyuda 100 ul besiyeri pipetajdan
sonra atilmistir. Boylece tiim kuyular 100°er pl besiyeri igermistir. MIC testi sonunda
minimum inhibisyon konsantrasyonlar1 Kloramfenikol i¢in 32 ng/ul, Kanamisin i¢in, 50

ng/ul ve Oksitetrasiklin i¢in 20 ng/ul olarak belirlenmistir.
GORUNTU ANALIZI

Elde edilen floresan mikroskop altindaki fotograflarin analizi i¢in Image] programi ve
Computer Vision 2 yazilim gelistirme kiitliphanesi ile Python dili kullanilarak “Jupyter
Lab” programi kullanilmistir. Bu sayede RGB degerleri HSV degerlerine doniistiiriilmiis
ve HSV analizi gerceklestirilmistir. Analizlerde RGB ve HSV degerleri elde edildikten
sonra saturation-hue, saturation-value ve hue-value 2D histogram grafikleri olusturularak
piksel dagilimi ve yogunluklar1 incelenmistir. Analizin daha saglikli gergeklesebilmesi i¢in
“background substraction” (arkaplan c¢ikartma) yapilarak goriintiilerdeki arkaplan

giiriiltiisii elimine edilmistir.
RASTGELE COGALTILMIS POLIMORFIiK DNA ANALIZi (AP-PCR)

Izole edilen DNA’lar rastgele cogaltilmis polimorfik DNA PZT metodu ile 1283 primeri
kullanilarak ¢ogaltilmistir. Elde edilen bant profilleri arasindaki degisimler ile suslar

arasindaki adaptasyon hizi karsilagtirilmistir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI
5.1. PACYC184-ECORI KESIiM URUNU AGAROZ JEL GORUNTUSU

T7RNAP geninin pACYC184 vektdr plazmidine aktarilabilmesi icin plazmid EcoRI
restriksiyon enzimi ile kesilmistir. Kesim triinii kesilmemis plazmid ile kontrol edilerek
%1,6’lik agaroz jelde 80 V akimla yiiriitiilmiis ve gorilintiilenmistir. Elde edilen iiriiniin
4245 bp uzunlugunda oldugu 2000 bp iceren DNA markori ile kontrol edilmistir (Sekil
5.1).

pACYC184-EcoRI Kesim Uriinii

Q.
Ko
o
o
Q
o
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:0
a4

—

©
=

pACYC184
pACYC184 1:10

Sekil 5.1. Saflagtirilmis pACYC184 plazmid vektori, 1:10 seyreltilmis saf pACYC184
plazmid vektorii ve pACY C184-EcoRI kesim iiriinii agaroz jel goriintiisii
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5.2. PACYC184-ECORI KESIM URUNU VE T7 RNA POLIMERAZ PZT URUNU
SPEKTROFOTOMETRIK ANALIZi

Uriinler spektrofotometrik olarak 8l¢iilmiis ve vekdr plazmid olan pACYC184 kesim iiriinii
saflik oram1 A260/280 1,94 ve A260/230 2,76 olarak Olgiilmiistiir. Klonlanacak T7TRNAP
PZT iriinii saflig1 ise A260/280 1,8 ve A260/230 2,38 olarak 6l¢iilmiistiir. (Sekil 5.2.).
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o :'—-’\
O 0 O < N O N O < N O 0 O < N O
N N OO < 1D O O N0 0O OO0 d NN < <
— H2 0 PACYC184-EcoRI Kesim — emmmT7RNAP
500
400
300
200
100
0
ONS 40 INn ANOLOMONS 00N AN O O
N NN < TN O ONOWWOOOOOOO dd AN MMM
_1OONNNNNNNNNNNNMMMMMMM
e 701014 T7RNAPsaf
340
Ornek ng/ul  A260 A280 260/280 260/230 raw
H20 -0.21 -4 0 28.00 019 -11

pACYC184EcoRIKesimsaf 206.65 4133 2129 1.94 276 10
201014 T7TRNAPsaf 2354 471 262 1.80 238 21

Sekil 5.2. Saflagtirilmis pACYC184-EcoRIl kesim {iriinii ve T7RNAP PZT iiriini
spektrofotometrik analiz sonucu
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5.3. T7 RNA POLIMERAZ GENi PZT URUNU VE PACYCY184-ECORI KESIiM
URUNU AGAROZ JEL GORUNTUSU

Molekiiler klonlama metotlarinda vektor ve insert orami kritik onem tasimaktadir. Bu
oranin belirlenmesi i¢in {riinlerin kantite edilmesi gerekmektedir. Bu tez ¢alismasinda,
cogaltilan T7TRNAP gen bolgesi ve kesilip saflagtirilmis plazmid vektoriiniin kantitasyon
analizinin yapilmasi amaci ile tiriinler %1,6’lik agaroz jelde goriintiilenmistir (Sekil 5.3.).
Jelden kantitasyon metotunda referans kantitasyon olarak 6nceden kantitasyonu yapilmis
pdv2 PZT firtini kullanilmistir (Sekil 5.4.).

pACYC184-EcoRI Kesim Uriinii
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Sekil 5.3. T7 RNA Polimeraz geni PZT iiriini ve pACYC184-EcoRI kesim iiriinii
kantitasyonu agaroz jel goriintiisii
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01006 T7RNAP PZT ve 201004 pACYC184 EcoRI Kesim safJelden Kantitz

M100 V yiiklenen(u Spektro élgiilen( Jele yiiklenen(ng] Jelden dlgiilen(n DNA(ng/ul)
1. 0,076 139
2 0,188 91
3. 0,281 128
4. 0,326 80
5. 0,388 63
6. 0,451 63
7. 0,518 48
8. 0,598 117
9. 0,692 99
10. 0,79 67
11 0,929 96
991 10
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1
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Sekil 5.4. pACYC184-EcoRI Kesim Uriinii ve TTRNAP PZT Uriinii Jelden Kantitasyon

47



5.4. ESCHERICHIA COLi / DHS5A TRANSFORMANT HUCRELERINDEN
PLAZMID iZOLASYONU AGAROZ JEL GORUNTUSU

Diisiik kopya sayili pACYC184 plazmid vektorii ile klonlamadan elde edilen 17 koloniden
plazmid izolasyonu yapilmis ve pET28a-GFP plazmidi ile DH5a hiicrelerine transforme
edilmistir. Mekanizmnin kontrolii igin 20 ng/ul Oksitetrasiklin ve 50 ng/ul Kanamisin
iceren sivi besiyerlerinde 2 mL toplam hacim ile 2’ser falkonda firetilerek 1’er falkon
kiiltir 0,5 mM IPTG ile indiiklenmistir. Indiikemenin ardindan indiiklenen ve
indiiklenmeyen kiiltiirler 20. Saatte floresan mikroskobu altinda FITC filtresi ile
karsilastirllmis ve GFP ekspresyon seviyeleri gozlemlenmistir. Yalniz 4 numaral
transfromantin IPTG ile indiiklenerek GFP ekspresyonu gergeklestirdigi goriilmiis ve diger
transformantlarla arasindaki farkin gozlemlenebilmesi i¢in plazmid izolasyonu yapilarak
%1,6’lik agaroz jelde goriintiilenmistir (Sekil 5.5.). Calismanin sonraki asamalarinda 4

numarali plazmid kullanilmistir.
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Sekil 5.5. GFP ve T7TRNAP geni igeren DH5a hiicre transformantlarindan izole edilen
plazmidler

5.5. DH5A HUCRELERINDE iNDUKLENEN GFP EKSPRESYONU

DH5a susu igerisine once pET28a-GFP plazmidinin sonra pACYCY184-T7RNAP
plazmidi transforme edilmistir. Elde edilen koloniler 0,5 mM IPTG ile indiiklendikten 20
saat sonra, mikroskop altinda FITC filtresi ile 40 x biiyiiterek fotograflanmistir.

Aralarindan en fazla GFP eksprese eden hiicreye sahip olan DH-GP1 kolonisi segilmistir.
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Sekil 5.6. GFP ve TTRNAP geni i¢ceren DH-GP1 hiicrelerinin floresan mikroskobu altinda
FITC filtresi ile 40 x biiytitiilerek ¢ekilmis fotografi

5.6. HME63 HUCRELERINDE INDUKLENEN GFP EKSPRESYONU

HMEG63 susuna 6nce pET28a-GFP plazmidinin sonra pACYCY184-T7RNAP plazmidi
kotransforme edilmistir. Elde edilen koloniler 0,5 mM IPTG ile indiiklendikten 20 saat
sonra, mikroskop altinda FITC filtresi ile 40 x biiyiiterek fotograflanmistir. Aralarindan en
fazla GFP eksprese eden hiicreye sahip olan HM-GP1 kolonisi secilmistir (Sekil 5.7.).

Sekil 5.7. GFP ve T7TRNAP geni iceren HM-GP1 hiicrelerinin floresan mikroskobu altinda
FITC filtresi ile 40 x biiyiitiilerek ¢ekilmis fotografi
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5.7. GFP URETIMI VE ANALIZi
UREME EGRIiSi

Deney matrisine gore indiiklenen hiicreler baslangigtan itibaren ilk 10 saat 90 dakika arayla
Olciilmiis ve son 25. Saatte alinarak sonlandirilmistir. Birbirinin tekrar1 olan her ii¢
kuyudan elde edilen ODesoo Olglimlerinin ortalamas: alinarak tireme egrileri

olusturulmustur. Tim stv1 kiiltiir tiretimleri ODggo 0.04 ile baslatilmistir.
Escherichia coli BL21

Uretilen deney matrisinin uygunlugu pET28a-GFP plazmidi igeren, GFP eksprese edebilen
E.coli BL21 hiicrelerinde test edilmistir. Hiicrelerin indiiklendigi deney matrisi EK 1°de

verilmigtir. Elde edilen 6rnek tireme egrileri Sekil 5.8.’de verilmistir.
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Sekil 5.8. Deney matrisine uygun indiiklenmis GFP eksprese edebilen BL21 hiicrelerinden
elde edilen 6rnek iireme egrileri

DH-GP1

Uygulanabilirligi dogrulanan deney matrisine 20 ng/ul Oksitetrasiklin ve 50 ng/ul
Kanamisin eklenerek DH-GP1 hiicreleri bu matris ile indiiklenmistir (EK 2). Indiiklenen

hiicrelerden elde edilen 6rnek lireme egrileri Sekil 5.9.’da verilmistir.
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Sekil 5.9. Deney matrisine uygun indiiklenmig DH-GP1 hiicrelerinden elde edilen 6rnek
tireme egrileri

HM-GP1

Deney matrisine 20 ng/ul Oksitetrasiklin ve 50 ng/ul Kanamisin eklenerek HM-GP1
hiicreleri bu matris ile indiiklenmistir (EK 2). Indiiklenen hiicrelerden elde edilen &rnek

tireme egrileri Sekil 5.10.’da verilmistir.
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Sekil 5.10. Deney matrisine uygun indiiklenmis HM-GP1 hiicrelerinden elde edilen 6rnek

tireme egrileri
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HUCRELERIN GORUNTULENMESI VE GORUNTU ANALIZi
HSV (Hue Saturation Value) Analizi

Python programlama dili kullanilarak yazilan kod ile mikroskop goriintiilerinin HSV piksel
analizleri gerceklestirilmistir. Elde edilen analizler sonucunda hue, saturation ve value
degerleri i¢in histogramlar olusturulmustur. Olusturulan histogramlar her deney seti igin,
Earth Mover’s Distance yoOntemi ile karsilagtirilarak indiiklenen hiicrelerin birbirine
uzakligi incelenmistir. Her bir analiz DH-GP1 ve HM-GP1 hiicreleri i¢in kendi alt
basliklarinda gosterilmistir (Sekil 5.11.) (Sekil 5.12.) (Sekil 5.13.) (Sekil 5.14.).

DH-GP1

Deney matrisine gore indiikklenen DH-GP1 hiicreler 25. saatte sonlandirilmis ve birbirinin
tekrar1 olan her ii¢ kuyudan 4’er pl kiiltiir alinarak karistirildiktan sonra karisimdan 2 pl
lam ve lamel arasina damlatilarak floresan mikroskobu altinda 40 x biiyiitiilerek FITC
filtresi ile gorlintiilenmistir. Elde edilen goriintiiler yazilan kod ile analiz edilerek HSV
verileri elde edilmistir. Bu verilerden bazilar1 6rnek olarak Sekil 5.11. ve Sekil 5.12.’de

verilmistir.
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Sekil 5.11. Deney matrisine indiiklenen DH-GP1 hiicrelerinin GFP ekspresyon HSV analiz
ornek sonuglari
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Sekil 5.12. Deney matrisine indiiklenen DH-GP1 hiicrelerinin GFP ekspresyon HSV analiz
ornek sonuglar1
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Sekil 5.13. Deney matrisine uygun olarak indiiklenen DH-GP1 hiicrelerine ait 2D
histogramlarin birbirlerine uzakliklarini gdsteren 1s1 haritas1 ve dendogrami
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HM-GP1

Deney matrisine gore indiiklenen HM-GP1 hiicreleri 25. saatte sonlandirilmis ve birbirinin
tekrar1 olan her li¢ kuyudan 4’er pl kiiltlir alinarak karistirildiktan sonra karigimdan 2 pl
lam ve lamel arasina damlatilarak floresan mikroskobu altinda 40 x biiyiitiillerek FITC

filtresi ile goriintiilenmistir. Elde edilen goriintiiler yazilan kod ile analiz edilerek HSV
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verileri elde edilmistir. Bu verilerden bazilar1 6rnek olarak Sekil 5.14. ve Sekil 5.15.°de
verilmisgtir.
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Sekil 5.14. Deney matrisine indiiklenen HM-GP1 hiicrelerinin GFP ekspresyon HSV analiz
ornek sonuglar1
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Sekil 5.15. Deney matrisine indiiklenen HM-GP1 hiicrelerinin GFP ekspresyon HSV analiz
ornek sonuglar1
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Sekil 5.16. Deney matrisine uygun olarak indiiklenen HM-GP1 hiicrelerine ait 2D
histogramlarin birbirlerine uzakliklarin1 gosteren 1s1 haritas1 ve dendogrami
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DENEY KOSULLARINA EN ETKIiLi FAKTORLERIN BELIRLENMESI

Elde edilen veriler sonucunda faktorlerin DH-GP1 ve HM-GP1 hiicrelerinde meydana
getirdigi yiizey yanitlar1 toplanmis ve faktorlerin birbiri ile olan iligkileri analiz edilmistir.
Yiizey yanitlar1 degerlendirilerek fenotipik heterojenitenin en yiiksek ve en diisiik oldugu
iki kosul belirlenmis ve hiicreler bu kosullarda 4 kez pasajlanmiglardir. Yiizey yanitlari
Sekil 5.15. ve Sekil 5.16.’da gosterilmistir. Bu yanitlar incelendiginde en yiiksek fenotipik
heterojenitenin elde edildigi kosullar ve en diisiik fenotipik heterojenitenin elde edildigi

kosullar Cizelge 5.1.’de verilmistir.

DH-GP1

Sekil 5.17. DH-GP1 hiicrelerinden elde edilen yanit yiizeyleri
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Sekil 5.18. HM-GP1 hiicrelerinden elde edilen yanit yiizeyleri
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Cizelge 5.1. En Yiiksek Fenotipik Heterojenite Ve En Diisiik Fenotipik Heterojenitenin

Gozlemlendigi Kosullar

En yiiksek fenotipik | En  disiik  fenotipik
heterojenite kosulu | heterojenite kosulu
(Kosul 1) (Kosul 2)

Icerik Miktar Miktar

Baz Besiyeri 24 g/L 36 g/L

Gliserol %4 0

Kloramfenikol 1,7 pg/mL 0,2 pg/mL

Etanol %3 15

IPTG 2,0 1,0

Oksitetrasiklin 20 ng/pl 20 ng/pl

Kanamisin 50 ng/pul 50 ng/ul

Tampon 1x 1x

Cozeltisi

5.8. HUCRELERIN PASAJLANMASI

En etkili faktorler ile en yiiksek ve en diislik heterojenite gostermeleri {izerine indiiklenen
hiicreler 4 giin boyunca pasajlanmistir (Cizelge 5.1.). Her pasajlama ardindan ilk ODgoo
Olciimii 0 noktasinda ve sonraki dl¢limler 1. saat, 2. saat, 5.saat ve 24. saatlerde yapilmistir.
Her bir pasaj, ol¢iimleri sonlandiginda 200 pl hacminde kiiltlir stoklanirken kalan
kiiltiirlerden DNA ve protein izolasyonlar1 yapilmistir. zole ve kantite edilen DNA’lar AP-
PCR metodunda kullanilirken proteinler SDS-PAGE jelinde goriintiilenmistir. Bbylece
pasajlar arasindaki genomik ve proteomik profiller karsilastirilarak hiicrelerin adaptasyon

hizlar1 yorumlanmastir.
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UREME EGRISi

Pasajlarda kullanilan hiicrelerin adlandirilmasi Cizelge 5.2.’de verilmistir. Ik pasaj ODsoo
0.04 ile baglatilmistir. 1. saat, 2. saat, 5.saat ve 24. Saatlerde ODeoo Olglimleri

gergeklestirilmis ve bu verilerden iireme egrisi elde edilmistir (Sekil 5.17.).

Cizelge 5.2. Ureme Kosullar1 ve Pasajlanan Hiicre Adlari

DH-GP1, Kosul 1 D1
DH-GP1, Kosul 2 D2
HM-GP1, Kosul 1 H1l
HM-GP1, Kosul 2 H2

ISI HARITASI VE DENDOGRAM
DH-GP1

Pasajlanan DP-GP1 hiicrelerinden alinan GFP ekspresyon goriintiileri ham verileri Ek 6’da
verilmistir. Islenmis iireme egirleri Sekil 5.17.’de verilmistir. 4 giin boyunca pasajlanan

hiicreler arasindaki iliski 1s1 haritas1 ve dendogram ¢ikartilarak incelenmistir (Sekil 5.18.).
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Sekil 5.19. Pasajlanan D1 ve D2 hiicrelerinde lireme egrisi degisimi
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Sekil 5.20. DP-GP1 hiicre pasajlari arasindaki iligki
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HM-GP1

Pasajlanan HM-GP1 hiicrelerinden alinan GFP ekspresyon goriintiileri ham verileri Ek
6’da verilmistir. Islenmis iireme egirleri Sekil 5.19.°de verilmistir. 4 giin boyunca
pasajlanan hiicreler arasindaki iligski 1s1 haritas1 ve dendogram ¢ikartilarak incelenmistir

(Sekil 5.20.).

68



Pasaj 1
H1

H2

/”

T me we we we w0 mw W

H2

\

W

I

T T

L T T

Sekil 5.21. Pasajlanan H1 ve H2 hiicrelerinde lireme egrisi degisimi
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Sekil 5.22. HM-GP1 hiicre pasajlar1 arasindaki iliski
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5.9. PROTEOMIK VE GENOMIiK PARMAK iZi CIKARILMASI

Pasajlanan hiicreler 24. saatte ODegoo degerleri alindiktan sonra sonlandirilarak 400°er pl
hacim DNA ve protein izolasyonu igin ayrilmistir. izole edilen DNA’lar spektrofotometrik
Olctimlerle kantite edilmis ve esit miktarlarda AP-PCR reaksiyonuna katilmistir. Cogaltilan
primerler %1,6’lik jelde yiiriitiilerek goriintiilenmis ve hiicreler arasi genomik parmak izi
degisimi incelenmistir (Sekil 5.20.). Protein parmak izi g¢ikarimi Oncesinde izolatlar
Bradford testi ile spektrofotometrik 6lglimler yapilarak kantite edilmis ve bu kantitasyona
uygun olarak SDS-PAGE jelinde yiiriitiilerek kumasi boyama ile goriintiilenmistir (Sekil
5.22)).

Markor
4D1
5D1
6D1
7D1
4D2
5D2
6D2
7D2
4H1
5H1
6H1
7H1
4H2
5H2
6H2
7H2

Sekil 5.23. Genomik parmak izi
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Sekil 5.24.Proteomik parmak izi, SDS-PAGE
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6. TARTISMA VE SONUC

Mikrobiyal hiicre fabrikalari1 olusturulurken kullanilan hiicrelerin arzu edilen giirbiizliikte,
verimlilikte ve fonksiyonellikte olmalar1 evrimsel siireclerle gergeklesmektedir. Bu siirecle
miidahale edebilmek icin genetik mihendisligi ve sentetik biyoloji metotlar1 sikca
kullanilmaktadir. E. coli en sik kullanilan, hiicresel yolaklar1 ve genetik yapist en iyi
bilinen hiicrelerden biridir (46). Sentetik devrelerin kurulmasi ve gevresel faktorlerle
stokastik gen ekspresyonlarin tetiklenmesi ile hiicrelerin fenotipik fluktuasyon
oranlarmin ve bununla birlikte mutasyon hizlarimin arttigi raporlanmistir (16, 18). T7
ekspresyon sistemi kontrollii protein ekspresyonu saglamak amaci ile arastirmalarda da
sikca kullanilmaktadir. Bu arastirmalarda T7 Promotdrii gibi gii¢lii promotorlerin hiicreye
metabolik bir yiik getirerek hiicrelerde stres yarattig1 bildirilmistir (4). Bunu gibi ve benzer
sentetik devreler kurularak ve hiicresel yolaklara miidahale edilerek hiicresel cesitliligin ve
protein iiretiminin kontrolii saglanmak istenmektedir (9, 14, 15, 20, 27, 30, 34, 38). Bu tez
calismasinda kurulan sentetik devrelerin ve fermantasyon kosullarinin farkli genotipe sahip
hiicrelerde meydana getirdigi fenotipilk, genomik ve proteomik degisimler incelenerek
suslarin adaptasyon hizlar1 karsilagtirilmistir. Kullanilan E. coli hiicrelerinden DHS5a
(ArecA) stabil bir genotipte iken HME63 (AmutS) nokta mutasyonlar ge¢irmeye yatkindir
(44, 45). Calismada iki farkli plazmid (pACYC184-T7RNAP ve pET28a-GFP) iki farkl E.
coli susuna (DH5a ve HMEG63) klonlanmis ve farkli genotipte T7 sistemine sahip GFP
eksprese edebilen iki E. coli hiicre hatt iiretilmistir (Sekil 5.6.) (Sekil 5.7.). Bu sayede T7
ekspresyon sistemine sahip olmayan iki susa bu sistem entegre edilmis ve GFP
ekspresyonunun bir indiikleyici (IPTG) ile kontrolii saglanmistir. T7 ekspresyon
mekanizmasinin ¢alismast [IPTG varliginda ve yoklugunda hiicre liremeleri saglanarak
kontrol edilmistir ve indiiklenmeyen kiiltiirlerde GFP ekspresyonu gozlemlenmemistir.
Calismada kullanilan tireme faktorleri, 6n ¢alisma deneylerinde pET28a-GFP plazmidi
igeren E. coli hiicresi BL21 susunda test edilmis ve gergekei lireme egrileri elde edilip
fenotipik heterojenite gozlemlenmistir. Bu sonugtan yola ¢ikarak, elde edilen DHSa ve
HMEG63 transformant suslar1 da (DH-GP1 ve HM-GP1) aymi kosullar altinda
indiiklenmistir. Indiikkleme kosullarindan C17, C18, C19, C20, C21, C14, S12, S11, S15,
S13 ve S9 birebir ayn1 oranda, ayni faktorleri icermektedir. Her iki hiicre hatti icin esit

kosullar altinda izogenik hiicrelerde iireme egrilerinin ve GFP ekspresyonlariin
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birbirinden farkli olmalar1 6nceki ¢alismalarda da savunuldugu gibi izogenik hiicrelerdeki
fenotipik  fluktuasyon gozlemini desteklemistir (8, 9, 16). HM-GP1 hiicreleri
indiiklendikleri S7, C17, C20, C2, S3, S4, S6, S10, S11, S13 ve S15 kosullarinda ti¢
tekrarli kuyuda birbirinden farkli desende ve oranda lireme egrileri ¢izmistir. Bu farklilik
DH-GP1 hiicrelerinde  gozlemlenmemistir. DH-GP1  hiicreleri  sadece  etanol
konsantrasyonlart bakimindan birbirinden farkli S7 ve S8 kosullar1 altinda tamamen ayni1
iireme egrileri ¢izerken diger kosullar altinda kiigiik oranlarda farklilasabilen {ireme egrileri
gostermistir (EK 4) (EK 5). Bu farkliligin HME63 susunun mutasyona yatkin genotipinden
kaynaklanmis olabilecegi diisiniilmiistiir. DH-GP1 hiicreleri deney kosulu S9’da en fazla
fenotipik heterojenite gosterirken HM-GP1 hiicreleri en yiiksek fenotipik heterojeniteyi
deney kosulu S6’da gostermistir. S9 kosulu bazi diger deney kosullar1 ile ayni
konsantrasyonlara sahiptir. DH5a susunun bu kosulda diger benzer kosullardan fazla
farklilagsmasinin sebebinin stokastik gen ekspresyonu oldugu diisiiniilmektedir. S6 kosulu
diger S9 kosuluna gore daha yiiksek IPTG ve Kloramfenikol konsantrasyonuna sahiptir.
Bu kosullarin HMEG63 susunda daha farkli bir stres indiiklemis olabilecegi diisiintilmiistiir.
Hiicrelerin GFP ekspresyon goriintiilemeleri, inkiibasyonlari sonlandirildiginda floresan
mikroskobu altinda 40 x biiyiitiilerek FITC filtresi ile elde edilmistir. Goriintiilerden elde
edilen HSV analizlerinde hem DH-GP1 hem de HM-GP1 izogenik hiicrelerinin esit
kosullar da dahil olmak {iizere tiim kosullarda farkli oranlarda fenotipik fluktuasyon
gosterdigi gézlemlenmistir. DH-GP1 hiicrelerinden elde edilen 2D histogramlarin birbirine
uzakliklar1 iki kolda gézlemlenirken; HM-GP1 hiicreleri ti¢ kolda uzaklik géstermistir. Her
iki hiicre hattinda da aymi kosullar altinda indiiklenen hiicreler arasindaki uzaklik, farkli
kosullarda indiiklenen hiicreler arasindaki uzakliktan fazla gézlemlenebilmistir (Sekil 5.12)
(Sekil 5.14). Pasajlanan hiicrelere bakildiginda 1. ve 3. Pasaj Kosul 1 altinda indiiklenen
DH-GP1 hiicreleri digerlerinden ve birbirinden ayr1 kollarda benzerlik gosterirken diger
pasajlanan hiicrelerin kendi iclerinde yakin bir iliski igerisinde olduklar1 goriilmiistiir (Sekil
5.18.). HM-GP1 hiicre pasajlar1 incelendiginde Kosul 2 altinda indiikklenen 3. Pasajin
digerlerinden ayrildig1 goriilmiistiir. 1. Ve 4. Pasaj hiicrelerinin her iki kosul altinda
indiiklenen hiicreleri arasinda yakin bir iligki goriiliirken bunlardan ayrilan 2. Pasaj 1. ve 2.
Kosul altinda indiiklenmis hiicreler birbirleri ile yakin bir iligski gostermislerdir. Pasajlarin
proteomik parmak izinin ¢ikarilmasi i¢in yapilan izolasyon sonucunda kaliteli ve yeteri

miktarda protein elde edilemediginden jelde goriintileme analize uygun diismemistir.

74



Genomik parmak izi analizi i¢in goriintiilenen jel goriintiisiinde kosul 1 altinda indiiklenen
ilk 3 pasaja ait 1. Kosulda indiiklenmis DH-GP1 hiicrelerinin primer 1283 ile
cogaltilabilmis bantlar1 ¢ok silik veya mevcut degildir. 2. pasajda diisiik miktarda gériinen
1200 ve 900 bp biiyiikliigiinde bantlar 4. pasajda kuvvetlenerek goriintiilenmistir. 2. Kosul
altinda indiiklenen DH-GP1 hiicrelerinin 1. ve 4. pasajlarinda 1200, 1000 ve 900 bp
biiylikliigiinde bantlar goriilirken 4. pasajda 800 bp biyiikliigiinde bir bant daha
saptanmustir. 2. ve 3. Pasajlarda ise bantlar ¢ok siliktir ya da goriintiilenememistir. 1. Kosul
altinda indiiklenen HM-GP1 hiicreleri 1. pasajda 1200 ve 900 bp biiyiikliigiinde bantlar
goriinlirken 2. Pasajda 1200 bp biiyiikligiindeki bant kaybolmus ve 1000 bp
biiylikliigiindeki bant goriilmiistiir. 3. pasajda bir bant goriintiilenmezken 4. pasajda 1200,
1000 ve 900 bp biiyiikliigiindeki bantlar goriilmiistiir. Son pasajin 1. ve 2. Pasajda goriilen
bantlarin hepsini igermesi HME63 susunun 1. Kosul altinda adaptasyon hizinin yiiksek
oldugunu gostermistir. 2. Kosul altinda indiiklenen 1. Pasaj hiicreleri 1500, 1200, 1100,
1000, 900, 800 ve 700 bp biiyiikliigiinde bantlar vermis ve en genis bant araligina sahip
iriin olarak goriilmiistiir. 2. ve 4. pasajda bant gozlemlenmezken 3. pasajda 1200 bp
biiytlikliigiindeki bant siliklesmis, 1100 bp biiyiikliiglindeki bant kaybolmus, 1000, 900,
880, 800 ve 700 bp biiyiikliigiindeki bantlar goriintiilenmistir (Sekil 5.21.) (Sekil 5.22.).
HMEG63 susunun kosul 1 ve 2’deki adaptasyon hizi DHS5a’nin adaptasyon hizindan yiiksek
oldugu goriilmiistiir. HME63 susunun kosul 2’de kosul 1’e gore daha ¢ok farklilastigi
saptanmistir. Kullandigimiz yontemde 1283 primeri kullanilmistir. Bu metotla goriilen
farkliliklar gercegi yansitirken farkli goriinmeyen hiicre desenleri gercekte farklilik
gosterebilir. Bu farkliliklarin daha detayli incelenmesi i¢in baska primerlerle reaksiyona

sokulmasi bu karsilagtirmanin daha etkili olmasini saglayabilecegi diigiiniilmektedir (47).

Bu tez calismasinda hiicrelerin yiiksek ve diisiik fenotip gelistirebildikleri kosullar
belirlenmis ve gosterilmistir. Bu ¢calisma ile DH5a ve HMEG63 suslarinin adaptasyon hizlari
karsilastirilmis ve HME63 susunun daha yiiksek adaptasyon hizina sahip oldugu ve

adaptasyon hizinin ¢evresel faktorlerle arttirilabildigi goriilmiistiir.
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DHSA VE HME63 FENOTIPIK HETEROJENITE DENEY MATRISI

EK 2
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EK 3: KULLANILAN MAKINE-TECHIZAT LiSTESI

Thermo IEC MicroCL 17R Santrifiij
Beckman Coulter Microfuge 18 Santrifii
Beckman Coulter X-15R Santrifiij

TECAN Infinite 200 PRO

Mikroplaka Okuyucu

Shel Lab

Calkalayicili inkiibator

Nanodrop ND-1000

Spektrofotometre

Agileny Technologies

spectrofotometer

UV-visible

UV-Spektrofotometre

Biorad Versadoc Model 1000

Goruntileme sistemi

Biorad T100 Thermal Cycler

Thermocycler

Labnet VX100

Vorteks

Biorad PowerPac Basic

Gii¢ kaynagi

Thomas Scientific Owl

Yatay elektroforez tanki

Perkin Elmer Victor 3V

Miroplaka Okuyucu

Carl Zeiss Axio Imager M1

Floresan mikroskobu
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EK 4: DHSA DENEY MATRISINDE UREME EGRiSi HAM VERILERI

I o o e T e e S = B
min max plateau  plateau rate t rate t rate t growth rate t dOUt:mE duut:m‘g! dOUt:mE time
0 Ci7 0383522 0401580 0387851 0003293 3TR.7ETETY 303.938394 3B3.838334 7.142403e+00 10B770802 125.550447 115862352 7.174769
1 Ci8 0373165 0394853 0324181 00088883 3TO.7ETET9 3TO.TBTETY 3To.787879 0.000000e+00 110.805830  111.851023 111.339889 0.470742
2 C5 0377321 0392788 0384587 0008357 212421212 227272727 21TATITIT T.142403e+00 177222037 1BG.735884  1B1.594578 3.848940
3 CH 0471034 0433777 0475915 0005813 348484848 342484843 343484242 0000000e+00 144271105 145882320 145221008 0.685321
4 Cid 0228887 0240442 0235215 0004897 424242424 424 247424 424 742424 0000000e+00 BB 121331 110.721185  103.0078049 10.528504
3 C13 0253825 0279603 0283225 0011838 348484848 362030384 353535354 7.142403e:00 154430029 177.083073 160177854 10437988
[ C8 0407726 0420849 0413561 0005350 400000909 400000909 400000909 5.834342e-14 73320281 76.641385 74.802732 0.983140
7 C7 0221288 0227335 0224737 0.002535 303.938394 400.080909 302988299 T7.142403e+00 12138475 1284924758 18875770 7.008038
8 Ci2 0292358 0302454 0297928 0004187 424242424 4324342434 424 242424 0000000e+00 72458482 70.267721 76.841573 2.989939
3 C4 0307858 0312456 02309407 0.002156 400.080909 400.000909 400.000909 5.G34342=-14  BB208T13 03.092295 01.294829 2291029
10 Ci9 0391549 0402022 03487145 0004845 363633304 37T8.78TETY 3T, 7.142403e+00 118208077 125.805448  121.260838 3.278508
" C1 0138470 0205227 0195822 0.000924 424.242424 424242424 424242424 0.000000e+00  61.493245 T2.497204 66.073245
12 C3 0235581 0268201 0230864 0004003 303938394 303938394 303938394 0.000000e+00 1003533053 104124470 102818877 1.823475
13 C8 0310119 0331754 0319679 0008010 363030384 3TB.TBTETE 373737374 T.142403e+00 120450080 124877735  123.1163M 1.834063
14 Ci4 0453728 0468000 0450977 0005282 400000900 4000809090 400000909 5884342=14 77023149 81.279084 70.024619 1.747085
15 C11 0131457 0191852 0187625 0004480 424242434 424242424 424242424 0000000e+00  B0.G47027 01.946088 86.949600 4704360
16 C2 0473835 0533826 0504416 0024428 287878788 303.030303 207970798 7.142403e+00 167006310 100730176 175847152 10.541188
17 C10 0330850 0405549 0380179 0010972 303.9393%4 400080909 404.040404 7.142403e+00 03156774 08.510912 06.483204 2.373631
18 C15 0241550 0249720 0.240621 0003815 424242424 4324342434 424 242424 0.000000e+00  77.520292 £2.852400 80.062274 2278521
19 Ca0 0360634 0390236 0375264 0012088 37S.787ETY9 3TE.TBTETY 3STE.TETETY 0.000000e+00 111910825 124.416813 112.112144 5.106071
20 C21 0392994 04079153 0400520 0008093 37R.7B7ETY 3TE.7ET78T9 0.000000e+00 112370482 125.505822  121.173002 3.107353
il 53 0403787 0.438053 0422321 0.014129 0.000000e+00 155285313  161.440858  157.24325% 2822108
22 54 0287550 0300497 0204243 0005285 400.080909 400.000909 400.000909 5.334342=-14  B50.090212 00.731925 04.253473 4308794
23 52 0395538 0411125 0403167 0003345 303938394 400000909 308985899 T.142403e+00 83004117  101.513191 08 248628 2 857348
24 514 0378060 0397279 0385877 0008123 37B.7878T0 3TE.7TETETD 3TR.7ETETO 0.000000e+00 114.081917 110.404800  117.297001 2 310285
5 510 0320990 0344309 0337771 0007880 378787870 3TO.7RTETO 37R.7B7ET0 0.000000e+00 126850177 136.803888 130961701 4243325
28 55 0358773 0378218 0389975 0007274 378.787879 37787879 3TR.TBTETS 0.000000e+00 116358308 124.383480 120927183 3.370558
27 312 0362580 0378234 0371030 00080128 37TS.7B7ET9 3STE.TBTETS 3STE.7ETETS 0.000000e+00 122997089 130.086330  127.084255 2893305
28 S8 0372781 0375214 0373902 0001008 400080909 400.000909 400.0008909 6.384342e-14  81.750082 £4.200948 82851590 1.106400
3 31 0252244 0261241 0257493 0.003823 348.484848 363.030304 3DB.585859 7.142403e+00 172222018 180310845  177.15277 3.N57T
30 S11 0373343 03387703 0381296 0.005983 372.787879 3T.T8TET9 3TB.TETETY 0.000000e+00 121240025 122436343  121.984172 0.523314
H 515 0379883 0387488 0383235 0003220 363833304 370787879 360.080889 7.142403e+00 110218815 134.515885  125.234084 6.885277
32 58 0355044 0372112 02385338 0007399 363.530384 363030284 3563030384 5.084342e-14 132801089 144335841 136.995249 5.204328
33 513 0371242 0392338 0379402 0009249 363633304 363030384 563030364 5.084342=-14 125573497 130797434  133.709204 5884682
34 57 0417151 0418753 0417855 0000854 363030384 363030384 353030384 5.034342=-14 122082055 125717588  123.347750 1.877033
35 50 0419590 0442450 0432018 0009441 363530384 3TE.7BTETO 362.0B0RG9 71424030400 114827301 110333244 116820507 1.875887
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EK 5: HME63 DENEY MATRISINDE UREME EGRIiSi HAM VERILERI

min

max

mean

cample  plstean  pisemu  growih  growtn | growth | arowth | gromh _ Speak  shortest  shortest  shortest Y IENES
min max plateau  plateau rate t rate t rate t growth rate t duut::mﬂ dm"t:!'r:E duuﬁ!'[:g tims

0 C17 0482103 0485750 0473732 0.009658 257575758 318.181818 202929293 2575262e+01 150508395 215916748  178.721987 28.015135
1 C18 0512025 0581507 0537420 0.031284 272727273 272727273 272727273 0.000000e+00 150038050 175.155045 1621727483 11.787075
2 C5 1484298 1538158 1.503008 0.024872 105.000808 121.212121 116.161818 7.142493=+00 128.436090 142881927 135518485 5.813445
3 Cd 1508039 1517243 1.595873 0021744 151515152 105988597 171717172 1.380726e+01 176344543 188708410  152.004402 5101717
4 C18 1522115 1.577386 1.541803 0.025185 318181818 37B.787879 340484848 2.474232e+01 103134816 210.088140  200.718544 11.758020
3 C13 1327380 1.442900 1.375853 O0.043971 257.575758 318.18131% 282.828283 2.575262e+01 168.288542 203.220092  182.805442 14.858000
8 C2 0583589 0502399 0590015 0.008711 303.939384 303938394 303939394 0.000000e+00  52.304237 55913542 54.155353 1.474457
7 C7 0237110 030715F 0295323 0003574 4243242434 4242432424 424242424 0.0000002+00 47272244 528735815 40.874158 2.303944
8 C12 0500055 0514914 0505833 0.008475 424242424 424242424 424 742424 0.000000e+00 35534587 43129777 38.831521 3.180540
9 C4 0501783 (544722 0513287 0013327 409.090209 409.020809 408020808 5584342=-14 42029548 45831204 45233334 2.888587
10 C19 04838338 0551881 0523207 0.022073 2727272731 303.030303 287873788 1.2371160e+01 151.885717 182.544118  158.193837 4.550198
" C1 1453807 1508882 1.483193 0.017714 1356353833 181.818182 156503857 1.530726e+01 114.800478 128248774 122297973 5587583
12 C3 0339822 0374347 0351085 0.015114 424242434 424 242424 424242424 00000002400 41224020 45025181 44103312 1.737855
13 C9 12832875 1325022 1298270 0013389 212121212 272727273 247474747 2575252e+01 186825178 193805298  190.532347 2825138
14 C14 1283871 1.471144 1.384243 0.085182 212121212 242434247 222223273 1.428499e+01 215229970 222948492  220.233519 3.543157
13 C11 0290138 0338207 0313081 0029512 424342434 4242432434 424242424 0.000000e+00 37410871 45903320 40.241843 3655811
16 C2 1522500 1.50211% 1.584331 0.032626 45454545 60300081 55553558 7.142403=+00 135944188 143574807 140474552 3.275215
17 C10 1443054 1.543512 1478743 0047214 2424243247 272727273 282828283  428490=+01 200754487 212283827  205.284138 4748380
18 C15 0415382 0505240 0453583 0.037592 400.090909 424242424 414141414 7.142493e+00 31858293 38.414056 35.008808 3.235493
19 C20 0487083 0507026 0493243 0008325 181.B18182 303930384 323.232323 0.999490e+01 55312728 185325330  101.339047 50.4772498
20 C21 0481392 0555415 0525080 0.029524 166.088557 303.930334 318181818 1.071374e+02 40751513 106967270  103.38335094 66.408381
P 53 0545319 06828835 0514103 0053301 105.080808 272727273 156.808887 G.813504e+01 130802182 153372824 145812821 5702241
22 54 0078411 0335319 0214015 0108326 151515152 424 242424 333333333 1.285649=+02 52151871 2224553254  777.587232 1023.174832
3 52 0408747 0481082 0443118 0029344 4090890209 424243424 410121819 7.142403=+00 32729173 47502382 30.031519 6.207844
24 514 0485381 0499259 0497937 0.001803 227.272727 272727273 257.575788 2.14274%e+01 160984194 202023104  176.578509 18.146337
23 510 0441753 0434441 0433274 0017987 151.515152 400090909 313131313 1.140475e+02 45484870 182580913  101.458073 58.789940
6 S5 0285279 0518088 0394188 0094558 400.090209 424242424 410191919 7.142493=+00  40.021073 55484735 50.295835 7.265548
w 312 0475321 0431530 0435171 0.0070B4 303039394 400080909 404040404 T.1424032+00 42287440 58241837 55.729814 10.880234
3 52 0409722 0473428 0442584 0023047 400.090209 424243424 414141414 T7.142403=+00 38088194 55324747 40.509872 11.840558
k] 51 1479395 1498302 1.490852 0007954 25T.5TH758 D2BT.ETETER 2VRTITATI 123T16e+]1 236089738 248347209 243728809 4875818
30 511 0423855 0471838 0454779 0020485 333333333 424242424 380.883380 3.978772e+M 37172491 206.083037 208.074219 75.863317
M 515 0.433307 0432930 04880323 0022382 353038304 424242424 404040404 2.355997e+01 34101598 110883201 59.999811 35.841380
32 54 0400441 0457080 0434479 0002805 227.272727 400.0908909 343.434343 B.237124e+M 44207334 198.511872  103.914809 G5.384918
33 513 0440731 0499418 0433014 0025955 333333333 424242424 330.BE32E0 2.076772e+M 34313829 141.753030 76.882839 45.559435
34 57 0479293 0523058 0504292 0.013403 272727273 400080808 353.535354 5.848352e+M 47097232 1976872183  107.843755 64.775638
35 59 0421858 0517135 0500482 Q01778 353830354 424242424 303939394 2.474232e+01 28.435045 104850828 58.253521 30.851152
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EK 6: PASAJLANAN HUCRELERDE UREME EGRIiSi HAM VERILERI

Pasaj 1
t D1.0 D11 D1.2 D2.3 D2.4 D2.5 H1.6 H1.7 H1.8 H2.9 H2.10 H2.11
0 0.0 0.1573 0.1472 0.1448 0.107Y2 0.1275 0.1420 0.1685 0.1737 0.1832 0.1579 0.1554 0.1588
1 54.0 0.1589 0.1480 0.1444 0.1065 0.1250 0.1374 0.1665 0.1709 0.1781 0.15697 0.1537 0.1572
2 407.0 0.2270 0.2189 0.2169 0.1214 0.1676 0.1869 0.3617 0.3681 0.3783 0.3243 0.3224 0.3167
3 1497.0 0.6669 06672 0.6738 0.37563 0.4420 0.4429 0.8042 0.7746 0.7802 0.6565 0.6361 0.6200
Pasaj 2
t D1.0 D1.1 D1.2 D2.3 D2.4 D2.5 H1.6 H1.7 H1.8 H2.9 H2.10 H2.11
0 0.0 0.1436 0.1417 0.1419 0.1149 0.1174 0.1150 0.1345 0.1356 0.1378 0.1200 0.1173 0.1160
1 40.0 0.2082 0.2022 0.1719 0.1368 0.1624 0.1540 0.2309 0.2231 0.2336 0.1650 0.1588 0.1634
2 350.0 0.2089 0.2028 0.1760 0.1339 0.1618 0.15638 0.2335 0.2252 0.2351 0.1637 0.1527 0.1638
3 14200 0.6910 0.6568 0.7142 0.5665 05911 0.6176 0.7535 0.7502 0.7788 0.6611 0.6000 0.6408
Pasaj 3
t D1.0 D1.1 D1.2 D2.3 D2.4 D2.5 H1.6 H1.7 H1.8 H2.9 H210 H21
0 0.0 0.1689 0.1627 0.1689 0.1287 0.1241 0.1305 0.2708 0.1692 0.1655 0.1423 0.1323 0.1234
1 100.0 0.1878 0.1770 0.1851 0.1400 0.1319 0.1374 0.3612 0.1862 0.1784 0.1600 0.1412 0.1287
2 413.0 0.3481 0.3061 0.3108 0.3168 0.2493 0.2400 0.7200 0.4399 0.3510 0.4021 0.2688 0.2286
3 1456.0 0.8555 0.8750 0.8165 0.7080 0.7052 0.7001 0.9178 0.8709 0.8385 0.7012 0.6692 0.6417
Pasaj 4
t D1.0 D141 D1.2 D2.3 D2.4 D2.5 H1.6 H1.7 H1.8 H2.9 H2.10 H2.11
0 0.0 0.2369 0.2439 0.2389 0.1806 0.1855 0.1793 0.2389 0.2328 0.2373 0.0690 0.0776 0.0746
1 104.0 0.2527 0.2567 0.2501 0.2011 0.2005 0.1914 0.2674 0.2492 0.2528 0.0699 0.0742 0.0760
2 156.0 0.2818 0.2821 0.2747 0.2208 0.2181 0.2093 0.3116 0.2738 0.2766 0.0724 0.0757 0.0784
3 14240 0.9336 0.9548 09625 0.7823 0.7989 0.7594 0.9328 0.9288 0.9137 0.4802 0.5832 0.5673
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EK 7: DENEY MATRISINDE ELDE EDILEN FENOTIPiK CESITLILIK HAM
VERILERI

DH-GP1 HM-GP1
V_ch  pixels V_ch  pixels
nams nams

C17 10380.000012 773479 C17  10850.00002% 575108
C18 7710.000025 G393920 C18  2265.000033 064412
C5 15555.000020 088315 C3 26880.000030 016587
C6  1125.000002 787054 C6é  T500.000028 741251
C16  B450.000001 858240 C16 12240.000011 727177
C13 Z20070.000008 827272 C13 10545000024 740423
C8 3825.000010 832073 C8 16215.000022 623945
C7 34050.000028 74954 Cy 22280000013 617472
C12 37725.000015 T97a27 C12 1170.000002 783788
C4 17220.000007 783155 C4 26070.000031 T47414
C19  1440.000003 973388 C13 25850.000018 G82147
C1 17100.000028 733370 C1 26670.00003% 532941
C3 24210.000018 598437 C3 11280.000023 502427
C9 10650.000037 092349 C3 11400000010 753959
C14 10850.000001 785454 C14 0555000026 808948
CH 17160.000021 885202 C11 20025000032 563183
C2 25875.000004 815833 C2 16710.000023 G77648
C10 15030.000035 707729 C10 12705.000019 G41984
C15 13005.000024 570095 C15  B8025.000018 512623
Ca0 22200.000030 G73073 C20 10545.000025 530598
C21  B8535.000000 842184 C21  5400.000011 714230
53 35025000023 734347 53 15555.000014 G87187
54 10230.000013 742188 54  T380.000015 047945
52 16155.000009 TO2289 52 10545.000029 715115
514 25360.000014 713147 514  B055.000028 548305
540 15810.000013 748584 510 22815.000022 718028
53 15030.000021 G72319 55 10880.000023 099167
512 11460.000012 B4T191 542 22500.000028 854000
58  B025.000042 854752 58 33750.000021 720850
51 17355.000018 ©09530 51 9330.000022 G52549
511 1B8870.000024 709935 511 18870.000020 556144
513 1845.000005 850498 515 15555.000024 G21358
56 1B870.000028 810024 s6 111180.000059 ©903594
513 13410.000018 812583 513  6500.000033 489217
57 675.000001 ¥A7057 57 16155.000020 587277
59 35025.000028 701419 59  B025.000014 738238
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TEZDEN CIKAN YAYINLAR

Engin D, Ertuzun G, Soydemir E. 4. Ulusal Klinik Mikrobiyoloji Kongresi Bildiri Kitab1
Antalya, Tiirkiye: Klinik Mikrobiyoloji Uzmanlik Dernegi; 2017.

VA ' 4. ULUSAL KLINIK MiKROBIYOLOJi KONGRESI

08 - 12 HASIM 2047
RIXDS SUNGATE KONGRE MERKEZI - ANTALYA

Ps-109
ERIYiK YIGMA MODELLEME iLE URETIMIS MALZEMELERIN OZON GAZI ILE STERILIZASYONU

Doruk Evren Engin, Gézde Ertiiziin, Ege Soydemir
Ankara Universitesi Biyoteknolaji Enstitis, Teme! Biyoteknoloji AD

Eriyik yiima modelleme (*fused deposition modelling - FDM®), ya da daha yayogin bilinen adi ile Gc boyutiu
baski, hizh prototiplemede oldugu kadar dretimde de yaygin sekilde kullarulan bir teknoloji haline
gelmistir. Ancak, FDM ile bivomedikal kullamim igin dretilen malzemelerin sterilizasyonu, hala Gnemli bir
sorun olusturmaktadir. Kullamlan termoplastik elastomerlerin hemen hepsinin cam transizyon sicakhk
esikleri, =1 ile sterilizasyon islemleri icin dnerilen sicakhklanin albnda kalmaktadir. Etilen oksit ve gamma
1sinlan ile sterilizasyon ise dzel tesis ya da sarf malzemeleri gerektirmektedir. Cesitli yontemler ile kolayca
elde edilebilen oron gazinin sterilizasyon amach kullanimi ise giderek @nem kazanmaktadir. Bu calismada,
ozon gamnin FDM  ile  dretilmis  materyallerin - sterilizasyonundaki  etkinligi  arastinlmistic
Calismada kullandiimiz ozon sterilizasyon dizenedinin donamm we yazihmi laboratuvanmizda
i;elistirilmi ir. Bu amacla, 1:45 oranh bir trafo ile sebeke alkimindan 10,000V Gretilmis, bu alum, izolasyon
evhasinin her iki yiziinde yer alan 100cm? alana sahip aluminyum adlarda korona desari olusturmak icin
kullamilmistir. Sterilizatériin iki litrelik hacminde Gretilen ozon ile elde edilen konsantrasyon, mikrokon-
trolér kartina bagh MQ1 31 senséri ile algilanmis, yuksek gerilim trafosuna giden alimin uygun déngilerle
aciip kapanmasi, boylece ozon konsantrasyonunun 1 ppm dizeyinde tutulmasi saglanmistir. Sterilize
edilecek test materyali olarak her biri 1 cm2 alana sahip kuyucuklardan olusan plakalar tasarlanms, Color-
Fab nGen filamenti kullamilarak 0.4 mmlik bask ucu ile 200 pm katman kalinh§inda bazk gergeklestiriim-
istir. Test bakterileri Escherichia coli K12 (Ec) ve Pseudomonas inosa PAO1 (Pa), bir gece boyunca LB
buyyonda iretilmis, kuyucuklara & replika 10°, 10* ve 10°* cfu/cm® olacak sekilde eklenmistir. Belirtilen
diltsyonlarda inckiile edilen test plaklan, gelistirdigimiz sterilizatgre yerlestirilerek 180 dakika boyunca 1
ppm ozon gazina maruz birakilmistir. Strenin sonunda kuyucuklar LB besiyeri ile yikanarak Columbia agar
besiyerine ekim yapilmistir. Bir gecelikinkiibasyon sonunda plaklarda clusan koloniler sayilarak sterilizsay-
on Bncesi Ec ve Pa inokulum drneklerinde sirasi ile 107, 10* ve 10° cfu/S0ul mertebesinde bakteri yiikii
oldufu saptanmstir. Sterilizasyon test materyalinden yapilan ekimlerde koloni olusumu gézlenmemistir.
Bu &n calisma, ozon gaz ile sterilizasyonun, FOM ile dGretilen pargalann sterilizasyonunda &nemli bir alter-
natif olabilecedine isaret etmektedir. Calisma, gram pozitif ve negatif patojenler, sporlu bakteriler,
mikobakteriler, kif wve mayalar ile kontamine FDM materyalleri kullanilarak genisletilecektir.
Anahtar Kelimeler: FDM, eritik yima modelleme, ozon, sterilizasyon

-h"r_..-

F s

90



4. ULUSAL KLINIK

MiKROBiYOLOJi KONGRESI

. “,5.13‘-‘ a
3 ;

08 -12 KASIM 2047

RIX0S SUNGATE KONGRE MERKEZI _;1'3
ANTALYA

www.klimud20j1i7/org







