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Fitazlar, bitkilerdeki fosforun ana depo formu olan fitatdan inorganik fosfatin serbest
kalmasini saglayarak gida ve yemlerin besleyici degerini artiran enzimlerdir. Bu ¢aligmada, Bacillus
subtilis VTT E-68013’den fitaz geni (phyC) PCR teknigi ile ¢ogaltilmis ve pMK3F’yi olusturmak igin
Escherichia coli-Bacillus sp. mekik vektorii pMK3’e yerlestirilmistir. pMK3F rekombinant vektorii
ilk once sicaklik soku yontemi ile E. coli’ye aktarilmustir. E. coli’den izole edilen pMK3F plazmidi
kullanilarak elektrotransformasyon yontemi ile Bacillus coagulans’a aktarilmistir. E. coli ve B.
coagulans’dan elde edilen bu rekombinant plazmidlerin Hindlll ve BamHI enzimleri ile kesilmesi
sonucu agaroz jel’de, phyC’yi kodlayan 1300 bg¢ biiyiikligiindeki DNA fragmenti ile 7200 bg
biiyiikligiindeki pMK3 vektorii gézlenmistir. pMK3F rekombinant vektoriiniin fitaz geni PCR ile
cogaltilmis ve agaroz jelde gozlenerek sonuglar desteklenmistir. Fitaz geni, B. coagulans’da
klonlanmasina ragmen Bugday Kepegi Ekstrakti/Sodyum-fitat/LB/Agar besi yerinde ve Bugday
Kepegi Ekstrakti/Na-fitat substratlari iceren SDS-PAGE’de fitaz aktivitesi tespit edilememistir.
B-(1,3-1,4)-glukanazlar (likenazlar), B-glukanlar ve likenanlar gibi B-1,3 ve B-1,4 baglari iceren diiz
B-glukanlar1 hidrolize eden enzimlerdir. Streptococcus bovis kokenli likenaz geni pMK3Lik
plazmidini olusturmak i¢in E. coli-Bacillus sp. mekik vektorii pMK3’e yerlestirilmigtir. pMK3Lik
rekombinant vektorii ilk 6nce E. coli’ye daha sonra da B. coagulans’a aktarilmistir. E. coli ve B.
coagulans’dan elde edilen bu rekombinant plazmidlerin Smal enzimiyle kesilmesi sonucu agaroz
jel’de 1800 bg’lik likenaz genine ait bant gdzlenmistir. pMK3Lik plazmidini tasiyan E. coli
hiicrelerinde hem LB/Likenan/Agar besi yerinde hem de SDS-Likenan-PAGE’de likenaz aktivitesi
gozlenirken rekombinant B. coagulans’da enzim aktivitesi tespit edilememistir.

Anahtar kelimeler: Fitaz, likenaz, Bacillus coagulans, probiotik, klonlama
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Phytases can increase the nutritional value of food and feed by liberating inorganic phosphate
from phytate, the major storage form of phosphorus in plants. In this study, the phytase gene (phyC)
from Bacillus subtilis VTT E-68013 was amplified by PCR technique and inserted into pMK3 shuttle
vector of Escherichia coli-Bacillus sp. to construct pMK3F. The recombinant vector, pMK3F, was
firstly transferred into E. coli by heat-shock method. MK3F plasmid isolated from E. coli was used to
introduce into Bacillus coagulans cells by electrotransformation. Hindlll and BamHI digestion of the
recombinant plasmids from E. coli and B. coagulans yielded 1300 bp fragment of DNA carrying the
gene encoding phyC and 7200 bp fragment of pMK3 vector on agarose gel electrophoresis. Phytase
gene of recombinant vector pMK3F was also amplified by PCR and visualized by agarose gel
electrophoresis to support the results. Although phytase gene was cloned in B. coagulans, phytase
enzyme activity was not detected on Wheat Bran Extract/Sodium-phytate/LB/Agar plates and SDS-
PAGE gel contains Wheat Bran Extract/Na-phytate as substrats.

B-(1,3-1,4)-glucanases (lichenases) hydrolyse linear -glucans containing $-1,3 and B-1,4
linkages such as B-glucans and lichenan. Lichenase gene originated from Streptococcus bovis was
ligated with pMK3 shuttle vector of E. coli-Bacillus sp. to construct pMK3Lik. The recombinant
vector, pMK3Lik, was firstly introduced into E. coli and then B. coagulans. Digestion of recombinant
plasmids from E. coli and B. coagulans by Smal was showed the 1800 bp lichenase gene band on
agarose gel elctrophoresis. Although E. coli cells carrying pMK3Lik was showed lichenase activity,
the enzyme activity was not detected from recombinant B. coagulans cells on both LB/Lichenan/Agar
plates and SDS-Lichenan-PAGE.

Key words: Phytase, lichenase, Bacillus coagulans, probiotic, cloning
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1. GIRIS Meltem ASAN OZUSAGLAM

1. GIRIS

Hayvan yetistiriciliginde hayvanin saglikli ve iyi bir performansa sahip
olmasinin biliyiik 6nemi vardir. Hayvanin biiyiime hizi, yemden yararlanmasi ve
saglig1r sindirim kanalinin fonksiyonuyla yakindan ilgilidir. Sindirim sisteminde
patojenik mikroorganizmalarin ve ishalin kontrolii amaciyla hayvan yemlerine
katilmakta olan antibiyotikler ve biiylime uyaric1 maddeler bagirsaklarda patojen
bakterilerle birlikte yararli mikroorganizmalarin da ¢ogalmasini engellemektedirler.
Ayrica patojen bakterilerin, kullanilan antibiyotik ve biiyiimeyi uyarici maddelere
kars1 zamanla diren¢ kazanmasi nedeniyle bu maddelerin etkilerinde azalma olmakta,
bagirsak florasinin tahrip edilmesiyle iyilesme gecikmekte ve ¢ogu kez de patojen
bakterilerin bagirsak mukozasinda dominant hale gecmesi ile sonuglanmaktadir. Ote
yandan, gereksiz antibiyotik kullanimina bagli olarak kanath {iriinlerinde antibiyotik
kalintilar1 meydana gelmektedir. Aynm1 zamanda bu kalintilar, insanlarda gida
zehirlenmelerine neden olan ancak kanatlilarda O6nemli bir performans kaybi
olusturmayan Salmonella ve Campylobacter gibi patojenik mikroorganizmalarda
zamanla ¢oklu antibiyotik direncinin gelismesine neden olmaktadir. Direng kazanan
patojenik mikroorganizmalarla kontamine kanathi iirlinleri insanlar tarafindan
tilkketildiginde, tedavi amagh olarak kullanilan antibiyotiklerin etkilerinde bir azalma
meydana getirmektedir. Bu gibi durumlar da insan sagligini tehdit etmektedir.

Bu nedenlerden dolay1 antibiyotiklerin yerine kullanilabilecek yem katki
maddeleri tizerinde pek ¢ok ¢alisma yiiriitiilmekte olup organik asitler, prebiyotikler,
cesitli bitki ekstraktlar1 ve probiyotikler gibi alternatif yem katki maddeleri {izerinde
durulmaktadir (Alp ve Kahraman, 1996).

Hayvan beslemede yemden yararlanma oraninin artirilmasi i¢in rasyonlara
cesitli enzimler katki maddesi olarak ilave edilmektedir. Bu enzimler, bakteri, fungus
ve maya gibi mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Ancak enzimler, direk yeme
ilave edildiginde midedeki asiditeden ve/veya proteaz aktivitesinden, pelete katildigi
durumlarda da peletleme sirasinda 70-90°C’ye erigsen yiiksek sicakliktan dolay1

denatiire olabilmektedir. Bu olumsuzluk kanatlinin bagirsak mikroflorasindan segilen
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bakterilere enzim genleri aktarilarak ilgili enzimleri dogrudan bagirsakta {iretmekle

giderilebilir.

1.1 Probiyotikler ve Hayvan Beslenmesindeki Onemi

Probiyotikler, hayvanlarin sindirim kanalindaki mikrofloranin ekolojik
dengesini  diizene sokmak, mikroflora igerisindeki potansiyel patojen
mikroorganizmalarin zararli hale gelmesini Onlemek ve hayvanlarin yemden
yararlanmalarini arttirmak gibi amaclarla igme suyu ya da yem igerisine karistirilarak
verilen bir grup canli bakteri, maya ve mantar kiiltiirleri igeren biyolojik iiriinlerdir
(Fuller, 1989; Hooper, 1989; Aytug, 1989). Probiyotikler, bir¢ok iilkede biiyiitme
faktorii olarak sigir, koyun, ke¢i, domuz, kanatli, at ve kii¢iik ev hayvanlarinin rasyon
veya diyetlerinde 1970’li yillardan beri kullanilmaktadir (Nemeskery, 1983;
McCormick, 1984; Fuller, 1989; Vanbelle ve ark.,, 1990). Probiyotik
mikroorganizmalarin canli olmasi ve en azindan tek hiicre proteini (Single Cell
Protein-SCP) limitleri altinda hayvanlara yedirilmesi gerekmektedir. Tek hiicre
proteini canli veya Olii olarak hayvanlara verilebilir ancak hayvan bunu, protein,
enerji ve vitamin olarak degerlendirir. Probiyotikler ise Olii olarak verildiginde
besleme agisindan etkileri ihmal edilebilir. Probiyotikler yemlerin sindirimini
artirmaktan ¢ok, sindirim sisteminin saglikli calismasina ve genel bagisiklik
sistemini giiclendirerek hayvanin sagligi iizerine dolayl etkide bulunurlar.

Iyi bir probiyotik; patojen olmamali, mide ve duedenum’dan gecisi sirasinda
buradaki yliksek asitlige toleransli olmali, ince bagirsagin iist kismindan gegisi
sirasinda safra tuzlarina kars1 direngli olmali, bagirsak epitel hiicrelerinde kisa siirede
kolonize olup c¢ogalmali, ¢esitli organik asitleri {lireterek bagirsagin pH’sini
diisiirmeli, antimikrobiyal maddeler iireterek patojen mikroorganizmalarin sindirim
sisteminde barinmalarin1 6nlemeli, peletleme sirasinda yiiksek sicakliga toleransh
olup canliligini siirdiirmeli, yemlerde kullanilan antimikrobiyal maddelere direngli
olmali, depolanma siiresince canliligini ve stabilitesini korumali, konukguya spesifik
olmali, antikor firetimini tesvik ederek bagisiklik sistemini giliclendirmelidir

(Nousiainen ve Setala, 1993; Tuncer, 2000).



1. GIRIS Meltem ASAN OZUSAGLAM

Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalar genellikle Lactobacillus
tirleri (L. acidophilus, L. bulgaricus, L. casei, L. helveticus, L. salivarius, L.
plantarum), Lactococcus lactis, Streptococcus thermophilus, S. faecium, S.
diacetilactus ile Bacillus subtilis, B. coagulans, B. toyli ve B. licheniformis gibi
basiller ve Aspergillus oryzae, Bificus bifidum, Saccharomyces cerevisiae,
Rhodotorula rubra, Torulopsis candida gibi bakteri, fungus ve maya kiiltiirleridir
(Jonnson, 1985; Wu, 1987; Aytug, 1989; Fuller, 1989, 1990).

Karma yem endistrisinde kullanilan  probiyotikler, Lactobacillus,
Streptococcus, Bacillus gibi bakteriler ve bazi mantar ve mayalar1 igermektedir.
Probiyotik olarak kullanilan canli kiiltiirlerin iki temel formu bulunmaktadir:
Bunlardan birincisi probiyotiklerin 1s1 ve neme duyarli vejetatif formlar1 olup, bu
formlar mide asidinden etkilenebilmekte ve peletleme esnasinda canliliklarini kismen
kaybedebilmektedirler. Ikincisi ise, gii¢lii mide asidinden, antibiyotiklerden, yiiksek
sicaklik ve depolama siiresinden dogal olarak korunmus olan spor formlaridir. Ancak
tim yararli mikroorganizmalarin 6zellikle Laktik Asit Bakterileri (LAB) nin spor
formu yoktur.

Ruminant probiyotigi olarak genellikle S. cerevisiae ve A. oryzae gibi
mikroorganizmalar kullanilmaktadir (Newbold, 1995). Bu mikroorganizmalar ile
beslenen hayvanlarda seliilolitik bakteri populasyonunun ve sindirimin arttigi
bildirilmistir (Van Horn ve ark., 1984; Weidmejer ve ark., 1987). Siit sigirlarinda, A.
oryzae katkili yemle beslenen grupta siit veriminde %4.3 oraninda, S. cerevisiae
katkili yemle beslenen grupta ise %5.1 oraninda bir artisin oldugu gozlenmistir
(Wallace ve Newbold, 1992).

Genellikle kanatli probiyotigi olarak kullanilan ve sindirim sisteminin dogal
bir mikroflorast olan LAB ise; bagisiklik sistemini uyarici etkilerinin yani sira
bagirsakta hizla kolonize olabilmeleri, mide ve safra asitlerine olan direngleri ve
laktik asit, hidrojen peroksit ve bakteriosin liretme yeteneklerinden dolay1 6nemli bir
yere sahip olmalarna karsin sporsuz bakteriler olduklari i¢in depolama siiresince
canliliklarin1 kaybedebilmektedirler (Stavrik ve Kornegay, 1995; Nousiainan ve
Setela, 1993). Ancak, LAB’lerinden olan L. plantarum’un L. acidophilus’a nazaran

farkli cevre kosullarina daha dayanikli oldugu bildirilmektedir (Anonymous, 1997).
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Buna karsin, Bacillus grubu mikroorganizmalar spor olusturabilmeleri nedeni ile
oldukea stabil olup nem ve sicaklik degisimlerine kars1 direngli olmalarindan dolay1
peletleme islemi esnasinda canliliklarini  koruyabilmektedirler. Maya ve
Streptococcuslar, peletleme islemi esnasinda canli kalabilme yetenekleri bakimindan
Lactobacillus ve Bacillus arasinda yer almaktadir (Sissions, 1989; Dawson ve ark.,
1990).

1.2. Bacillus coagulans Bakterisinin Probiyotik Olarak Onemi

Lactobacillus sporogenes bakterisi Horowitz-Wlassowa ve Nowotelnow
tarafindan (1933) izole edilerek tanimlanmis ve daha sonra B. coagulans ile benzer
karakteristik 6zellikler géstermesi nedeni ile B. coagulans olarak smiflandirilmustir.
“Bergey’s Manuel of Determinative Bacteriology” kitabinin 8. baskisinda; spor
olusturan, laktik asit iireten, fakiiltatif veya aerobik olan ve katalaz iiretenlerin
Bacillus cinsi icerisinde siniflandirilmasi gerektigi bildirilmistir. Bazi ticari iiriinler
halen L. sporogenes olarak etiketlenmekte ancak bunlarin B. coagulans olarak
yeniden isimlendirilmesi gerekmektedir (Vecchi ve Drago, 2006). Ote yandan B.
coagulans bakterisi, hiicrede endosporun olusum yeri (B. coagulans’da terminal,
diger Bacillus’larda sentral veya subterminal), sitokrom-c oksidazin olmayis1 ve
nitratt  nitrite  indirgeyememesi nedenleriyle de Bacillus’lardan  farklilik

gostermektedir (Cizelge 1.1).

Cizelge 1.1. Bacillus ve Lactobacillus cinsleri arasinda yer alan Bacillus coagulans
bakterisinin temel 6zellikleri (Vecchi ve Drago, 2006)

Ozellikler B. coagulans Bacillus Lactobacillus
Katalaz + + -
Oksidaz - + -
Nitrat indirgeme - + -

Spor + + -
Hareketlilik + + -/+
Laktik asit tiretimi + - +
Meso-diaminopimelik asit + -+




1. GIRIS Meltem ASAN OZUSAGLAM

Probiyotikler igerisinde yer alan B. coagulans; Gram (+), fakiiltatif ya da
aerobik, patojen olmayan, laktik asit iireten ve sporlu bir bakteridir (Anonymous,
2003a) (Sekil 1.1.). Bakterinin gelisebildigi sicaklik optimumu 35-50°C arasinda
olup pH optimumu 5.5-6.5 arasinda degisebilmektedir. Asit iiretmesine ragmen
maltoz, manitol, rafinoz ve siikrozun fermentasyonundan gaz iiretmemektedir. Asit
tiretmesinden dolayi siit iirlinleri, meyve ve sebzelerde bozulmalara sebep oldugu
bildirilmektedir (Anderson, 1984; Cosentino ve ark., 1997; Ramon-Blanco ve ark.,
1999; DeClerk ve ark., 2004). Ancak bunun aksine laktik asit ve bazi suslarin da
termostabil alfa-amilaz gibi diger {iriinleri iiretmesi nedenleriyle endiistriyel ac¢idan

Oonem tasimaktadir (Payot ve ark., 1999; Batra ve ark., 2002; Yoon ve ark., 2002).

\# f"“‘iﬂ_,
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Sekil 1.1. Bacillus coagulans bakterisinin Gram boyama sonrasi goriintiisii
(Anonymous, 2006a)

Probiyotiklerin konakg¢ida yararli olabilmesi i¢in mide asidine, lizozime ve
safra asidine direngli olmasi gerekmektedir (Tuomola ve ark., 2001). Hyronimus ve
ark. (2000) yaptiklar1 bir ¢alismada, ii¢ B. coagulans susunun (ikisi ticari, biri sigir
diskisindan izole edilmis (B. coagulans BCly) suslar) pH 2.5 ve 3.0°da canliliklarini
stirdiiremediklerini bildirmislerdir. Bunun aksine, Adami ve Cavazzoni (1993)’nin
yaptiklart ¢alismada ise B. coagulans CNCMI-1061 susunun, kanatlilarda probiyotik
olarak kullanildiginda, vejetatif hiicrelerin canliliklarini %50 oraninda korudugunu
belirlemislerdir. Bu nedenle, aside direncin degisik B. coagulans suslarinda farklilik

gosterebilecegi sonucuna varilmistir (Adami ve Cavazzoni, 1993). Safraya direnclilik
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acisindan B. coagulans BCl, susu az derecede de olsa toleransli bulunmasina ragmen
test edilen diger iki sus hassas olarak siniflandirilmistir (Hyronimus ve ark., 2000).
Probiyotikler ac¢isindan mikroorganizmalarin bagirsak epitel hiicrelerine
tutunmast kolonizasyonun ilk asamasi olmasindan dolayr onemli bir kriterdir
(Tuomola ve ark., 2001). Ancak in-vitro calismalarin ¢ok fazla bulunmamasina
ragmen domuzlarda yapilan bir ¢alismada B. coagulans’in bagirsak epiteline tutunma
yeteneginin olmadigi, gegici olarak bagirsakta kaldigi ve konakeiya verildikten bir
hafta sonra disariya atildig1 bildirilmistir (Adami ve Cavazzoni, 1993).
Probiyotiklerin mide ve safra asidine direngli olmasi, bagirsak epitel
hiicrelerine tutunmasi gibi kriterlerin yani sira potansiyel patojenik bakterilere karsi
antimikrobiyal aktivite gdstermesi, islenmesi ve depolanmasi siiresince canliligini ve
stabilitesini devam ettirmesi de gerekmektedir. Probiyotiklerce organik asitler, yag
asitleri, hidrojen peroksit ve bakteriosinler gibi ¢esitli antimikrobiyal maddeler
tiretilmektedir. Farelerde, B. coagulans’in, bagirsakta vancomycin dire¢li Enterococ
yogunlugunu azalttigr bildirilmektedir (Donskey ve ark., 2001). Ancak bazi
aragtiricilar da B. coagulans’in vancomycin direngli Entereococ’larin gelisimini
engelleyecek ugucu olmayan maddeleri iiretme yetenegi olmadigini belirtmektedirler
(Wilson ve Perini, 1988). Sigir diskisindan izole edilen B. coagulans I, susunun,
plazmid iizerinde kodlanan ve bir¢ok patojen ve gida bozulmalarina sebep olan
mikroorganizmalar iizerine etkili olan Coagulin adi verilen bakteriosin benzeri
maddeler iiretmesi nedeniyle bazi B. coagulans’larin antimikrobiyal maddeler
liretmesi, susa bagl bir 6zellik olarak goriinmektedir (Hyronimus ve ark., 1998).
Probiyotiklerin teknolojik islemlere dayanikliligi, bunlarin pazarlanmasi
sirasinda canliligini ve aktivitesini korumasina neden olur. Bu nedenle liyofilize
olarak satilir ve islem gérme asamasi ve muhafazasi sirasinda da canliligin
siirdiirmesi istenir. Mikroorganizmalarin spor formlar1 olumsuz cevre sartlarina
vejetatif hiicrelere nazaran daha direnclidirler. Bu 6zellikten dolay1 sporlar daha uzun
stire canliliklarint siirdiirebilirler (Sanders ve ark., 2001). Kanatlilarda probiyotik
amacli kullanilmak iizere liyofilize hale getirilmis B. coagulans CNCM 1-1061
susunun (0.5x10"" CFU/g (%50 spor igeriyor)) 5 yil sonrasinda spor igerigi
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degismezken vejetatif hiicre sayisinin %20-30 azaldigi bildirilmektedir (Adami ve
Cavazzoni, 1993).

B. coagulans bakterisinin spor formunun dis tabakasi kalin olup sicaga,
kimyasallara, aside ve radyasyona direnci yliksektir. Su veya yemle birlikte kanath
hayvanlara verildiginde ve uygun kosullarda (viicut sicakligi, asitligi, safra ve diger
salgilarda) spor formundan aktif vejetatif hiicrelere doniisebilmektedir. B.
coagulans’in spor formu termostabildir. Peletleme sirasinda ve depolama siiresince
canliligini koruyabilmektedir. Ayrica spor formu, mide ve safra salgilarindan
etkilenmeden canliligini siirdiirebilmekte ve bagirsaga ulastiginda hizla kolonize
olabilmektedir. Sindirim sistemine yerlestikten sonra laktik asit ve diger antogonistik
maddeler iireterek patojenik bakterilerin gelismesini engellerken, bagirsakta L.
acidophilus’un gelisimini tesvik etmektedir. Ancak bagirsagin dogal mikroflorasi
olmadig1 ig¢in sporlart (yar1 konukgul (semi-resident)) viicuttan yavas bir sekilde
atilmaktadir. Bu nedenle probiyotik olarak kullanildiginda B. coagulans’in
hayvanlara giinliik olarak verilmesi gerekmektedir (Anonymous, 2003b).

Yem katkist olarak B. coagulans, kanatlilar ve domuz gibi hayvanlarda etkili
bir sekilde biiyiimeyi uyarici etkiye sahiptir. Sindirimi artirir ve E. coli ve
Staphylococcus gibi enfeksiyona neden olan bakterilere karsi koruyucu olarak gorev
yapar. Probiyotik olarak civcivlerde 1-2 milyon, broylerde ise 6-12 milyon spor
onerilmektedir (Anonymous, 2003a).

Yapilan bir ¢calismada B. coagulans ile beslenen (%0.04 oraninda) civcivlerde
kontrol grubuna gore canli agirhik kazanci Onemli derecede daha yiiksek
bulunmustur. Ayrica %0.04 B. coagulans ve %0.05 Zn-bacitracin ilavesi ile yem
cevrim etkenligi olduk¢a artmistir. B. coagulans bagirsak pH’simi diisiirmekte ve
fekal amonyak konsantrasyonunu onemli derecede azaltmaktadir. B. coagulans
katkis1 ile diskida B. coagulans ve Lactobacillus miktar1 artmakta ve Staphylococcus
ve Coliform miktar1 azalmaktadir (Anonymous, 2003a).

Kanatlilarda yapilan baska bir calismada ise, probiyotik olarak B.
coagulans’in broylerde performansa etkisi arastirilmistir. Yapilan ¢alismada 3 grup
olusturulmustur: Sadece standart diyetin verildigi kontrol grubu, standart diyet +

virginamisin ve standart diyet + B. coagulans CNCM I-1061. Caligma sonucunda
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probiyotik katkili diyetle beslenen grubun kontrol ve virginamisin katkili gruplara
nazaran performanslarinin (canlt agirlik, gilinliik canli agirlik kazanct ve yem
doniisiim orani1) daha yiiksek oldugu bildirilmistir. Arastiricilar antibiyotiklerin
olusturdugu sakincali durumlardan dolay:1 (ette ve digkida antibiyotik kalintilarinin
bulunmasi gibi) bu bakterinin antibiyotiklere alternatif olacak sekilde probiyotik
amagch kullanilabilecegini belirtmislerdir (Cavazzoni ve ark., 1998).

Adami ve Cavazzoni (1998)’nin yaptiklar1 ¢calismada, domuzlarda probiyotik
olarak B. coagulans’in diskidaki segilen bakteri gruplari iizerindeki etkilerini
aragtirmislardir. Calismada; kontrol grubu, B. coagulans CNCM I-1061’in probiyotik
olarak verildigi grup ve yeme Zn-bacitracin ilave edildigi olmak iizere 3 grup
olusturulmustur. Secilen bakteri gruplari (LAB, Lactococcus, Enterococcus, aerobik
ve anaerobik cocci, toplam ve fekal Koliform, Clostridia, Bacteroides,
Bifidobacteria) 1. giin, 1, 4 ve 10. haftalarda belirlenmistir. Calisma sonunda,
antibiyotige kiyasla probiyotik kullanimi ile Enterococcus ve Koliform (6zellikle
fekal koliform) miktarinda azalma tespit etmislerdir. Giinliik B. coagulans verilmesi
ile bu bakteri enterik mikroflaraya entegre olmustur. Arastiricilar bu probiyotigin

antibiyotiklere alternatif olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir.

1.3. Kanath Rasyonlarinda Enzim Kullanim

Hayvansal iiretimde amag¢ birim masraf basina daha fazla iirlin tiretmektir.
Kanatlh eti ve yumurtas: iiretiminde tiim masraflarin yaklasik %65-70 gibi biiyiik
kismin1 yem giderleri olusturmaktadir. Yem maliyetinin 6nemli bir kismini olusturan
ve kanatli karma yemlerinde %60-70 diizeylerinde yer alan yem hammaddeleri mustr,
bugday, arpa, ¢avdar, yulaf gibi tahillardir (Polat ve ark., 1999).

Kanath yemlerinde fazla miktarda arpa ve bugday kullanildiginda bagirsakta
viskozite artmakta ve yapiskan digski (sticky dropping) denilen fizyolojik bir
rahatsizlik olugmaktadir (Bedford, 1991). Bu olumsuzluklara sebep olan ve 6zellikle
arpada %2-8 oraninda bulunan [B(1,3-1,4)-glukan (Hesselman ve Aman, 1986;
Hesselman ve Thomke, 1982) ve bugdayda bulunan arabinoksilanlardir. Tek mideli

olan kanatli hayvanlar seliiloz, arabinoksilanlar, beta glukanlar, pektinler gibi nisasta
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tabiatinda olmayan polisakkaritleri enzimatik olarak sindiremezler ve bu maddelerce
zengin yemlerden bu sebeple yeterli diizeyde yararlanamazlar. Bunun sonucu olarak,
canli agirlik artisi ve yemden yararlanmanin diismekte ve bu nedenle etlik pilic
rasyonlarinda arpa ve bugday siirli diizeyde kullanilmaktadir (Bedford, 1991).

Seliilolitik enzimlerin rasyonlara karistirtlip belli bir siire inkiibasyona
birakilmasindan sonra bu yemlerin hayvana yedirilmesi halinde, endosperm hiicre
duvarinin yumusamasi ve buradaki polisakkaritlerin ince bagirsakta kismi olarak
parcalanip yemde mevcut nisasta ve proteinlerin daha iyi sindirilmelerine ve etkili
sekilde ete g¢evrilmesine sebep olmaktadir (Hesselman ve Aman, 1986). Ayrica
karisik bagli B-glukanaz enziminin kullannmi da kanathlarda yapiskan diski
olusumunu ortadan kaldirarak bu tiir yemlerin kanatli rasyonlarinda daha giivenli bir
sekilde kullanilmalarina imkan vermektedir (Havenstein ve ark., 1992).

Arpa igeren rasyonlara B-glukanaz eklenmesi etlik piliclerde yem g¢evrim
etkinligini ve canli agirlik artisin1 gelistirmekte, yumurtacilarda ise altlik nemliligini
azaltmaktadir. Arpa iceren rasyonlara enzim eklenmesiyle rasyonun sindirilebilirligi,
bugday kontrol rasyonuna esit veya daha fazla olmaktadir. B-glukanaz ilavesiyle
tanenin hiicre duvari daha hizli eridiginden nisasta ve protein sindirimi ince
bagirsagin daha 6n kisimlarinda meydana gelmektedir (Bedford, 1991).

Son yillarda kanatli yemlerinde fitaz enzimi kullanimi da glindeme gelmistir.
Fitaz tek mideli hayvanlarin sindirim sisteminde ya hi¢ ya da ¢ok az iretilmekte
fakat bu enzim bagirsakta yemlerle alinan fitati pargalayamamakta ve dolayisiyla
fitat fekal materyalde birikmektedir (Jongbloed ve ark., 1992; Igbal ve ark, 1994;
Maenz ve Classen, 1998). Bu nedenle fitat entansif hayvanciligin yapildig: alanlarda
fosfor kirliligine neden olmaktadir. Ozellikle yogun olarak iiretimi yapilan domuz ve
kanatli hayvanlarin yetistiriciliginde fosfor kirliligi global bir problem haline
gelmistir (Jongbloed ve ark., 1997). Ayrica fitik asitin degisik tuzlar1 antibesleyici
etkiye sahiptir. Fitik asit, besleme acisindan O6nemli olan kalsiyum, c¢inko,
magnezyum ve demir gibi elementler ve proteinlerle suda ¢oziinmez kompleksler
olusturmakta, bu da tahil ve baklagillerin insan ve hayvanlarda besleyici degerini
sinirlandirmaktadir (Harland ve Morris, 1995). Bu nedenlerden dolay1 son yillarda

tek mideli hayvanlarda bitki fosforunun kullaniminmi artirmak ve fitik asitin degisik
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tuzlarmin olumsuz etkilerini elemine etmek i¢in Aspergillus sp. fitazlar1 yem katkis1
olarak kullanilmaktadir (Mroz ve ark., 1994). Fitaz enzimi kullanim1 Avrupa’da
giderek yayginlagmis ve bazi Avrupa iilkelerinde bu zorunlu hale getirilmistir (Kutlu,
2000).

Kanath karma yemlerinde kullanilan tahillar ve kiispelerdeki toplam fosforun
yaklagik 2/3’i fitin fosforu (fitik asitin kalsiyum-magnezyum tuzlari) formunda olup
sindirim aktivitesi yoklugu nedeniyle kanatli hayvanlarca yararlanillamamaktadir. Bu
yemlere fitaz enzim ilavesi, fitin fosfordan yararlanmay:1 artirmakta, rasyonlarda
inorganik fosfor (dikalsiyum fosfat gibi) kullanimin1 ve digki ile atilimin1 azaltmakta
ve sonu¢ olarak cevre kirliligini kontrol etmektedir. Rasyonlara ilave edilen fitaz
enzimi aktivitesini myo-inositol-hekzafosfata bagl fitik asiti tri-di ve mono fosfatlara
ve ortofosfata doniistiirerek gostermektedir (Kutlu, 2000). Bazi kanath yem
maddelerindeki toplam fosfor, fitat fosforu ve toplam fosfordaki fitat fosfor oranlari

Cizelge 1.2°de verilmistir.

Cizelge 1.2. Baz1 kanathi yem maddelerindeki toplam fosfor, fitat fosforu ve toplam
fosfordaki fitat fosfor oranlar1 (Selle ve Ravindran, 2006)

Yem Maddesi Toplam P (g/kg) Fitat-P (g/kg) Oran (%)
Tahillar

Arpa 3.21 1.96 61.0
Maisir 2.62 1.88 71.6
Sorgum 3.01 2.18 72.6
Bugday 3.07 2.19 71.6
Yagh Tohum Kiispeleri

Kanola kiispesi 9.72 6.45 66.4
Pamuk tohumu kiispesi 10.02 7.72 77.1
Soya fasulyesi kiispesi 6.49 3.88 59.9
Yan Uriinler

Piring kepegi 17.82 14.17 79.5
Bugday kepegi 10.96 8.36 76.3

Etlik piliclerde yapilan calismalarda daha diisitk monokalsiyum fosfat veya
toplam fosfor oranlarinda fitaz enzimi ilavesinin verim kayiplarim1 onledigi

saptanmistir (Schoner ve Hoppe, 1992; Simons ve Versteegh, 1993; Harter-Denis,
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1999). Benzer sonuclar bildircin (Konca ve Bahtiyarca, 1996) ve hindilerde de
(Ravindran ve ark., 1993) elde edilmistir. Yumurta tavuklar1 tizerinde yiiriitiilen
baska bir ¢alismada ise, diisiik toplam fosfor diizeylerine sahip karmalara fitaz ilavesi
ile normal fosfor diizeylerinde elde edilenlere benzer verim alinabildigi gézlenmistir
(Simons ve ark., 1992; Simons ve Versteegh, 1993; Gordon ve Roland, 1997).
Midilli ve ark. (2003)’nin yiiriittiigii bir ¢alismada, broylerde, misir-soyaya dayali
rasyonlara, mikrobiyal fitaz enziminin ¢esitli diizeylerde katilmasinin, canli agirlik
ve yemden yararlanma oranlar {izerine etkisinin kontrol grubuna gére dnemli dl¢iide
olumlu oldugu, deneme gruplarinda yem tiiketimi, kalsiyum, fosfor ve magnezyum
miktarinin yiikseldigi, karkas randimanlarinin daha yiiksek oldugu ve serum fosfor

konsantrasyonunun matematiksel olarak artig gosterdigini saptamiglardir.

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

B(1,3-1,4)-glukanlar, Poaceae familyas1 bitkilerinin hiicre duvar1 polisakkarit
bilesikleri olup Graminae familyasinin 6zellikle ticari 6neme sahip arpa, sorgum,
piring, bugday ve ¢avdar gibi tahillarin endosperm hiicre duvarinda bulunur (Stone
ve Clarke, 1992).

B-glukanlar genel olarak f-1,4 ana zincirine [B-1,3 yan zincirlerinin
baglanmasiyla olusmustur. Arpa ve yulafin yapisinda bulunan B-glukanin %85’inde
2 veya 3 adet 3-1,4 bag1 ile baglh ana zinciri 1 adet B-1,3 yan zinciri takip ederken,
geriye kalan %15’inde ¢ok sayida (-1,4 bagina sahip ana zinciri 1 adet -1,3 bagi
izlemektedir (Classen ve Bedford, 1991).

Endo-B(1,3-1,4)-glukanaz, nisastali tohumlarin endosperm duvarinda bulunan
karisik bagh B(1,3-1,4)-glukanlar1 hidrolize eden enzimdir (Lloberas ve ark., 1991).
Arpa B-glukaninin B(1,3-1,4)-glukanaz ile hidrolizi sonucunda bir trisakkarit (3-O-f3-
cellobiosyl-D-glucopyranose) ve  bir  tetrasakkarit  (3-O-B-cellotriosyl-D-
glucopyranose) olugsmaktadir (Planas, 2000) (Sekil 1.2.).

11
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Sekil 1.2. Arpa B-glukaninin B(1,3-1,4)-glukanazlar ile enzimatik depolimerizasyonu
(Planas, 2000)

Bitkilerin yanisira bakteri, fungus gibi bircok mikroorganizma da O6nemli
diizeyde [(1,3-1,4)-glukanaz kaynagidir. Ancak bitki ve mikrobiyal kaynakli
enzimler birbirlerinden aminoasit siralar1 ve ii¢ boyutlu yapilar1 gibi birtakim
ozellikler bakimindan farkliliklar gosterirler. Bitki enzimleri glycosyl hidrolaz 17
familyasina ait iken, mikrobiyal enzimler glycosyl hidrolaz 16 familyasina aittir
(Henrissat, 1991; Henrissat ve Bairoch, 1993, 1996).

Bakteriyel (1,3-1,4)-glukanazlar bira sanayinde de énemli bir yere sahiptir.
Malt yapimu sirasinda endojen (i¢sel) B(1,3-1,4)-glukanazlar sicaklikla inaktif olurlar
ve fazla miktardaki yiiksek molekiiler agirliga sahip B-glukanlar bira yapiminin son
asamasinda jelatinimsi gorlinlimiin yani sira diisiikk filtrasyon orani ve ekstrakt
veriminin diismesi gibi Onemli sorunlara neden olabilmektedirler. Bu nedenle
sicakliga karst direngli bakteriyel B(1,3-1,4)-glukanazlar mashing (bira yapiminda
ezilmis arpa ile su karisimi agamasi) sirasinda viskoziteyi azaltmak i¢in oldukca sik
kullanilmaktadir (Stone ve Clarke, 1992; Godfrey, 1983). Hayvan yemlerine
ozellikle broyler ve domuz yemlerine bakteriyel B-glukanazlari igceren enzimatik
karisimlarin  eklenmesiyle arpaya dayali yemlerde sindirilebilirlik artmakta ve
saglikla ilgili problemler (yapiskan digski olusumu) azalmaktadir (Stone ve Clarke,
1992; White ve ark., 1983).

12
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Bir¢cok Bacillus tiirii likenaz enzimi iiretmekte olup bunlardan B. subtilis
(Cantwell ve McConnell, 1983; Murphy ve ark., 1984; Hinchliffe, 1984), Bacillus
amyloliquefaciens (Hofemeister ve ark., 1986), Bacillus macerans (Borriss ve ark.,
1988, 1990), Bacillus circulans (Bueno ve ark., 1990a, 1990b), Bacillus polymyxa
(Gosalbes ve ark., 1991), B. licheniformis (Lloberas ve ark., 1991), Bacillus brevis
(Louw ve Watson, 1993) ve alkalifilik Bacillus sp. N137 (Tabernero ve ark., 1994)
bakterilerine ait likenaz genleri klonlanmis ve karakterize edilmistir. Bacillus
likenazlar1 25-30 kDa molekiiler agirliginda olup izoelektrik noktas: pI 7.5-9.1, pH
optimumu ise B. brevis (pH 9.0) ve alkalophilik Bacillus sp. N137 (%80’den fazla
aktivitesini pH 7.0-12.0) enzimleri disinda nétr (pH 6.0-7.5) seviyesindedir.
Enzimlerin sicaklik optimumu bakteriler arasinda farklilik gostermekte olup B.
polymyxa likenazinda 45°C (Borris ve Zemek, 1981), B. subtilis (Olsen ve ark.,
1991), B. amyloliquefaciens (Olsen ve ark., 1991), B. licheniformis (Lloberas ve ark.,
1988) kokenlilerde 55°C, B. macerans (Olsen ve ark., 1991), B. brevis (Louw ve
Watson, 1993), Bacillus sp. N137 (Tabernero ve ark., 1994) kdokenlilerde 65°C’dir.
Spesifik aktivite 1200-4500 pmol/dk/mg (arpa beta glukaninin hidrolizindeki
indirgenen seker miktar1) ve K, degerleri arpa B-glukani i¢in 1,2-1,5 mg/ml ve
likenan i¢in 0,8-2 mg/ml’dir.

B(1,3-1,4)-glukanazlar1 kodlayan genler Bacillus olmayan tiirlerden de izole
edilmistir. Bunlarin irettigi enzimlerin Kkatalitik bolgeleri ile Bacillus kokenli
enzimlerin katalitik bolgeleri arasinda yiiksek homoloji bulunurken, degisik
fonksiyonlara sebep olan ek bolgelere de sahiptirler. Ruminococcus flavefaciens’deki
xynD genini tastyan DNA fragmenti ksilanaz (N ucunda) ve B(1,3-1,4)-glukanaz (C
ucunda) alt iinitelerinden olusan bifonksiyonel enzimi kodlar (Flint ve ark., 1989,
1993). Clostridium thermocellum licB geni, Bacillus enzimleriyle homoloji gosteren
katalitik bolgeye sahip bir likenaz enzimi iiretir (Schimming ve ark., 1991; Zverlov
ve ark., 1994). Fibrobacter (Bacterioides) succinogenes likenaz gen firliniiniin
katalitik bolgesi Bacillus ve C. thermocellum likenazlari ile benzer amino asit
sirasina sahiptir (Erfle ve ark., 1988; Teather ve Erfle, 1990). Bacillus kokenli
olmayan B(1,3-1,4)-glukanazlar farkli fonksiyonlar gosteren ek bolgelerin bulunmasi

nedeniyle, Bacillus enzimlerinden daha biiyiik olmasina ragmen benzer biyokimyasal
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ozellikler gosterirler: R. flavefaciens (90 kDa) (Flint ve ark., 1993), C. thermocellum
(38 kDa, pH optimumu 6.6-10.0, sicaklik optimumu 80°C) (Schimming ve ark.,
1991), F. succinogenes (37 kDa, pH optimumu 6.0, siaklik optimumu 50°C) (Erfle
ve ark., 1988). Fungal likenazlar da Orpinomyces (26 kDa, pH optimumu 6.0,
sicaklik optimumu 45°C) (Chen ve Ljungdahl, 1997) ve Talaromyces emersonii’den
(40.7 kDa, pH optimumu 4.8, sicaklik optimumu 80°C) (Planas, 2000) karakterize
edilmistir.

Ayrica bu ¢alismada kullanilan S. bovis B(1,3-1,4)-glukanaz geni E. coli ve
tekrar S. bovis’de klonlanarak eksprese edilmistir (Ekinci, 1997). Familya 16 B(1,3-
1,4)-glukanazlarin1 kodlayan genlerin rumen bakterisi F. succinogenes (Teather ve
Erfle, 1990) ve R. flavefaciens (Flint ve ark., 1993)’den klonlandig: bildirilmistir. S.
bovis likenaz gen tirlinti yaklasik 26 kDa’dur. Enzim aktivitesi 50°C’ye kadar stabil
iken bu sicakligin iizerine ciktikga enzim aktivitesinde Onemli derecede azalma
meydana gelmektedir. Enzimin pH optimumu ise 6.5°dir. S. bovis p-glukanaz1 C.
thermocellum, B. subtilis ve R. flavefaciens B-glukanazlari ile sirasiyla %53.3, %55
ve %50.7 oraninda benzerlik gdstermektedir (Ekinci ve ark., 1997).

B-glukan  endohidrolazlarin  {i¢  tipi;  endo-1,4-B-glukanaz  veya
karboksimetilseliilaz ~ (EC.3.2.1.4), endo-B(1,3-1,4)-glukanaz veya likenaz
(EC.3.2.1.73) ve P-glukan  endohidrolaz  veya  endo-1,3(4)-B-glukanaz
(EC.3.2.1.6)’dir. Bunlarin hepsi (1,3-1,4)-glukanlarin1 indirgeyebilir ancak substrat
spesifiteleri arasinda farkliliklar bulunur. S. bovis’in endo-f-(1,3-1,4)-glukanazinin
substrat spesifitesi ise likenan ya da arpa -glukani gibi karigik bagli B-glukanlar ile
siirhidir (Ekinci, 1997).

Bakteriyel pB(1,3-1,4)-glukanazlar E. coli, Bacillus suslari, S. cerevisiae ve
transgenik arpa ve tiitiin bitkileri gibi g¢esitli canlilarda eksprese edilmistir (Planas,
2000). Bunlardan S. bovis B(1,3-1,4)-glukanaz geni E. coli ve tekrar S. bovis’de
klonlanarak eksprese edilmistir (Ekinci, 1997). Baslica enzim aktivitesi E. coli’de
hiicre i¢indeyken gram pozitif bakterilerde hiicre disindadir. Bu gen ayni zamanda

Enterococcus faecalis’e de aktarilmistir (Ekinci, 1997).
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Transgenik bitkiler termostabil bakteriyel likenazlarin ekspresyonunda
konak¢1 olarak kullanilmistir. Yesil maltin firinda kurutulmasi esnasinda yiiksek
sicakliktan zarar gormemesi amaciyla B. amyloliquefaciens ve B. macerans’dan bir
hibrid B(1,3-1,4)-glukanaz enzim geni de arpa bitkilerinde klonlanarak ve eksprese
edilmistir (Jensen ve ark., 1996; Hovarth ve ark., 2000).

Son zamanlarda funguslardan da (1,3-1,4)-glukanaz enzimi tespit edilmistir.
Likenaz’1 kodlayan ilk fungal gen anaerobik fungus Orpinomyces’den 1997 yilinda
klonlanmistir (Chen ve Ljungdahl, 1997). Tahil B-glukanlar {izerine etkili ii¢ enzim
fungal bitki patojeni Cochliobolus carbonum’da belirlenmistir (Gorlach ve ark.,
1998). Bunlardan ikisi ayni gen (MLG1) tarafindan tiretilmekte olup karisik bagli -
glukanlarin yamsira 1,3-B-glukanlar iizerine de etkilidir. Ugiincii enzim muhtemelen

likenaz olup bu genin klonlanmasi {izerine herhangi bir ¢alismaya rastlanmamastir.

1.5. Fitaz Enzimi

Fitik asit; tahil, baklagil ve yagl tohumlarda fosforun ana depo formudur.
Kimyasal olarak tam tarifi myo-inositol 1,2,3,4,5,6-hekza-dihidrojen fosfat’tir
(IUPAC-IUB, 1977). Fitik asitin tuzlar fitat olarak tanimlanir. Fitat, fitik asitin

potasyum-magnezyum ve kalsiyum tuzlarinin karisimidir (Sekil 1.3).

il

Myo-inositol hekzafosforik asit

Sekil.1.3. Fitik asitin (A) ve fitik asit selatinin (fitat) (B) yapist (Anonymous, 2006b)
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Fitaz (myo-inositol hexakisphosphate phosphohydrolase), fitik asiti (myo-
inositol hekzafosfat), inorganik monofosfat, myo-inositol fosfat ve serbest myo-
inositol’e hidrolize eden enzimdir (Kerovuo, 2000) (Sekil 1.4). Bitkilerde, hayvansal
dokularda ve cesitli mikroorganizmalarda fitaz aktivitesinin oldugu bildirilmigtir

(Miksch ve ark., 2002).

OH
D---",{-ﬁ + ilwrganil-; Fosfat
OH
0 ™y
/00" | Mom
””’Frﬁd 0
oH"
myo-inositol D-myo-inositol

1,2,3,4.5,6 hexakis dihidrojen fosfat 1,2,4.5,6 pentakis dihidrojen fosfat

Sekil 1.4. Fitik asitin (myo-inositol 1,2,3,4,5,6 hexakis dihidrojen fosfat) mikrobiyal
fitazlarla (EC 3.1.3.8) D-myo-inositol 1,2,4,5,6 pentakis dihidrojen fosfat
ve inorganik fosfata hidrolizi (Anonymous, 2006c¢)

Fitat1 parcalayan enzimler ITUPAC-IUB (International Union of Pure and
Applied Chemistry and the International Union of Biochemistry) tarafindan iki sinifa
ayrilmustir: Fitatin D3 pozisyonundaki ortofosfati uzaklastiran 3-fitaz (myo-inositol-
hekzakisfosfat 3-fosfohidrolaz, EC 3.1.3.8) ve myo-inositol halkasindaki L-6 (D-4)
pozisyonundaki defosforilasyonu saglayan 6-fitaz (myo-inositol-hekzakisfosfat 6-
fosfohidrolaz, EC 3.1.3.26). Mikrobiyal fitazlar genellikle 3-fitaz simifinda yer
alirken bitkisel kokenli fitazlar 6-fitaz sinifinda yer almaktadir (Konietzny ve
Greiner, 2002).

Fitaz enzimi, bitkilerde, mikroorganizmalarda ve bazi hayvansal dokularda

bulunmasina ragmen yapilan son aragtirmalar mikrobiyal fitazlarin biyoteknolojik
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uygulamalar i¢in en limit verici oldugunu gostermistir (Pandey ve ark., 2001; Vohra
ve Satyanarayana, 2003). Bakteri, maya ve funguslardan fitaz enzimleri karakterize
edilmis olup, glinlimiizde ticari olarak fitaz enzimi iiretiminde toprak fungusu olan
Aspergillus tizerinde durulmaktadir. Ancak substrat spesifitesi, proteolizize karsi
direng gostermesi ve katalitik aktivitesi gibi 6zelliklerinden dolay1 bakteriyel fitazlar,
fungal enzimlere alternatif olusturabilmektedir (Konietzyn ve Greiner, 2004).

Bakteriyel fitazlarin ortalama olarak molekiiler agirhigi (40-55 kDa)
glukolizasyon farki oldugu i¢in fungal fitazlardan (80-120 kDa) daha kiiciiktiir (Choi
ve ark., 2001; Golovan ve ark., 2000; Han ve Lei, 1999; Kerovuo ve ark., 1998;
Rodriguez ve ark., 2000a; Van Hartingveldt ve ark., 1993).

izole edilen fitazlarin ¢ogunun pH optimumu 4.5-6.0 arasinda yer almaktadir.
Ancak Bacillus sp.’ye ait nétral veya alkali fitazlar da bulunmaktadir (Choi ve ark.,
2001; Kim ve ark., 1998a). Aspergillus niger fitazinin (phyA) pH optimumu ise
asidik siirlarda olup 2.5 ve 5.5°dir. Bu iki sinir arasinda aktivitede azalma meydana
gelmektedir. Mikrobiyal fitazlarin ¢ogunun sicaklik optimumu ise 45-60°C arasinda
yer almaktadir. Ancak Pasamontes ve ark. (1997a,b), A. fumigatus’a ait sicakliga
direngli fitazin 100°C’ye kadar olan sicakliklarda 20 dakikalik inkiibasyonlarda
sadece %10’luk kayipla aktivitesini korudugunu bildirmislerdir.

Fitaz aktivitesi Aerobacter aerogenes (Greaves ve ark., 1967), Pseudomonas
sp. (Irving ve Cosgrove, 1971), B. subtilis (Powar ve Jagannathan, 1982), Klebsiella
sp. (Shah ve Parekh, 1990), B. subtilis (natto) (Shimizu, 1992), E. coli (Grenier ve
ark., 1993), Enterobacter sp.4 (Yoon ve ark., 1996) ve Bacillus sp. DS11 (Kim ve
ark., 1998a) gibi bakterilerde saptanmistir. Sadece Bacillus ve Enterobacter grubu
bakteriler ekstraseliilar fitaz iiretirken, E. coli’nin iirettigi fitaz periplazmik boslukta
birikmektedir (Kerovuo, 2000). Ayrica S. cerevisiae, Candida tropicalis, T. candida,
Debaryomyces castelii, Debaryomyces occidentalis, Kluyveromyces fragilis,
Schwanniomyces castelii, Aspergillus sp. gibi maya ve funguslar da dogal olarak
fitaz tiretmektedir (Shieh ve Ware, 1968, Nayini ve Markakis, 1984; Lambrechts ve
ark., 1992; Mochizuki ve Takahashi, 1999). Mikrobiyal fitazlarin baz1 6zellikleri

Cizelge 1.3’de verilmistir.
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Cizelge 1.3. Mikrobiyal fitazlarin bazi 6zellikleri (Greiner ve Konietzny, 2006)

Fitaz Kaynag

Aspergillus niger
Aspergillus terreus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus oryzae
Aspergillus caespitosus
Emericella nidulans
Myceliophthora thermophila
Thermomyces lanuginosus
Penicillium simplicissimum
Penicillium lycii
Cladosporium

Pichia anomala

Candida krusei
Escherichia coli

Klebsiella terrigena
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella aerogenes
Pantoea agglomerans
Citrobacter braaki
Pseudomonas syringae

Lactobacillus sanfranciscensis

Bacillus subtilis
Bacillus amyloliquefaciens

pH Sicakhik Spesifik
optimumu optimumu (°C) aktivite (U/mg)

2.2,5.0-5.5 55-58 50-103

5.0-5.5 70 142-196

5.0-6.0 60 23-28

5.5 50 11

5.5 80 -

6.5 - 29-33

5.5 - 42

6.0 65 110

4.0 55 3

5.5 58 1080

3.5 40 909

4.0 60 -

4.6 40 1210

4.5 55-60 811-1810

5.0 58 205

5.0,5.5 50, 60 224,297

45,52 68 -

4.5 60 23

4.0 50 3457

5.5 40 769

4.0 45 -

6.5-7.5 55-60 9-15

7.0-8.0 70 20

Fitaz enzimi {ireten bu mikroorganizmalardan fitaz geni klonlanarak eksprese

edilmistir. Bacillus sp. fitaz1 E. coli’de (Kim ve ark., 1998b), B. amyloliquefaciens
fitaz1 B. subtilis’de (Kim ve ark., 1999), S. occidentalis fitaz1 Candida boidinii’de

(Nakamura ve ark., 1999), A. ficuum fitaz1 Nicotiana tabacum’da (Ullah ve ark.,

1999), A. fumigatus fitaz1 Pichia pastoris (Rodriguez ve ark., 2000b) ve A. niger’de

(Pasamontes ve ark., 1997a), A. niger fitazi, E. coli’de (Phillipphy ve Mullaney,
1997), S. cerevisiae (Han ve ark., 1999) ve P. pastoris’de (Yao ve ark., 1998; Han ve

Lei 1999) klonlanmis ve eksprese edilmistir.
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1.6. PhyC ve PhyL Fitaz Enzimlerinin Ozellikleri

B. subtilis VTT E-68013’¢ ait PhyC fitaz enziminin molekiiler agirligi 43 kDa
olup maksimum aktiviteyi pH 7.0 ve 55°C’de gostermektedir. Dar bir pH optimum
sinirina sahip olup pH 7.0 ve 8.0 arasinda maksimum aktivitesinin %60’1n1 gosterir.
Enzim, fitik asit i¢in oldukga spesifiktir. B-merkaptoethanol, dithiotreitol ve
indirgenmis glutathione gibi indirgeyici maddeler enzim aktivitesini 6nemli derecede
etkilememektedir. Kuvvetli fosfat inhibitorii olan vanadate sadece yiiksek
konsantrasyonlarda (10 mM) %40 enzim aktivitesini inhibe etmekte olup diger bir
kuvvetli inhibitoér olan fluroid yiiksek konsantrasyonlarda bile enzim aktivitesini
inhibe etmemektedir. Ancak diger fitazlarin aksine PhyC yiiksek substrat
konsantrasyonlarinda sadece orta derecede inhibe olmaktadir (16 mM fitik asit’te
%30’dan daha az inhibisyon) (Kerovuo, 2000).

Kalsiyum, PhyC enzimi i¢in Onemli bir role sahiptir. Enzim, kalsiyum
konsantrasyonlarini asan molar konsantrasyonlarindaki EDTA gibi selatlama
kimyasallarinca tamamen inhibe olmaktadir. Bu durum muhtemelen enzimden Ca™
iyonlariin uzaklastirilmasindan kaynaklanmaktadir. Fitik asit konsantrasyonlarini
asan kalsiyum konsantrasyonlar1 da enzimi inhibe etmektedir (Kerovuo, 2000).

PhyC enziminin termostabilitesi kuvvetli bir sekilde Ca™’ye baglidir. Enzim,
5 mM Ca™ varliginda, 60°C’de 10 dakika inkiibasyon sonrasinda %90 aktivitesini
koruyabilmektedir. Ancak Ca™’nin olmadigi aym kosullarda enzim aktivitesi
gbzlenmemektedir. 5 mM Ca™ varliginda 100°C’de 10 dakika inkiibasyon
sonrasinda ise enzim %20 aktivite gosterebilmektedir. Ayrica enzim, 100°C
uygulandiktan sonra 25°C’de 1 saat inkiibe edildiginde %44 aktivitesini yeniden
kazanabilmektedir. Ancak yeniden katlanma siiresi uzatildiginda daha yiiksek bir
enzim aktivitesi gdzlenmemistir. Bu sonuglar PhyC’nin, diger ¢ogu fitazlarin aksine
termostabil bir enzim oldugunu, kalsiyumun kuvvetli bir stabilize edici 6zelligi
oldugunu ve sicaklikla denatlirasyondan sonra kismen aktivitesini kazanabilecegini
gostermistir.  Ancak Ca™nin olmadigi durumlarda denatiirasyon sonrasinda

renatiirasyonda Ca’nin olsa bile enzim tamir edilememektedir (Kerovuo, 2000).
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PhyC fitazi, kalsiyumun varliginda ve yoklugunda, papain, pankreatin ve
tripsine karst direnglidir. Ancak kalsiyumun varlig1 ve yoklugu durumunda pepsine
kars1 hassastir. Bu hassasiyet diisitk pH sonucu enzimin denatiire olmasi enzimi
pepsine daha hassas yapabilmektedir (Kerovuo, 2000).

B. licheniformis DSM 603°¢ ait PhyL fitaz enziminin molekiiler agirligi 47
kDa’dur. pH optimumu 7.0 olup sicaklik optimumu 65°C’dir. PhyL enzimi, 1mM
CaCl, varliginda 95°C’de 15 dakika inkiibasyon sonrasinda %61, 30 dakika sonra
%40 aktivitesini tekrar kazanabilmektedir. PhyL fitaz1 381 amino asiti kodlarken

PhyC fitaz1 383 aminoasitten olugsmaktadir. PhyL fitazinin sinyal peptidi PhyC ile

hicbir benzerlik gostermemektedir (Sekil 1.5.) (Tye ve ark., 2002).

piryC 1 smhaktlillc aaaglmlcog avesgakhkl, SDPYHFTVHA AAETEPVDTA 5
Ts-phy l emhgktlllt aasglmltcg avesgakhkl SOPFFAFTVNA ARNTEPVDTA L
I S8pReA 1 skvpktmlls tsagillalt atsyss-HYY NEEHHFEVTA HTETDPVASS 49
B.lich 1 mnfyktlals tlaaslws-P SWSSLPHMNEA ALAHREFTVTA DAETEPVDTE 49
phyC 51 GOAAMDORATW EDPETPONSE LITTREESGL VWYSLDGEML HSYNTGELMNN 1049
T&-phy 51 GRAADDRATW LOPENPONSE LITTHERSGL AVYSLEGEML HEYHTGELMN 104
ldBphyvAa G50 DRAADORAIW WHERHPEKSE LITTHEESCL VIWWGLDGEQL HEYEFGELNN %3
B.1ich 50 DOAADORATW I]IF'F.EE'EESE LITTREKSGL IVYDLEGKQL AAYFPFGELNN 9
phyT 101 VEIRYDFPLN GEXVDIAALS NRSEOENTIE IVAIDGENGT LOSNTOPIHE 150
TS=phy 101 VDIRYDFPLN GFEVDIAARS NESEGENTIE IVATDEENGT LOSITOPNRP 150
[£8phyA 100 VDLRYDFPLN GEEIDIAAAS NASEGENTIE VYAIDCDECE LESITDPNHP 149
8 lieh 100 VDLRYNFPLD GERIDIAGAS MESDCENTVE ITVAFDOENIM LEMNIVMBOKE 149
phyT 151 IATAINEVEC FTLYHSOETC EYYANVTGEE CEFEQYELKA DENCYISGKE 200
TE-phy 151 IASATDEVEG FSLYHSOETG EKYYAMVTGEE GEFEQYELNA DENGYISGEKE 200
IsEphyA 150 ISTHISEVEG FSLYHSOKTG AFYALVTGEQ GEFEQYEIVD GEEGYVIGKE 1939
B.lich 160 IQTDIQEVED FSLYHSDETE EFTANVTGEN CEFEQYELFD NGEGQVEGKE o%
phyCT 201 VRAFFMNSQT BEMAADDEYG ELYTAEEDER IWKFSREFDG GSNEIVIDRA 250
T‘E—ph}‘ 201 '.'KM'K_TH-I’_-I-E"_" BEMAADDEYE SLYTAREDES ITWEFEAEPDI GSNOTVIDRA 250
IT58pkyA 200 VREEFFLNSOT BCLVANDEYE NLYTAREDER IWFEFHMAEPEO GEREQVVDRA 249
B, lich 200 VESFEMESQT BCFLAADDEYG EMYTAEEDVA IWSFSAEPDG GDEGEIVDRA 249
phyC 251 DGRHLTROIE GLTIEYVAADG EGYLMASSQGC NSSYAIYIRQ GENEYVADFR 300
T5-phy 251 DGRHLTPEIE SLTIEYAADG EGVLLASSYG NSSTYAITERQ GQNEYVADFR 300
Ia8phyA 250 TGOHLTARIRE GLTINYAPHNG EGYLMASSHO NMSYAMYER] GENRYVANFE 299
B, {fch 250 DOPHLTSEHIE @LTIEYGEDG EGYLIASSQE DORYAIYDRR GENDY¥VTAFS 299
Py 301 ITDIPETDET SDTREIDVLE FPELCPEYRFG IFVAQDEENT DHOOFANOMNE 350
TS=phy 3101 ITDGPETEET SDTEGIDVLG FCLGPEYPFE LFVADDCENE DHCOEANQHNF 350
I.:-:Qj:-."l:..hl IO ITOSEEIBET SOTROICVILG PCLOGPEYPRYS IFVAODOENT DHNGOAVHONME 349
B.lich 300 IEDGEEIBET SDTRGIDVIG FELGETYFPYS IFVAQRGENE :H'JQZ'-"-’J-"';“NF 349
s
phyt 351 EIVPWERIAD QIGPAPLANE QVDPRELTDR SO0K. . ...ive cewaasassa 383
TF-phiy 351 FEMVPHNERIAD EKIGFHPOUVIE QVDFAFEMTDE SGK...... 3an3
[6BphyA 150 EIVSWEBQIAD HLGENPDLHE QOVNPAELEDRE S0G. . - - .- L}
B.ilieh 350 EIVEWEETAD ALDDEPDIDD QUDPRELENRE AK. .. .... Ly e .. 381

Sekil 1.5. PhyC ile PhyL ve diger fitazlarin aminoasit siralar1 (Sinyal peptidler kiigiik
harflerle belirtilmistir.) (Tye ve ark., 2002)

20



1. GIRIS Meltem ASAN OZUSAGLAM

Bu sonuglar filogenetik olarak PhyC ile PhyL nin birbirinden uzak oldugunu
gostermistir. PhyL ile PhyC amino asit sirast bakimindan %67, DNA baz sirasi
bakimindan da %68 benzerlik gostermektedir (Tye ve ark., 2002) (Sekil 1.6.).

(A) 0.167 —
0.060 (= 0.007 )
0.081 0.167 TS-phy
(+ 0.009 ) 096
(£ 0.016 ) ' 168phyA
0.307 s
(B) 0.034 oy C
0.141 = 0.007 ) R
0.025| (+0.023 ) 0034 7% phy
Sl 168phvA
(+ 0.027 )
0.199 phyL

Sekil 1.6. Bacillus fitazlarinin filogenetik agaci. A: DNA seviyesinde filogenetik
mesafe, B: Protein seviyesinde filogenetik mesafe (Tye ve ark., 2002)

1.7. Tezin Amaci ve Kapsam

1.7.1. Arastirmanin Amaci

Bu calismanin amaci; Genetik Miihendisligi ve Biyoteknolojik Yontemleri
kullanarak bakteriyel kokenli fitaz ve B(1,3-1,4)-glukanaz (Likenaz) enzim genlerini,
probiyotik bakteriler arasinda yer alan B. coagulans’a aktarmak ve eksprese etmek;
boylece yem iyilestirici enzimleri {ireten yeni rekombinant probiyotikler

gelistirmektir.
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1.7.2. Kapsam

Bu tezin kapsami asagida maddeler halinde 6zetlenmistir:

A) Fitaz Geni ile Tlgili Kapsam

1. B. subtilis VTT E-68013’¢ ait veya bagka bir bakteriyel orijinli (B. licheniformis)
fitaz genini PCR teknigi ile bu bakterinin kromozomundan ¢ogaltarak, bu geni E.
coli-Bacillus sp. mekik vektorii ile ara konakg1 E. coli’de klonlamak,

2. Fitaz genini pMK3 vektorii araciligiyla probiyotik etkili B. coagulans bakterisinde
klonlamak ve eksprese etmek,

3. Fitaz geninin yerlestirildigi rekombinant vektorii izole ederek insoért ve PCR
analizlerini gostermek,

4. Fitaz genini tasiyan rekombinant B. coagulans ve E. coli suslar1 tarafindan iiretilen
fitaz enziminin SDS-PAGE jelde molekiiler agirliklarini ve enzim aktivitelerini

belirlemektir.

B) B(1,3-1,4)-glukanaz (Likenaz) Geni ile Tlgili Kapsam

1. B(1,3-1,4)-glukanaz (Likenaz) genini E. coli-Bacillus sp. mekik vektorii (pMK3)
ile ara konakg¢1 E. coli’de klonlamak,

2. Likenaz genini pMK3 vektorii araciligiyla probiyotik etkili B. coagulans
bakterisinde klonlamak ve eksprese etmek,

3. Likenaz geninin takildig1 rekombinant vektorii izole ederek insdrt analizi ile
gostermek,

4. Likenaz genini tasiyan rekombinant B. coagulans ve E. coli suslari tarafindan
iretilen Likenaz enziminin SDS-PAGE jelde molekiiler agirliklarini ve enzim

aktivitelerini belirlemektir.
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2. ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Bacillus coagulans Bakterisi fle Tlgili Yapilan Molekiiler ve
Mikrobiyolojik Calismalar

Cornelis ve ark. (1982), EcoRIl enzimiyle kismen kesilmis B. coagulans
kromozomal DNA’sim1 bakteriofaj lambda vektor sistemiyle E. coli K12’de
klonlamiglar ve termostabil o-amilaz enzim aktivitesini petri plaklarinda iyodin
boyama yontemiyle belirlemislerdir. Arastiricilar tizerinde kendine ait promotoru
bulunan aktif geni iceren 3.31 kbg biiyiikliigiindeki EcoRI fragmentini pBR322
vektoriine yerlestirerek pAMY?2 olusturmuslardir. Amilaz enziminin periplazmik
oldugunu ve molekiiler biiyiikliigliniin 60.000 Da oldugunu bildirmislerdir.

Sekiguchi ve ark. (1984), B. coagulans bakterisinden beta-isopropylmalate
dehidrogenaz (2-hydroxy-4methyl-3-carboxyvalerate:NAD" oxidoreductase, EC
1.1.1.85) genini E. coli C600 bakterisinde klonlamis ve eksprese etmislerdir.
Aragstiricilar saflagtirdiklar enzimin esit molekiiler agirliga sahip iki alt iiniteden
olustugunu bildirmislerdir. Enzim aktivitesi 0.5 mM Mn"2, Mg ve Co™ varliginda
artmaktadir. Enzim, 0.2 mM p-choloromercuribenzoate tarafindan kuvvetli bir
sekilde inhibe edilmekte ancak inhibasyon 1 mM dithiothreitol ile tamamen ortadan
kalkabilmektedir.

Suzuki ve Tomura (1986), B. coagulans ATCC 7050’den (fakiiltatif termofil)
oligo-1,6-glukosidaz’1 saflagtirmislardir. Enzimin molekiiler agirliginin 60.000 Da ve
izoelektrik noktasinin 4.3 oldugu bildirmislerdir. Proteinin amino ucundaki terminal
aminoasiti threonin’dir. Arastiricilar bu enzimin, Bacillus cereus ATCC 7064
(mezofil) ve Bacillus thermoglucosidasius KP 1006 (obligat termofil) ile homoloji
gosterdigini  ve aminoasit kompozisyonlarindaki  prolin  igerigine  gore
termostabilitenin  arttigin1  (mezofil-fakiiltatif /  termofil-obligat/termofil)
belirtmislerdir.

Kitazono ve ark. (1992), B. coagulans’dan prolin iminopeptidaz’t kodlayan
geni klonlamig, baz dizisi belirlemis ve E. coli’de eksprese etmislerdir. Enzimi
kodlayan gen 861 b¢’den olusmakta ve 287 amino asitlik bir proteini kodlamaktadir.

Aragtiricilar tac promotor bdlgesi tasiyan vektorle klonlama sonucunda, bu
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promotoru tasimayan ilk klona gore, 200 kat daha fazla ekspresyon saglamiglardir.
SDS-Poliakrilamid jel deneyleri sonucunda enzimin molekiiler agirliginin 33 kDa
oldugunu bildirmislerdir.

Hyronimus ve ark. (1998), sigir diskisindan proteaza hassas, antibakteriyel
maddeler iireten B. coagulans 14 susunu izole etmisler ve bu bakterinin bakteriosin
benzeri iirettigi engelleyici maddeye Caogulin ad1 vermislerdir. Coagulin’in 60°C’de
90 dakika stabil kaldigini, optimum pH araliginin 4-8 oldugunu ve a-amilaz, lipaz ve
organik solventlerden (%10 v/v) etkilenmedigini belirlemislerdir. Arastiricilar,
coagulin’in indikatdr hiicrelere kars1 bakterisidal ve bakteriyolitik etki gosterdigini
bildirmislerdir. Coagulin’in SDS-PAGE’de molekiiler agirligin1 yaklasik 3-4 kDa
olarak belirlemislerdir.

Keating ve ark. (1998), B. coagulans’in iirettigi a-amilaz enziminin maltoz
hidrolizi i¢in pH optimumunun 5.0, nisastanin hidrolizi i¢in ise 6.0 oldugunu tespit
etmislerdir. Yaptiklar1 deneyler sonucunda, B. coagulans’a ait a-amilaz enziminin
farkli substratlara gére pH optimunun degistigini bildirmislerdir.

Batra ve ark. (2002), bir sicak su kaynagindan izole edilen B. coagulans
RCS3 susunun 6nemli derecede B-galaktosidaz enzimi irettiini belirlemislerdir.
Enzim {iretiminin maksimum 50°C’de olmasma ragmen en yiiksek enzim
aktivitesinin 65°C ve enzimin yarilanma siiresinin 2 saat oldugunu tespit etmislerdir.
Sicaklikta 2°C’lik diisiislin enzimin yarilanma siiresini 15 saate artirdigin1 ancak
enzim aktivitesini dnemli derecede degistirmedigini bildirmisler ve bunun sonucu
olarak da iyi bir enzim aktivitesi ve stabilizasyonu i¢in 63°C’yi onermislerdir. -
galaktosidaz enzimi pH 5-8 arasinda stabil iken en yiiksek aktiviteyi pH 6-7 arasinda
gostermistir. Yapilan tiim deneyler sonucunda termostabilitesi, pH stabilitesi ve iyi
bir hidrolitik kapasiteye sahip olmasi nedenleriyle bu enzimin siit endiistrisi i¢in
onemli olabilecegi bildirilmistir.

Yoon ve ark. (2002), B. coagulans CK108’e¢ ait termostabil kitozanaz
(chitosanase) TCH-2 geninin belirlenen DNA baz sirasinin 843 b¢’den olustugunu ve
280 amino asitlik bir sinyal peptidi kodladigim1 (32 kDa) bildirmislerdir. B.

coagulans CK108’e ait kitozanaz enziminin amino asit sirasinin %61.6, %48, %12.6
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oranlarinda sirasiyla B. ehemensis, B. circulans, B. subtilis ile benzer oldugunu tespit
etmiglerdir. Arastiricilar saflastirdiklar1 enzimin yarilanma Omriiniin 90°C’de 40
dakika oldugunu ve 37°C’de 30 dakika iire ve guanidin HCI gibi denatiirantlarla
muamele edildiginde %50 aktivitesini korudugunu belirlemislerdir.

Svadbina ve ark. (2003), termofilik B. coagulans K. susundan iki DNA
metiltransferazi, M.BcoKIA ve M.BcoKIB, izole etmisler ve her iki metilazin 5'-
CTCTTC-3'/5'-GAAGAG-3' bolgelerini ayn1 bakteri tarafindan tiretilen restriksiyon
endoniikleaz BcoKl’a karst korudugunu bildirmislerdir. Yaptiklar1 deneyler
sonucunda M.BcoKIBN6-adenine spesifik metilaz ve M.BcoKIA nin ise N4-sitozine
spesifik metilaz oldugunu belirlemislerdir. M.BcoKIA, 5'-CTCTTC-3'sirasindaki ilk
sitozini metilledigini tespit etmislerdir.

Mnisi ve ark. (2005), B. coagulans 81-11’in genomik kiitiiphanesini lipolitik
aktivite i¢in E. coli JM83’de taramislardir. Lipolitik aktivite veren klondan 2.4 kbg
biiyiikliigiindeki fragment subklonlamis ve DNA baz sirasini belirlemislerdir. Genin,
niikleotid sirasinin belirlenmesi sonucunda, 723 bg¢ biiyiikliigiinde, 240 amino asiti
kodlayan ve 27.528 Da biiyiikliigliinde agik okuma dizisine (ORF) sahip oldugunu
bildirmislerdir. Arastiricilar enzimin maksimum aktivitesinin pH 8.0 ve 50°C
oldugunu belirlemislerdir.

Raha ve ark. (2006), B. coagulans ST-6 susundan termostabil ksilanaz genini
L. lactis’de eksprese etmislerdir. 750 bg biiyiikliigiindeki gen ¢ogaltilarak pMG36e
plazmidinin Nhel kesim noktasi i¢ine subklonlama ile klonlamis ve E. coli ve L.
lactis’e transforme etmislerdir. Arastiricilar termostabil ksilanaz genini hem E.
coli’de hem de L. lactis’de eksprese etmislerdir. pMG36e-Xy plazmidini tasiyan L.
lactis’in bakteriyel kiiltiirinde enzim aktivitesini 390 pg ksiloz/ml/30 dk, plazmid
tasimayan hiicre kiiltiiriinde (negatif kontrol) ise bu miktar 40 pg ksiloz/ml/30 dk
olarak bulmuglardir. Olusturulan bu reporter vektoriiniin E. coli’nin yanisira
Lactococcus i¢in de reporter sistem olarak bir potansiyel olusturacagi ve Lactococcal
vektor sistemleri i¢cine dahil edilebilecegini bildirmislerdir.

Rhee ve ark. (2007), B. coagulans bakterisine plazmid DNA aktarmak
amaciyla bir elektroporasyon yontemi gelistirmiglerdir. Arastiricilar ayn1 zamanda B.

coagulans P4-102B susunda bulunan dogal plazmid pMSRO0’mn rep orijinini i¢eren
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pMSR10 B. coagulans/E. coli mekik vektoriinii de gelistirmislerdir. Bir takim
Bacillus/E. coli mekik plazmid vektorleri B. coagulans’a aktarilamamasina ragmen
Geobacillus stearothermophilus i¢in gelistirilen pNW33N plazmidini bu bakteriye
aktarmiglar ve bakteride stabil bir sekilde kaldigini tespit etmislerdir. B. coagulans
P4-102B susuna, pNW33N ve pMSRI10 plazmidlerinin elektrotransformasyonla

aktarilmasinda transformasyonun etkenligini 1.5x10'%/mol DNA olarak bulmuslardir.

2.2. Fitaz Enzimi fle ilgili Yapilan Bazi Molekiiler ve Mikrobiyolojik
Calismalar

Shimizu (1992), B. subitilis (natto) N-77 susundan ekstraseliilar fitaz enzimini
saflagtirmiglardir. Saflastirilan enzimin, jel filtrasyonunda molekiiler biiyiikliigiinii 36
kDa, SDS-PAGE’de ise 38 kDa olarak belirlemisler ve monomerik bir protein
oldugunu bildirmiglerdir. Enzimin izoelektrik noktasinin pI 6.25 oldugunu ve iiretimi
ve aktivitesi icin Ca™*’nin gerekli oldugunu belirlemislerdir. Arastiricilar, fitazin
fitata bagl aktivite gosterdigini ve maksimum aktivitenin pH 6.0-6.5 ve 60°C’de
oldugunu tespit etmislerdir. Enzim aktivitesi, EDTA, Zn'2, Cd*%, Ba™, Cu™, Fe™ ve
Al gibi madde ve iyonlar tarafindan inhibe olmaktadr.

Kerovuo ve ark. (1998), B. subtilis VIT E-68013 bakterisinden fitaz enzimini
saflastirip karakterize etmiglerdir. Saflastirilan enzim maksimum aktivitesini pH 7.0
ve 55°C’de gdstermistir. izole edilen enzimin aktivitesi ve stabilitesi igin kalsiyum
gerekli iken EDTA aktivitesini kisa siirede kaybettirmektedir. B. subtilis VTIT E-
68013’in genomik kiitiiphanesinden fitaz genini (phyC) klonlamislardir. Arastiricilar
fitaz enziminin pH ve sicaklik profili nedeni ile yem katkis1 olarak
kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Kim ve ark. (1998a), Bacillus sp. DS11’e ait fitaz genini E. coli’de
klonlanmis ve baz dizilerini belirlemislerdir. 2.2 kb¢’lik DNA fragmenti tlizerinde
bulunan fitaz geni, 1.152 niikleotidden olusmakta ve 383 amino asitlik bir polipeptidi
kodlamaktadir. Enzimin molekiiler biiytikliigli 41.808 Da’dur. Arastiricilar bakteriyel

kokenli bir fitaza ait baz dizilerinin belirlendigi ilk ¢alisma oldugunu bildirmislerdir.
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Kim ve ark. (1998b), Kore’de bir sigir ¢iftliginin topraklarindan termostabil
fitaz iireten bir Bacillus izole etmislerdir. Izole edilen Bacillus sp. DS11’den
saflagtirdiklar ekstraseliilar fitazin SDS-poliakrilamid jel elektroforezinde molekiiler
biiylikliigiinii 44 kDa olarak bildirmislerdir. Sicaklik optimumu 70°C olan enzimin,
5mM CaCl, varliginda 90°C’de 10 dakika inkiibasyondan sonra orijinal aktivitesinin
%350’sini korudugunu belirlemislerdir. Enzimin pH optimumun 7.0 olup pH 4-8
arasinda stabil kaldigini tespit etmislerdir.

Han ve ark. (1999), A. niger’e ait fitaz genini (phyA) kodlayan 1.4 kbg
biiyiikliigiindeki DNA fragmentini, ekspresyon vektorii olan pYES2’ye takarak bu
geni S. cerevisiae’de eksprese etmislerdir. Arastiricilar, ekstraseliilar olarak iiretilen
bu fitazin iki pH optimumu (2.0-2.5 ve 5.0-5.5) oldugunu ve sicaklik optimumunun
da 55-60°C oldugunu belirmislerdir. Bu enzimin molekiiler biiyiikliigiiniin yaklasik
120 kDa ve ticari enzimlere nazaran daha termostabil oldugunu bildirmislerdir. In-
vitro caligmalarda rekombinant fitazin, misir ve soya fasulyesi kiispesindeki fitat
formundaki fosforu hidrolize ettigini belirtmislerdir.

Rodrigez ve ark. (1999), domuz bagirsagindan izole edilen bakteriyel suslar
fitaz ve asit fosfataz aktivitesi bakimindan taramislardir. 93 koloni arasindan Koloni
88 bu iki enzim bakimindan en yiiksek aktivite gdstermis ve bunun da bir E. coli
susu oldugunu belirlemislerdir. Izolattan, asit fosfataz genini PCR ile amplifiye
ederek P. pastoris’de klonlamis ve eksprese etmislerdir. Izole edilen E. coli ile A.
niger’in fitazin1 karsilastirmak amaciyla yaptiklart enzimatik ¢alismalar sonucunda
E. coli fitazin1 yeni bir asit fosfataz/fitaz olarak simiflandirmiglar ve bu enzimi
kodlayan geni de E. coli app2 olarak isimlendirmislerdir.

Kerovuo ve Tynkkyen (2000), B. subtilis VTT E-68013 bakterisinden fitaz
genini (phyC), Lactobacillus amylovorus a-amilaz sekresyon sinyalini kullanarak L.
plantarum 755 susunda eksprese etmislerdir. Arastiricilar, L. plantarum 755
bakterisinin kendine ait proteinleriyle kiyaslandiginda daha diisiik oranda
rekombinant fitazi iirettigini bildirmislerdir.

Miksch ve ark. (2002), E. coli’ye ait bir fitaz geninin baz dizilerini
belirlemisler ve diger bir E. coli fitaz geni appA ile karsilastirmiglardir. Bu genin
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appA geninin bir mutant formu oldugunu belirlemislerdir. Bu fitaz enzimini
saflastirmis ve enzimatik 6zelliklerini belirlemislerdir.

Tye ve ark. (2002), B. licheniformis’e ait fitaz genini (phyL) PCR teknigini de
kullanarak klonlamiglardir. Homoloji ¢alismalar1 sonucunda bu gen ile B. subtilis
168 susuna ait fitaz geninin (168phyA) benzer oldugunu bildirmislerdir. B.
licheniformis’e ait fitaz genini B. subtilis’e tekrar aktarmislar ve bunun sonucunda
100 kat daha fazla enzim ekspresyonunun oldugunu tespit etmislerdir. iki fitazin da
genis bir pH ve sicaklik optimumu oldugunu ve yiiksek termostabilite gosterdigini,
Ozellikle phyL geninin {rettigi fitazin diger fitaza gore daha yiiksek
termostabilitesinin oldugunu, diisik Ca™ konsantrasyonu varliginda 95°C’de 10
dakika denatlirasyondan sonra orijinal aktivitesini %80 oraninda korudugunu
bildirmislerdir.

Wang ve ark. (2004), toprak bakterisi olan Klebsiella pneumoniae subsp.
pneumoniae XY-5 susundan fitaz enzimini izole edip saflagtirmislardir. Enzimin tek
zincirli protein oldugunu ve molekiiler agirliginmi SDS-PAGE’de 41.7 kDa olarak
belirlemislerdir. Izoelektrik noktas1 (pI) 8.7’dir. Enzimin, 37 ve 55°C’de deney
yapildiginda iki pH optimumu (3.7 ve 5.5) saptanmis ve 60°C’ye kadar 4 saat stabil
kaldig1 bildirilmistir. Arastiricilar, enzimin, EDTA, Al™ ve Co™ ile aktive oldugunu
ve aktivitesinin Hg™ ile inhibe oldugunu tespit etmislerdir. Fitaz genini PCR ile
klonlanmig ve DNA sekansi sonucunda ORF bolgesinin 1269 niikleotidden
olustugunu belirlemislerdir. Gen E. coli’de klonlanmis ve bu bakteride aktif olarak
fitaz dretimi saglanmistir. Arastiricilar, enzimin, pH profili ve sicakliktaki
stabilizasyonu nedeni ile endiistriyel uygulamalar i¢in iyi bir aday olabilecegini
bildirmislerdir.

Zinin ve ark. (2004), Obesumbacterium proteus’dan phyA fitazin1 kodlayan
geni izole edip baz sirasimi belirlemislerdir. PhyA proteini, Yersinia pestis’in
fosfoanhidrid fosforilaz1 ile %53 ve E. coli’nin fitaz1 AppA ile %47 oraninda
benzerlik gostermistir. Arastiricilar PhyA proteininin 6zelliklerini karakterize etmek
amaciyla phyA genini E. coli’de eksprese etmislerdir. Saflastirilan rekombinant

PhyA’nin spesifik aktivitesini 310 U/mg olarak tespit etmislerdir. Rekombinant
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PhyA, pH 1.5 ile 6.5 arasinda aktivite gdsterirken pH optimumu 4.9’dur. pH 4.9°da
sicaklik optimumunu 40-45°C olarak bildirmislerdir.

Cho ve ark. (2005), Pseudomonas syringae MOK1’den bir fitaz genini (phy
M) PCR yontemi ile klonlamiglardir. Gen 1.287 niikleotidden olusmakta ve 428
amino asitlik bir polipeptidi kodlamaktadir. Enzimin molekiiler agirliginin 46.652 Da
ve histidin asit fosfataz familyasina ait oldugunu bildirmislerdir. Phy M genini kendi
sinyal sekansi ile (pEPSS) ve sinyal sekansi olmadan (pEPSM) E. coli BL21°de,
pET22b ekspresyon vektorii ile subklonlamiglardir. Sonug olarak, genin kendi sinyal
sekansin1 kullanmadan elde edilen klonda (pEPSM) digerine gore (pEPSS) 10 kat
daha fazla enzim aktivitesi tespit etmislerdir.

Huang ve ark. (2006), topraktan fitaz enzimi iireten bir Yersinia intermedia
susu izole etmislerdir. Bu fitaz genini (appA) PCR yontemi ile izole etmisler ve
2.354 b¢’den olusan DNA fragmenti ilizerinde 441 amino asiti kodlayan 1326 bg
biiytikliigiindeki agik okuma dizisi bulundugunu bildirmislerdir. AppA genini Pichia
pastoris’de fazla miktarda eksprese (over-eksprese) etmisler ve saflastirilan
rekombinant APPA’nin, daha Onceden en yiiksek aktivite gosterdigi bilinen
Citrobacter braaki fitazindan daha yiiksek bir aktiviteye sahip oldugunu tespit
etmislerdir. Rekombinant APPA’nin pH 2 ile 6 arasinda aktif (optimum 4.5) ve
sicaklik optimumunun da 55°C oldugunu bildirmislerdir. Ayrica enzim, pepsin ve
tripsine karst direnglidir. APPA’nin bu o6zelliklerinden dolayr yem sanayinde

kullanim i¢in olduk¢a uygun bir fitaz oldugunu belirtmislerdir.

2.3. B-(1,3-1,4)-glukanaz (Likenaz) Enzimi ile Tlgili Yapilan Bazi Molekiiler ve
Mikrobiyolojik Calismalar

Gosalbes ve ark. (1991), Bacillus polymyxa’dan ksilanaz ve endo-f-(1,3-1,4)-
glukanaz (likenaz)’1 kodlayan xynD ve gluB genlerini E. coli ve B. subtilis’de
klonlamiglardir. Bu iki genin 4.466 kb’lik bir DNA fragmenti iizerinde oldugu ve
genlerin birbirinden 155 bg ile ayrildigini tespit etmislerdir. Ayrica XynD geninin

67.8 kDa ve gluB geninin ise 27 kDa’luk proteini kodladiklar1 ve zymogram
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analizleri sonucunda her iki peptidin de ksilanaz aktivitesi gosterdigini

bildirmislerdir.

Schimming ve ark. (1991), C. thermocellum’dan molekiiler agirligi yaklasik
35.000 Da olan termoaktif B(1,3-1,4)-glukanaz (likenaz) enzimini kodlayan licB
genini, E. coli’de 1.5 kb’lik DNA fragmenti iizerinde klonlamis ve eksprese
etmiglerdir. Bu enzimin, arpa beta glukani ve likenanda oldugu gibi 3-1,3 ve 3-1,4
glukani iizerine etkili iken, sadece 1,3 ya da sadece 1,4 glukosidik baglar iceren beta
glukanlar {izerine etkili olmadigmi bildirmislerdir. Arastiricilar enzimin sicaklik
optimumunun 80°C oldugunu ve pH 5-12 arasinda aktivite gosterdigini tespit
etmislerdir.

Louw ve Watson (1993), B. brevis’e ait endo-p-(1,3-1,4)-glukanaz enzimini
kodlayan geni E. coli’de klonlamislardir. Enzimin optimum pH’sin1 8-10, optimum
sicakligini ise 65-70°C olarak bulmuslardir. Enzimin molekiiler agirligini SDS-
PAGE yontemi ile 29 kDa olarak belirlemislerdir. Arastiricilar, enzimi 75°C’de 1
saat inkiibe ettiklerinde aktivitesinin %75’ini korudugunu bildirmislerdir.

Spilliaert ve ark. (1994), termofilik bakteri Rhodothermus marinus’dan
pUCI18 vektorii ile gen Kkiitiiphanesini olusturup E. coli’ye transfer etmislerdir.
Likenanl plaklarda Kongo-Red boyamasi sonucunda 5400 transformanttan 2 adedi
aktivite gostermistir. Her iki koloniden yapilan DNA sekans sonucunda 1.200 b¢’lik
bir DNA fragmenti tespit etmislerdir. Arastiricilar yaptiklari ¢aligmalar sonucunda
olgun enzimin molekiiler agirligin1 29.7 kDa olarak belirlemislerdir. Enzim likenan,
B-glukan ve laminarini hidrolize ederken CMC ve ksilan {izerine aktivite
gostermemektedir. Enzimin sicaklik optimumunu 85°C ve pH optimumunu 7.0
olarak bildirmislerdir. Enzimin 80°C’de 16 saat inkiibasyondan sonra yeniden tiim
aktivitesini kazandigim1 ve yarilanma Omriiniin de 85°C’de 3 saat olarak tespit
etmislerdir.

Tabernero ve ark. (1994), alkalifilik Bacillus sp. N137’den alkalin endo-3-
(1,3-1,4)-glukanaz enzimini kodlayan bgaA genini izole etmisler ve kendi promotoru
ile E. coli’de klonlamiglardir. bgaA genini tasiyan 1.416 kb¢’den olusan DNA

fragmentinin niikleotid sirasin1 belirlemiglerdir. Bu genin kodladigi likenaz
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enziminin aktivitesinin pH 6-12 arasinda stabil kaldigini, sicaklik optimumunun 60-
70°C oldugunu ve 70°C’de 1 saat inkiibasyonundan sonra aktivitesinin %65’ini
korudugunu tespit etmislerdir. Ayrica arastiricilar bu proteinin B. amyloliquefaciens,
B. brevis, B. licheniformis, B. macerans, B. polymyxa ve B. subtilis gibi Bacillus
likenazlar1 ile benzer oldugunu da bildirmislerdir.

Chen ve ark. (1997), Orpinomyces sp. susu PC-2’den 971 bazlik cDNA’dan
olusan ve funguslardan izole edilen ilk likenaz (B(1,3-1,4)-D-glukanaz; EC 3.2.1.73)
geni olan licA’y1 E. coli’de bir genomik kiitiiphane olusturarak tespit etmislerdir. E.
coli’nin drettigi B-glukanazi kiiltiir ortamindan saflastirmislar ve SDS-poliakrilamid
jelde molekiiler agirligini 27 kDa olarak belirlemislerdir. Enzimin sonundaki amino
asit sirasinin bakteriyel beta glukanazlar ile yliksek derecede homoloji gosterdigini,
bitki beta-glukanazlariyla ise homoloji gostermedigini bildirmislerdir. Ayrica
arastiricilar licA’y1 kodlayan genomik DNA bdlgesinin intron icermedigini de
belirtmislerdir. Ote yandan arastiricilar bu sonuglar ile Orpinomyces’e ait licA

geninin bakteriyel orijine sahip oldugunu da belirlemislerdir.

Ekinci ve ark. (1997), S. bovis JB1’in 3-(1,3-1,4)-glukanini hidrolize eden 25
kDa’luk ekstraseliilar bir enzim {irettigini bulmuslardir. 16 glukosid hidrolaz
familyasina ait olan B-(1,3-1,4)-glukanaz enzimini kodlayan bu geni izole etmisler
ve plazmid vektor pTRWI10 ya da pIL253 araciligiyla tekrar S. bovis JB1’e
aktarmiglardir. Arastiricilar rekombinant S. bovis’in siipernatantindaki B-glukan
aktivitesinin 4-10 kat arttigin1 bildirmislerdir. pTRW10 plazmidine bu genin
yerlestirilmesiyle olusturulan rekombinant pTRWLIR plazmidini L. lactis IL2661 ve
E. faecalis JH2-SS’e aktarmiglar ve geni eksprese etmislerdir. Ancak enzimin
ekstraseliilar aktivitesinin S. bovis’e gore 8-50 kat daha azaldigini gézlemislerdir.

Heng ve ark. (1997), bagirsakta bulunan bakterilerden biri olan L. reuteri’ye,
B. macerans’in endo-f(1,3-1,4)-glukanaz genini (bglM) plazmid iizerinde
elektrotransformasyon  yontemini  kullanarak  aktarmuglardir.  Arastiricilar
Lactobacilli’nin bu enzimi eksprese ettigini ve sentezledigini bildirmislerdir.

Asan (2002), rumen bakterilerinden biri olan S. bovis JB1’e ait karisik bagh
B-(1,3-1,4)-glukanaz geninin E. coli-Streptococcus sp. mekik vektoéric pTRW10’da
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klonlanmasiyla olusturulan TL1R vektoriinii, termofilik bir laktik asit bakterisi olan
S. thermophilus FI8976 ve L. lactis 1L1403 suslarina elektrotransformasyonla
aktararak bu enzimin s6z konusu bakterilerce {iretimini saglamistir. SDS-Likenan-
PAGE jellerin incelenmesi sonucu 26 kDa’luk enzime ait proteinin herhangi bir
proteazla pargalanma belirtisi gostermedigini bildirmistir.

Kim ve ark. (2002), B. circulans’dan, endo-B-(1,3-1,4)-glukanazi kodlayan
geni E. coli’de klonlamislardir. Klonlanan enzim, likenan ve arpa B-glukanini
hidrolize ederken karboksimetil seliiloz (CMC), laminarin ve ksilan iizerinde aktif
degildir. Endo-B-(1,3-1,4)-glukanaz enzimi aminoasit dizisinin, endo-f-(1,3-1,4)-
glukanaz {rettigi bildirilen Bacillus N-137 ve B. brevis ile sirasiyla %68 ve 51
oraninda homoloji gosterdigini bildirmislerdir.

Kim (2003), B. circulans’a ait rekombinant pLL200K plazmidinden, endo-f3-
(1,3-1,4)-glukanaz’1 kodlayan geni yeni bir mekik vektor olan pLLS920’ye transfer
etmistir. Endo-B-(1,3-1,4)-glukanaz enzimini B. subtilis RM125 ve B. megaterium
ATCC14945 de iiretmek i¢in bu plazmidi (pLLS920) transfer etmistir. Aktif biiyltime
boyunca enzim maksimum aktivite ile tretilmistir. B. circulans’a goére rekombinant
B. subtilis enziminin 83 kez ve rekombinant B. megaterium enziminin 7 kat daha
aktif oldugunu tespit etmistir. E. coli irettigi enziminin %10’u besi yerine
salgilarken, B. subtilis tamamin1 ve B. megaterium yaklasik %98’ini salgilamaktadir.
pLLS920 plazmidinin, B. megaterium (%98) ve B. subtilis (%51)’de stabil iken E.
coli’de (%29) stabil olmadigini bildirmistir.

Akita ve ark. (2005), B. halodurans C-125’in toplam genom sekansinda bir
endo-f-1,3(4)-D-glukanaz geni tespit etmiglerdir. Genin 231 amino asiti kodlamakta
oldugunu ve enzimin ¢arpilarak bulunan molekiiler agirliginin yaklasik 26743.16 Da
oldugunu tahmin etmislerdir. Enzim, amino asit sirasinin belirlenmesi sonucunda B.
subtilis’in endo-B-1,3-1,4-glukanazi ile sadece %28 oranla en yiiksek benzerligi
gostermistir. Ayrica genin baz sirast diger bir bilinen Bacillus B-glukanaz genleri ile
benzerlik gostermemistir. Arastiricilar, B-glukan substrat olarak kullanildiginda
enzimin pH optimumunun 6-8 ve sicaklik optimumunun ise 60°C oldugunu

bildirmislerdir.
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Chen ve ark. (2005), E. coli plazmidi pFG1°den, B. subtilis endo-p-(1,3-1,4)-
glukanaz genini kodlayan 2.7 kb¢’lik DNA fragmentini E. coli/maya mekik
vektoriine takarak hibrid plazmid YCSH’1 olusturmuslardir. Hibrid plazmidi, S.
cerevisiae’ye transfer ederek bglS genini eksprese etmislerdir. S. cerevisiae’de bglS
geninin ekspresyon seviyesindeki degisim 2.3 kat olup bu durum 2.7 kbg
biiyiikliigiindeki DNA fragmentinin oryantasyonuna bagli olmaktadir. Enzimin
substrat spesifitesi ve pH optimumunun B. subtilis endo-B-1,3-1,4-glukanaz enzimi
ile benzer olarak tespit etmisler ve E. coli’ye nazaran S. cerevisiae’de bglS geninin
ekspresyon seviyesinin diisiik oldugunu bildirmislerdir.

Yongging ve ark. (2005), B. subtilis p-(1,3-1,4)-glukanaz genini, pUCI19
vektoriine takarak E. coli JM101°e aktarmigladir. Rekombinant enzim, arpa glukanini
ve likenanint hidrolize etmektedir. Toplam enzim aktivitesinin biiylik bir kismi
(>%50) seliilar olup ekstraseliilar kistmda %25 B-1,3-1,4-glukanaz aktivitesi tespit
etmiglerdir. Enzim analizleri sonucunda E. coli ve B. subtilis’den saflagtirilan
enzimlerin benzer oldugunu bildirmislerdir.

Kitamura ve Kamei (2006), deniz bakterisi Pseudomonas sp. PE2’den j-
1,3(4)-glukanaz A (GIuA) genini klonlamis ve baz sirasin1 belirlemislerdir.
Pseudomonas sp. PE2’den elde edilen rekombinant enzimi, Phytium porphyrae hiicre
duvarini parcalamada kullanilan diger iki rekombinant enzimle (kitinaz A ve -1,3-
glukanaz) ile karsilagtirmiglardir. GIuA’nin, bu {i¢ enzim igerisinde en iyi hiicre
duvarmi pargaladigini ve P. porphyrae’nin hiicre duvarimi parcalamada 6nemli
oldugunu bildirmislerdir.

Teng ve ark. (2006), B. licheniformis genomik DNA’sindan B-(1,3-1,4)-
glukanaz genini PCR teknigi ile ¢ogaltarak pET28a ekspresyon vektoriine
takmiglardir. Rekombinant vektorii E. coli’ye transfer etmisler ve sonrasinda
rekombinant enzimin molekiiler agirligin1 yaklasik 28 kDa olarak belirlemislerdir.
Rekombinant B-(1,3-1,4)-glukanaz enziminin ekspresyon seviyesi toplam proteinin
%60.9’u olarak tespit etmislerdir. Enzimin pH optimumu 5.6 olup sicaklik optimumu

ise 40°C’dir.
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Asan ve Ozcan (2007), kanathlar i¢in rekombinant probiyotik gelistirmek ve
likenaz enziminin termostabilitesini artirmak amaglar1 i¢in [-(1,3-1,4)-glukanaz
genini tastyan TLIR plazmidini S. salivarius subsp. thermophilus bakterisine
elektroporasyonla aktarmis ve likenaz genini bu bakteride eksprese etmislerdir. Bu
bakterice eksprese edilen [B-(1,3-1,4)-glukanaz enzimi sicakliga karsi direncinin
arttigt ve 70°C’de 15 dakika aktivitesini siirdiirebildigi belirlemislerdir. Bunun
aksine L. lactis ve E. coli hiicrelerinin {irettigi likenaz enzimi aymi sicaklik
derecesinde kolaylikla aktivitesini kaybetmistir. Bu iic rekombinant bakteri
tarafindan iiretilen enzim denatiirasyona kars1 direngli olup 37-100°C’de 15 dakika
sonrasinda ¢ozinir olarak kalabilmistir. Bdylelikle likenaz enzimi iireten
rekombinant S. salivarius subsp. thermophilus bakterisi kanatlinin bagirsaginda
kolonize olmasa bile arpaya dayali rasyonlara eklendiginde canliligini
koruyabilecektir. Bu bakterinin orta derecede termofil olmasi ve likenaz enziminin
termostabilitesi nedenleriyle peletleme sonrasi (70-90°C) enzim renatiire olabilecek

ve kanatlinin sindirim sistemindeki B-glukanlari hidrolize edebilecektir.
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. Materyal

3.1.1. Bakteri, Plazmid ve Biiyiime Ortamlar1

Bu ¢alismada kullanilan B. coagulans DSM1 ve B. licheniformis DSM 603
suglari, DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen,
Almanya)’den, B. subtilis VIT E-68013 susu, VTT Biotechnology (VTT Technical
Research Centre, Finland)’den satin alinmistir. E. coli/pL1Hc susu, Do¢.Dr. M. Sait
EKINCI’den (Kahramanmaras Siit¢iiimam Universitesi, Zootekni Boliimii) temin
edilmistir. E. coli-B. subtilis mekik vektorii pMK3, Bacillus Genetic Stock Centre
(Department of Biochemistry, The Ohio State University, Columbus, USA)’dan
temin edilmistir. E. coli DH5« susu ve E. coli-S. cerevisiae mekik vektorii pRS416
Stratagene’den temin edilmistir.

B. coagulans DSM1, B. subtilis VTT E-68013, E. coli DH5« bakterileri %15
v/v gliserol igeren besi yerinde, -20°C’de muhafaza edilmiglerdir. B. coagulans
bakterisi, Medyuml besi yerinde (Peptone (meat) 7.8 g/l, Peptone (caseine) 7.8 g/l,
Yeast Extract 2.8 g/l, NaCl 5.6 g/l, Glukoz 1.0 g/l, pH:7.5), 40°C’de ve aerobik
sartlarda tretilmistir. B. subtilis VTT E-68013, B. licheniformis DSM 603 ve E. coli
DH5« suslart LB besi yerinde (Tryptone 10 g/l, Yeast Extract 5 g/l, NaCl 10 g/I,
pH:7.5), 37°C’de ve aerobik sartlarda {iretilmistir. Kati besi yeri igin lireme

ortamlarina %1.5 w/v agar ilave edilmistir.

Plaklarda bakterilerin enzim aktivitelerini belirlemek amaciyla besi yerlerine,
a-amilaz plak testi i¢in %0.5 w/v nisasta, CMCaz plak testi i¢cin %0.1 w/v CMC,
ksilanaz plak testi i¢in % 0.1 w/v ksilan ve likenaz plak testi i¢in %0.1 w/v likenan
ilave edilmistir. Proteaz aktivitesinin belirlenmesinde ise siit besi yeri (%8 siit tozu,
%1.5 w/v agar) kullanilmistir. Fitaz enzim aktivitesini belirlemek amaci ile Bugday
Kepegi Ekstrakti (Wheat Bran Extract) iceren besi yeri hazirlanmistir (Ek 1.1). Besi
yerine antibiyotik ilavesinde ise stok olarak hazirlanmis antibiyotiklerden (Ek 1.2)

uygun konsantrasyonlarda alinarak besi yerine ilave edilmistir.
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Biitiin rekombinant teknikler aksi iddia edilmedigi siirece Sambrook ve ark.

(1989)’na gore yapilmistir.

3.1.2. Kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasal malzemeler ile DNA modifiye edici enzimler
(DNA kesme enzimleri, RNaz, DNA ligaz, Alkalin fosfataz), Pfu DNA polimeraz ve
antibiyotikler ile diger kimyasal malzemeler aksi belirtilmedik¢e Sigma, Fermentas,
Boehringer Mannheim, Promega, Merck, Stratagene, Carlo Erba, Difco, Gibco BRL

ve Oxoid’den satin alinmistir.

3.1.3. Aletler

Calismada kullanilan aletlerden santrifiij Hettich’den, PCR cihazi
Techne’den, DNA ve protein jel elektroforez cihazlar1 ATTO Corporation’dan, giic
kaynaklart ATTO Corporation ve E-C Apparatus Corporation’dan, elektroporasyon
cihaz1 Bio-Rad’dan, otoklavlar Niive ve Hirayama’dan, inkiibatorler Niive’den, su
banyosu Memmert’den, spektroftometreler Pharmacia’dan, hassas terazi Ohaus’dan,
UV lamba Vilber Lourmat’dan, vorteks ve manyetik karistirict CAT den, steril kabin
Bilser’den, calkalayici Ika’dan, pH metre Nel’den, otomatik pipetler Biohit ve
Socharex’den, derin dondurucu ve no-frost buzdolabi1 Argelik’den satin alinmistir.
UVP marka agaroz jel goriintiileme cihazi ise Kutay Laboratuar Cihazlar1 Ticaret

A.S.’den satin alinmistir.

3.2. Metod

3.2.1. Bakterilerin Besi Yerlerinde Fenotipik Testlerinin ve
Antibiyogramlarimin Yapilmasi

Fitaz aktivitesinin belirlenmesinde Bugday Kepegi Ekstrakti/LB/Sodyum
Fitat/Agar veya Bugday Kepegi Ekstrakti/Medyuml/Sodyum Fitat/Agar besi yerine
bakteriler inokiile edilmis ve bir gece inkiibasyon sonrasinda etrafinda agik renkli

zon olusturan koloniler pozitif olarak belirlenmistir. Bakterilerin likenaz, ksilanaz ve
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seliilaz aktivitesinin belirlenmesinde ise Kongo-Red ile boyama yoOntemi
kullanilmistir (Teather ve Wood, 1982). Belirtilen oranlarda substrat iceren kat1 besi
yerlerine bakteriler inokiile edildikten sonra 1 gece uygun ilireme sicakliklarinda
inkiibe edilmislerdir. Inkiibasyon sonrasi petrilere %0.1 w/v oraninda hazirlanmus
Kongo-Red boyasit dokiilerek 15 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Siire
sonunda boya dokiilerek plagin iizerine 1 M NaCl soliisyonu ilave edilmis ve 15
dakika daha oda sicakliginda bekletilerek fazla boyanin uzaklasmasi saglanmistir.
Kongo-Red likenanli ortam1 kirmiziya boyayacagindan kirmiziya boyanan zeminde
etrafinda sar1 halka olusan koloniler enzim aktivitesine sahip olarak tespit edilmistir.
a-Amilaz aktivitesinin tayininde ise, nigasta substrati igeren kati1 besi yerinde iireyen
bakteriler iyodin buharina tutulmus ve etrafinda beyaz zon veren koloniler pozitif
olarak tespit edilmistir. Proteaz aktivitesinin tayini i¢in ise bakteriler kat1 siit besi
yerine inokiile edilmis ve 1 gece inkiibe edilmislerdir. inkiibasyon sonrasi siit besi
yerinde agik renkte zon olusturan koloniler pozitif olarak degerlendirilmistir.
[zolatlarm antibiyotiklere hassasiyetleri uygun besi yeride, antibiyotik
diskleriyle (tetrasiklin (30 pg), kanamisin (30pg), ampisilin (10 pg), penisilin (10
iu), gentamisin (10 pg), kloramfenikol (30 pg)), disk fiizyonu metoduna gore tespit
edilmistir. Bakteriler kati besi yerine yayma seklinde inokiile edildikten sonra
petrilere antibiyotik diskleri yerlestirilerek uygun {ireme sicakliginda 1 gece inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonras1 bakteriler, etrafinda zon olusturduklar1 disklerin
antibiyotiklerine karsi1 hassas, zon olusturmadiklarina karsi direngli olarak tespit

edilmistir.

3.2.2. Bacillus subtilis VITT-E 68013 Bakterisine ait Fitaz Geninin (phyC)
Bacillus coagulans’a Aktarilmasi
3.2.2.1. Fitaz Geninin (phyC) PCR ile Amplifikasyonu
B. subtilis VTT E-68013 bakterisinin kromozomal DNA’s1 iizerinde bulunan

fitaz geni (phyC) PCR ile amplifiye (¢ogaltilarak) edilerek degisik vektorler ile

ligasyona tabi tutulmustur.
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3.2.2.1.(1). Fitaz Geninin (phyC) Amplifikasyonu icin Primer Dizaym

B. subtilis VIT E-68013’¢ ait fitaz geninin baz dizileri incelenerek phyC
geninin amplifikasyonu i¢in uygun primer bolgeleri belirlenmistir. Dizi tizerindeki
primer bdlgeleri Cizelge 3.1.°de c¢erceve igerisinde gosterilmistir. Kiit ug
klonlamanin yapilabilmesinin yani sira her ihtimale kargin PCR iirlinliniin vektorlere
ligasyonunu kolaylastirmak amaci ile yapiskan ug agiga ¢ikacak sekilde Primer F’nin
ucuna BamHI (5-GGATCC-3"), Primer R’nin ucuna Xbal endoniikleazina ait tanima
dizileri (5-TCTAGA-3") ilave edilmistir.

Cizelge 3.1. phyC fitaz geninin baz dizilimi ve kodladig1 proteinin amino asit dizini

LOCUS AJ584664 1209 bp DNA linear BCT
04-0CT-2003

DEFINITION Bacillus subtilis phyC gene for phytase.

ACCESSION  AJ584664

VERSION AJ584664.1 GI1:37515390
KEYWORDS phyC gene; phytase.
SOURCE Bacillus subtilis

ORGANISM Bacillus subtilis
Bacteria; Firmicutes; Bacillales; Bacillaceae; Bacillus.
REFERENCE 1
AUTHORS Do Thi,H.N., Nguyen Ngoc,H., Trinh Thi,H.T., Nguyen
Thi,D.N., Bach
Thi,Q.N., Bui Hoang,A., Nguyen Thuy,C. and Dinh Duy,K.
TITLE Cloning of the gene coding for phytase from Bacillus
subtilis

isolate BVNB1
JOURNAL  Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 1209)
AUTHORS  Dinh Duy,K.
TITLE Direct Submission
JOURNAL  Submitted (01-0CT-2003) Dinh Duy K., Molecular
Microbiology Lab,
Institute of Biotechnology, NCST, 18, Hoang Quoc Viet,

Caugiay,
Hanoi, 10000, VIET NAM
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1209
/organism="Bacillus subtilis"
/mol_type=""genomic DNA"
/isolate="BVNB1"
/db_xref="taxon:1423"
gene 32..1183
/gene=""phyC"
CDS 32..1183
/gene=""phyC"

/codon_start=1
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/transl_table=11

/product=""phytase"

/protein_id="CAE48281.1"

/db_xref="GI1:37515391"
/translation="MNHSKTLLLTAAAGLMLTCGAVSSQAKHKLSDPYHFTVNAAAET
EPVDTAGDAADDPA IWLDPKNPQNSKL I TTNKKSGLAVYSLEGKMLHSYHTGKLNNVD
IRYDFPLNGKKVD IAAASNRSEGKNT IEIYAIDGKNGTLQSITDPNRPIASAIDEVYG
FSLYRSQKTGKYYAMVTGKEGEFEQYELNADKNGY I SGKKVRAFKMNSXTEGMAANDE
YGSLFI1AKEDEAIWKFSAEPDGGSNGTV IDRADGRHLTPDIEGLT 1'YYAADGKGYLLA
SSQGNSSYAIYERQGONKYVADFQITDGPETDGTSDTDG I DVLGFGLGPEYPFGLFVA

QDGEN I DHGQKANQNFKMVPWER 1 ADK 1GFHPQVNKQVDPRKLTDRSGK""

|€ACATttgdcahTTTTEACAAhAhCFtaa¢aCTGACAATCATGTATHTRTGTTECAATTGHAGTGCECGTTCATA&&&gqagqaaﬁTHﬂﬂHTGRﬂTCATT 160
-1 =10 rhs M B H § al

CARARACRCTTTTGTTARCCGCGECGECCEEACTGATGL TCACATGCGETROGETETCTTCCCAGRCARAGCAT AAGCTGTCCGATC TTATCATTITAL 200
ETLLLTAARMAGLMHMLTCGAYTSSSQ A’ KEKLSDPEFYHFT a¥t

CETGARTGCAGE GOCGLAMGEAR GG TTGATACGGCCEL TG ACGC G TEATGATCCTGCGAT TTGGC TGGACCCCARGRCTCC TCAGRACAGCARA 300
VNAAAETEPRPYDTAGDAAMDDPATIWLDEPETEP{QNSEHE al0

TTGATTACGACCAATARAAAA TCAGET T TAG TG T T TACAGCC T TRATGGTRRGATGC TTCATTCCTATAATACCGLGAAGC TGRACAATGTCGATATCD 400
LITTHNEKEXSGLYVVYYALDGHKMELHNS TN TGEELNMNNVYDIER aM

GTTATGATTTTCCETTGRACGGCARRAARGT COATATCGLGGCAGIATCCARTCGETUTGRAGCAARRRATACCATTGAGRT TTACGLTATTGATEGARE 500
f 0D FPLNGEKEKYVYDILIARRARASNESEGKNTIETIYARILDSGE al?

ARACGGCACATTACARAGCATGACAGATCCAGACCATCCGATTGCARCAGCART TAATGAGGTATACGETTTTACCTTATACCACAGTCARRARACAGER 600
¥G6TLQYgSMTODPDHEPEI ATAINEVYGFTLYHSQETGSE altl

ARATATTACGCGATGETGACACGARAAGAGEETCAATTTGARCARTACGRATTAAAGCCGGRACAARMATGGATACATATCCGRCAARRRGGTACAGEEET T0
EYYAMVYTGEEGEFEOQYELEADEUNGY I SGEEKVUVERATE a2ld

TR TG A AT TC O AGAC GGAAGGG TGN AGC AR GATGARTACGECAGEL TT TATATCGC AGAAGA G AT CAGCCCATTTCCAACT TCACC G CER #00
KM NS§QTEGMARMDDEYGHRLYIAEEDERIWETFSAE a237

GCCGGACEGOGECAGTRRCGEARCGETTAT CEACCRTGLCGAC GOUAGGC AT T TAACTCGTGAT AT TGAAGGR TTGACGATTTACTACGC TGE TRACGEG 900
PDGE&SESNGTVIDRADGRUHTDLTERDIEGLTIY T AATDSGEG a7

RARGGCTATCTGATGLCATCARGCCAGGGARAC AGUAGE TACGCCATTTAT GACAGACARGGARRGARCARATATG T TGCOGATTTTCGCATARCAGACG 1000
K6 YL MAS SQGNSEEYALIYDRQGENEY VADFTRITDG alod

GTCCTGARACAGACOGGACARGCGAT ACACACGGARTTGACGT TCTGGGT T TCCGACTCGEECCTERATRTCCGTTCGGT AT T TTTGTCGCACAGGACEE 1100
PETDGTSPRPTDGIDVLGEFGOGLGPEYPFGIFVAIQLDG ald

TGRARRTATAGATCACCOCCAARAGECCARTCARAATT TT AR TC G GO CAT GEGARRGAATTGCTEATCARATCGRTTTCLGCCCACTOGCARATGAR 1200
ENITIDHGOGKANOGNF ¥IVEWERTIADOQIGTFEFRTEPLADNTE aill

CAGGTTGACCCGRGhﬁRﬂtTGﬁCﬂGﬁCﬂﬁﬁiGCGﬁlﬂﬂnﬂnﬁﬁCATGCﬁﬁﬂﬁﬂﬁCﬂGCTTﬁTﬁCAﬂGCTGCTTTTTGCRTGTGhﬁGhﬁCG 12490
QY DPRETLTDRZEGE * --——---resmmsmsaas ¥ Homemmmme——memem—— 2383
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Primerlerin uglarina ilave edilen endoniikleazlar, gen bdlgesi igerisinde
tanima bolgesine sahip olmamasi ve vektér DNA’lar {izerindeki ¢oklu klonlama
bolgesinde (MCS) kesim yapan enzimlerden olmalari gibi onemli unsurlar goz
onlinde bulundurularak secilmistir. Bu kriterler gz tinlinde bulundurularak dizayn
edilen ve fitaz geninin ¢ogaltilmasinda kullanilan primer dizileri Sekil 3.1.°de

verilmistir.

Primer F: 5"-COGATC( 2ACATTTGACAATTTTCACAAAAA/C-?) ’
¥ IR

Fazlalhik BamHI Tanima dizileri Amplifiye edilecek DNA bolgesiyle

Xbal Tanima dizileri hib?dlenecek primer sinir dizileri

f_A 2l "~ ~

Primer R: 5'-GCTAGTCTAGATTTTCCGCTTCTGTCGGTCAG-3’

Sekil.3.1. PhyC Fitaz geninin amplifikasyonunda kullanilan primer dizileri

3.2.2.1(2). Bacillus subtilis’"den Kromozomal DNA Izolasyonu ve
RNA’dan Arindirilmasi

B. subtilis VTT E-68013 bakterisi LB besi yerinde aerobik sartlarda 37 °C’de
tiretilmistir. Uretilen bakteriden Cutting ve Van der Horn (1990)’a gore kromozomal
DNA izole edilmistir. lgili protokol Ek 2.1.’de verilmistir. Izole edilen kromozomal
DNA Ek 2.2°de verilen protokole gére RNaz enzimi ile muamele edilerek RNA’dan
arindirilmistir. Son olarak, spektrofotometrede DNA’nin miktar1 ve saflik derecesi

oOlgiilerek PCR reaksiyonu i¢in hazir hale getirilmistir.

3.2.2.1(3). PCR Programlama

Primerlerin kalip DNA’ya yapistig1 sicaklik (T,,=Annealing Temperature),

primer uzunluklar1 dikkate alinarak her iki primer i¢in de ayr1 ayri hesaplanmistir.
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Primerlerin Ty, degerleri [Ty= 2(A+T) + 4(G+C)| formiilii kullanarak hesap edilmistir,

Bu hesaplamaya gore Ty, degerleri (kalip iplige 6zgii olan alt1 ¢izili diziler);

Primer F i¢gin (5'- CGGATCCACATTTGACAATTTTCACAAAAAC -3") Tyy= 64 °C
ve Primer R i¢in (5'- GCTAGTCTAGATTTTCCGCTTCTGTCGGTCAG -3') Ty=
64 °C’dir.

Bu durumda annealing (yapisma) sicakligi her iki primer i¢in de 50°C
almmustir (Annealing sicaklig1 hesaplanan Ty, degerinin asagisinda alinmaktadir). T,
hesaplanirken her iki primerde de kalip DNA ile homoloji gosteren ve alt1 ¢izili
olarak verilen diziler hesaba katilmistir. Ciinkii diger dizilerin kalip DNA iizerinde
komplementeri olmadigindan birinci dongiide sarkik olarak kalacaklardir.
Dolayistyla tiim baz dizileri dikkate alinarak Ty, degerleri hesaplansaydi primerlerin
kalip DNA’ya yapismasi miimkiin olmazdi. Iste bundan dolayr T, degerleri

hesaplanirken bu diziler hesaba katilmamstir.

Yukaridaki agiklamalar dogrultusunda hazirlanan Thermal Cycler progranu

Cizelge 3.2.’de verilmistir.

Cizelge 3.2. PhyC Fitaz geninin B. subtilis DNA’sindan amlifikasyonu i¢in Thermal
Cycler’a uygulanan program

Program Gruplan Sicakhiklar Siire Dongii Sayisi
1 94 °C 4 dakika 1
92 °C 1 dakika
2 50°C 1 dakika 30
72 °C 2 dakika
3 72 °C 10 dakika 1
4 4 °C < 24 saat 1

3.2.2.1(4). PCR Reaksiyonun Hazirlanmasi

Reaksiyon hazirlanmadan 6nce reaksiyon bilesenleri tek tek incelenerek, stok
kontaminasyonun onlenmesi amaciyla gilinliik kullanimlar i¢in steril mikrosantrifiij
tiiplerine paylagtirtlmistir. Glinliik stoklar hazirlandiktan sonra miimkiin oldugu

kadar steril sartlarda ve buz iizerinde, en son enzim ilave edilecek sekilde PCR
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reaksiyonu hazirlanmistir. Reaksiyonda, {irtinde kiit u¢ olusturacak sekilde sentez
yapan ve proofreading aktivitesine sahip Pfu DNA polimeraz enzimi kullanilmistir.
Bu sayede, aciga ¢ikan PCR iiriinii gen kiit uclu olacagi i¢in, yine Smal enzimi ile kiit
uc olusturacak sekilde kesilecek olan pMK3 ve diger vektorlere (pRS416) ligasyonu
yapilabilecektir. Fitaz geninin amplifikasyonu i¢in hazirlanan PCR reaksiyonu

bilesenleri Cizelge 3.3.’de verilmistir.

Cizelge 3.3. PhyC Fitaz geninin amplifikasyonu i¢in hazirlanan PCR reaksiyonu

bilesenleri

Cinsi Stok Alman Miktar | Son
Konsantrasyon Konsantrasyon

B. subtilis
kromozomal DNA’s1 2200 ng/ul 0.5 ul 1100 ng
Primer R 15 pmol/pl 1l 15 pmol
Primer F 15 pmol/ul 1 ul 15 pmol
dNTP karigimi 200 uM 1 ul 200 uM
Reaksiyon tamponu 10 X Sul 1X
Pfu DNA Polimeraz 2.5U0/ul 0.5 ul 1.25U
Deionize su - 41 ul -
TOPLAM - 50 pl -

0.5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplinde bu sekilde hazirlanan reaksiyon karigim
daha once programlanmig olan Thermal Cycler cihazinin 6rnek bloguna

yerlestirilerek cihaz caligtirilmistir.

3.2.2.1(5). PCR Uriiniiniin Elektroforezi ve Agaroz Jelden Aritilmasi

PCR programi tamamlandiktan sonra reaksiyon {irliniine 5:1 oraninda
yiikleme tamponu (Ek 1.9.) ilave edilmis ve hafif¢ce pipetlenerek homojenize hale
getirilmigtir. Elde edilen karisim, markir DNA ile birlikte %0.8 w/v’lik agaroz jelin
(Ek 1.10.) kuyularma dikkatli bir sekilde yiliklenmis ve 80 V, 25 mA’de yaklasik 60
dakika stireyle elektroforeze tabi tutulmustur.

Beklenen molekiiler agirlikta olusan tek bir DNA bandi temiz bir bistiiri
yardimi ile dikkatli bir sekilde kesilerek alinmis ve darasi alinan temiz bir

mikrosantrifiij tlipline konarak miktar1 tespit edilmistir.
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DNA, Ek 2.3.°de verilen protokole gore agaroz jelden arindirilmistir.
Saflastirilan DNA’dan 5 pl’si alinarak spektrofotometrede (OD,s nm’de) okunarak
miktar1 ve saflik derecesi belirlenmistir. Daha sonra DNA ligasyonda kullanilmak

tizere +4 °C’de saklanmustir.

3.2.2.2. Fitaz Geninin (phyC) Escherichia coli’ye Aktarilmasi

3.2.2.2(1). pRS416 Klonlama Vektériiniin izolasyonu ve Ligasyona
Hazirlanmasi

E. coli’den, E. coli-Saccharomyces mekik vektorii pRS416 plazmid DNA’s1
Birnboim ve Doly (1979)’¢ gore izole edilmistir. Ilgili protokol Ek 2.4.’de
verilmistir. Izolasyonu yapilan pRS416 plazmid DNA’s1 Ek 2.2."de verilen protokole
gore RNaz enzimi ile muamele edilerek RNA’dan arindirilmistir. pRS416

plazmidinin yapis1 Sekil 3.2°de verilmistir.

EssHII
T7
Epnl
Zhal
HindIII
EraRI
Smal
BamHI
Zhal
Sacl
Tz T
BssHI

ﬂ (Hlorijin 3y

urald

pR5416 MCOS
(4898 he)

ColE]l ori

Sekil 3.2. pRS416 plazmidinin yapis1 (4898 bg)
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3.2.2.2(2). pRS416 Klonlama Vektoriiniin Smal Endoniiklaz ile Kesimi

Izolasyonu yapilan ve RNaz enzimi muamele edilerek RNA’dan arindirilan
pRS416 plazmid DNA’st Smal endoniikleaz enzimi ile kesilerek diiz zincir
(dogrusal) haline getirilmistir. Smal endoniikleaz1 genom iizerinde 5'-CCCGGG-3'
dizilerini taniyan ve 3. pozisyondaki C ile 4. pozisyondaki G bazlar1 arasindan
DNA’y1 keserek kiit u¢ olusturan bir enzimdir. pRS416 plazmid DNA’sinin Smal

endoniikleazi ile kesim reaksiyonu bilesenleri Cizelge 3.4.’de verilmistir.

Cizelge 3.4. pRS416 vektoriiniin Smal endoniikleazi ile kesim reaksiyonu bilesenleri

Cinsi Stok Konsantrasyon | Alinan Miktar | Son Konsantrasyon
pRS416 3500 ng/pl 2.5 ul 8750 ng
Reaksiyon 10 X 4 ul 1X
tamponu

Smal enzimi 10 U/ul 1l 10U
Deionize su - 32.5ul -
TOPLAM - 40 pl -

Kesim reaksiyonu 30 °C’de yaklasik 90 dakika inkiibe edildikten sonra 5 pl’si
alimarak DNA markir ile %0.8 w/v’lik agaroz jelde incelenmistir. Geriye kalan
kesim reaksiyonundan vektor DNA fenol-kloroform uygulamasi ile saflastirilip Na-
asetat/etanol uygulamasi ile ¢oktiiriilmiis ve elde edilen DNA peleti 15 pl TE
1.7.) ile ¢ozilmistir. DNA tamamen ¢06zildiikten

solisyonu (Ek sonra

spektrofotometrede miktar1 ve safligi dlgiilerek +4°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.2.2(3). Fitaz Geni (phyC) ile pRS416 Plazmid DNA’sinin Ligasyonu

Yukaridaki uygulamalar ile ligasyona hazir hale getirilen fitaz geni (phyC) ile
pRS416 plazmid DNA’s1 i¢in hazirlanan ligasyon reaksiyonu bilesenleri Cizelge

3.5.’de verilmistir.
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Cizelge 3.5. Fitaz geni (phyC) ile pRS416 vektorii igin hazirlanan ligasyon
reaksiyonu bilesenleri

Cinsi Stok Alman Miktar Son
Konsantrasyonu Konsantrasyon

Fitaz geni (phyC) 1500 ng/ul 0.3l 450 ng
pRS416/ Smal 2000 ng/pl 0.2 pul 400 ng
Ligaz Tamponu 10 X 2ul 1 X

T4 DNA Ligaz 5U0/ul 1l 5U

PEG %50 w/v 2 ul %35 wiv
Deionize Su - 14.5 ul -
TOPLAM - 20 pl -

Elde edilen ligasyon reaksiyonu 22 °C’de 60 dakika inkiibe edilmistir. Daha
sonra ligasyon sivist 65 °C’de 10 dakika tutularak enzim denatiire edilmistir. Son

olarak ligasyon karisimi E. coli DH5a bakterisine transferde kullanilmustir.

3.2.2.2(4). Kompetent Bakteri Hazirlama ve Transformasyon

Kompetent bakteri olusturmada kullanilan E. coli DH5a susu, Ek 2.5.°de
verilen protokol uygulanarak kompetent hale getirilmis ve ligasyon reaksiyonu
stvisindan belli bir miktar alinarak Ek 2.6.’da verilen protokole gore transfer

yapilmistir.

3.2.2.2(5). pRS416F (pRS416+Fitaz (phyC)) Plazmidini Tasiyan
Escherichia coli Kolonilerinin Belirlenmesi

Transformasyon tiipiindeki sivilarin tamami once ayri ayr1 1 ml antibiyotik
icermeyen LB sivi besi yerlerine bosaltilarak 37 °C’de aerobik olarak 1 saat siireyle
tiretilmislerdir. Bu uygulama ile, kompetent hale getirme islemleriyle hassaslagsmis
olan bakterilerin normal hale donmeleri ve plazmid DNA ile taginan antibiyotige
diren¢ geninin az da olsa eksprese olarak, bakterinin bir saat sonra inokiile edilecegi
antibiyotikli besi yerine adaptasyonu saglanmis olacaktir. Bir saat sonra bakteriler
almarak 100-200 pl hacimler halinde LB/X-gal/Amp/Agar plaklarina (50 pg/ml
amfisilin, 40 pg/ml X-gal (Ek 1.18)) steril cam ¢ubukla yayma yontemiyle ekilmis ve
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plaklar 5-10 dakika kurutulduktan sonra ters c¢evrilerek 37°C’ye ayarlanmis
inkiibatore ertesi gline kadar iiremeye birakilmistir. Ertesi giin transformasyon
plaklarinda rekombinant (geni almis olan) ve non-rekombinant (geni almadan
kapanmis olan) plazmid DNA’lar ile transforme olmus olan bakteriler iireyecektir.
Hem rekombinant hem de non-rekombinant bakterilerde amfisilin direng geni (-
laktamazi kodlar) saglam olacagi i¢in koloni olusturabileceklerdir. Rekombinant
bakterilerde fitaz geni pRS416 plazmidi lizerindeki LacZ geni igerisinde bulunan
coklu klonlama bolgesine (MCS) takildigr i¢in LacZ geni inaktive olacaktir.
Dolayisiyla rekombinant bakteriler ortamdaki X-gal’i pargalayamayacagindan
koloniler beyaz renkli olarak gelisecektir. Diger taraftan rekombinant olmayan
plazmidleri alan rekombinant bakterilerin LacZ geni saglam olacagindan besi

yerindeki X-gal’i kullanacak ve koloniler mavi olarak gelisecektir.

3.2.2.2(6). Escherichia coli/pRS416F Kolonilerinden izole Edilen
Rekombinant Vektorlerin insort ve PCR Analizleri

Elde edilen beyaz kolonilerden Ek 2.4.’de verilen protokole gdre plazmid
DNA izole edilerek Ek 2.2.°de verilen protokole gore de RNA’dan arindirilmistir.
Fitaz geninin tespiti i¢in PCR teknigi ile Cizelge 3.3’e¢ gore amplifikasyon
yapilmistir. Daha sonra orijinal (pRS416) ve rekombinant (pRS416F) plazmidler,
insortii (fitaz genini) gozlemek amaci ile Hindlll ve BamHI enzimleriyle kesilmistir.
Kesim ve PCR reaksiyonlariin her birinden 10’ar ul alinarak %0.8 w/v’lik agaroz
jelde elektroforeze tabi tutulmustur. Elde edilen jel goriintisi ‘UVitec’ jel

goriintiileme cihazi ile fotograflanmustir.

3.2.2.3. Fitaz Geninin (phyC) Escherichia coli-Bacillus sp. Mekik Vektorii
pMK3 ile Bacillus coagulans’a Aktarilmasi

3.2.2.3(1). Fitaz Geninin (phyC) pMK3’e Ligasyonu

Fitaz geninin B. coagulans’da klonlanmasinda kullanilan E. coli-Bacillus

mekik vektorii pMK3’lin yapist Sekil 3.3.’de verilmistir.
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EcoRI

Sekil 3.3. pMK3 plazmidinin yapis1 (7200 bg) (Sullivan ve ark., 1984)
pRS416F vektoriinden Hindlll+BamHI enzimleri ile kesilerek ¢ikarilan fitaz
geni ile yine ayni1 enzimlerle kesilmis olan pMK3 vektoriiniin ligasyon reaksiyonu

hazirlanmistir (Cizelge 3.6).

Cizelge 3.6. Fitaz geni ile pMK3 vektoriiniin ligasyon reaksiyonu bilesenleri

Cinsi Stok Alinan Son
Konsantrasyonu | Miktar Konsantrasyon
Fitaz / Hindll1+-BamHI 300 ng/ul 1 ul 300 ng
pMK3 / Hindll1+BamHI 350 ng/pl 1l 350 ng
Reaksiyon tamponu 10 X 2 ul 1 X
T4 DNA ligaz 5 U/ul 0.5 ul 25U
Deionize su - 15,5 ul -
TOPLAM - 20 ul -

Hazirlanan ligasyon reaksiyonu 22 °C’de 60 dakika inkiibe edildikten sonra
ligasyon karigimindan bir miktar alinarak E. coli DH5a bakterisine transferde
kullanilmistir (Ek 2.6.). pMK3F (pMK3+Fitaz) plazmidini tagiyan rekombinant E.
coli kolonilerinin belirlenmesi ise 3.2.2.2.(5)’e gore yapilmistir. Transformasyon
sonrast LB/X-gal/Amp/Agar (100 pg/ml amfisilin, 40 pg/ml X-gal) besi yeri
kullanilmistir. pMKEF/E. coli plazmidinin insért ve PCR analizleri 3.2.2.2 (6)’ya gore
yapilmustir.
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3.2.2.3(2). pMK3F Rekombinant Vektoriiniin Bacillus coagulans
Bakterisine  Elektrotransformasyonu ve Rekombinant
Kolonilerin Se¢imi

Rekombinant E. coli kolonilerinden izole edilen pMKF plazmidi, Ek 2.4’¢
gore saflastirildiktan ve Ek 2.2.°ye goére RNA’dan arindirildiktan sonra B.
coagulans’a  aktarilmasinda B. subtilis’e  elektrotransformasyon  yontemi
(Vehmaanperd, 1989) modifiye edilerek uygulanmistir (Ek 2.7.). Transformasyon
sonrasinda Medyuml/Kanamisin/Agar (10 pug/ml kanamisin) besi yerinde lireyen

koloniler rekombinant olarak tespit edilmistir.

3.2.2.3(3). Bacillus coagulans/pMK3F’ye iliskin Plak Testleri

Plaklarda rekombinantlarin tespiti i¢in; orijinal B. coagulans ve fitaz genini
tastyan rekombinant B. coagulans bakterilerinin antibiyotikli ortamda iireme
durumlarimn tespit etmek icin Medyuml/Kanamisin/Agar besi yerine inokiile edilerek
karsilagtirilmastir. Ayrica ayni bakteriler Bugday Kepegi
Ekstrakti/Medyuml/Sodyum Fitat/Agar besi yerine inokiile edilerek orijinal ve
rekombinant bakteriler karsilastirllmistir. Bu besi yerine inokiile edilen bakteriler
40°C’de 1 gece iiretildikten sonra fitaz enziminin sicaklik optimumu olan 55°C’de 5-

6 saat daha inkiibe edilmistir.

3.2.2.3(4). Rekombinant pMK3F’ye iliskin Kesim ve PCR Analizleri

Gerek E. coli/pMK3F ve B. coagulans/pMK3F bakterilerinden Ek.2.4.’de
verilen protokollere gore rekombinant pMK3F vektorleri izole edilerek Ek 2.2.°de
verilen protokole gére de RNA’dan arindirilmiglardir.

E. coli ve B. coagulans bakterilerinden elde edilen pMK3F plazmidinden
fitaz genini ¢ikarmak i¢in Hindll+BamHI enzimleri ile kesilmistir. Ayrica her iki
bakterilerinden izole edilen pMK3F rekombinant vektorleri kalip DNA olarak

kullanilmis ve fitaz geni PCR’da sentezlenmistir. Elde edilen kesim ve PCR {iriinleri
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%0.8 w/v’lik agaroz jelde elektroforeze tabi tutulmustur. Elde edilen jel gbriintiisii

‘UVitec’ jel goriintiileme cihazi ile fotograflanmistir.

3.2.2.3(5). Degisik pH’lardaki Besi Yerinde Fitaz Aktivitesinin Tespiti

Degisik pH’larda fitaz aktivitesinin tespiti i¢in pH 5, 6, 7, 8, 9, 10’da hazirlanan
Bugday Kepegi Ekstrakti/LB/Sodyum Fitat/Agar besi yerinde orijinal ve
rekombinant bakteriler inokiile edilerek karsilastirilmistir. Bu besi yerine inokiile
edilen bakteriler 37°C’de 1 gece iiretildikten sonra fitaz enziminin sicaklik optimumu

olan 55°C’de 5-6 saat daha inkiibe edilmistir.

3.2.3. Bacillus licheniformis’e ait Fitaz Geninin (phyL) pMK3 Klonlama
Vektorii ile Bacillus coagulans’a Aktarilmasi

3.2.3.1. Fitaz Geninin (phyL) PCR ile Amplifikasyonu

B. licheniformis DSM 603 bakterisi kromozomunda bulunan fitaz geni (phyL)
PCR ile amplifiye (cogaltmak) edildikten sonra pMK3 vektorii ile ligasyona tabi

tutulmustur.

3.2.3.1.(1). Fitaz Geninin (phyL) Amplifikasyonu i¢in Primer Dizaym

B. licheniformis DSM 603’e ait fitaz geninin baz dizileri incelenerek phyL
geninin amplifikasyonu i¢in uygun primer bolgeleri belirlenmistir. phyL fitaz geninin
amplifikasyonunda (¢ogaltilmasi) PCR reaksiyonu icin iki farkli ileri (forward)
primer (FM1 ve FM2) ve bir adet ortak olarak kullanilmak iizere geri (reverse)
primer (RM) hazirlanmigtir. FM1 primeri, phyL fitaz geninin yayimlanan baz
sirasinin en bagindan, FM2 primeri ise yaklasik geni biraz daha kiicliltmek amaciyla
135 bg ileriden —35 ve —10 promotor dizilerini de i¢ine alacak sekilde hazirlanmistir.

Dizi tzerindeki primer bolgeleri Cizelge 3.7.°de gosterilmistir. Kiit ug
klonlamanin yapilabilmesinin yani sira her ihtimale kargin PCR iiriiniiniin vektorlere

ligasyonunu kolaylastirmak amaci ile yapiskan uc¢ aciga ¢ikacak sekilde Primer FM1,
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FM2 ve RM’nin ucuna BamHI (5-GGATCC-3") endoniikleazina ait tanima dizileri

ilave edilmistir.

Cizelge 3.7. phyL fitaz geninin baz dizilimi ve kodladigi proteinin amino asit dizini

LOCUS AY651979 1146 bp DNA linear BCT
19-JUL-2004
DEFINITION Bacillus licheniformis PhyL gene, complete cds.
ACCESSION  AY651979
VERSION AY651979.1 GI1:50299537
KEYWORDS
SOURCE Bacillus licheniformis

ORGANISM Bacillus licheniformis

Bacteria; Firmicutes; Bacillales; Bacillaceae; Bacillus.

REFERENCE 1 (bases 1 to 1146)

AUTHORS  Jiang,Z. and Ling,C.

TITLE Cloning of phytase gene from Bacillus licheniformis and
its

expression in Escherichia coli

JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 1146)

AUTHORS Jiang,Z. and Ling,C.

TITLE Direct Submission

JOURNAL  Submitted (13-JUN-2004) Biology, Wuhan, Hubei 430062,
China
FEATURES Location/Qualifiers

source 1..1146

/organism="Bacillus licheniformis"
/mol_type=""genomic DNA"
/strain="CCTCC AB91062"
/db_xref="taxon:1402"
/country="China: Hubei™

CDS 1..1146
/EC_number="3.1.3.8"
/function="catalyses the hydrolysis of phytate"
/codon_start=1
/transl_table=11
/product=""PhyL"
/protein_id="AAT73627.1"

/db_xref="G1:50299538"
/translation="MNFYKTLALSTLAASLLSPSWSILPRAEASAYKDFSVTADAETE
PVDTPDDAADDPA IWVHPKQPEKSRL I TTNKKSGL IVYDLNGKQLAAYPFGKLNNVDL
RYNFPLDGKKIDIAGASNRSDGKNTVE1'YAFDGEKNKLKNIVNPQKPIQTDIEEVYGF
SLYHSQKTGKFYAMVTGKNVEFEQYELFDNGKGQVEGKKVRSFKMSSQTEGLAADDEY
GKMY IAEEDAAIWSFSAEPNGGDKGKIVDRAGGTHLTADIEGLTIYYGEDGEGYLIAS
SQGDNRYA1YDRRGKNDYVTDFSIDDGKEIDGTSDTDG IDV IGFGLGKKYPYGIFVAQ

DGENTENGQPANQNFKIVSWEKIADALDDKPD IDDQVNPRKLKNRAK"
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Primerlerin uglarna ilave edilen endoniikleazlar; gen bdlgesi igerisinde

tanima bolgesine sahip olmamast ve vektor DNA’lar iizerindeki ¢oklu klonlama

bolgesinde (MCS) kesim yapan enzimlerden olmalari gibi onemli unsurlar goz

ontinde bulundurularak secilmistir. Bu kriterler goz {inlinde bulundurularak dizayn

edilen ve fitaz geninin ¢ogaltilmasinda kullanilacak olan primer dizileri Sekil 3.4.’de

verilmistir.

51



3. MATERYAL VE METOD Meltem ASAN OZUSAGLAM

Amplifiye edilecek DNA boélgesiyle
BamHI Tanima dizileri hibridlenecek primer sinir dizileri
A —
Primer FM1: 5'-GGATCCCTGAAGTGACTTATCAAAAAGTAT-3" ve

Primer FM2: 5 '-GGATCEECGATTCATTGAGAGATAGCGAS ’
_/
v o

BamHI Tanima dizileri Amplifiye edilecek DNA bolgesiyle

% hibridlenecek primer sinir dizileri

e

Primer RM: 5'-GGATCCTCCTTATTTGGCTCGGTTTTTCA-3’

Sekil 3.4. phyL Fitaz geninin amplifikasyonunda kullanilan primer dizileri

3.2.3.1(2). Bacillus licheniformis’den Kromozomal DNA izolasyonu ve
RNA’dan Arindirilmasi

B. licheniformis bakterisi LB besi yerinde aerobik sartlarda 37 °C’de
tiretilmistir. Uretilen bakteriden Cutting ve Van der Horn (1990)’a gére kromozomal
DNA izole edilmistir. lgili protokol Ek 2.1.’de verilmistir. Izole edilen kromozomal
DNA Ek 2.2.de verilen protokole gore RNaz enzimi ile muamele edilerek RNA’dan
arindirtlmistir. Son olarak DNA’nin spektrofotometrede miktar1 ve saflik derecesi

Olctilerek PCR reaksiyonu i¢in hazir hale getirilmistir.

3.2.3.1(3). PCR Programlama

Primerlerin kalip DNA’ya yapistig1 sicaklik (T,=annealing sicaklig1), primer
uzunluklar dikkate alinarak ii¢ primer icin de ayr1 ayr1 hesaplanmistir. Primerlerin

Tm degerleri |Tm= 2(A+T) + 4(G+C)| formiilii kullanarak hesap edilmistir. Bu

hesaplamaya gore Ty, degerleri (kalip iplige 6zgii olan alt1 ¢izili diziler);

Primer FM1 i¢in (5'-GGATCCCTGAAGTGACTTATCAAAAAGTAT-3") Tp= 66
°C

52



3. MATERYAL VE METOD Meltem ASAN OZUSAGLAM

Primer FM2 i¢in (5'-GGATCCCGATTCATTGAGAGATAGCGA-3") Tyy= 64 °C
ve Primer RM i¢in (5'-GGATCCTCCTTATTTGGCTCGGTTTTTCA-3") Trn= 60
°C’dir.

Primerlerin annealing (yapigma) sicakligr 55 °C alinmistir. Ty, hesaplanirken
her iki primerde de kalip DNA ile homoloji gosteren ve alt1 ¢izili olarak verilen

diziler hesaba katilmistir.

Yukaridaki agiklamalar dogrultusunda hazirlanan Thermal Cycler progranu

Cizelge 3.8.’de verilmistir.

Cizelge 3.8. Fitaz geninin (phyL) B. licheniformis DNA’sindan amlifikasyonu i¢in
Thermal Cycler cihazina uygulanan program

Program Gruplan Sicakhiklar Siire Dongii Sayisi
1 94 °C 4 dakika 1
92 °C 1 dakika
2 55°C 1 dakika 30
72 °C 2 dakika
3 72 °C 10 dakika 1
4 4°C < 24 saat 1

3.2.3.1(4). PCR Reaksiyonun Hazirlanmasi

Reaksiyon hazirlanmast 3.2.2.1(4).’e gore yapilmistir. phyL fitaz geninin

amplifikasyonu i¢in hazirlanan PCR reaksiyonu Cizelge 3.9.’da verilmistir.
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Cizelge 3.9. Fitaz geninin (phyL) amplifikasyonu i¢in hazirlanan PCR reaksiyonu

bilesenleri

Cinsi Stok Alman Miktar | Son
Konsantrasyon Konsantrasyon

B. licheniformis
kromozomal DNA’s1 1500 ng/ul 0.5 ul 750 ng
Primer RM 15 pmol/pl 1l 15 pmol
Primer FM 15 pmol/ul 1l 15 pmol
dNTP karisimi 200 pM (her biri) 1 ul 200 pM (her biri)
Reaksiyon tamponu 10 X Sul 1X
Pfu DNA Polimeraz 2.5U0/ul 0.5 ul 1.25U
Deionize su - 41 ul -
TOPLAM - 50 pl -

0.5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiinde bu sekilde hazirlanan reaksiyon karigimi

daha once programlanmis olan PCR cihazinin 6rnek bloguna yerlestirilerek cihaz

calistirtlmustir.

3.2.3.1(5). PCR Uriiniiniin Elektroforezi ve Agaroz Jelden Aritilmasi

B. licheniformis bakterisine ait fitaz geni (phyL)’nin elektroforezi ve agaroz

jelden aritilmasi 3.2.2.1(5)’e gore yapilmustir.

3.2.3.2. Fitaz Geninin (phyL) Escherichia coli-Bacillus sp. Mekik Vektorii
pMK3 ile Bacillus coagulans’a Aktarilmasi

3.2.3.2(1). pMK3 Klonlama Vektoriiniin izolasyonu ve Ligasyona

Hazirlanm

asl

Fitaz geninin (phyL) B. coagulans’da klonlanmasinda kullanilan E. coli-

Bacillus mekik vektoriinin yapist Sekil 3.2.°de verilmisti. pMK3 klonlama

vektoriiniin izolasyonu ve ligasyona hazirlanmasi 3.2.2.2(1)’e gore yapilmistir.
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3.2.3.2(2). pMK3 Klonlama Vektoriiniin Smal Endoniiklaz ile Kesimi

Izolasyonu yapilan ve RNaz enzimi muamele edilerek RNA’dan arindirilan
pMK3 plazmid DNA’s1 Smal endoniikleaz enzimi ile kesilerek diiz zincir (dogrusal)
haline getirilmistir. pMK3 plazmid DNA’sinin Smal endoniikleaz1 ile kesim

reaksiyonu bilesenleri Cizelge 3.10.’de verilmistir.

Cizelge 3.10. pMK3 vektoriiniin Smal endoniikleazi ile kesim reaksiyonu bilesenleri

Cinsi Stok Konsantrasyon | Alinan Miktar | Son Konsantrasyon
pMK3 4500 ng/ul 2ul 9000 ng
Reaksiyon 10X 4 ul 1X
tamponu

Smal enzimi 10 U/l 1l 10U
Deionize su - 33 ul -
TOPLAM - 40 pl -

Kesim reaksiyonu 30 °C’de yaklasik 90 dakika inkiibe edildikten sonra 5 pl’si
almarak DNA markir ile %0.8 w/v’lik agaroz jelde incelenmistir. Geriye kalan
vektor DNA fenol-kloroform uygulamasi ile saflastirilip Na-asetat/etanol uygulamasi
ile ¢oktiiriilmiis ve elde edilen DNA peleti 15 pl TE soliisyonu (Ek 1.7.) ile
¢oziilmiistiir. DNA tamamen ¢oziildiikten sonra spektrofotometrede miktar1 ve safligi

Olciilerek +4 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.3.3(3). Fitaz Geninin (phyL) pMK3’e Ligasyonu

PCR amplifikasyonu ile elde edilen kiit uclu fitaz geni ile yine kiit ug
olusturacak olan Smal enzimiyle kesilmis olan pMK3 vektoriiniin ligasyon

reaksiyonu hazirlanmistir (Cizelge 3.11.).
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Cizelge 3.11. Fitaz geni ile pMK3 vektoriiniin ligasyon reaksiyonu bilesenleri

Cinsi Stok Alman Son
Konsantrasyonu | Miktar Konsantrasyon
Fitaz 1000 ng/pl 0.5 ul 500 ng
pMK3/Smal 800 ng/ul 0.5 pl 400 ng
Reaksiyon tamponu 10 X 2 ul 1 X
T4 DNA ligaz 50/l 1l 5U
PEG %50 w/v 2 ul %5 wlv
Deionize su - 14.5 ul -
TOPLAM - 20 pl -

Hazirlanan ligasyon reaksiyonu 22 °C’de 60 dakika inkiibe edildikten sonra

ligasyon karigimindan bir miktar alinarak E. coli DHS5a bakterisine transferde
kullanilmistir (Ek 2.6.). pMK3FM1 (pMK3+Fitaz (FM1 primeri ile elde edilen PCR
iriinl)) ve pMK3FM2 (pMK3+Fitaz (FM2 primeri ile elde edilen PCR f{iriinii))

plazmidlerini tagiyan rekombinant E. coli kolonilerinin belirlenmesi ise 3.2.2.2.(5)’e

gore yapilmustir. E. coli/pMK3FM1 ve pMK3FM2 plazmidinin insért ve PCR

analizleri 3.2.2.2 (6)’ya gore yapilmistir.

3.2.4. B(1,3-1,4)-glukanaz (Likenaz) Geninin Escherichia coli-Bacillus sp.
Mekik Vektorii pMK3 ile Bacillus coagulans’a Aktarilmasi

3.2.4.1. Likenaz Geninin pMK3 Vektorii ile Escherichia coli’ye Aktarilmasi

3.2.4.1(1). pMK3 Klonlama Vektoriiniin ve pL1Hc Plazmidlerinin

Izolasyonu ve Ligasyona Hazirlanmasi

B(1,3-1,4)-glukanaz

(Likenaz)

geninin  B.

coagulans

bakterisinde

klonlanmasinda likenaz gen kaynagi olarak pL1Hc plazmidi (Ekinci, 1997)

kullantlmistir (Sekil 3.5).
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Hircll

r

Amp LacZ Beta(1,3-1,4)
pL1Hc Glukanaz Ge=ni
(4526 hg) (1800 bg)

Hincll
Rep

Sekil 3.5. pL1Hc plazmidinin yapis1 (pUC18 plazmidi (2686 bg)+Likenaz (B(1,3-
1,4)-glukanaz) geni (1800 bg)) (Ekinci, 1997)

E. coli’den pMK3 klonlama vektorii ve pL1Hc plazmid DNA’s1 Birnboim ve
Doly (1979)’a gére izole edilmistir. Ilgili protokol Ek 2.4.’de verilmistir. Izolasyonu
yapilan plazmidler DNA’s1 Ek 2.2.°de verilen protokole goére RNaz enzimi ile

muamele edilerek RNA’dan arindirtlmistir.

3.2.4.1(2). pMK3 Klonlama Vektoriiniin Smal Endoniiklaz ile Kesimi

Izolasyonu yapilan ve RNaz enzimi muamele edilerek RNA’dan arindirilan
pMK3 plazmid DNA’s1 Smal endoniikleaz enzimi ile kesilerek diiz zincir (dogrusal)
haline getirilmistir. pMK3 plazmid DNA’sinin Smal endoniikleaz1 ile kesim

reaksiyonu bilesenleri Cizelge 3.12.’de verilmistir.

Cizelge 3.12. pMK3 vektoriiniin Smal endoniikleazi ile kesim reaksiyonu bilesenleri

Cinsi Stok Konsantrasyon | Alinan Miktar | Son Konsantrasyon
pMK3 2500 ng/ul 4 ul 10000 ng
Reaksiyon 10 X 4 ul 1 X
tamponu

Smal enzimi 10 U/ul 1l 10U
Deionize su - 31 ul -
TOPLAM - 40 pl -
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Kesim reaksiyonu 30 °C’de yaklasik 90 dakika inkiibe edildikten sonra 5 pl’si
almarak DNA markir ile %0.8 w/v’lik agaroz jelde incelenmistir. Geriye kalan
vektor DNA fenol-kloroform uygulamasi ile saflastirilip Na-asetat/etanol uygulamasi
ile ¢oktiiriilmiis ve elde edilen DNA peleti 15 pl TE soliisyonu (Ek 1.7.) ile
¢cOziilmiistiir. DNA tamamen ¢6ziildiikten sonra spektrofotometrede miktar1 ve safligi

Olctilerek +4 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.4.1(3). Likenaz Insortiiniin Hazirlanmasi

pL1Hc plazmidi, Hincll enzimi ile kesilerek kiit u¢lu insort olusturacak
sekilde likenaz geni elde edilmistir. Hincll endoniikleazi genom iizerinde 5'-
GTPyPuAC-3' dizilerini tantyan ve 3. pozisyondaki Pirimidin ile 4. pozisyondaki
Piiridin bazlar1 arasindan DNA’y1 keserek kiit u¢ olusturan bir enzimdir. pL1Hc
plazmid DNA’sinin Hincll endoniikleazi ile kesim reaksiyonu bilesenleri Cizelge

3.13.°de verilmistir.

Cizelge 3.13. pL1Hc vektoriinin Hincll endoniikleaz1 ile kesim reaksiyonu

bilesenleri
Cinsi Stok Konsantrasyon | Alinan Miktar | Son Konsantrasyon
pL1Hc 2000 ng/ul Sul 10000 ng
Reaksiyon 10 X 4 ul 1X
tamponu
Hincll enzimi 10 U/l 1l 10U
Deionize su - 30ul -
TOPLAM - 40 pl -

3.2.4.1(4). Likenaz Insétiiniin Elektroforezi ve Agaroz Jelden Aritilmasi

Likenaz insortiiniin elektroforezi ve agaroz jelden aritilmasi 3.2.2.1(5)’e gore

yapilmistir.
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3.2.4.1(5). Likenaz Geninin pMK3’e Ligasyonu
Agaroz jelden saflastirilan likenaz genine ait fragment ile kiit u¢ olusturan
Smal enzimiyle kesilmis E. coli-B. subtilis mekik vektéri pMK3’iin (Sekil 8.2)

ligasyonu Cizelge 3.14’e gore yapilmustir.

Cizelge 3.14. Likenaz geni ile pMK3 vektoriiniin ligasyon reaksiyonu bilesenleri

Cinsi Stok Alman Son
Konsantrasyonu | Miktar Konsantrasyon
Likenaz/ Hincll 600g/ul 1 ul 600 ng
pMK3/ Smal 1000 ng/pl 0.3 ul 330 ng
Reaksiyon tamponu 10 X 2 ul 1X
T4 DNA ligaz 50/l 1l 5U
PEG %50 w/v 2 ul %35 w/v
Deionize su - 13.7 ul -
TOPLAM - 20 ul -

Ligasyon sivist E.coli DH5a susuna CaCl, metoduna gore transfer edilmistir

(Hanahan, 1983).

3.2.4.1(6). Kompetent Bakteri Hazirlama ve Transformasyon

Kompetent bakteri olusturmada kullanilan E. coli DH5a susu, Ek 2.5.’de
verilen protokol uygulanarak kompetent hale getirilmis ve ligasyon reaksiyonu
sivisindan belli bir miktar almmarak Ek 2.6.’da verilen protokole gore transfer

yapilmistir.

3.2.4.1(7). pMK3Lik (pMK3+Likenaz) Plazmidini Tasiyan Escherichia
coli Kolonilerinin Belirlenmesi

pMK3Lik (pMK3+Likenaz) plazmidini tasiyan E. coli kolonilerinin
belirlenmesi 3.2.2.2(5)’e gore yapilmustir.
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3.2.4.1(8). Escherichia coli/pMK3Lik’e iliskin Plak Testleri

Plaklarda rekombinantlarin tespiti i¢in; transformasyon plaginda gelisen
beyaz renkli rekombinant kolonilerin her biri ayr1 bir steril kiirdanla alinarak
LB/Amp/Agar ve LB/Lik/Amp/Agar plaklarina iki kopya olacak sekilde aktarilmis
ve tekrar 37 °C’ye ayarlanmis inkiibatorde tiremeye birakilmistir. Ertesi giin likenan
substrat1 igeren plak alinarak Kongo-Red boyamasi yapilmis ve etrafinda sar1 zon

olan likenaz pozitif koloniler tespit edilmistir (Teather ve Wood, 1982).

3.2.4.2. Likenaz Geninin Escherichia coli-Bacillus sp. Mekik Vektorii
pMK3 ile Bacillus coagulans’a Aktarilmasi

3.2.4.2(1). pMK3Lik Rekombinant Vektoriiniin Bacillus coagulans
Bakterisine  Elektrotransformasyonu ve Rekombinant
Kolonilerin Se¢imi

Rekombinant E. coli kolonilerinden izole edilen pMKLik plazmidi, Ek 2.4’¢
gore saflagtirildiktan ve Ek 2.2.ye gore RNA’dan arindirildiktan sonra B.
coagulans’a  aktarilmasinda B. subtilis’e  elektrotransformasyon  ydntemi
(Vehmaanperd, 1989) modifiye edilerek uygulanmistir (Ek 2.7.). Transformasyon
sonrasinda Medyuml/Kan/Agar (10 pg/ml kanamisin) iireyen koloniler rekombinant

olarak tespit edilmistir.

3.2.4.2(2). Bacillus coagulans/pMK3Lik’e Iliskin Plak Testleri

Plaklarda rekombinantlarin tespiti i¢in; transformasyon plaginda gelisen
beyaz renkli rekombinant kolonilerin her biri ayr1 bir steril kiirdanla alinarak
Medyuml/Kan/Agar ve Medyuml/Likenan/Kan/Agar plaklarma iki kopya olacak
sekilde aktarilmis ve tekrar 40 °C’ye ayarlanmis inkiibatorde iiremeye birakilmigtir.
Ertesi giin likenan substrati iceren plak alinarak Kongo-Red boyamasi yapilmistir

(Teather ve Wood, 1982).
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3.2.4.2(3). Degisik pH’lardaki Besi Yerinde Likenaz Aktivitesinin Tespiti
Degisik pH’larda likenaz aktivitesinin tespiti i¢in pH 5, 6, 7, 8, 9, 10°da
hazirlanan LB/Likenan/Agar besi yerine orijinal ve rekombinant bakteriler inokiile
edilerek karsilastirilmistir. Bu besi yerine inokiile edilen bakteriler 37°C’de 1 gece

tiretildikten sonra Kongo-Red boyamas: yapilarak likenaz aktivitesi belirlenmistir

(Teather ve Wood, 1982).

3.2.5. Fitaz ve Likenaz Genlerini Tasiyan Rekombinant Bakterilere iliskin
SDS-PAGE ve Zymogram Analizleri

3.2.5(1). Bakterilerden Proteinlerin Izolasyonu

Orijinal ve rekombinant plazmidleri tasiyan (pMK3F ve pMK3Lik) E. coli ve
B. coagulans bakterisilerinden hem hiicre i¢i (intraseliilar) hem de hiicre dist
(ekstraseliilar) protein izolasyonu gerceklestirilmistir. Intraseliilar protein izolasyonu
icin, 48 saat siireyle iiretilmis bakteriler 4500 dev/dk da 10 dakika siireyle santrifiijle
coktiirilmiis ve elde edilen bakteri peleti baslangic hacmine esit saf su ile
¢Oziilmiistiir. Elde edilen bakteri ¢6zeltisi buz icerisinde 1 dakika siireyle sonikasyon
islemine tabi tutularak (50-60 kHz) hiicreler patlatilmis, aciga ¢ikan hiicresel atiklar
ise 4500 dev/dk da santrifiijle uzaklastirilmistir. Son olarak hiicre i¢i proteinleri
igeren siipernatant kisim Ek 2.9°da verilen protokole gore TCA ile muamele edilerek
proteinler elde edilmistir. Hiicre dis1 proteinler ise yine Ek 2.9.’da verilen protokole
gore TCA ile muamele edilerek elde edilmistir. Son olarak protein 6rnekleri tizerine
hacmin yaris1 kadar kaynatma soliisyonu (Ek. 1.22.) ilave edilerek SDS-PAGE’de

elektroforez i¢in hazir hale getirilmistir.
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3.2.5(2). Bakterilere Ait Toplam Proteinlerin SDS-PAGE’de
Karsilastirilmasi

Protein ornekleri %12’lik SDS-PAGE jele yiiklenerek uygun volt ve mA
degerlerinde proteinlerin jel igerisinde birbirinden ayrilmasi saglanmstir.
Proteinlerin jel igerisinde ilerlemesi tamamlandiktan sonra, jel dikkatli bir sekilde iki
cam levha arasindan ¢ikarilarak igerisinde boya soliisyonu (Coomassie blue) (Ek
1.24.) bulunan bir kabin igerisine konmus ve 45-60 dk siireyle jelin boyanmasi i¢in
beklenmistir. Boyama tamamlandiktan sonra jel boyadan alinmis ve igerisinde
destain soliisyonu (yikama soliisyonu) (Ek 1.25.) bulunan bir kaba konarak fazla
boyanin uzaklagsmasi saglanmistir. Son olarak bakterilere ait toplam hiicre i¢i ve

hiicre dis1 proteinler karsilastirilmistir.

3.2.5(3). Bakteriyel Proteinlerin SDS-Bugday Kepegi Ekstrakti/Sodyum
Fitat-PAGE ve SDS-Likenan-PAGE’de Karsilastirilmasi

Protein Ornekleri %12’lik SDS-Bugday Kepegi Ekstrakti/Sodyum Fitat-
PAGE ve SDS-Likenan-PAGE (%0.2 w/v likenan) jele yiiklenerek proteinlerin jel
icerisinde  ilerlemesi  saglanmistir.  Proteinlerin  jel igerisinde ilerlemesi

tamamlandiktan sonra jel Ek 2.11.’de verilen protokole gore muamele edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Bulgular

4.1.1 Bakterilerin Enzim Aktiviteleri ve Degisik Antibiyotiklere Direncleri

Fitaz aktivitesine sahip oldugu bilinen B. subtilis VIT E-68013 ve fitaz
geninin klonlanacagi B. coagulans DSM1 suslar1 siv1 besi yerinde iiretildikten sonra
Bugday Kepegi Ekstrakti/LB/Sodyum Fitat/Agar kat1 besi yerine inokiile edilmis ve
37°C’de bir gece inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi1 B. subtilis VIT E-68013 susu
bu besi yerinde zon olustururken B. coagulans DSM1 susu zon olusturmamistir
(Sekil 4.1-A). Olusan zonlar1 daha iyi tespit edebilmek i¢in aynmi besi yeri iyodin
buhari ile boyanmistir (Sekil 4.1-B).

A B
; da;,r Kepegi Eksiraki

+I‘.-Ied}"uml+5_ud}rluu Fitat
+Agar

B. subtilis B. coagulans |
 FITE-¢in1t DSMI '

Sekil 4.1. A: B. subtilis VIT E-68013 ve B. coagulans DSM1 suslarinin Bugday

Kepegi Ekstrakti/Medyuml/Sodyum Fitat/Agar kati1 besi yerinde fitaz

enzim aktivitesinin belirlenmesi, B: B. subtilis VIT E-68013 ve B.

coagulans DSM1 suglarinin tiredigi Bugday Kepegi

Ekstrakti/Medyuml/Sodyum Fitat/Agar kat1 besi yerinin iyodin buhari ile
boyanmasi

Fitaz geni igeren diger klon B. licheniformis DSM 603 ile B. subtilis VTT E-

68013 suslar1 Bugday Kepegi Ekstrakti/LB/Sodyum Fitat/Agar kati1 besi yerine

inokiile edildiginde bu besi yerinde B. licheniformis’in B. subtilis VTT E-68013 susu

gibi bir zon olusturmadigi gozlenmistir (Sekil 4.2).
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FBugday Kepedi Ekstrakn
+LB+50dyum Fitait+Agar

B, Nckentformis B, subfilis
DEM 603 FITE-6¢381%

Sekil 4.2. A: B. licheniformis DSM 603 ve B. subtilis VIT E-68013 suslarinin
Bugday Kepegi Ekstrakti/LB/Sodyum Fitat/Agar kati besi yerinde fitaz
enzim aktivitesinin belirlenmesi, B: B. licheniformis DSM 603 ve B.
subtilis ~ VTT  E-68013  suslarinin  {iredigi  Bugday Kepegi
Ekstrakti/LB/Sodyum Fitat/Agar kat1 besi yerinin iyodin buhar1 ile
boyanmasi

B. coagulans DSM1, B. subtilis VTT E-68013 ve B. licheniformis DSM 603
suslarinin fitaz ve diger enzimler bakimindan besi yerlerinde yapilan enzim aktivitesi
test sonuclar1 Cizelge 4.1°de verilmistir. Ayrica bu bakterilerin  degisik
antibiyotiklere olan direncini belirlemek amaciyla yapilan antibiyogram sonuglari
Cizelge 4.2°de verilmistir. Bu testler sonucunda B. coagulans bakterisinin, belirtilen
enzim aktivitelerine ve test edilen antibiyotiklere direngli olmadig1 gézlenmistir. Bu
nedenle B. coagulans DSMI1 bakterisinin test edilen enzim aktivitelerine sahip
olmamas1 ve kullanilacak vektorlerdeki diren¢ genlerini icermemesi nedenleriyle

fitaz ve likenaz genlerinin klonlanmasinda uygun bir sus olabilecegi diisiinlilmiistiir.

Cizelge 4.1. Bakterilerin besi yerlerinde enzim aktiviteleri

Bakteriler
Enzim Aktivitesi B. coagulans B. subtilis B. licheniformis
DSM1 VTT E-68013 DSM 603
Likenaz - + +
a-Amilaz - + +
Seliilaz - - +
Ksilanaz - + +
Proteaz - + +
Fitaz - + +
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Cizelge 4.2. Bakterilerin degisik antibiyotiklere direncleri

Bakteriler
Antibiyotikler B. coagulans B. subtilis B. licheniformis
DSM1 VTT E-68013 DSM 603

Kanamisin (30 pug) - - -
Ampisilin (10 pg) - + +
Kloramfenikol - - -

(30 pug)

Tetrasiklin (30 pg) - + +
Penisilin (10 pg) - - -
Gentamisin(10 pg) - - -

4.1.2. Fitaz Geninin Klonlanmasina Yonelik Bulgular

4.1.2.1. Bacillus subtilis VTT E-68013’e Ait Fitaz Geninin (phyC) Escherichia
coli’ye Aktariimasi

4.1.2.1(1). Fitaz Geninin (phyC) PCR ile Amplifikasyonu

B. subtilis VTT E-68013 bakterisi kromozomunda bulunan fitaz (phyC) geni

PCR ile amplifiye edilerek fitaz genini iceren yaklasik 1300 bg¢ biiyiikliigiindeki
DNA fragmenti %0.8 w/v’lik agaroz jelde gozlenmistir (Sekil 4.3.).

Sekil 4.3. Fitaz genine ait PCR {iriiniiniin agaroz jelde goriintiisii

2000 be
1500 be

1000 be
TS0 be

S00 be

250 by

10.000 be

M: 1 kb DNA Markir, 1: B. subtilis VTT E-68013lin Fitaz geni (phyC)
PCR iiriinii, 2: B. subtilis VTT E-68013 susunun kromozomal DNA’s1
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4.1.2.1(2). Fitaz Geninin (phyC) pRS416 Vektoriine Ligasyonu

Fitaz geninin B. coagulans bakterisinde klonlanmasinda E. coli-B. subtilis
mekik vektorii pMK3’iin kullanilmasi diisiiniilmiistiir. Ancak vektoriin kiit ug
olusturan Smal enzimiyle kesimi sonucu saglikli bir sonu¢ alinamamasi nedeni ile ilk
once bagka bir E. coli vektoriine genin takilmasi daha sonra da bu genin degisik
enzimlerle kesilerek kullanacagimiz E. coli-B. subtilis mekik vektéri pMK3’e
takilmasinin uygun olacagi disiiniilmistir. Bu amagla bir E. coli-Maya (8.
cerevisiae) replikatif mekik vektorii olan pRS416 plazmidi, ampisilin antibiyotik
direng geni ve LacZ genlerini tagimasi ve LacZ gen bolgesi icerisinde ¢oklu klonlama
bolgesi (MCS: Multiple Cloning Site) icermesi nedenleri ile PCR yontemi ile
amplifiye edilen fitaz geninin E. coli’de klonlanmasinda kullanilmustir.

PCR ile amplifikasyonu yapilan fitaz geni tasiyan DNA parcast (phyC)
agaroz jelden saflastirilarak Smal enzimi ile diiz zincir haline getirilmis olan pRS416
plazmid DNA’sina ligasyonu yapilmistir. Elde edilen ligasyon karigimi E. coli DH5a

bakterisine transfer edilmistir.

4.1.2.1(3). pRS416F (pRS416+Fitaz) Vektoriinii Tasiyan Rekombinant
Escherichia coli Kolonilerinin Tespiti

Fitaz genini iceren pRS416F vektoriiniin E. coli’ye transferi sonucunda
LB/Xgal/Amp/Agar plaklarinda rekombinant (beyaz) ve rekombinant olmayan
(mavi) kolonilerin gelistigi gézlenmistir (Sekil 4.4.).
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Sekil 4.4. LB/X-gal/Amp/Agar’li besi yerinde pRS416F (pRS416+Fitaz geni)
plazmidini tasiyan rekombinant E. coli kolonilerin se¢imi

Burada rekombinant olmayan bakteriler, pRS416 plazmid DNA’sinin

iizerinde bulunan LacZ geninden dolay1 ortamdaki X-gal’i pargalayarak mavi renkte

koloni olusturmuslardir. Rekombinant bakteriler ise, icerisine fitaz geninin

girmesinden dolayr LacZ geni inaktif hale gecmis ve ortamdaki X-gal’i

parcalayamayarak beyaz renkli koloni olusturmuslardir.

4.1.2.1(4). Escherichia coli Kolonilerinden pRS416F Plazmidinin
Izolasyonu ve Insort ve PCR Analizi

Transformasyon plaginda gelisen beyaz renkli rekombinant kolonilerden
plazmid DNA izolasyonu yapilmistir. Elde edilen pRS416F plazmidinin
Hindll1+BamHI enzimleriyle kesilmesi sonucunda agaroz jelde; beklenildigi gibi
4898 bg biiyiikligiindeki pRS416 vektor DNA’s1 (geride kalan bant) ve digeri
yaklagik 1300 bg biiyiikliigiindeki Fitaz geni fragmenti (6ndeki bant) olmak iizere iki
bant olugsmustur (Sekil 4.5-Siitun 3).
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10.000 be
5.000 be

1.500 be
1.000 be

250 be

Sekil 4.5. pRS416F plazmidinin agaroz jelde insort analizi
M: 1kb DNA Markir, 1: B. subtilis VTIT E-68013’iin Fitaz geni PCR
uriinl, 2: pRS416F plazmidi PCR {irini, 3: pRS416F/Hindlll+BamHI
kesimi, 4: pRS416/Hindll1+BamHI kesimi

Rekombinant pRS416F (pRS416+Fitaz geni (phyC)) plazmidinin yapis1 Sekil

4.6’de verilmistir.

BssHII

T7

Epnl

Fhal phyC
EmﬂRIIH Fitaz Geni
ol (~1300 he)
BamHI

hal

Sarl

T3 _T

EssHI

ﬂ (Forijin ™y

ural

pRS416F MCS
(~6200 he)

ColE] ori

Sekil 4.6. pRS416F plazmidinin yapisi (6200 bg (pRS416 (4898 bg)+Fitaz Geni
(phyC) (~1300 bg))
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4.1.2.2. Fitaz Geninin (phyC) Bacillus coagulans’a Aktarilmasi

4.1.2.2(1). Fitaz Geni (phyC) ile pMK3 Vektoriiniin Ligasyonu

E. coli-Maya mekik vektorii olan pRS416’ya fitaz geni takilarak olusturulmus
pRS416F vektoriinden Hindlll+BamHI enzimleri ile kesilerek c¢ikarilan yaklagik
1300 bg biiytikligiindeki fitaz geni ile yine aynmi enzimler ile kesilen pMK3
vektoriiniin ligasyonu yapilmistir. Ligasyon karigimindan bir miktar alinarak E. coli

DH5a bakterisine transfer edilmistir.

4.1.2.2(2). pMK3F (pMK3+Fitaz) Vektorii Tasiyan Rekombinant
Escherichia coli Kolonilerinin Tespiti

Bir E.coli-B. subtilis replikatif mekik vektorii olan ve yapisinda Ampisilin
(Amp) ve Kanamisin (Kan) diren¢ genlerini ile Lac Z genini tagiyan pMK3 plazmidi,
fitaz geninin (phyC) B. coagulans bakterisine aktarilmasinda kullanilmustir. Fitaz
genini igeren pMK3F vektoriinliin transferi sonucunda LB/X-gal/Amp/Agar
plaklarinda rekombinant (beyaz) ve non-rekombinant (mavi) kolonilerin gelistigi
gbzlenmigtir. Bu besi yerinde yine non-rekombinant bakteriler mavi renkte koloni
olustururken, pMK3F plazmidini tagiyan rekombinant bakteriler ise, icerisine fitaz
geninin girmesinden dolayr beyaz renkli koloni olusturmuslardir (ok ile

gosterilmistir) (Sekil 4.7.).
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Sekil 4.7. LB/X-gal/Amp/Agar’li besi yerinde pMK3F (pMK3+Fitaz geni)
plazmidini tagityan rekombinant E. coli kolonilerin se¢imi

4.1.2.2(3). Escherichia coli Kolonilerinden pMKF Plazmidinin izolasyonu
ve insért ve PCR Analizi

Beyaz renkli kolonilerden izole edilen pMK3F plazmidi Hindlll+BamHI
enzimleriyle kesilerek insort analizi yapilmistir. Kesim reaksiyonu sonucunda agaroz
jelde beklenildigi gibi 7.2 kbg biiyiikliigiindeki pMK3 vektorii (geride kalan bant) ve
yaklagik 1.3 kbg biiytlikliiglindeki fitaz geni olmak iizere iki bant gdzlenmistir (Sekil
4.8-Siitun 3). Ayrica agaroz jelde, pMK3F plazmidi kullanilarak hazirlanan PCR
iriinii olan fitaz genine ait fragment ile B. subtilis VIT E-68013 susuna ait
kromozomal DNA kullanilarak hazirlanmig PCR iiriinii fitaz geni fragmenti ayni

hizada bulunmustur (Sekil 4.8-Siitun 5).
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Sekil 4.8. pMK3F plazmidinin agaroz jelde insort analizi
M: 1kb DNA Markir, 1: pMK3/Hindll1+BamHI kesimi, 2: B. subtilis VTT
E-68013’¢ ait Fitaz geni PCR iiriinii, 3: E. coli/pMK3F/HindIll+BamHI
kesimi, 4: E. coli/pMK3F/Hindlll kesimi, 5: E. coli/pMK3F plazmidi PCR
trlini

Rekombinant pMK3F (pMK3+Fitaz geni) plazmidinin yapis1 4.9’da

verilmistir.
Tayl
. Haell
HindIll . Haell
Fitaz Geni
Haell
(~1300 he) (8500 he)

BamHI

EcoRI

Sekil 4.9. pMK3F plazmidinin yapis1 (8500 bg¢ (pMK3 (7200 bg)+Fitaz Geni (~1300
b¢))
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4.1.2.2(4). Rekombinant pMK3F Plazmidinin Bacillus coagulans’a
Aktarilmasi

Rekombinant pMK3F (pMK3+Fitaz) plazmidinin B. coagulans’a
aktarilmasinda B. subtilis’e elektrotransformasyon yontemi (Vehmaanperd, 1989)
modifiye edilerek uygulanmistir. Elektrotransformasyon sonrasinda 10 pg/ul
Kanamisin antibiyotigi igeren Medyuml/Agar besi yerinde rekombinat B. coagulans
kolonilerin tiredigi gdzlenmistir (Sekil 4.10-A). Kanamisin antibiyotigine direnci
olmayan ve plazmid aktarilmayan B. coagulans bakterisi ise Kontrol plaginda tireme

gostermemistir (Sekil 4.10-B).

A B
- J/;.--""-—T‘_——--H\ .Vﬁ;d""—"--..;.
/’-/;M}’"ml”fﬁmﬁgﬂr N " Medyum+Kan+Agar
Vi \ ' KONTROL
#
7

K.

Sekil 4.10. A:Medyuml/Kanamisin/Agar besi yerinde tireyen pMK3F plazmidini
tasiyan rekombinant B. coagulans kolonileri, B: Kontrol plagi
(Medyuml/Kanamisin/Agar besi yerinde plazmid aktarilmayan B.
coagulans)

Orijinal B. coagulans ve fitaz genini tasiyan rekombinant B. coagulans
bakterileri Medyuml/Kanamisin/Agar besi yerine inokiile edildiginde; Kanamisin
antibiyotigine direnci olmayan B. coagulans bakterisinin iiremedigi, rekombinant B.
coagulans/pMK3F bakterisinin ise ayni besi yerinde iiredigi gézlenmistir (Sekil
4.11/A). Ayn1 bakteriler Bugday Kepegi Ekstrakti/Medyuml/Sodyum Fitat/Agar besi

yerine inokiile edildiginde ise; orijinal B. coagulans bakterisi bu besi yerinde bir zon
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olusturmaz iken fitaz genini tasiyan rekombinant B. coagulans bakterisi ayni besi

yerinde kii¢iik bir zon olusturmustur (Sekil 4.11/B).

A B

Sekil 4.11. A: Orijinal B. coagulans ve fitaz genini tasiyan rekombinant B.
coagulans bakterilerinin Medyuml/Kanamisin/Agar besi yerinde
tiremesi, B: Orijinal B. coagulans ve fitaz genini tasiyan rekombinant B.
coagulans bakterilerinin Bugday Kepegi Ekstrakti/Medyuml/Sodyum
Fitat/Agar besi yerinde iliremesi

4.1.2.2(5). Rekombinant Bacillus coagulans Kolonilerinden pMK3F
Plazmidinin Izolasyonu ve Insort ve PCR Analizi

MedyumlI/Kanamisin/Agar besi yerinde lireyen pMK3F plazmidini tasiyan
rekombinant B. coagulans kolonileri sivi besi yerinde iretildikten sonra plazmid
DNA izolasyonu yapilmistir. Elde edilen rekombinant plazmid (pMK3F) kullanilarak
insort analizi ve PCR ile fitaz geninin amplifikasyonu (cogaltilmasi) yapilmistir
(Sekil 4.12). Agaroz jelde, B. subitilis VIT E-68013 bakterisinin Fitaz geni PCR
tiriinii ile B. coagulans/pMK3F plazmidinin PCR {iriinii ayni1 hizada bulunmustur
(Sekil 4.12-Siitun 2 ve 4).
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10,000 he

2.000 he
1500 b

1.000 be

Sekil 4.12. B.coagulans/pMK3F plazmidinin agaroz jelde insort analizi
M: 1kb DNA Markir, 1: pMK3/Hindlll1+BamHI kesimi, 2: B. subitilis
VTT E-68013 bakterisinin Fitaz geni PCR irind, 3: B.
coagulans/pMK3F/Hindlll1+BamHI kesimi, 4: B. coagulans/pMK3F
plazmidinin PCR iiriinii

4.1.2.2.(6). Degisik pH’lardaki Besi Yerinde Rekombinant Bakterilerin
Fitaz Aktivitesinin Tespiti

Rekombinant  bakterilerin ~ degisik  pH’lardaki  Bugday  Kepegi
Ekstrakti/LB/Sodyum Fitat/Agar besi yerinde fitaz enzim aktivitesi tespiti ig¢in
bakteriler (B. subitilis VTT E-68013, E. coli/pMK3F, B. coagulans/pMK3F) bu besi
yerlerine inokiile edilmistir. Bakterilerin bu besi yerinde iireme durumlar Cizelge
4.3’de verilmistir. B. subitilis VIT E-68013 susu pH 5 ve 10’da iiremezken, E.
coli/pMK3F test edilen tiim pH’larda tiremis, B. coagulans/pMK3F ise sadece pH

5’de tirememistir.
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Cizelge 4.3. Rekombinant bakterilerin degisik pH’larda iireme durumlar1

Bakteriler
pH B. subitilis VTT E-68013 E. coli/pMK3F | B. coagulans/pMK3F
5 - + -
6 + + +
7 + + +
8 + + +
9 + + +
10 - + +

Degisik pH’lardaki besi yerine inokiile edilen bakterilerin fitaz aktivitesinin
tespiti i¢in bu besi yerinde olusturduklar1 zonlara bakilmistir (Sekil 4.13-A). Olusan
zonlart daha iyi tespit edebilmek i¢in ayni besi yeri iyodin buhari ile boyanmistir
(Sekil 4.13-B). B. subitilis VTT E-68013 susu pH 5 ve 10 hari¢ diger test edilen
pH’larda fitaz aktivitesi gosterirken diger bakteriler (E. coli/pMK3F, B.
coagulans/pMK3F) tiim pH’larda aktivite gostermemistir (Cizelge 4.4).

Bl
A “YTTE68013%8

Sekil 4.13. A: Bakterilerin (B. subitilis VTT E-68013, E. coli/pMK3F, B.
coagulans/pMK3F) degisik pH’larda (5, 6, 7, 8, 9, 10) Bugday Kepegi
Ekstrakti/LB/Sodyum Fitat/Agar besi yerinde fitaz aktivitesi, B:
Bakterilerin inokiile edildikleri degisik pH’lardaki Bugday Kepegi
Ekstrakti/LB/Sodyum Fitat/Agar besi yerinin iyodin buhar ile
boyanmasi
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Cizelge 4.4. Rekombinant bakterilerin degisik pH’larda fitaz aktivitesi

Bakteriler
pH B. subitilis VIT E-68013 E. coli/pMK3F B. coagulans/pMK3F
5 - - -
6 + - -
7 + s -
8 + - -
9 + - -
10 - - -

4.1.2.2(7). Fitaz Genini (phyC) Tasiyan Rekombinant Bakterilerin SDS-
PAGE’de Toplam Proteinleri Profillerinin incelenmesi ve
Zymogram Analizleri

B. subtilis VTT E-68013, E. coli DH5a., E. coli/pMK3F, B. coagulans ve B.
coagulans/pMK3F bakterilerine ait hiicre disindaki ve hiicre igindeki toplam
proteinleri SDS-PAGE’de karsilastirllmistir. (Sekil 4.14).

Sekil 4.14. Degisik bakterilere ait protein profillerinin SDS-PAGE’de
karsilastirilmasi

1: B. subtilis VTT E-68013 bakterisine ait hiicre dis1 proteinleri, 2: E.

coli DH5a bakterisine ait hiicre dis1 proteinleri, 3: E. coli/pMK3F
bakterisine ait hiicre dis1 proteinleri, 4: B. coagulans bakterisine ait
hiicre dis1 proteinleri, 5: B. coagulans/pMK3F bakterisine ait hiicre
dis1 proteinleri, M: Markir, 6: B. subtilis VTT E-68013 bakterisine
ait hiicre i¢i proteinleri, 7: E. coli DH5a bakterisine ait hiicre igi
proteinleri, 8: E. coli/pMK3F bakterisine ait hiicre i¢i proteinleri, 9:
B. coagulans bakterisine ait hiicre igi proteinleri, 10: B.
coagulans/pMK3F bakterisine ait hiicre i¢i proteinleri
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Zymogram analizinde fitaz aktivitesini tespit etmek i¢in, SDS-PAGE’ye
substrat olarak %10 bugday kepegi suyu ve %0.2 w/v Na-fitat ilave edilerek
hazirlanmig jelde protein 6rnekleri yiirtitiilmiistiir. Jelin boyanmasi ise iyodin boyasi
ile yapilmistir (Sekil 4.15-A). Bugday kepegi icerisinde bir miktar da nigasta
bulundugu i¢in boyama sonrasinda olusan zonlarin fitaz enziminden mi yoksa baska
bir aktiviteden mi (a-amilaz gibi) kaynaklandigin1 belirlemek i¢in SDS-Nisasta-
PAGE hazirlanmis ve ayni1 ornekler bu jelde de yiiriitiilmiistiir. Jelin boyamasi yine
iyodin boyas1 ile yapilmistir (Sekil 4.15-B). Boyama sonrasinda olusan zonlarin
bugday kepegi substrati igeren jeldeki zonlarla ayni hizada olmasi ve literatiirde
bildirilen fitaz enzimine ait biiyiiklikten daha fazla (43 kDa) olmasi nedeniyle
bunlarin fitaz enzimine degil de a-amilaz enzimine ait olabilecegi veya ikincil (back-

ground) bir aktivite olabilecegi diisiintilmiistiir.

Sekil 4.15. Bakterilerin degisik substratlar iceren SDS-PAGE’de renatiirasyon
sonrast enzim aktivitesi bakimindan karsilagtirilmasi (A: Bugday
kepegi suyu ve Na-Fitat iceren SDS-PAGE, B: Nisasta igeren SDS-
PAGE)

1: B. subtilis VTT E-68013 bakterisine ait hiicre dis1 proteinleri, 2: E.
coli DH5a. bakterisine ait hiicre dis1 proteinleri, 3: E. coli/pMK3F
bakterisine ait hiicre dis1 proteinleri, 4: B. coagulans bakterisine ait
hiicre dis1 proteinleri, 5: B. coagulans/pMK3F bakterisine ait hiicre disi
proteinleri, 6: B. subtilis VTT E-68013 bakterisine ait hiicre ici
proteinleri, 7: E. coli DH5a bakterisine ait hiicre igi proteinleri, 8: E.
coli/pMK3F bakterisine ait hiicre i¢i proteinleri, 9: B. coagulans
bakterisine ait hiicre i¢i proteinleri, 10: B. coagulans/pMK3F
bakterisine ait hiicre i¢i proteinleri
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E. coli DH5a, E. coli/pMK3F, B. coagulans, B. coagulans/pMK3F, B.
subtilis VTT E-68013 bakterilerinin, LB-nisasta-agar besi yerinde o-amilaz
aktivitesinin belirlenmesi i¢in besi yerinde iireyen bakteriler iyodin buhartyla
boyanmistir. Boyama sonucunda E. coli DH5a, E. coli/pMK3F, B. coagulans, B.
coagulans/pMK3F bakterilerinin o-amilaz aktivitesine sahip olmadigi sadece B.
subtilis VTT E-68013 bakterisinin o-amilaz aktivitesi gosterdigi belirlenmistir (Sekil
4.16).

Sekil 4.16. Degisik bakterilerin (E. coli DH5a, E. coli/pMK3F, B. coagulans, B.
coagulans/pMK3F ve B. subtilis VTT E-68013) nisastali besi yerinde
o-amilaz aktivitesinin belirlenmesi

4.1.2.3. Bacillus licheniformis DSM 603’e Ait Fitaz Geninin (phyL) Escherichia
coli’ye Aktariimasi

4.1.2.3(1). Fitaz Geninin (phyL) PCR ile Amplifikasyonu

B. licheniformis DSM 603°e ait kromozomal DNA kullanilarak fitaz geninin
amplifikasyonunda (¢ogaltilmasi) PCR reaksiyonu icin iki farkli ileri (forward)
primer (FM1 ve FM2) ve bir adet ortak olarak kullanilmak {izere geri (reverse)
primer (RM) hazirlanmistir.

Iki farkls ileri primer (FM1 ve FM2) kullanilarak elde edilen B. licheniformis
DSM 603’e ait PCR fiiriiniiniin agaroz jeldeki goriintiisii Sekil 4.17.’de verilmistir.
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FM1 primeri kullanilarak 1470 bg, FM2 primeri kullanilarak de 1335 bg
biiytikliigiinde fitaz genini tagstyan DNA fragmenti elde edilmistir.

10.000 be
2000 he
1500 he

1.000 he
TS50 he

S00 be

250 he

Sekil 4.17. B. licheniformis DSM 603 Fitaz genine ait PCR iiriiniiniin agaroz jelde
goruntusu
M: 1 kb DNA Markir, 1: B. licheniformis DSM603 susunun
kromozomal DNA’s1, 2: B. licheniformis DSM 603’iin Fitaz geni PCR
trtinii (FM1), 3: B. licheniformis DSM 603’iin Fitaz geni PCR {irlinii
(FM2)

4.1.2.3(2). Fitaz (phyL) Geninin pMK3 Vektoriiniin Olusturulmasi ve
Rekombinant Escherichia coli Kolonilerinin Tespiti

Fitaz geninin (phyL) B. coagulans bakterisinde klonlanmasinda E. coli-B.
subtilis mekik vektorii pMK3 kullanilmistir. Vektor LacZ bolgesi igerisinde bulunan
coklu klonlama bolgesindeki (MCS:Multiple Cloning Site) Smal kesim bolgesinden
kiit uc olusturacak sekilde kesilmistir.

Agaroz jelden saflagtirilan fitaz genleri (FM1 ve FM2) ile Smal enzimiyle
kesilerek kiit uglu pMK3 plazmidinin ligasyonu yapilarak pMK3FM1 ve pMK3FM2
rekombinant plazmidleri olusturulmustur. Ligasyon sivisi E.coli DHS5a susuna CaCl,
metoduna gore transforme edilmistir (Hanahan, 1983). pMK3FM1 ve pMK3FM2

plazmidlerini tagiyan kolonilerin se¢imi i¢in transformantlar 100 pg/ml Ampisilin ve
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50 pg/ml X-Gal iceren LB-Agar besi yerinde iiretilmislerdir. Fitaz (phyL) genini
iceren pMK3FM1 ve pMK3FM2 vektorlerinin transferi sonucunda LB/X-
gal/Amp/Agar plaklarinda rekombinant (beyaz) ve rekombinant olmayan (mavi)
kolonilerin gelistigi gézlenmistir (Sekil 4.18).

Sekil 4.18. Transformasyon sonrasi X-Gal ve Ampisilin iceren kati besi yerinde
olusan = mavi-beyaz  koloniler; A:  E.coli/pMK3FMI1, B:
E.coli/pMK3FM?2

4.1.2.3(3). Escherichia coli Kolonilerinden pRS416F Plazmidinin
Izolasyonu, Insért ve PCR Analizi

Transformasyon plaginda gelisen beyaz renkli rekombinant kolonilerden
plazmid DNA izolasyonu yapilmistir. Agaroz jelde, beyaz renkli kolonilerden izole
edilen pMK3FM1 ve pMK3FM2 plazmidleri kullanilarak hazirlanan PCR sonucunda
fitaz genlerine ait fragment ile B. licheniformis DSM603 susuna ait kromozomal
DNA kullanilarak hazirlanmig PCR iiriinii fitaz geni fragmenti ayni molekiiler

agirlikta bulunmustur (Sekil 4.19).
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10000 be

Sekil 4.19. pMK3FM1 ve pMK3FM2 plazmidlerinin agaroz jelde insort analizi
M: 1kb DNA Markir, 1: B. licheniformis DSM603’iin Fitaz geni PCR
triini (FM1), 2: E. coli/pMK3FM1 plazmidi PCR iriini, 3. B.
licheniformis DSM603’in Fitaz geni PCR irini (FM2), 4: E.
coli/pMK3FM2 plazmidi PCR iiriinii

Rekombinant pMK3FMI1 ve pMK3FM2 (pMK3+Fitaz geni (phyL))
plazmidlerinin yapis1 Sekil 4.20 ve 4.21°de verilmistir.

Fitaz Geni (FMI)
(~1470he)

wmal

Sekil 4.20. pMK3FMI1 plazmidinin yapis1 (pMK3 (7200 beg)+Fitaz Geni (FM1
(~1470 bg))
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Fitaz Geni (FM2)
(~1335he)

smal

Sekil 4.21. pMK3FM2 plazmidinin yapis1 (8535 b¢ (pMK3 (7200 bg)+Fitaz Geni
(FM2(~1335 bg)))

4.1.2.3(4). Escherichia coli/pMKFM1 ve pMK3FM2 Rekombinant
Kolonilerinin Besi Yerinde Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

E.coli/pMK3FM1 ve E.coli/pMK3FM?2 bakterilerinin fitaz enzim aktivitesini
belirlemek i¢in B. licheniformis DSM 603 ve B. subtilis VTT E-68013 bakterileriyle
birlikte Bugday Kepegi Ekstrakti/LB/Sodyum Fitat/Agar kati besi yerinde
tiretilmistir. Bu besi yerinde iireyen B. subtilis VIT E-68013 susu etrafinda zon
olustururken ayni besi yerinde B. licheniformis DSM 603, E.coli/pMK3FM1 ve
E.coli/pMK3FM2 bakterilerinin etrafinda bir zon olusmamistir (Sekil 4.22-A).
E.coli/pMK3FM1 ve E.coli/pMK3FM2 rekombinant bakterilerde fitaz aktivitesi
tespit edilememistir. Olusan zonlar1 daha iyi tespit edebilmek i¢in ayni besi yeri

iyodin buhari ile boyanmistir (Sekil 4.22-B).

82



4. BULGULAR VE TARTISMA Meltem ASAN OZUSAGLAM

i¥day Kepegi Elcsiral
+LB+Sodyum Fitat+Agzar

B. Bchoniformis
DEM 62

E.colipME3IFM]  E.colipMEIFM2

Sekil 4.22. A: E. coli/pMK3FM1 ve E. coli/pMK3FM2 bakterilerinin Bugday
Kepegi Ekstrakti/LB/Sodyum Fitat/Agar kat1 besi yerinde fitaz enzim
aktivitesinin belirlenmesi, B: E. coli/pMK3FM1 ve E. coli/pMK3FM?2
bakterilerinin iiredigi Bugday Kepegi Ekstrakti/Medyuml/Sodyum
Fitat/Agar kati besi yerinin iyodin buhari ile boyanmasi

4.1.3. B-(1,3-1,4)-Glukanaz (Likenaz) Geninin Bacillus coagulans’a

Aktarilmasi

4.1.3.1. Likenaz Geninin Escherichia coli’e Aktarilmasi

4.1.3.1.(1). Likenaz Geni ile pMK3 Vektoriiniin Ligasyonu

B-(1,3-1,4)-glukanaz  (Likenaz) geninin B. coagulans bakterisine
aktarilmasinda likenaz gen kaynagi olarak pL1Hc plazmidi kiit ug olusturacak Hincll
enzimiyle kesildikten sonra 1800 bg¢ biiytikliiglindeki likenaz genine ait DNA
fragmenti agaroz jelden saflastirilmistir. E. coli-B. subtilis mekik vektorii pMK3’de
kiit u¢ olusturan Smal enzimiyle kesildikten sonra agaroz jelden saflastirilan likenaz
geni ile Smal enzimiyle kesilmis pMK3 plazmidinin ligasyonu yapilarak pMK3Lik
rekombinant plazmidi olusturulmustur (Sekil 4.23). Ligasyon sivist E .coli DH5a

susuna transforme edilmistir.
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Beta (1,3-1,4) Glukanaz
(Likenaz) Geni (1800 hg)

Hincll

EcoRI

Sekil 4.23. pMK3Lik plazmidinin yapis1 (9000 b¢ (pMK3 (7200 bg)+Likenaz Geni
(1800 bg))

4.1.3.1(2). pMK3Lik (pMK3+Likenaz) Vektorii Tasiyan Rekombinant
Escherichia coli Kolonilerinin Tespiti

pMK3Lik plazmidini tagiyan kolonilerin se¢imi ig¢in transformantlar 100
ug/ml Ampisilin ve 50 pg/ml X-Gal igeren LB-Agar besi yerinde iiretilmislerdir.
Likenaz genini iceren pMK3Lik vektoriiniin E. coli’ye transferi sonucunda LB/X-
gal/Amp/Agar plaklarinda rekombinant (beyaz) ve rekombinant olmayan (mavi)

kolonilerin gelistigi gozlenmistir.

4.1.3.1(3). Escherichia coli/pMK3Lik Rekombinant Kolonilerinin Besi
Yerinde Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

LB/X-gal/Ampsilin/Agar besi yerinde {ireyen beyaz kolonilerin
(E.coli/pMK3Lik) likenaz aktivitesini belirlemek amaciyla kati
LB/Likenan/Ampisilin igeren besi yerine orijinal alici bakteri olan E.coli DH5a ile
birlikte inokiile edilmistir. Bu besi yerinde antibiyotige direnci olmayan alic1 bakteri
E.coli DH5a iiremezken pMK3Lik plazmidini tasiyan rekombinant E. coli hiicreleri

tremistir (Sekil 4.24-A). Likenaz aktivitesi testi i¢in; aymi besi yeri Kongo-Red
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boyasi ile boyanmis ve E.coli/pMK3Lik bakterisi etrafinda sar1 zon olusturdugundan

likenaz pozitif olarak saptanmustir (Sekil 4.24-B).

'E. coli DH5Alfa  E. coli’pME2Lik

| l‘j'mme Yok

Sekil 4.24. A: E.coli/DH5a  ve E.coli/pMK3Lik  bakterilerinin
LB/Likenan/Ampisilin/Agar besi yerinde iireme durumu, B:
E.coli/pMK3Lik bakterisinin LB/Likenan/Ampisilin/Agar besi
yerinde Likenaz enzim aktivitelerinin belirlenmesi

LB/X-Gal/Ampsilin besi yerinde iireyen beyaz koloniler (E.coli/pMK3Lik)
ve orijinal alici bakteri E.coli DH5a susu LB/Likenan/Agar besiyerine inokiile
edilmistir. Bu besi yerinde her iki bakteri ireme gosterirken ayn1 besi yerinin Kongo-
Red boyamasi sonucunda E.coli DH5a susu zon olusturmazken likenaz aktivitesine

sahip E.coli/pMK3Lik susu etrafinda sar1 zon olusturmustur (Sekil 4.25-A ve B).
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Sekil 4.25. A: E.coli/DH5a ve E.coli/pMK3Lik bakterilerinin LB/Likenan/Agar besi

yerinde treme durumu, B: E.coli/DH5a ve E. coli/pMK3Lik
bakterilerinin LB/Likenan/Agar besi yerinde Likenaz enzim
aktivitelerinin belirlenmesi

Likenaz pozitif E.coli/pMK3Lik bakterisinden plazmid DNA izolasyonu

yapilarak B. coagulans’a aktarilmistir .

4.1.3.1(4). Rekombinant pMK3Lik Plazmidinin Bacillus coagulans’a
Aktarilmasi

Rekombinant pMK3Lik (pMK3+Likenaz) plazmidinin B. coagulans’a
aktarilmasinda B. subtilis’e elektrotransformasyon yontemi (Vehmaanperd, 1989)
modifiye edilerek uygulanmistir. Elektrotransformasyon sonrasinda 10 pg/pl
Kanamisin antibiyotigi iceren Medyuml/Agar besi yerinde rekombinat B. coagulans
kolonilerin tiredigi gozlenmistir (Sekil 4.26-A). Kanamisin antibiyotigine direnci
olmayan ve plazmid aktarilmayan B. coagulans bakterisi ise Kontrol plaginda iireme

gostermemistir (Sekil 4.26-B).
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Sekil 4.26. A:Medyuml/Kanamisin/Agar besi yerinde iireyen pMK3Lik plazmidini
tagstyan rekombinant B. coagulans kolonileri, B: Kontrol plagi
(Medyuml/Kanamisin/Agar besi yerinde plazmid aktarilmayan B.
coagulans)

Medyuml/Kanamisin/Agar besi yerinde iireyen pMK3Lik plazmidini tasiyan
rekombinant B. coagulans kolonilerinin likenaz aktivitesini tespit etmek i¢in orijinal
B. coagulans ve B. coagulans/pMK3Lik bakterileri Medyuml / Likenan / Kanamisin
/ Agar besi yerine inokiile edilmistir. Bu besi yerinde kanamisin antibiyotigine
direnci olmayan B. coagulans bakterisi iiremezken rekombinant B.
coagulans/pMK3Lik bakterisi tiremistir (Sekil 4.27-A). Likenaz aktivite testi igin
ayni besi yeri Kondo-Red ile boyanmis, ancak B. coagulans/pMK3Lik bakterisi
herhangi bir zon olusturmadigindan Likenaz negatif olarak tespit edilmistir (Sekil

427-B).
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Sekil 4.27. A: B. coagulans ve B. coagulans/pMK3Lik bakterilerinin
Medyuml/Likenan/Kanamisin/Agar besi yerinde iireme durumu, B: B.
coagulans/pMK3Lik bakterisinin Medyuml/Likenan/Kanamisin/Agar
besi yerinde Likenaz enzim aktivitelerinin belirlenmesi

Antibiyotik icermeyen Medyuml/Likenan/Agar besi yerine orijinal B.
coagulans ve B. coagulans/pMK3Lik bakterileri inokiile edilmistir. Bu besi yerinde
her iki bakteri de iireme gosterirken ayni besi yerinin Kongo-Red ile boyanmasi
sonucunda B. coagulans ve B. coagulans/pMK3Lik bakterileri likenaz aktivitesi
gostermemistir (Sekil 4.28-A ve B).

Sekil 4.28.A: B. coagulans ve B. coagulans/pMK3Lik bakterilerinin
Medyuml/Likenan/Agar besi yerinde iireme durumu, B: B. coagulans
ve B. coagulans/pMK3Lik bakterisinin Medyuml/Likenan/Agar besi
yerinde Likenaz enzim aktivitelerinin belirlenmesi
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4.1.3.1(5). pMK3Lik Plazmidinin izolasyonu ve insort Analizi

Rekombinant E. coli ve B. coagulans bakterilerinden pMK3Lik plazmidi
izole edilmistir. Rekombinant pMK3Lik plazmidinin insort analizinde; her iki
bakteriden elde edilen pMK3Lik plazmidi Smal enzimiyle kesilmistir. Agaroz jelde;
biri geride kalan bant olan vektéor DNA (pMK3 (7200 bg) ve digeri 1800 bg
biiylikliigiindeki likenaz genine ait DNA fragmenti (jel iizerinde okla isaretli) olmak
tizere iki bant olusmustur (Sekil 4.29-Siitun 3 ve 4). Bu plazmidlerin Likenaz genine
ait DNA fragmenti ile pL1Hc plazmidinin Hincll enzimi kesimi sonucu olusan
Likenaz genine ait fragment agaroz jelde ayni molekiiler biiyiikliikkte bulunmustur

(Sekil 4.29-Siitun 2 ve 3-4).

Sekil 4.29. pMK3Lik plazmidinin agaroz jelde insort analizi
M: 1kb DNA Markir, 1: pMK3/Smal kesimi, 2: E. coli/pL1Hc/Hincll
kesimi, 3: E. coli/pMK3Lik/Smal kesimi, 4: B. coagulans/pMK3Lik/Smal
kesimi

4.1.3.1.(6). Degisik pH’lardaki Besi Yerinde Rekombinant Bakterilerin
Likenaz Aktivitesinin Tespiti

Rekombinant bakterilerin degisik pH’lardaki (5, 6, 7, 8, 9, 10)

LB/Likenan/Agar besi yerinde likenaz enzim aktivitesi tespiti i¢in bakteriler (E.
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coli/pL1Hc, E. coli/pMK3Lik, B. coagulans/pMK3Lik) bu besi yerlerine inokiile
edilmigtir. Bakterilerin bu besi yerinde iireme durumlar1 Cizelge 4.5’de verilmistir.
E. coli/pL1Hc ve E. coli/pMK3Lik bakterileri sadece pH 10’da ve B.
coagulans/pMK3Lik bakterisi pH 5 ve 10°da {iremezken test edilen diger pH’larda

iiremislerdir.

Cizelge 4.5. Likenaz geni tasiyan rekombinant bakterilerin degisik pH’larda tireme

durumlari
Bakteriler
pH E. coli/pL1Hc E. coli/pMK3Lik B. coagulans/pMK3Lik
5 + + -
6 + + +
7 + + +
8 + + +
9 + + +
10 - - -

Degisik pH’lardaki besi yerine inokiile edilen bakterilerin likenaz
aktivitesinin tespiti amaciyla Kongo-Red boyamasi yapilmig ve likenaz aktiviteleri
belirlenmistir (Sekil 4.30) (Cizelge 4.6). pH 5-8 arasinda B. coagulans/pMK3Lik
hari¢ diger bakterilerin likenaz aktivitesi gosterdigi, pH 9 ve 10°da ise tiim
bakterilerin aktivitesinin olmadig1 gozlenmistir. Zaten pH 10°da besi yerinde

bakterilerin iiremedigi tespit edilmisti (Cizelge 4.5).

——

o S
| E. colijpL1He)

= I' oIS

Sekil 4.30. Rekombinant bakterilerin (E. coli/pL1Hc, E. coli/pMK3Lik, B.
coagulans/pMK3Lik) degisik pH’larda (5, 6, 7, 8, 9, 10)
LB/Likenan/Agar besi yerinde likenaz aktivitesi
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Cizelge 4.4. Likenaz geni tastyan rekombinant bakterilerin degisik pH’larda likenaz

aktivitesi
Bakteriler
pH E. coli/pL1Hc E. coli/pMK3Lik B. coagulans/pMK3Lik
5 + + -
6 + + -
7 + + -
8 + + -
9 - - -
10 - - -

4.1.3.1.(7). Rekombinant Bakterilerin SDS-Likenan-PAGE’de Likenaz
Aktivitesi Tayini ve SDS-PAGE’de Toplam Proteinleri
Bakimindan Incelenmesi

E. coli/pL1Hc, E. coli DHS5a, E. coli/pMK3Lik, B. coagulans ve B.
coagulans/pMK3Lik bakterilerine ait hiicre i¢i ve hiicre dis1 proteinleri likenaz
enzim aktiviteleri i¢in SDS-Likenan-PAGE’de ve toplam proteinleri bakimindan da
SDS-PAGE’de karsilastirilmislardir (Laemmli, 1970). SDS-Likenan-PAGE’de; E.
coli/pL1Hc bakterisinin hiicre i¢i ve hiicre disindaki likenaz enzimine ait bant (26
kDa) ile E. coli/pMK3Lik bakterisinin hiicre i¢i ve hiicre disindaki likenaz enzimine
ait aktivite bantt aynm1 molekiiler biiyiikliikkte bulunmustur. Ancak B.
coagulans/pMK3Lik bakterisinin hiicre i¢i ve dis1 proteinlerinde likenaz enzimine ait
aktivite banti gozlenmemistir (Sekil 4.31-A). Ayni jel coomassie blue boyasi ile
boyandiginda ise toplam proteinler arasindaki likenaz enzimine ait bandin yeri daha

1yi tespit edilebilmistir (Sekil 4.31-B).
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Sekil 4.31. Degisik bakterilerin SDS-Likenan-PAGE’de renatiirasyon sonrasi likenaz
aktivitesi bakimindan karsilagtirilmas1 A: SDS-Likenan-PAGE’in Kongo-
red ile boyanmasi, B: SDS-Likenan-PAGE’in Kongo-red ile boyanmasi
sonrasinda Coomassie Blue boyasi ile boyanmasi

1: E. coli/pL1Hc bakterisine ait hiicre i¢i proteinleri, 2: E. coli DH5a
bakterisine ait hiicre i¢i proteinleri, 3: E. coli/pMK3Lik bakterisine ait
hiicre i¢i proteinleri, 4: B. coagulans bakterisine ait hiicre igi proteinleri,
5: B. coagulans/pMK3Lik bakterisine ait hiicre i¢i proteinleri, 6: E.
coli/pL1Hc bakterisine ait hiicre dis1 proteinleri, 7: E. coli DHS5a
bakterisine ait hiicre dis1 proteinleri, 8: E. coli/pMK3Lik bakterisine ait
hiicre dis1 proteinleri, 9: B. coagulans bakterisine ait hiicre disi
proteinleri, 10: B. coagulans/pMK3Lik bakterisine ait hiicre dist
proteinleri

Ayrica ayn1 ornekler (E. coli/pL1Hc, E. coli DH5a, E. coli/pMK3Lik, B.
coagulans ve B. coagulans/pMK3Lik bakterilerine ait hiicre i¢i ve hiicre dis1
proteinleri) SDS-PAGE’de toplam protein profilleri bakimindan da incelenmistir
(Sekil 4.32).
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116.0 kDa

662 kDa
450 kDa
350 kDa

25kDa

184 kDa

144 kDa

Sekil 4.32.

M

-

Degisik bakterilere ait protein profillerinin SDS-PAGE’de
karsilastirilmasi

M: Markir, 1: E. coli/pL1Hc bakterisine ait hiicre igi proteinleri, 2: E.

coli DH5a bakterisine ait hiicre i¢i proteinleri, 3: E. coli/pMK3Lik
bakterisine ait hiicre i¢i proteinleri, 4: B. coagulans bakterisine ait
hiicre i¢i proteinleri, 5: B. coagulans/pMK3Lik bakterisine ait hiicre
i¢i proteinleri, M: Markir, 6: E. coli/pL1Hc bakterisine ait hiicre dist
proteinleri, 7: E. coli DH5a bakterisine ait hiicre dis1 proteinleri, 8: E.
coli/pMK3Lik bakterisine ait hiicre dis1 proteinleri, 9: B. coagulans
bakterisine ait hiicre dis1 proteinleri, 10: B. coagulans/pMK3Lik
bakterisine ait hiicre dis1 proteinleri
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4.2. Tartisma

PhyC fitaz1 bir¢cok ozelliginden dolay1 yem katkis1 olarak dnemli bir yer
tutmaktadir. Bu enzim GRAS olarak siniflandirilan bir organizma (B. subtilis)
kaynaklt olup bu ozelliginden dolayr yem katkisi olarak kullanimia olanak
saglamaktadir. Enzim noétral pH optimumuna sahip oldugundan dolay1r fosfat
absorbsiyonunun oldugu ince bagirsakta (pH ndtral pH’ya yakin) aktivitesini
stirdlirebilmektedir. Ayrica PhyC termostabil bir enzimdir. Yemlerin peletlenmesi
sirasinda yiiksek sicaklik uygulandigindan dolayr bu o6zellik yem katkis1 olarak
kullanilan enzimler i¢in aranan bir oOzelliktir. Enzimin, ince bagirsakta enzim
aktivitesinin diismesine neden olan inorganik fosfatin neden oldugu iiriin
inhibisyonuna egilimi yoktur. Enzim proteazlara kars1 hassas da degildir (Kerovuo,
2000).

Ancak PhyC’nin bazi 6zelliklerinden dolay1 yem uygulamalarinda bu enzim
uygun olmayabilmektedir. {1k olarak enzimin spesifik aktivitesi diisiiktiir. Bu nedenle
daha yiiksek spesifik aktiviteye sahip fitazlar ile ayn1 etkiyi gosterebilmesi i¢in daha
yluksek miktarda PhyC fitazina gereksinim duyulmaktadir. Ayrica enzim, fitik
asitteki 6 fosfattan sadece 3’linli hidrolize edebilmektedir. Bu nedenle fungal
fitazlara nazaran fosfatlarin agiga ¢ikartilmasinda daha az etkindir (Kerovuo, 2000).

B. subtilis VIT E-68013 susuna ait bu fitaz geni (phyC) daha Once
klonlanmig ve DNA baz dizileri belirlenmistir (Kerovuo ve ark., 1998). Bu
calismada, phyC fitaz geni uygun primerler hazirlanarak PCR ile ¢ogaltilmistir. B.
coagulans bakterisine gen aktarmada kullanmak iizere segilen E. coli-Bacillus sp.
mekik vektorii pMK3 ile phyC’nin ligasyonu yapilarak ilk 6nce ara konake¢i E.
coli’ye daha sonra da hedef bakteri B. coagulans’a aktarilmistir. Her iki rekombinant
bakteride (E. coli/pMK3F ve B. coagulans/pMK3F) bu genin varligi hem insort
analizleriyle hem de PCR yontemiyle belirlenmistir. Fitaz enziminin ekspresyonunu
tespit etmek icin bu rekombinant bakteriler ile orijinal bakteri, bugday kepegi
ekstrakti ve Na-fitat iceren besi yerine (pH 7) inokiile edilmis ancak bu besi yerinde
sadece orijinal bakteri fitaz aktivitesi gostererek etrafinda zon olusturmustur. phyC

geninin aktarildiktan sonra genin bu bakterilerde eksprese olmasi durumunda pH
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optimunun degisebilecegi ihtimaline karsin rekombinant ve orijinal bakteriler degisik
pH’larda (pH 5-10) hazirlanan bugday kepegi ekstrakti ve sodyum-fitat iceren besi
yerine inokiile edilmis ancak yine enzim aktivitesi tespit edilememistir.

Fitaz geninin eksprese olmamasinin nedeninin kullanilan genin orijininden
kaynaklanip kaynaklanmadigini tespit etmek icin baska bir bakteriyel kaynakli fitaz
olan B. licheniformis DSM 603 susuna ait phyL geni PCR yontemiyle ¢ogaltilmustir.
Burada; biri genin bagindan digeri de promotorlarin hemen 6niinden olmak iizere iki
ayr1 ileri (forward) primer kullanilarak elde edilen fitaz genini tagiyan iki fragmentin
yine ayni mekik vektér olan pMK3’e ligasyonu yapilmistir. Olusturulan iki
rekombinant vektor E. coli’ye aktarilmistir. Rekombinant iki klonda (E.
coli/pMK3FM1 ve E. coli/pMK3FM?2) fitaz geninin varligi yine ayni yontemlerle
tespit edilmistir. Ancak bu klonlarda bugday kepegi ekstrakti ve sodyum-fitat iceren
besi yerinde fitaz aktivitesi tespit edilememistir. Ekspresyonun tespit
edilememesinden dolay1 daha sonrasinda phyL fitaz genini tasiyan rekombinant
plazmidler B. coagulans’a aktarilmamuistir.

Hayvan besleme acisindan diger bir dnemli enzim de B(1,3-1,4)-glukanaz
(Likenaz)’dir. Likenaz enzimi tahillarin endosperm hiicre duvarinda bulunan B-
glukanlar1 hidrolize ederek sindirimi artirmaktadir. Boylece yem hammaddelerinin
icinde bulunan B-glukanlarin fazlaligi nedeniyle olusacak yapiskan digki fizyolojik
rahatsizligin1 onlemektedir. Bu nedenle hayvan beslemede likenaz enzimi yem
katkis1 olarak biiyiik 6neme sahiptir.

Streptococcus bovis JB1’e ait B(1,3-1,4)-glukanaz geni E. coli, L. lactis ve E.
faecalis’de klonlanip eksprese edilmistir (Ekinci ve ark.,1997). Bu genin B.
coagulans bakterisinde klonlanmasi diistiniilmiistiir. Likenaz geninin subklonlama ile
E. coli-Bacillus sp. mekik vektori pMK3’e ligasyonu yapilmig ve gelistirilen
rekombinant plazmid pMK3Lik, once ara konak¢i E. coli, daha sonra da B.
coagulans’a aktarilmistir. Her iki rekombinant bakteride bu genin varligi insort
analiziyle belirlenmistir. Likenaz enziminin ekspresyonunu tespit etmek i¢in bu
rekombinant bakteriler likenan substrati iceren kati LB besi yerine (pH 7.5) inokiile
edilmis ve Kongo-Red boyamasi sonucunda rekombinant E. coli/pMK3Lik bakterisi

enzim aktivitesi gosterirken B. coagulans/pMK3Lik enzim aktivitesi gdstermemistir.
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Rekombinant B. coagulans tarafindan iiretilebilecek Likenaz enziminin yine pH
optimunun degisebilecegi ihtimaline karsin rekombinant ve orijinal bakteriler degisik
pH’larda (pH 5-10) hazirlanan LB/Likenan/Agar besi yerine inokiile edilmis ancak
yine bu bakteride enzim aktivitesi tespit edilememistir.

Bu durumda, rekombinant B. coagulans’da fitaz ve likenaz enzim
aktivitelerinin tespit edilememe sebebinin, genin eksprese olarak enzim {iretimini
gerceklestirdigi fakat bu bakterilerde bulunan proteolitik aktivite sonucu pargalanmis
olabilecegi ihtimali digiiniilmiistiir. Basilluslarin yiliksek sentez kapasitelerinin
olmasina ragmen, bu bakterilerde diger organizmalara ait proteinlerin iiretilmesinde
genellikle diisiik ekspresyon seviyesi gozlenmistir (Bron ve ark., 1998). Zira bir
bakteri igerisine giren yabanci genlerin ekspresyonu ile {iretilen rekombinant
enzimler, hiicre igerisinde katlanmalari esnasinda, konuk¢u bakteri tarafindan
iiretilen proteaz enzimlerince proteolitik aktiviteye maruz kalarak pargalanmasinin
dogal bir sonu¢ oldugu daha oOnce bazi arastiricilar tarafindan bildirilmistir
(Schallmey ve ark., 2004; Rozkov, 2001; Braun ve ark., 1999). Rekombinant
bakterilerde enzim aktivitesine rastlanilamamasinin bir diger sebebi olarak, enzim
aktivitesinde 6nemli bir rol oynayan uygun protein katlanmasinin gergeklesmemis
olabilecegi de disiiniilebilir. Ciinkii enzimler sentezlendikten sonra uygun
katlanmay1 yaparak {i¢ boyutlu yapisin1 kazanir ve fonksiyonel hale gecerler (Roder
ve ark., 2003; Cooper, 1997).

Bu durumu ve rekombinant bakterilerce liretilen fitaz enziminin hiicre i¢inde
kalip siipernatanta sentezlenmeme ihtimalini de arastirmak amaciyla; fitaz genini
tastyan E. coli ve B. coagulans bakterilerinin kontrolleri ile birlikte hiicre i¢i ve hiicre
dis1 proteinleri bugday kepegi ekstrakti ve sodyum-fitat iceren SDS-PAGE’de
izlenmis, jelin iyodin boyamasi sonucunda olusan zonlar ile ayn1 6rnekleri kullanarak
elde edilen SDS-Nisasta-PAGE’deki olusan zonlarin ayni hizada olmasi ve bu olusan
zonlarin literatiirde bildirilen fitaz enzimine ait biiyilikliikten (43 kDa) daha fazla
olmasi nedeniyle bunlarin fitaz enzimine degil de a-amilaz enzimine ait olabilecegi
veya ikincil (back-ground) bir aktivite olabilecegini diisiindiirmiistiir.

B. coagulans bakterisinin laktik asit {iretmesi nedeni ile yiiksek asiditeden

dolay1 rekombinant B. coagulans’in iirettigi likenaz enziminin denatiire olup aktivite
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gostermemesi durumunu test etmek i¢in SDS-PAGE’de zymogram analizi
yapilmistir. Likenaz enzim aktivitesi genellikle yiiksek sicaklik ve diisiik pH yada
diger denatiire edici ajanlar ile baski altina alinmakta fakat enzimin inhibisyonu
genellikle geri doniisiimlii olmaktadir. S. bovis’e ait likenaz enzimi gesitli nedenlerle
renatiire olsa bile 37°C’de ve pH 6.5°de inkiibe edildiginde enzim aktivitesini
yeniden kazanmaktadir. Boylece enzimin sicaklik yada yiliksek laktik asit ile
inaktivasyonu olmamaktadir (Ekinci, 1997). Bu nedenle rekombinant B. coagulans
bakterisinin {irettigi laktik asitten kaynaklanan bir denatiirasyon olsa bile SDS-
PAGE’de denatiire edici ajanlar uzaklastirildiginda enzimin renatiire olmasi
beklenirken yapilan zymogram analizleri sonucunda rekombinant B. coagulans’da
likenaz enzim aktivitesi gdzlenmemistir. Bunun sonucu olarak da, rekombinant B.
coagulans’in iirettigi likenaz enziminin laktik asit veya diger denatiire edici ajanlar
tarafindan denatiire olmasiyla ilgili bir durumun olmadig1 kanisina varilmstir.

Ayn1 zamanda, rekombinant bakterilerin tirettikleri likenaz enziminin hiicre
icinde tutulup hiicre disina salinmama durumunu test etmek amaciyla da, E.
coli/pMK3Lik ve B. coagulans/pMK3Lik bakterilerinin, kontrolleri ile birlikte, hiicre
ici ve hiicre dis1 proteinleri likenaz aktivitesini belirlemek icin likenan substratlar
iceren SDS-PAGE’de izlenmis ve yapilan zymogram analizleri sonucunda E.
coli/pMK3Lik bakterisinde likenaz aktivitesi gozlenirken B.coagulans/pMK3Lik
rekombinant bakterilerinde enzim aktivitesi gozlenmemistir.

Ayrica B. coagulans’da her iki genin de eksprese olmamasi, gen aktarimida
kullanilan pMK3 mekik vektorii tizerinde bulunan lacZ genine ait promotorun veya
genin kendi promotorlarinin bu genlerin yeterli diizeyde ekspresyonunu saglayacak
sekilde kuvvetli bir promotor olmamasindan kaynaklanabilir. Zira modern
biyoteknolojide ekspresyon sisteminin degeri promotorlarin kuvvetli olmasina da
dayanmaktadir. Kerovuo ve ark. (2000), phyC fitaz geninin B. subtilis’de
ekspresyonu igin yeni bir ekspresyon sistemi (baska bir B. subtilis susunun
kromozomal DNA’sindaki pst promotorunu kullanarak) gelistirmislerdir. Bu
promotoru phyC geninin 6niine yerlestirdiklerinde rekombinant Bacillus fitaz geninin
aktivitesinin arttigin1 bildirmektedirler. Ayrica Kerovuo ve Tynkkyen (2000), B.
subtilis VTT E-68013 bakterisinden fitaz genini (phyC), L. amylovorus o-amilaz
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sekresyon sinyalini kullanarak L. plantarum 755 susunda eksprese etmislerdir. Ancak
arastiricilar, L. plantarum 755 bakterisinin kendine ait proteinleriyle kiyaslandiginda
daha diisiik oranda rekombinant fitaz iirettigini bildirmislerdir.

Genlerin ekspresyonunda RNA polimerazin baglandigi promotorlarin baz
siralarinin 6nemi biiyliktiir. Baglanma bolgelerinin sirast genlerin promotor siralarina
ne kadar benzer ise RNA polimerazin promotora baglanmasi o kadar sik1 olur. Ciinkii
kuvvetli promotorla ¢alisan genler zayif bir promotorla ¢alisan genlerden daha sik
transkripte olurlar (Topaktas, 1991). B. subtilis fitaz geninin (phyC) promotor baz
dizileri 5° TAACAC 3’ (-10 bolgesi) ve 5° TTGACA 3° (-35 bolgesi)’dir. B.
licheniformis fitaz geninin (phyL) promotor baz dizileri ise 5° GATGTT 3’ (-10
bolgesi) ve 5> TTGAGA 3’ (-35 bolgesi)’dir. Ancak bu promotor bolgelerinin baz
siralart ile B. coagulans bakterisinden klonlanan genlerin promotor baz siralari
karsilastirildiginda 6rnegin B. coagulans’dan klonlanan termostabil kitozanaz TCH-2
geninin (Yoon ve ark., 2002) promotor bolgelerinin baz siras1 (5° TATATT 3’ (-10
bolgesi) ve 5> TTGAAT 3’ (-35 bolgesi)) ve B. coagulans’dan konlanan diger bir
gen olan prolin immunopeptidaz’in (Kitazono ve ark., 1992) promotor dizileri (5’
TATTTT 3° (-10 bolgesi) ve 5 TTGCCA 3’ (-35 bolgesi)) arasinda yiiksek oranda

bir benzerlik bulunmamaktadir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

1. Yapilan bu ¢alisma ile B. subtilis VTT E-68013 susuna ait fitaz geni (phyC) bu
bakterinin kromozomal DNA’sindan PCR ile sentezlenmistir. Fitaz genini igeren
1300 b¢ uzunlugundaki DNA par¢asinin E. coli-Bacillus sp. mekik vektori pMK3’e
ligasyonu ile pMK3F rekombinant vektorii olusturulmustur. Fitaz genini tasiyan bu
vektor ilk Once ara konak¢i olan E. coli DH5a susuna tranfer edilmistir. Bu
bakteriden izole edilen pMK3F plazmidinin PCR ve g¢esitli kesme enzimleriyle
kesilerek insort analizi yapilmig ve fitaz geninin (phyC) varligi kanitlanmistir. Daha
sonra E. coli’den izole edilen pMK3F plazmidi kanatlilarda probiyotik olarak
kullanilan B. coagulans DSMI1 susuna kendi gelistirdigimiz elektroporasyon
protokoliinii kullanarak aktarilmistir. Rekombinant B. coagulans’dan pMK3F
plazmidi izole edilmis ve yine insort analizi yapilarak plazmidin dogrulugu
belirlenmistir. Fitaz geninin hem E. coli hem de B. coagulans bakterilerinde
ekspresyonunu tespit etmek i¢cin Bugday Kepegi Ekstrakti/LB/Sodyum Fitat/Agar ve
Bugday Kepegi Ekstrakti/Medyuml/Sodyum Fitat/Agar besi yerlerine inokiile
edilmis ancak bu besi yerinde fitaz genini tasiyan orijinal bakteri B. subtilis VTT E-
68013 zon verirken rekombinant bakteriler herhangi bir zon olusturmamistir. Ayrica
fitaz genini tasiyan rekombinant bakterilerin hiicre i¢i ve hiicre dis1 proteinleri
kullanilarak bugday kepegi ekstrakti ve Na-fitat iceren SDS-PAGE’de zymogram
analizi yapilmig ancak yine enzim aktivitesi gozlenmemistir.

2. Diger bir fitaz gen kaynagi olan B. licheniformis DSM 603’den fitaz geni (phyL)
iki farkli ileri primer kullanilarak PCR ile sentezlenmistir. Fitaz genini iceren 1470
ve 1335 bg bityilikligiindeki DNA fragmenti E. coli-Bacillus sp. mekik vektorii olan
pMK3’e ligasyonu ile pMK3FM1 ve pMK3FM2 rekombinant vektorleri
olusturulmustur. Bu rekombinant vektorler ilk dnce ara konakg1 olan E. coli DH5a
susuna transfer edilmis ve bu bakterilerden izole edilen pMK3FM1 ve pMK3FM2
plazmidlerinin insort analizleri yapilarak fitaz (phyL) geninin varligi kanitlanmustir.
Daha sonra E. coli’den izole edilen bu rekombinant plazmidler B. coagulans DSM 1
susuna elektroporasyon teknigi ile aktarilmaya calisilmis ancak transformasyon

saglanamamisgtir. Fitaz geninin E. coli/pMK3FM1 ve E. coli/pMK3FM2
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bakterilerinde ekspresyonunu tespit etmek i¢in Bugday Kepegi Ekstrakti/LB/Sodyum
Fitat/Agar besi yerine inokiile edilmis ancak bu besi yerinde sadece B. subtilis VTT
E-68013 zon verirken fitaz genini tasiyan orijinal bakteri B. licheniformis DSM 603,
E. coli/pMK3FMI1 ve E. coli/pMK3FM?2 herhangi bir zon olusturmamustir.

3. S. bovis’e ait B(1,3-1,4)-glukanaz (Likenaz) geni pL1Hc plazmidinden Hincll
enzimiyle kesilerek yine E. coli-Bacillus sp. mekik vektorii olan pMK3’e ligasyonu
yapilarak pMK3Lik rekombinant vektorii gelistirilmistir. Likenaz genini tasiyan bu
vektor kanatlilarda probiyotik olarak kullanilan B. coagulans bakterisine
elektroporasyon teknigi ile aktarilmistir. Bu rekombinant vektdr ilk dnce ara konake1
olan E. coli DH5a susuna transfer edilmis ve bu bakterilerden izole edilen pMK3Lik
plazmidinin insort analizi yapilarak likenaz geninin varligi kanitlanmigtir. Daha
sonra E. coli’den izole edilen pMK3F plazmidi B. coagulans DSM1 susuna yine ayni
elektroporasyon protokolii kullanilarak aktarilmistir. Rekombinant B. coagulans’dan
pMK3Lik plazmidi izole edilmis ve yine insort analizi yapilarak plazmidin
dogrulugu belirlenmistir. Likenaz geninin hem E. coli hem de B. coagulans
bakterilerinde ekspresyonunu tespit etmek icin LB/Likenan/Agar besi yerine inokiile
edilmis ve Kongo-Red boyamasi yapilmistir. Boyama sonrasinda E. coli/pMK3Lik
bakterisi enzim  aktivitesi gOsterirken B. coagulans/pMK3Lik aktivite
gostermemigtir. Likenaz genini tasiyan rekombinant bakterilerin hiicre i¢i ve hiicre
dis1 proteinleri kullanilarak SDS-Likenan-PAGE’de zymogram analizi yapilmis
ancak yine aktivite gdzlenmemistir.

4. Bir E. coli-Bacillus sp. mekik vektorii pMK3 araciligr ile B. coagulans bakterisine
gen transferi ilk olarak bizim gelistirdigimiz elektrotransformasyon protokolii ile
yapilmistir.

Gram-pozitif bakterilerin bir kisminin hiicre igine DNA alimi i¢in dogal bir
kompetenslik gelistirmeleri ve bu bakterilere hem plazmid hem de lineer DNA’nin
kolaylikla aktarilabilmesinin yan1 sira B. coagulans bakterisinin genetik
mantiplasyonu olduk¢a zorlu olmaktadir (De Rossi ve ark., 1991; Dubnau, 1991). B.
coagulans bakterisine plazmid veya gen aktarimi ¢alismalari i¢erisinde sadece Rhee
ve ark. (2007) B. coagulans igin bir elektroporasyon protokolii gelistirmistir. B.

coagulans plazmidine ait replikasyon sistemini tasiyan Bacillus/E. coli mekik
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vektori pMSR10’u ve Geobacillus stearothermophilus/E. coli mekik vektorii
pNW33N’i bu bakteriye aktarmiglardir.

Sonug olarak;

e E. coli-Bacillus sp. mekik vektorii pMK3, B. coagulans bakterisine aktarilmig
ve kanamisin diren¢ geninin bu bakteride eksprese oldugu tespit edilmistir.
Bundan sonra yapilacak olan B. coagulans’in genetik modifikasyonu
calismalarinda bu vektor (pMK3) kullanilabilecektir.

e B. coagulans’a gen aktariminda Vehmaanpera (1989)’nin Bacillus
amyloliquefaciens bakterisi igin gelistirdigi elektroporasyon protokolii
modifiye edilerek yeni bir protokol kullanilmistir.

e {lk defa B. subtilis VTT E-68013 susuna ait fitaz (phyC) ve S. bovis’e ait
B(1,3-1,4)-glukanaz (Likenaz) genleri E. coli-Bacillus sp. mekik vektorii
pMK3’e takilarak B. coagulans bakterisine elektroporasyon teknigi ile
basarili bir sekilde aktarilmig ancak bu bakteride her iki genin de ekspresyonu

gozlenmemistir.

Bu veriler sonucunda agagidaki ¢aligmalarin yapilmasi onerilebilir:

1. Fitaz ve likenaz genlerinin ekspresyonunu saglamak i¢in daha gii¢lii promotorlar
ile bu genlerin promotorlarinin degistirilmesi sonrasinda hedef organizmaya
aktarilarak bunun sonucunda ekspresyonun olup olmadigi arastirilabilir.

2. B. coagulans bakterisinde eksprese olmasindan dolay1 E. coli/Bacillus sp. mekik
vektorii pMK3 tizerinde bulunan kanamisin direng geninin veya B. coagulans’a ait
bir genin promotor dizileri klonlanlanarak aktarilmak istenen genlerin 6n kismina
yerlestirildikten sonra B. coagulans’a aktarilabilir ve ekspresyonun olup olmadigi
arastirilabilir.

3. Fitaz geninin (phyC) ekspresyonunun genin orijininden kaynaklanip
kaynaklanmadigini arastirmak i¢in segilen diger fitaz kaynagina ait (B. licheniformis)
fitaz geninin (phyL) B. coagulans’a aktararak bu bakteride ekspresyonu

arastirilabilir.
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4. Ayrica likenaz geninin hedef bakteride eksprese olmamasinin nedeninin bu genin
orijininden kaynaklanip kaynaklanmadigin1 tespit etmek i¢in baska bir
mikroorganizma (bakteriyel) kaynakli likenaz genini B. coagulans’a aktararak bu

bakteride ekspresyonu arastirilabilir.

102



KAYNAKLAR

ADAMI, A., and CAVAZZONI, V., 1993. Biomass Production, Preservation and
Characteristics of a Strain of Bacillus coagulans as Probiotic. Microbiologie-
Alimants-Nutrition, 11:93-100.

ADAMI, A., and CAVAZZONI, V., 1998. Occurence of Selected Bacterial Groups
in the Faeces of Piglets Fed with Bacillus coagulans as Probiotic. J. Basic
Microbiol., 39(1): 3-9.

AKITA, M., KAYATAMA, K., HATADA, Y., ITO, S., and HORIKOSHI, K.,
2005. A Novel B-glucanase Gene from Bacillus halodurans C-125. FEMS
Microbiol. Lett., 248: 9-15.

ALP, M. ve KAHRAMAN, R., 1996. Probiyotiklerin Hayvan Beslemede
Kullanilmast. Istanbul Uni. Vet. Fak. Dergisi, 22(1): 1-8.

ANDERSON, R.E., 1984. Growth and Corresponding Elevation of Tomato Juice
pH by Bacillus coagulans. J. Food Sci., 49: 647-649.

ANONYMOUS, 1997. Yea-Sacc'**®, Technical Dossier. Alltech, Kentuchy, USA.
http://www.yea-sacc1026.com (13.09.1997).

ANONYMOUS, 2003a. Bacillus coagulans (Lactobacillus sporogenes)-A New
Generation Probiotics http://lactospore.com/Isporo.htm ( 25.12.2003).
ANONYMOUS, 2003b. Lactospore  http://www.vetcareindia.com/Ptobiotic

(22.12.2003).

ANONYMOUS, 2006a. http://www.textbookofbacteriology.net/Bacillus.html
(20.07.2006).

ANONYMOUS, 2006b.

http://www.ansc.purdue.edu/courses/ansc443/Class_notes/Nutrition.html
(02.08.2006).

ANONYMOUS, 2006c. www.forschungpferd.ch/ proj/I3a0101a.html (02.08.2006)
ASAN, M., 2002. Genetik Miihendisligi Teknikleri ile Yem Katkis1 Kanath

Probiyotiklerinin Olusturulmasi, Yiiksek Lisans Tezi, Cukurova Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii, Adana, 77s.

AYTUG, C.N., 1989. Probiyotikler ve Yogurt. Animalia, 22: 13-15.

103



BATRA, N., SINGH, J., BANERIJEE, U.C., PATNAIK, P.R., and SOBTI, R.C.,
2002. Production and Characterization of a Thermostable B-galactosidase
from Bacillus coagulans RCS3. Bitechnol. Appl. Biochem., 36: 1-6.

BEDFORD, M., 1991. Digestive Contraints in Feed Ingredients and Theoretical
Oppurtunities for Supplementary Enzymes European Feed Enzyme Seminar,
Finnfeeds International Ltd.Redhill, U.K..

BIRNBOIM, and H.C., DOLY, J., 1979. A rapid Alkaline Extraction Procedure for
Screening Recombinant Plasmid DNA. Nucl. Acids Res., 7: 1513-1523.

BORRISS, R., and ZEMEK, J., 1981. Beta-1,3-1,4-glucanase in Spore-forming
Microorganisms. IV. Properties of some Bacillus-beta-glucan-hydrolases
Zentralbl. Bacteriol. Naturwiss, 136(1): 63-69.

BORRISS, R., MANTEUFFEL, R., and HOFEMEISTER, J., 1988. Molecular
Cloning of a Gene for Thermostable Beta-Glucanase from Bacillus
macerans. J. Basic Microbiol., 28: 3-10.

BORRISS, R., BUETTNER, K., and MAENTSACLAC, P., 1990. Structure of the
Beta-1,3-1,4-Glucanase Gene of Bacillus macerans: Homologies to other
Beta-glucanases. Mol. Gen. Genet., 222: 178-283.

BRAUN, P., GERRISTE, G., VAN DIJL, J.K., and QUAX, W.J., 1999. Improving
Protein Secretion by Engineering Components of the Bacterial Translocation
Machinery. Curr. Opin. Biotechnol., 10(4): 376-381.

BRON, S., BOLHUIS, A., TJALSMA, H., HOLSAPPLE, S., VENEMA, G., and

VAN DIJL, J.M., 1998. Protein Secretion and Possible Roles of Multiple
Signal Peptidases for Precursor Processing in Bacilli. J. Biotechnol., 64: 3-
13.

BUENO, A., VAZQUEZ DE ALDANA, C.R., CORREA, J., and Del REY, F.,
1990a. Nucleotide Sequence of a 1,3-1,4-B-glucanase-Encoding Gene in
Bacillus circulans WL-12. Nucl. Acids Res., 18: 4248.

BUENO, A., VAZQUEZ DE ALDANA, C.R., CORREA, J., VILLA, T.G., and DEL
REY, F., 1990b. Synthesis and Secretion of a Bacillus circulans WL-12 1, 3-
1,4-B-D-Glucanase in Escherichia coli. J. Bacteriol., 172: 2160-2167.

104



CANTWELL, B.A., and MCCONNELL, D.J., 1983. Molecular Cloning and
Expression of a Bacillus subtilis B-glucanase Gene in Escherichia coli. Gene,
23:211-219.

CAVAZZONI, V., ADAMI, A., and CASTROVILLIC., 1998. Performance of
Broiler Chickens Supplemented with Bacillus coagulans as Probiotic. British
Poult. Sci., 39: 526-529.

CHEN, H., LI, X.L., and LJUNGDAHL, L.G., 1997. Sequencing of a 1,3-1,4-Beta-
D-glucanase (Lichenase) from the Anaerobic Fungus Orpinomyces Strain
PC-2 Properties of the Enyzme Epressed in Escherichia coli and Evidence
that the Gene has a Bacterial Origin. J. Bacteriol., 179(19): 6028-6034.

CHEN, Y., HUANG, X., SONG, D., YANG, and F., ZHENG, W., 2005. Molecular
Cloning and Expression of Bacillus subtilis bglS Gene in Saccharomyces
cerevisiae. Curr. Microbiol., 25(5): 279-282.

CHO, J., LEE, C., KANG, S., LEE, J., LEE, H., BOK, J., WOO, J., MOON, Y., and
CHOI, Y., 2005. Molecular Cloning of a Phytase Gene (phy M) from
Pseudomonas syringae MOK 1. Curr. Microbiol., 51(1):11-15.

CHOI, Y.M., SUH, H.J., and KIM, J.M., 2001. Purification and Properties of
Extracellular Phytase from Bacillus sp. KHU-10. J. Prot. Chem., 20: 287-292.

CLASSEN, H.L., and BEDFORD, M.R., 1991. The Use of Enzymes to Improve the
Nutritive Value of Poultry Feeds. In Recent Advances in Animal Nutrition,
Haresign, D.J.A.. Cole, Butterworth-HeiNemann.

COOPER, G.M., 1997. The Cell: A Molecular Approach. ASM Press, Washington,

D.C.,U.S.A., 676s.

CORNELIS, P., DIGNEFFE, C., and WILLEMOT, K., 1982. Cloning and
Expression of a Bacillus coagulans Amylase Gene in Escherichia coli.
Mol.Gen Genet., 186(4): 507-511.

COSENTINO, S., MULARGIA, A.E., PISANO, B., TUVERI, P., and PALMAS,
E., 1997. Incidence and Biochemical Characteristics of Bacillus Flora in

Sardinian Dairy Products. Int. J. Food Microbiol., 97: 147-156.

105



CUTTING, S.M., and VAN DER HORN, P.B., 1990. Genetic analysis (C.R.
HARWOOD and S.M. CUTTING Eds.). Molecular Biology Methods for
Bacillus, John Wiley & Sons Ltd., UK, s.27-74.

DAWSON, K.A., NEWMAN, K.E., and BOILING, J.A., 1990. Effects of Microbial
Supplemets Containing Yeast and Lactobacilli on Rough-fed Microbial
Activities. J. Anim. Sci., 68: 3392.

DE CLERK, E., RODRIQUEZ-DIAZ, M., FORSTH, G., LEBBE, L., LOGAN,
N.A., and DE VOS, P., 2004. Polyphasic Characterization of Bacillus
coagulans Strains, Illustrating Heterogeneity Within This Species, and
Emended Description of the Species. Syst. Appl. Microbiol., 27: 50-60.

DE ROSSI, E., BRIGIDI, P., ROSSI, M., MATTEUZZI, D., and RICCARDI, G.,
1991. Characterization of Gram-positive Broad Host-range Plasmids Carrying
a Thermophilic Replicon. Res. Microbiol., 142: 389-396.

DONSKEY, C.J., HOYEN, CK., DAS, SM., FARMER, S., DERY, M., and
BONOMO, R.A., 2001. Effect of Oral Bacillus coagulans Administration on
the Density of Vancomycin-Resistant Enetrococci in the Stool of Colonized
Mice. Lett. Appl. Microbiol., 33: 84-88.

DUBNAU, D., 1991. Genetic Competence in Bacillus subtilis. Microbiol. Rev., 55:
395-424.

EKINCI, M.S., MCCRAE, S., and FLINT, H.J. 1997. Isolation and
Overexpression of a Gene Encoding an Extracellular B-(1,3-1,4)-Glucanase
from Streptococcus bovis JB1. Appl. Environ. Microbiol., 63: 3752-3756.

EKINCI, M.S., 1997. Heterologous Expression of Genes in the Anaerobic
Bacterium S. bovis. Doktora Tezi, Aberdeen, 228s.

ERFLE, J.D., TEATHER, R.M., WOOD, P.J., and IRVIN, J.E., 1988. Purification
and Properties of a 1,3-1,4-beta-D-Glucanase (Lichanase, 1,3-1,4-beta-D-
Glucan 4-Glucanohydrolase, E.C. 3.2.1.73) from Bacteroides succinogenes
cloned in Escherichia coli. Biochem. J., 255(3): 833-841.

FLINT, H.J., McPHERSON, C.A., and BISSET, J.,1989. Molecular Cloning of
Genes from Ruminococcus flavefaciens Encoding Xylanase and B(1-3,1-4)
glucanase Activities. Appl. Environ. Microbiol,. 55: 1230-1233.

106



FLINT, H.J., MARTIN, J., McPHERSON, C.A., DANIEL, A.S., and ZHANG, J.-
X., 1993. A Bifunctional Enzyme, with Seperate Xylanase and B(1,3-1,4)-
Glucanase Domains, Encoded by the xynD Gene of Ruminococcus
flavefaciens. J. Bacteriol., 175: 2943-2951.

FULLER, R., 1989. Probiotics in Man and Animals. J. Appl. Bact., 66:365-378.

, 1990. Probiotics For Far Animals.Probiotics in The Nutrition of
Animals. Probiotics in The Nutrition of Animals, 19-21 November 1990,
Brno, s.17-25.

GODFREY, T., 1983. Industrial Enzymology (T. GODFREY and J. REINCHELT
eds.), McMillian, London, 5.466.

GOLOVAN, S.P., WANG, G., ZHANG, J., and FORSBERG, C.W., 2000.
Characterization and Overproduction of the Escherichia coli appA Encoded
Bifunctional Enzyme that Inhibits Both Phytase and Acid Phosphatase
Activities. Can. J. Microbiol., 46: 59-71.

GORDON, R.W., and ROLAND, D.A., 1997. Performance of Commercial Laying
Hens Fed Various Phosphorus Levels with or without Supplemental Phytase.
Poult. Sci., 76: 1172-1177.

GORLACH, J.M., VEN DER KNAAP, E., and WALTON, J.D., 1998. Cloning and
Targeted Disruption of MLG1, a Gene Encoding Two of Three Extracellular
Mixed-linked Glucanases of Cochliobolus carbonum. Appl. Environ.
Microbiol., 64: 385-391.

GOSALBES, M.J., PEREZ GONZALEZ J.A., GONZALES, R., and NAVARRO,
A., 1991. Two Beta-Glycanase Genes are Clustered in Bacillus polymyxa:
Molecular Cloning, Expression, and Sequence Analysis of Genes Encoding a
Xylanase and an Endo-Beta-(1,3)-(1,4)-Glucanase. J. Bacteriol, 173(23):
7705-7710.

GREAVES, M.P., ANDERSON, G., and WEBLEY, D.M., 1967. The Hydrolysis of
Inositolphosphates by Aerobacter aerogenes. Biochim. Biophys. Acta, 132:
412-418.

107



GREINER, R., KONIETZYNY, U., and JANY, K.D., 1993. Prufication and
Characterization of Two Phytases fom E. coli. Arch. Biochem. Biophys.,
341: 201-206.

GREINER, R., and KONIETZYN, U., 2006. Phytase for Food Application. Food
Thecnol. Biotechnol., 44(2): 125-140.

HAN, Y.M., and LEL, X.G., 1999. Role of Glycosylation in the Functional
Expression of an Aspergillus niger phytase (phyA) in Pichia pastoris. Arch.
Biochem. Biophys., 364 (1), 83-90.

HAN, Y., WILSON, D.B., and LEI, X.G., 1999. Expression of an Aspergillus niger
Phytase Gene (phyA) in Saccharomyces cerevisiae. Appl. Environ.
Microbiol., 65(5): 1915-1918.

HANAHAN, D., 1983. Studies on Transformation of E. coli with Plazmids. J. Mol.
Biol., 166:557-580.

HARDY, K.G., 1985. Bacillus Cloning Methods (D.M. GLOVER Ed.). DNA
Cloning Vol: II, A Practical Approach.. IRL Pres, Oxford, s.1-17.

HARLAND, B.F., and MORRIS, E.R., 1995. Phytate:A Good or Bad Food
Component? Nutr. Res., 15: 733-754.

HARTER-DENIS, J., 1999. Phytase Application in Commercial Broiler Diets in
Maryland. Bitechnology in the Feed Industry, Proceedings of Alltech 15th
Annual Symposium, 511-519.

HAVENSTEIN, G.B., CRITTENDEN, L.B., PETITTE, J.N., QURESHI, M.A., and
FOSTER, D.N., 1992. Application of Biotechnology in the Poultry Industry.
Animal Biotech. 3(1):15-36.

HENG, N.C.K., JENKINSON, H.F., and TANNOCK, G.W., 1997. Cloning and
Expression of an Endo-1,3-1,4-B-Glucanase Gene from Bacillus macerans in
Lactobacillus reuteri. Appl. Environ. Microbiol., 63(8): 3336-3340.

HENRISSAT, B., 1991. A Clasification of Glycoside Hydrolases Based on Amino
Acid Sequence Similarities. Biochem. J., 280: 309-316.

HENRISSAT, B., and BAIROCH, A.,1993. New Families in the Classification of
Glycosyl Hydrolyses Based on Amino Acid Similarities. Biochem. J. 293:
781-788.

108



HENRISSAT, B., and BAIROCH, A., 1996. Updating the Sequence-based
Classification of Glycosyl Hydrolases. Biochem. J., 316: 695-696.

HESSELMAN, K., and THOMKE, S., 1982. Influence of Some Factors on
Development of Viscosity in the Water Exctract of Barley. Swed. J. Agric.
Res., 12: 17-22.

HESSELMAN, K., and AMAN, P., 1986. The Effect of B-glucanase on the
Utilization of Starch and Nitrogen by Broiler Chichkens Fed Low-and High-
Viscosity Barley. Anim. Feed Sci. Technol., 147: 83-89.

HINCLIFFE, E., 1984. Cloning and expression of a Bacillus subtilis endo-1,3-1,4-
beta-D-glucanase gene in Escherichia coli K12. J. Gen. Microbiol., 130:
1285-1291.

HOFEMEISTER, J., KURTZ, A., BORRIS, R., and KNOWLES, J., 1986. The
Beta-Glucanase Gene from Bacillus amyloliquefaciens Shows Extensive
Homology with that of Bacillus subtilis. Gene, 49(2): 177-187.

HOOPER, P., 1989. The Role of Probiotics (Intestinal Inoculants) in Production
Animals. World Association of Veterinary Food Hygienists X" (Jubilee)
International Symposium in Stockholm, 2-7 July, s.27-30.

HOROWITZ-WLASSOWA, L.M., and NOWETELNOW, N.H., 1933. Uber eine
sporogene Milchsédurebakterienart, Lactobacillus sporogenes n. sp. Cent F.
Bak. II Abt., 87: 331.

HOVARTH, H., HUANG, J, WONG, O., KOHL, E. OKITA, T.,
KANNANGARA, C.G., and Von WETTSETIN, D., 2000. The Production
of Recombinant Proteins in Transgenic Barley Grains Wettstein. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 97: 1914-1919.

HYRONIMUS, B., LE MARREC, C., and URDACI, M.C., 1998. Coagulin, a
Bacteriosin-Like Inhibitory Substance Produced by Bacillus coagulans. J.
Appl. Microbiol., 85:42-50.

HYRONIMUS, B., LE MARREC, C., HADJ SASSI, A., and DESCHAMPS, A.,
2000. Acid and Bile Tolerance of Spore-Forming Lactic Acid Bacteria. Int.
J. Food Microbiol., 61:193-197.

109



HUANG, H., LUO, H., YANG, P., MENG, K., WANG, Y., YUAN, T.,, BAL Y.,
and YAO, B., 2006. A Novel Phytase with Preferable Characteristics from
Yersinia intermedia. Biochem. Biophys. Res. Commun., 350: 884-889.

IQBAL, T.H., LEWIS, K.O., and COOPER, B.T., 1994. Phytase Activitiy in the
Human and Rat Small Intestine. Gut, 35: 1233-1236.

IRVING, G.C.J., and COSGROVE, .J., 1971. Inositolphosphate Phosphatase of
Microbial Origin. Observation on the Nature of the Active Center of
Bacterial (Pseudomonas sp.) Phytase. Austral. J. Biol., 24: 1559-1564.

IUPAC-IUB (Commission on Biochemical Nomenclature), 1977. Nomenclature of
Phosphorus Containing Compounds of Biochemical Importance. Eur. J.
Biochem., 79:1-9.

JENSEN, L.G., OLSEN, O., KOPS, O., WOLF, N., THOMSEN, K.K., and Von
WETTSTEIN, D., 1996. Transgenic Barley Expressing a Protein-engineered,
Thermostable (1,3-1,4)-B-glucanase During Germination. Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 93: 3487-3491.

JONGBLOED, A.W., MROZ, Z., and KEMME, P.A.; 1992. The Effect of
Supplementary Aspergillus niger Phytase in Diets for Pigs on Concentration
and Apparent Digestibility of Dry Matter, Total Phosphorus and Phytic Acid
in Different Sections of the Alimentary Tract. J. Anim. Sci., 70: 1159-1168.

JONGBLOED, A.W., LEWIS, N.P., and MROZ, Z., 1997. Impact of Nutition on
Reduction of Environmental Pollution by Pigs: An Overview of Recent
Research. Vet., 19(3): 130-134.

JONNSON, E., 1985. Lactobacilli as Probiotics to Pigs and Calves. A
Microbiological Approach, Papport 148, Swedish University of Agricultural
Sciences, Uppsala, s.1-65.

KEATING, L., KELLY, C., and FOGARTY, W., 1998. Mechanism of Action and
the Substrate-Dependent pH Maximum Shift of the a-amylase of Bacillus
coagulans. Carbohydrate Res., 309:311-318.

KEROVUO, J.,, LAURAEUS, M., NURMINEN, P., KALKKINEN, N., and
APAJALAHTI, J., 1998. Isolation, Characterization, Molecular Gene

110



Cloning, and Sequencing of a Novel Phytase from Bacillus subtilis. Applied
and Environmental Microbiology, 64(6):2079-2085.

KEROVUO, J., 2000. A Novel Phytase from Bacillus. Characterization and
Production of the Enzyme. Academic Dissertation, Helsinki, 68 s.

KEROVUO, J., and TYNKKYEN, S., 2000. Expression of Bacillus subtilis Phytase
in Lactobacillus plantarum 755. Lett. Appl. Microbiol., 30:325-329.

KEROVUO, J., Von WEYMARN, N., POVELAINEN, M., AUER, S., and
MIASNIKOV, A., 2000. A New Efficient Expression System for Bacillus
and its Application to Production of Recombinant Phytase. Biotechnol. Lett.,
22:1311-1317.

KIM, Y.O, KIM, HK., BAE, K.S., YU, J.H., and OH, T.K., 1998a. Prufication and
Properties of a Thermostable Phytase From Bacillus sp. DS11. Enzyme
Microb. Thecnol., 22: 2-7.

KIM, Y.O, LEE, J.K., KIM, HK., YU, J.H., and OH, T.K., 1998b. Cloning of the
Thermostable Phytase Gene (phy) from Bacillus sp. DS11 and its
Overexpression in E. coli. FEMS Microbiol. Letters, 162: 185-191.

KIM, Y.O, LEE, J.K., OH, B.C., and OH, T.K., 1999. High Level Expression of a
Recombinant Thermostable Phytase in Bacillus subtilis. Biosci. Biothecnol.
Biochem., 63(12): 2205-2207.

KIM, J.Y., KIM, H.B., and LEE, D.S., 2002. Cloning and Expression of the Bacillus
circulans Endo-B-1,3-1,4-glucanase Gene (bglBCl) in Escherichia coli.
Biotechnol. Lett., 24: 53-57.

KIM, J.Y., 2003. Overproduction and Secretion of Bacillus circulans Endo-B-1,3-
1,4-glucanase Gene (bgIBC1) in B. subtilis and B. megaterium. Biotechnol.
Lett., 25: 1445-1449.

KITAMURA, E., and KAMEI, Y., 2006. Molecular Cloning of the Gene Encoding
B-1,3-(4)-glucanase A from a Marine Bacterium, Pseudomonas sp. PE2, an
Essential Enzyme for the Degration of Phytium porphyrae Cell Walls. Appl.
Microbiol. Biotechnol., 71: 630-637.

111



KITAZONO, A., YOSHIMOTO, T., and TSURU, D., 1992. Cloning, Squencing,
and High Expression of the Proline Immunopeptidase Gene from Bacillus
coagulans. J. Bacteriol., 174: 7919-7925.

KONCA, Y. ve BAHTIYARCA, Y., 1996. Farkli Seviyelerde Fosfor Iceren
Rasyonlara Maya Kiiltiirleri ve Fitaz Ilavesinin Geng¢ Japon Bildircinlarinda
Performans ve Fosforun Kullanimi Uzerine Etkisi. Ulusal Kiimes Hayvanlari
Sempozyumu’96, 27-29 Kasim 1996, Adana, Sempozyum Kitabi, 190-201.

KONIETZNY, U., and GREINER, R., 2002. Molecular and Catalytic Properties of
Phytase-Degrading Enzymes (Phytases). Int. J. Food Sci. Technol., 37: 791-
812.

KONIETZNY, U., and GREINER, R.,2004. Bacterial phytase: Potential application,
in vivo function and regulation of its synthesis. Braz. J. Microbiol., 35: 11-18.

KUTLU, H.R., 2000. Kanatli Rasyonlarinda Enzim Kullanimi, Ciftlik Dergisi,
Nisan 2000, 194: 84-88.

LAEMMLI, U.K., 1970. Cleauage of Structural Proteins During the Assembly of the

Head of the Bacteriophage T4. Nature, 227: 680-685.

LAMBRECHTS, C., BOZE, H., MOULIN, G., and GALZY, P., 1992. Utilization of
phytate by some yeast. Biotecnol. Lett., 14: 61-66.

LLOBERAS, J., QUEROL, E., and BERNUES, J., 1988. Purification and
Characterization of an Endo-B-1.3-1.4-D-glucanase Activity from Bacillus
licheniformis. Appl. Microbiol. Biotechnol., 29: 32-38.

LLOBERAS, J., PEREZ-PONS, J.A., and QUEROL, E., 1991. Molecular Cloning,
Epression and Nucleotide Sequence of the Endo-B-1,3-1,4-D-Glucanase
Gene From Bacillus licheniformis. Eur. J. Biochem., 197: 337-343.

LOUW, M.E., and WATSON, S.J.R., 1993. Characterization, Cloning and
Sequencing of a Thermostable endo-(1,3-1,4) Beta-glucanase Encoding
Gene From Alkalophilic Bacillus brevis. Appl. Microbiol. Biotechnol, 38,
507-513.

MAENZ, D.D., and CLASSEN, H.L., 1998. Phytase Activity in the Small Intestinal
Brush Border Membrane of the Chicken. Poult. Sci., 77: 557-563.

112



McCORMICK, M.E., 1984. Probiotics in Ruminant Nutrition and Health.
Proceedings 1984 Georgia Nutrition Conference For The Feed Industry,
Atlanta, s.62-69.

MIDILLI, M., MUGLALI, O.H., ALP, M., KOCABAGLI, N., TANOR, M.A. ve
TOKLU, G.S., 2003. Yeme Katilan Fitaz Enziminin Broylerlerde Besi
Performans1 ve Mineral Dengesi Uzerine Etkisi. II. Ulusal Hayvan Besleme
Kongresi, 18-20 Eyliil 2003, Konya.

MIKSCH, G., KLEIST, S., FRIESH, K., and FLASCHEL, E., 2002. Overexpression
of the Phytase from E. coli and its Extracellular Production in Bioreactors.
Appl. Microbiol. and Biotech., s.253.

MNISI, S.M., LOUW, M.E., and THERON, J., 2005. Cloning and Characterization
of a Carboxylesterase from Bacillus coagulans 81-11. Curr. Microbiol.,
50:196-201.

MOCHIZUKI, D., and TAKAHASHI, H., 1999. Method for producing phytase.
Patent Application EP 0931837-A.

MROZ, Z, JONGBLOED, A.W., and KEMME, P.A., 1994. Apparent Digestibility
and Retention of Nutrients Bound to Phytate Coplexes as Influenced by
Microbial Phytase and Feeding Regimen in Pigs. J. Anim. Sci., 72: 126-132.

MURPHY, N., McCONNELL, D.J., and CANTWELL, B.A., 1984. The DNA
Sequence of the Gene and Genetic Control Sites for the Excreted B. subtilis
Enzyme B-glucan Hydrolase. Nucl. Acids Res., 12:5355-5367.

NAKAMURA, T., SUZUKI, T., TOKUDA, J., KATO, N., SAKAIL Y.
MOCHIZUKI, D., and TAKAHASHI, H., 1999. Secretory Manufacture of
Schwanniomyces occidentalis Phytase Using a Candida boidinii host. Eur.
Patent Appl. EP 931, July 28, s.837.

NAYINI, N.R., and MARKAKIS, P., 1984. The Phytase of Yeast. Food Sci.
Thecnol., 17: 126-132.

NEMESKERY, T., 1983. Probiotics For Young Animals. Feed International, 2: 46-
48.

113



NEWBOLD, C.J., 1995. Microbial Feed Additives for Ruminants (R.J. WALLACE
and A. CHESSON Eds.). Biotechnology in Animal Feeds and Animal
Feeding, New York, s.259-278.

NOUSIAINEN, J., and SETALA, J., 1993. Lactic Acid Bacteria As Animal
Probiotics (S. SALMINEN and A. VON WRIGHT Eds.). Lactic Acid
Bacteria, Marcel Dekker, New York, US, s.315-356.

OLSEN, O., BORRIS, R., SIMON, O., and THOMSEN, K.K., 1991. Hybrid
Bacillus (1-3, 1-4)-B-glucanases: Engineering Thermostable Enzymes by
Construction of Hybrid Genes. Mol. Gen. Genet., 225: 177-185.

PANDEY, A., SZAKACS, G., SOCCOL, C.R., RODRIGUEZ-LEON, J.A, and
SOCCOL, A.T., 2001. Production, Purification and Properties of Microbial
phytases. Bioresource Technol., 7: 203-217.

PASAMONTES, L., HAIKER, M., WYSS, M., TESSIER, M., and VANLOON,
A.P.G.M., 1997a. Gene Cloning, Prufication, and Characterization of a Heat-
Stable Phytase from the Fungus Aspergillus fumigatus. Appl. Environ.
Microbiol., 63 (5):1696-1700.

PASAMONTES, L., HAIKER, M., HENRIQUEZHUECAS, M., MITCHELL, D.B.,
and VANLOON, A.P.G.M., 1997b. Cloning of the phytases from Emericella
nidulans and the thermophilic fungus Talaromyces thermophilus. Biochim.
Biophys. Acta Gene Struct. Expr., 1353(3): 217-223.

PAYOT, T., CHEMALY, Z., and FICK, M., 1999. Lactic Acid Production by
Bacillus coagulans-Kinetic Studies and Optimization of Culture Medium for
Batch and Continuous Fermentations. Enzyme Microbial Technol., 24:191-
197.

PHILLIPPY, B.Q., and MULLANEY, E.J., 1997. Expression of an Aspergillus
niger phytase (phyA) in Escherichia coli. J. Agricult.. Food Chem.,
45(8):3337-3342.

PLANAS, A., 2000. Bacterial 1,3-1,4-B-Glucanases: Structure, Function and Protein
Engineering (Review). Biochim. Biophys. Acta, 1543: 361-382.

114



POLAT, C., SAMLI, H.E. ve HANGUN, O., 1999. Ekzojen Enzimlerin Etlik
Piliglerde Karkas Verimi Uzerine Etkileri. Uluslararast Hayvancilik’99
Kongresi 21-24 Eyliil 1999, Izmir-Tiirkiye, s.357-361.

POWAR, V.K., and JAGANNATHAN, V., 1982. Prufication and Properties of
Phytate-specific Phosphatase from B. subtilis. J. Bacteriol., 151:1 102-1108.

RAHA, A.R., CHANG, L.Y., SIPAT, A., YUSOFF, K., and HARYANTI, T., 2006.
Expression of Thermostable Xylanase Gene from Bacillus coagulans ST-6
in Lactococcus lactis. Lett. Appl. Microbiol., 42: 210-214.

RAMON-BLANCO, C., SANZ-GOMEZ, J.J., LOPEZ-DIAZ, T.M., OTERO, A.,
and GARCIA-LOPEZ, M.L., 1999. Numbers and Species of Bacillus during
the Manifacture and Ripening of Castellano Cheese. Milcwissenschaft-Milk
Science International, 54: 385-388.

RAVINDRAN V., DENBOW, D.M., ORNEGAY, E.T., SELF, B.B., and HULET,
R.M., 1993. Supplemental Phytase Improves Avaibility of Phosphorus in
Soybean Mael for Turkey Poults. Poult. Sci., Suppl. 1: 73.

RHEE, M.S., KIM, J.W, QIAN, Y., INGRAM, L.O., and SHANMUGAM, K.T.,
2007. Development of Plasmid Vector and Electroporation Condition for Gene
Transfer in Sporogenic Lactic Acid Bacterium, Bacillus coagulans. Plasmid,
58:13-22.

RODER, H., CHENG, H., HENSLEY, H.H., LATYPOV, RF., MAKI, K.,
SAMUEL, D., WANG, L., and ZHANG, J., 2003. Protein Folding, Structure
and Function. Fox Chase Cancer Center 2003 Scientific Report
(http://www.fcce.edu/docs/sci_report/Roder.pdf).

RODRIGUEZ, E., HAN, Y., and LEI, X.G., 1999. Cloning, Squencing, and

Expression of an Escherichia coli Acid Phosphatase/Phytase Gene (appA2)

Isolated from Pig Colon. Biochem. Biophys. Res. Commun., 257:117-123.

RODRIGUEZ, E., WOOD, Z.A., KARPLUS, P.A., and LEI, X.G., 2000a. Site-
directed Mutagenesis Improves Catalytic Efficiency and Thermostability of
Escherichia coli pH 2.5 Acid Phosphatese/Phytase Expressed in Pichia
pastoris. Arch. Biochem. Biophys., 382: 105-112.

115



RODRIGUEZ, E., MULLANEY, E.J., and LEI, X.G., 2000b. Expression of the
Aspergillus fumigatus phytase Gene in Pichia pastoris and Characterization
of the Recombinant Enzyme. Biochem. Biophys. Res. Commun., 268(2):
373-378.

ROZKOV, A., 2001. Control of Proteolysis of Recombinant Proteins in Escherichia
coli. Royal Institute of Technology, Department of Biotechnology,
Stockholm,-Sweden.

SAMBROOK, J., FRITSCH, E.F., and MANIATIS, T., 1989. Molecular Cloning: a
Laboratory Manuel. 2" ed. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring
Harbor, New York.

SANDERS, N.E., MORELLI, L., and BUSH, S., 2001. “Lactobacillus sporogenes”
is not a Lactobacillus probiotic. ASM News, 8: 6

SCHALLMEY, M., SINGH., A. and WARD, O.P., 2004. Developments in the Use
of Bacillus Species for Industrial Production. Can. J. Microbiol., 50: 1-17.

SCHIMMING, S., SCHWARZ, W.H., and STAUDENBAUER, W.L., 1991.
Properties of a thermoactive Beta-1,3-1,4-Glucanase (Lichenase) from
Clostridium thermocellum Expressed in Escherichia coli. Biochem. Biophys.
Res. Commun., 177(1): 447-452.

SCHONER, F.J., and HOPPE, P.P., 1992. Microbial Phytase: A Tool to Alleviate
Environmental Phosphorus Pollution from Broiler Production. Proc. XIX
World’s Poultry Sci. Cong., Amsterdam, 3: 429.

SEKIGUCHI, T., HARADA, Y., SHISHIDO, K., and NOSOH, Y., 1984. Cloning
of Beta-Isopropylmalate Dehydrogenase Gene from Bacillus coagulans in
Escherichia coli and Prufication and Properties of the Enzyme, Biochim.
Biophys. Acta, 788(3): 267-273.

SELLE, P.H. and RAVINDRAN, V., 2006. Microbial phytase in poultry nutrition.
Animal Feed Science and Technology (In Press).

SHAH, V., and PAREKH, L.J., 1990. Phytase from Klebsiella sp. No. PG-2:
Prufication and Properties. Indian J. Biochem. Biophys., 27: 98-102.

SHIEH, T.R., and WARE, J.H., 1968. Survey of microorganisms for the production
of extracellular phytase. Appl. Microbiol., 16: 1348-1351.

116



SHIMIZU, M., 1992. Prufication and Characterization of Phytase from Bacillus
subtilis (natto) N-77. Biosci. Biotech. Biochem., 56(8): 1266-1269.

SIMONS, P.C., VERSTEEGH, H.A.J., JONGBLOED, A.W., KEMME, P.A.,
SLUMP, P., BOS, K.D., WOLTERS, G.E., BEUDEKER, R.F., and
VERSCHOOR, G.J., 1992. Improvement of Phosphorus Availability by
Microbial Phytase in Broilers and Pigs. Brit. J. Nutr., 64:525-533.

SIMONS, P.C. and VERSTEEGH, H.A.J., 1993. Het Effeckt van Toevoeging van
Microbiel Fytase an Leghennen Opde Technische Resultaten en de Skeleten
Eischaalkwaliteit. Spelderholt Uitgave No.568.

SISSIONS, J.W., 1989. Potential of Probiotic Organisims to Prevent Diarrhoea and
Promote Digestion in Farm Animals-a Review. J. Sci. Food Agric., 49: 1.

SPILLIAERT, R., HREGGVIDSSON, G.O., KRISTIANSSON, IJK.,
EGGERTSSON, G., and PALSDOTTIR, A., 1994. Cloning and Sequencing
of a Rhodothermus marinus Gene, bglA, Coding for a Thermostable [-
glucanase and its Expression in Escherichia coli. Eur. J. Biochem., 224: 923-
930.

STAVRIC, S. and KORNEGAY, E.T., 1995. Microbial Probiotics for Pigs and
Poultry (R. J. WALLACE and A. CHESSON Eds.). Biotechnology in
Animal Feeds and Animal Feeding, s.205-231.

STONE, B.A., and CLARKE, A.E., 1992. Chemistry and Biology of 1,3-B-Glucans,
La Trobe University Press, Bundoora, Australia.

SULLIVAN, M.A, YASBIN, R.E., and YOUNG, F.E., 1984. New Shuttle Vectors
for Bacillus subtilis and Escherichia coli which Allow rapid Detection of
Inserted Fragments, Gene, 29: 21-26.

SUZUKI, Y., and TOMURA, Y., 1986. Prufication and Characterization of Bacillus
coagulans Oligo-1,6-Glucosidase. Eur. J. Biochem., 158: 77-83.

SVADBINA, [LV., ZELINSKAYA, N.V., KOVALEVSKAYA, N.P.,
ZHELEZNAYA, L.A., and MATVIENKO, N.., 2003. Isolation and
Characterization of Site-Specific DNA-methyltransferases from Bacillus
coagulans K.. Biochem. (Moscow), 69(3): 299-305.

117



TABERNERO, C., COLL, P.M., FERNANDEZ-ABALOS, J.M., PEREZ, P., and
SANTAMARIA, R.I., 1994. Cloning and DNA Sequencing of bgaA, a Gene
Encoding an Endo-B-1,3-1,4-Glucanase, from an Alkalophilic Bacillus
Strain (N137). Appl. Environ. Microbiol., 60: 1213-1220.

TEATHER, R.M., and WOOD, P.J., 1982. Use of Congo Red Polysaccaride
Interactions in Enumeration and Characterization of Cellulolytic Bacteria
From the Bovine Rumen. Appl. Environ. Microbiol., 43: 777-780.

TEATHER, R.M., and ERFLE, J.D., 1990. DNA Sequence of a Fibrobacter
succinogenes Mixed-Linkage-Glucanase (1,3-1,4-B-D-Glucan 4-
Glucanohydrolase) Gene. J. Bacteriol., 172: 3837-3841.

TENG, D., WANG, J., FAN, Y., YANG, Y., TIAN, Z., LUO, J., YANG, G., and
ZHANG, F., 2006. Cloning of B-1,3-1,4-glucanase Gene from Bacillus
licheniformis EGW039 (CGMCC 0635) and Its Expression in Esherichia
coli BL21 (DE3). Appl. Microbiol. Biotechnol, 72:705-712.

TOPAKTAS, M., 1991. Molekiiler Genetik Kitab1, 428 s.(Yayinlanmamis)

TUNCER, 1., 2000. Kanatli Rasyonlarinda Probiyotik Kullanimi. Ciftlik Dergisi,
Mayzis, 2000, 195:39-42.

TUOMOLA, E., CRITTENDEN, R., PLAYNE, M., ISOLAURI, E., and
SALMINEN, S., 2001. Quality Assurance Criteria for Probiotic Bacteria.
American Journal of Clinical Nutrition, 73(suppl): 393S-398S.

TYE, A.J., SIU, F.K.Y., LEUNG, T.Y.C., and LIM, B.L., 2002. Molecular Cloning
and the Biochemical Characterization of Two Novel Phytases from B.
subtilis 168 and B. licheniformis. Appl. Microbiol. Biotechnol., 59: 190-197.

ULLAH, A.H.J., SETHUMADHAVAN, K., MULLANEY, E.J., ZIEGELHOFFER,
T., and AUSTIN-PHILLIPS, S., 1999. Characterization of Recombinant
Fungal Phytase (phyA) Expressed in Tobacco Leaves. Biochem. Res.
Commun., 264(1): 201-206.

VANBELLE, N., TELLER, and E., FOCANT, M., 1990. Probiotics in Animal
Nutrition:A review. Arch. Anim. Nutr., 40: 543-567.

VAN HARTINGSVELDT, W., VAN ZEIIL, C.M.J., HARTEVELD, M., GOUKA,
R.J., SUYKERBUYK, M.E.G., LUITEN, R.G.M., VAN PARIDON, P.A.,

118



SELTEN, G.C.M., VEENSTRA, A.E., VAN GORCOM, R.F.M., and VAN
DEN HONDEL, C.AM.JJ., 1993. Cloning, characterization and
overexpression of the phytase-encoding gene (phyA) of Aspergillus niger.
Gene, 127: 87-94.

VAN HORN, H.H., HARRIS, B., TAYLOR, M.J., BACHMAN, K.C., and
WILCOX, C.J., 1984. By Product Feeds for Lactacing Dairy Cows:Effects
of Cottonseed Hulls, Sunflower Hulls, Corrugated Paper, Peanut Hulls,
Sugarcane Bagasse and Whole Cottonseed with Additives of Fat, Sodium
Bicarbonate and Aspergillus oryzae Product on Milk Production. J. Dairy
Science, 67: 2922-2938.

VECCHI, E., and DRAGO, L., 2006. Lactobacillus sporogenes or Bacillus
coagulans: Misidentification or Mislabelling? Int. J. Probiotics Prebiotics,
1(1): 3-10.

VEHMAANPERA, J., 1989. Transformation of Bacillus amyloliquefaciens by
electroporation. FEMS Microbiol. Lett., 61: 165-170.

VOHRA, A., and SATYANARAYANA, T., 2003. Phytases: Microbial sources,
production, prufication, and potential biotechnological applications. Crit.
Rev. Biotechnol., 23(1): 29-60.

WALLACE , R.J., and NEWBOLD, C.J., 1992. Probiotics for Ruminants. In
Probiotics:the Scientific Basis. (Ed. R. Fuller), Chapman and Hall, London,
UK, s.317-353.

WANG, X., UPATHAM, S., PANBANGRED, W. ISARANGKUL, D,
SUMMPUNN, P., WIYAKRUTTA, S., and MEEVOOTISOM, V., 2004.
Prufication, Characterization, Gene Cloning and Sequence Analysis of a
Phytase from Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae XY-5. Science
Asia, 30: 383-390.

WEIDMEJER, R.D., ARAMBEL, M.J., and WALTERS, J.L., 1987. Effect of Yeast
Cultures and Aspergillus oryzae Fermentation Extract on Ruminal
Characteristic and Nutrient Digestibility. J. Dairy Sci., 70:2063-2068.

119



WHITE, W.B., SUNDE, M.L., BIRD, H.R.,, MARLETT, J.A., PRENTICE, N.A.,
and BURGER, W.C., 1983. Viscosity of [B-glucan as a Factor in the
Enzymatic Improvement of Barley for Chicks. Poult. Sci., 62: 853-862.

WILSON, K.H., and PERINI, F., 1988. Role of Competition for nutrients in
Suppression of Clostridium difficile by the Colonic Microflora. Infect.
Immun, 56: 2610-2614.

WU, J.F., 1987. The Microbiologist’s Function In Developing Action-Specific
Microorganisms (T.P. LYONS Ed.). Biotechnology In The Feed Industry,
Alltech Technical Publication, Kentucky, s.181-197.

YAO, B., ZHANG, C.Y., WANG, J.H., and FAN, Y.L., 1998. Recombinant Pichia
pastoris Over-Expressing Bioactive Phytase. Science in China Series C-Life
Sciences, 41(3): 330-336.

YONGGING, C., DAXIN, S., XINGGI, H., HONG, J., WANYUAN, A., and
WEIJUN, Z., 2005. Subcloning and Fructional Analysis of a Bacillus subtilis
B-1,3-1,4-glucanase Gene (bglS) in Escherichia coli. Curr. Microbiol., 21(4):
267-271.

YOON, S.J., CHOI, Y.J., MIN, HK., CHO, KK., KIM, J.W., LEE, S.C., and
YUNG, Y.H., 1996. Isolation and Identification of Phytase-procuding
Bacterium, Enterobacter sp.4, and Enzymatic Properties of Phytase Enzyme.
Enzyme Microbiol. Technol., 18: 449-454.

YOON, H., LEE, K., KIM, H.Y., KIM, H.K., SHIN, D., HONG, B., and CHO, H.,
2002. Gene Cloning and Biochemical Analysis of Thermostable Chitosanase
(TCH-2) from Bacillus coagulans CK108. Biosci. Biotechnol. Biochem.,
66(5): 986-995.

ZININ, N.V., SERKINA, A.V., GELFAND, M.S., SHEVELEV, AB., and
SINEOKY, S.P., 2004. Gene Cloning, Expression and Characterization of
Novel Phytase from Obesumbacterium proteus. FEMS Microbiology Letters,
236(2): 283-290.

ZVERLOV, V.V., FUCHS, K.P., SCHWARZ, W.H., and VELIKODVORSKAYA,

G.A., 1994. Purification and Cellulosomal Localization of Clostridium

120



thermocellum Mixed Linkage B-glucanase LicB (1,3-1,4-B-D-glucanase).
Biotechnol. Lett., 16:29-34.

121



OZGECMIS

1976 yilinda Osmaniye’nin Kadirli ilgesinde dogdum. Ik 6grenimimi 1987
yilinda Adana’da, orta 6grenimimi 1990 yilinda Sanlurfa’da ve lise 6grenimimi
1993 yilinda Adana’da tamamladim. Ayni yil Cukurova Universitesi, Ziraat
Fakiiltesi, Bah¢e Bitkileri Boliimii’'nde yiiksek 6grenimime baslayarak 1997 yilinda
bu boliimden mezun oldum. 1999 yilinda ayni iiniversitenin Zootekni Boliimii’nde
yiiksek lisans egitimime bagladim. 2002 yilinda Biyometri ve Genetik Anabilim
Dalin’dan Ziraat Yiiksek Miihendisi olarak mezun oldum ve ayni yil doktora
egitimime basladim. 1999 yilindan itibaren Zootekni Boliimii Biyometri ve Genetik
Anabilim Dali’nda Arastirma Gorevlisi linvani ile ¢alismakta olup halen ayni gorevi
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EKLER

EK-1. BESIi YERI VE SOLUSYONLAR

1.1. Bugday Kepegi Ekstrakti (Wheat Bran Ekstract)’nin Hazirlanmasi

%10 olacak sekilde hazirlanan bugday kepegi (1 kg bugday kepegi, 10 litre
saf suda ¢oziiliir.) 121 °C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi oda
sicakliginda sogutulan ekstrakt siiziilerek kepek kismi uzaklastirilmistir. Kalan sivi
kisma; %0.04 g (NH4)2SO4, %0.02 g MgS0O4.7H,0, %0.05 g KH,PO4, %0.04 g
K,HPO4, %0.2 g CaCl, ilave edilmistir. Bugday Kepegi Ekstraktina, hazirlanan
hacme uygun olacak sekilde LB besi yeri (%1 w/v Bacto tryptone, %0.5 w/v Yeast
extract, %1 w/v NaCl) veya Medyum!1 (Pepton (meat) 7.8 g/l, Pepton (caseine) 7.8
g/1, Yeast Extract 2.8 g/l, NaCl 5.6 g/l, Glukoz 1.0 g/) igerigi ilave edildikten sonra
pH 7.0’a ayarlanmistir. Daha sonra %0.06 g Sodyum Fitat ve %1.5 w/v Agar ilave
edilerek kati1 besi yeri hazirlanmistir. Fitaz enzim aktivitesi tayini i¢in; sivi LB veya
Medyuml besi yerlerinde lretilen bakteriler yukaridaki gibi hazirlanan kati besi
yerilerine inokiile edilerek uygun iireme sicakliklarinda (37°C veya 40°C’de) bir

gece inkiibe edilmistir (Powar ve Jagannathan, 1982).

1.2. Besi Ortamlari i¢in Stok Antibiyotik Hazirlanmasi
a) Amfisilin (25 mg/ml)
Istenen hacim igin gereken miktar amfisilin tartilarak saf suda coziiliir.
Bakteriyel filtreden (0.2 pm) gegirilerek steril bir sekilde mikrosantrifiij tliplerine

paylastirilir ve -20 °C’de muhafaza edilir. Besiyerine son konsantrasyon 50-100

pg/ml olacak sekilde ilave edilir.
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Amfisilin, penisilin tiirevi bir antibiyotik olup hiicre duvari sentezini bloke
ederek bakterinin 6liimiine neden olur. Bu antibiyotige direncli bakteriler tarafindan

sentezlenen B-laktamaz, antibiyotigin f-laktam halkasini kopararak inaktif eder.

b) Kanamisin (25 mg/ml)

Istenen hacim igin gereken miktar kanamisin tartilarak saf suda coziiliir.
Bakteriyel filtreden (0.2 pm) gegirilerek steril bir sekilde mikrosantrifiij tiiplerine
paylastirilir ve -20 °C’de muhafaza edilir. Besiyerine son konsantrasyon 10 pg/ml
olacak sekilde ilave edilir.

Kanamisin, deoksistreptamin aminoglikosidaz olup ribozoma baglanarak
protein sentezini inhibe eder. Direngli bakteriler tarafindan sentezlenen

aminoglikosid fosfotransferaz antibiyotigi inaktif ederek etkisiz hale getirir.

1.3. Liziz Soliisyonu (pH 7.5)

50 mM EDTA
100 mM NaCl

Istenen hacim igin gerekli malzemeler hesaplanarak tartilir ve pH’s1 7.5%¢

ayarlanir. Otoklavlanarak +4 °C’de muhafaza edilir.

1.4. Fenol/Kloroform/izoamil Alkol (25:24:1)

Stok fenolden bir pipet yardimiyla dikkatlice 25 ml ¢ekilir. Uzerine 24 ml
kloroform ve 1 ml izoamil alkol ilave edilerek toplam hacim 50 ml’ye tamamlanir.
Kullanmadan 6nce iyice calkalanarak homojenize edilmelidir. I¢inde bulundugu sise
aliminyum folyo ile sarilarak 1s1iktan korunmali ve +4 °C’de saklanmalidir. Kullanim

stiresi 1 ay1 gegmemelidir.
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1.5. Kloroform/izoamil Alkol (24:1)

24 birim kloroform, 1 birim izoamil alkol ile karistirilarak hazirlanir. I¢inde
bulundugu sise aliiminyum folyo ile sarilarak isiktan korunmali ve +4 °C’de

saklanmalidir.

1.6. 3 M Na-asetat (pH 4.8 ve 5.2)

Hazirlanmak istenen hacimde, 3 M olacak sekilde Na-asetat tartilir ve
manyetik karistirict lizerinde bir miktar saf suda ¢oziiliir. Glasial asetik asit ile pH’s1
ayarlanir ve saf su ile istenen hacme tamamlanir. Otoklavlandiktan sonra oda

sicakliginda muhafaza edilir.

1.7. TE Soliisyonu (pH 8.0)

10 mM Tris (pH 7.6)
0.1 M EDTA (pH 8.0)

Hazirlanacak hacim i¢in gerekli Tris ve EDTA hesaplanarak stoktan alinir ve

saf su ile hacme tamamlanir. Otoklavlanarak kontamine etmeden kullanilir.

1.8. RNaz Hazirlanmasi (10 mg/ml)

Hazirlanmak istenen hacim i¢in gerekli kadar miktar RNaz A dikkatli bir
sekilde tartilarak RNaz soliisyonunda (10 mM Tris-Cl (pH 7.5), 15 mM NaCl)
¢oOziilir. 100°C’de 15 dk tutularak DNaz aktivitesi inhibe edilir. Oda sicakliginda

soguduktan sonra mikrosantrifiij tiiplerine paylastirilir ve -20 °C’de muhafaza edilir.

1.9. Yiikleme Tamponu (6X)

%40 Sukroz (w/v), saf suda ¢oziiliir

%0.25 Bromfenol mavisi
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Yukarida verilen oranlara gore, istenen hacim i¢in gereken miktarlarda sukroz ve
boya tartilarak iyice homojenize edilir. Mikrosantrifiij tiiplerine paylastirilarak +4 °C’de
muhafaza edilir. DNA soliisyonu ile 1:5 oraninda (1 hacim boya, 5 hacim DNA

soliisyonu) karigtirtlir.

1.10. Agaroz Jel

Belirlenen hacim i¢in gerekli miktarda agaroz tartilarak bir erlen icerisine konur.
Uzerine hesaplanan hacimde 1X TBE tamponu (Ek 1.11.) konarak alev iizerinde
eriyinceye kadar tutulur. Elle tutulacak sicakliga kadar (45-50 °C) soguduktan sonra son
konsantrasyonu 0.5 pg/ml olacak sekilde EtBr soliisyonu (Ek 1.12.) ilave edilir. Jel
kabina dikkatli bir sekilde dokiilerek jel taragi yerlestirilir ve donmast igin yaklasik 40 dk
beklenir. Jel elektroforez tankina alinarak tizeri ortiilene kadar 1X TBE tamponu ilave

edilir. Tarak ¢ikarilarak olusan kuyulara DNA 6rnegi yerlestirilir.

1.11. SX TBE Tamponu (pH 8.0)
Bir litre igin;
54 gr Tris-baz
27.5 gr Borik asit
10 mM EDTA (pH 8.0)

Hazirlanmak istenen miktar icin gereken bilesenler yukaridaki degerlere gore
orantllanarak alinir. Manyetik karistirict {izerinde ¢oziilerek pH’st NaOH ile 8.0’a

ayarlanir ve otoklav yapilarak sterilize edilir.

Kullanim konsantrasyonu olan 1X yapmak i¢in 1 hacim 5X TBE almarak

uzerine 4 hacim saf su ilave edilir.

1.12. Ethidium Bromid (EtBr) (10 mg/ml)

Hazirlanmak istenen hacim i¢in gereken miktar Ethidium bromid (EtBr)

dikkatli bir sekilde tartilir ve saf suda vortekslenerek iyice ¢oziiliir. Isiga hassas
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oldugu i¢in koyu renkli bir siseye konur, veya bulundugu kap aliiminyum folyo ile
sarilarak +4 °C’de muhafaza edilir. Kuvvetli bir mutajen oldugu i¢in tartim ve

kullanim sirasinda ¢ok dikkatli olunmali, mutlaka eldiven ve maske kullanilmalidir.

EtBr floresan bir boya olup DNA ve RNA’da bulunan bazlar arasina girerek
baglanir. UV ile parlayarak goriintii verir ve jeldeki niikleik asitlerin yerlerinin

belirlenmesini saglar.

1.13. TNE Soliisyonu

10 mM Tris-HCI (pH 8.0)
100 mM NaCl
1 mM EDTA (pH 8.0)

Istenen hacim i¢in gerekli tris, NaCl ve EDTA hesaplanarak stoklarindan alinr,
saf su ile hacme tamamlanir. Otoklavlandiktan sonra kontamine etmeden kullanilir. +4

°C’de muhafaza edilmelidir.

1.14. Lizozim Soliisyonu (pH 8.0) (5 mg/ml)

50 mM Glukoz
10 mM EDTA
25 mM Tris

Once 25 ml 1 M glukoz hazirlanarak steril filtreden gegirilir ve stok olarak
saklanir. Istenen hacimdeki soliisyon icin gerekli tris, EDTA ve glukoz hesaplanarak
stoktan alinir ve saf su ile hacme tamamlanir. Otoklav yapilmaz, buz dolabinda saklanir.
Kullanilacag1 zaman istenen hacimde soliisyon alinarak 5 mg/ml olacak sekilde liyofilize
lizozim tartilarak eklenir ve iyice vortekslenir. Kullanilincaya kadar buz {izerinde

tutulmalidir. Her zaman taze hazirlanmasi gerektigi i¢in fazlasi dokdiliir.
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1.15. SDS Soliisyonu

0.2 M NaOH
%1 SDS (w/v)

10 ml i¢in; 0.08 gr NaOH ve 0.1 gr SDS tartilarak iizerine 10 ml steril saf su
ilave edilir. Vortekslenerek iyice homojenize edilir. Kullanilincaya kadar buz

tizerinde tutulmalidir. Her zaman taze hazirlanmasi gerektigi i¢in fazlas1 dokiiliir.

1.16. 0.1 M MgCl,

Istenen hacim i¢in gerekli MgCl, hesaplanarak tartilir ve istenilen hacimde saf su

ile ¢oziiliir. Otoklavlanarak +4 °C’de muhafaza edilir. Kontamine etmeden kullanilir.
1.17. 0.1 M CacCl,

Istenen hacim igin gerekli CaCl, hesaplanarak tartilir ve istenilen hacimde saf su

ile ¢oziiliir. Otoklavlanarak +4 °C’de muhafaza edilir. Kontamine etmeden kullanilir.

1.18. X-gal (20 mg/ml)

Istenen hacim icin gerekli miktarda X-gal tartilarak N,N-Dimetilformamid
icerisinde ¢oziiliir. Koyu renkli bir siseye alinarak veya bulundugu kap aliiminyum
folyo ile sarilarak -20 °C’de muhafaza edilir. Hazirlanan besi yeri 45-50 °C’ye kadar

soguduktan sonra son konsantrasyon 40 pg/ml olacak sekilde stoktan ilave edilir.

1.19. SHMG Soliisyonu (pH 7.0)

0.25 M Sukroz
1 mM HEPES
1 mM MgCl,

%10 v/v Gliserol
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Hazirlanmak istenen miktar i¢in gereken bilesenler yukaridaki degerlere gore
hesaplanarak alinir. Hacmin biraz altinda saf su ile ¢oziiliir. pH’s1t NaOH ile 8.0’a

ayarlanir. Otoklavlanarak +4 °C’de muhafaza edilir. Kontamine etmeden kullanilir.

1.20. Kongo-Red Boyasi

%0.1 w/w Kongo-Red olacak sekilde istenilen hacim ic¢in gerekli miktar
tartilarak saf su ilave edilerek manyetik karistiricida iyice ¢ozdiiriliir. SDS-Lik-
PAGE i¢in daha sonra Kongo-Red igerisine 5 mM NaOH ilave edilerek ¢oziilmesi

saglanir.

1.21. SDS-PAGE’nin Hazirlanmasi (Laemmli, 1970)

%12’lik ayirict jel asagida verilen oranlarda kimyasallarin ilavesiyle
hazirlanir:
12 ml Akrilamid (%30; 30 gr akrilamid ve 0.8 gr bisakrilamid tartilarak toplam 100
ml olacak sekilde saf suda ¢oziiliir.)
5.62 ml Tris (2 M, pH 8.8)
0.3 ml SDS (%10)
12.1 ml Saf su

Karigim hazirlandiktan sonra, polimerizasyonu saglamak i¢in iizerine 200 pl
amonyum persiilfat (%10 w/v) ve 20 ul TEMED ilave edilerek daha 6nce hazirlanan iki
cam levhadan olusan diizenek arasindaki bosluga bir pastor pipeti yardimiyla iistten 4-5
cm bosluk kalacak sekilde dokiiliir. Uzerine ince bir katman olusturacak sekilde su ile
satlire edilmis biitanol ilave edilerek donmasi i¢in 45 dk beklenir. Jel donduktan sonra
tistteki biitanol bir teksir kagidina emdirilerek alinir. Bu arada asagida verilen oranlarda
kimyasallarin karisimiyla toplayici jel bir erlen igerisine hazirlanir:

1.8 ml Akrilamid

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

9.4 ml Saf su
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Polimerizasyonu saglamak i¢in 100 pul amonyum persiilfat (%10) ve 10 pl
TEMED eklenerek bir pipet yardimiyla toplayici jelin iizerine dokiiliir. Jel taragi
yerlestirilerek donmasi i¢in 45 dk beklenir. Jel donduktan sonra tarak ¢ikarilarak yarisina
kadar elektrod soliisyonu konmus olan tankin igerisine kisa cam i¢ tarafa gelecek sekilde
yerlestirilir. Kars1 tarafa iki cam levha yan yana konularak uzun cam i¢ tarafa gelecek
sekilde yerlestirilir. Daha sonra iki cam levhanin arasina jelin {izerine ¢ikacak kadar,
disina ise 4-5 cm yiiksekliginde elektrod soliisyonu (Ek 1.23.) ilave edilir.

Substratli  SDS-PAGE hazirlamak i¢in, ayirict jele %10 bugday kepegi
ekstrakti/%2 w/v’lik Na-fitat veya %?2 w/v’lik likenandan olacak sekilde ilave edilir.

1.22. Kaynatma Soliisyonu

1 ml %30 spacer jel soliisyonu (0.5 M Tris-HCL (pH 7.6), %10 w/v SDS)
0.8 ml %25 SDS

0.5 ml B-merkaptoetanol

1 ml Gliserol

Bir-ka¢ bromfenol mavisi kristali

Yukarida verilen oranlara gore istenen hacim ig¢in gereken miktarlarda
malzeme alinarak homojenize edilir. Oda sicakliginda muhafaza edilmelidir. Protein
Oornegi ile 1:2 oraninda (1 hacim protein, 0.5 hacim kaynatma soliisyonu)

karigtirilarak 3 dk siireyle kaynar suda tutulur ve SDS-PAGE’de elektroforez edilir.

1.23. Elektrod Soliisyonu (1 litre icin)

0.05 M Glisin
0.05 M Tris-baz
%0.1 SDS
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Yukarida verilen oranlara gore istenen hacim ig¢in gereken miktarlarda
malzeme tartilarak bir kaba konur. Istenen hacmin biraz altinda saf su ile

¢oziildiikten sonra yine saf su ile hacme tamamlanir.

1.24. Coomassie Blue Boyasi (1 litre)

2 gr Coomassie blue (%0.2 w/v)
500 ml Metanol (%50 v/v)

100 ml Glasial asetik asit (%10 v/v)
400 ml Saf su

Yukarida verilen miktarlarda malzemeler bir erlen icerisine alinarak manyetik

karistirici lizerinde iyice homojenize edilir.

1.25. Destain Soliisyonu (Yikama Soliisyonu) (1 litre)
50 ml Metanol (%5 v/v)
70 ml Glasial asetik asit (%7 v/v)
880 ml Saf su

Yukarida verilen miktarlarda malzemeler bir erlen igerisine alinarak manyetik

karistirict lizerinde iyice homojenize edilir.

1.26. 50 mM Na-fosfat Soliisyonu

50 mM NazHP 04
50 mM NaH2PO4

Istenen hacim icin gereken miktarlarda Na,HPO4 ve NaH,POy, tartilarak dnce
her biri i¢in ayr1 ayri1 soliisyon hazirlanir. Daha sonra genis bir kaba her iki
sollisyondan dikkatlice aktarilarak birbiri ile pH 7.0 veya 6.5’e¢ ayarlanir.

Otoklavlanarak oda sicakliginda muhafaza edilir.
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1.27. iyodin Boyasi (100 ml)

50 ml Metanol
10 gr Potasyum iyodid
1 gr Iyodin (iyot)

Yukarida belirtilen miktarlarda kimyasal malzemeler hazirlanarak bir erlenin
icerisine konur. Bir miktar saf su ilave edilerek manyetik karistiricida iyice

¢Ozdiiriiliir. Hacim saf su ile 100 ml’ye tamamlanir.

EK-2. PROTOKOLLER

2.1. Prokaryotik Organizmalardan Kromozomal DNA izolasyonu (Cutting ve
Van der Horn, 1990)

. Bakteri kiiltiirii uygun sivi besiyerine steril 6ze yardimiyla mastir plaktan ekilerek

uygun sicakliga ayarlanmig inkiibatérde gece boyunca iiremeye birakilir.

. Bakteri kiiltiirii 10 ml hacimli steril santriftij tiiplerine paylastirilarak 4500 dev/dk da
10 dk santriftij yapilir.

. Siv1 faz dokiilerek bakteri peleti 10 ml liziz soliisyonu (Ek 1.3.) ile ¢oziilerek yikanir.
Kiiltiir tekrar 4500 dev/dk da 10 dk santrifiij yapilarak pelet haline getirilir.

. Stipernatant uzaklastirilarak bakteri peleti 4 ml liziz soliisyonu ile ¢oziiliir.

. 10 mg lizozim tartilarak bakteri kiiltlirliniin lizerine toz halinde eklenir ve 37 °C’ye
ayarlanmis inkiibatorde ¢alkalamadan 10 dk inkiibe edilir.

. Uzerine 300 pl %20 w/v sarkosil eklenerek inkiibasyona 5 dk daha devam edilir.

. Karigim 1.5 ml hacimli mikrosantrifiij tiiplerine (500’er pl) paylastirilarak lizerine
1 hacim fenol-kloroform (Ek 1.4.) eklenir ve silispansiyon haline gelene kadar
dikkatlice alt-iist edilir.

. Karisim 15000 dev/dk da 10 dk santrifiij yapilir. Ust faz bir otomatik pipet
yardimryla dikkatlice alinarak temiz mikrosantrifiij tiiplerine aktarilir.

. Uzerine 1 hacim kloroform (Ek 1.5.) eklenerek iyice alt-iist edilir.
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10. Karisim tekrar 15000 dev/dk da 10 dk santriflij yapilarak {ist faz bir otomatik
pipet yardimiyla alinarak temiz mikrosantrifiij tiiplerine aktarilir.

11. Uzerine 1/10 hacim Na-asetat (3 M, pH 5.2) (Ek 1.6.) ve 2.5 hacim soguk %99
etanol ilave edilir.

12. Tiipler birkag¢ kere alt-iist edilerek DNA peletinin siispansiyon igerisinde yumak
olusturmasi saglanir.

13. DNA peleti bir pipet veya cam c¢ubuk yardimiyla temiz mikrosantrifiij tiipiine
alinir ve lizerine %70 v/v etanol ilave edilerek yikanir.

14. Kisa bir santrifiijle DNA peleti tiipiin dibine toplanarak %70’lik alkol
uzaklastirilir.

15. DNA peleti oda sicakliginda 10-15 dk kurutularak yaklasik 50 pl TE soliisyonu

(Ek 1.7.) veya steril saf su ile ¢oziiliir.

2.2. DNA’nin RNaz Enzimi ile RNA’dan Arindirilmasi

1. DNA’nin hacmi TE soliisyonu ile 100 ul’ye tamamlanarak 1 pl RNaz A (Ek 1.8.)

ilave edilir ve 37 °C’de 1 saat siireyle inkiibasyona birakilir.
2. Siire sonunda tiipe 40 pl Na-asetat (3 M, pH 4.8) soliisyonu (Ek 1.6.) ve 260 pl saf su
ilave edilerek hacim 400 pl’ye tamamlanir.

3. Uzerine 1 hacim (400 pl) fenol/kloroform (Ek 1.4.) ilave edilerek tiip iyice alt-iist
edilir. Siispansiyon siit kivamimi aldiktan sonra 15.000 dev/dk da 10 dk santrifiij
yapilir.

4. DNA igeren list faz dikkatlice alinarak temiz bir tiipe konur ve {izerine 1 hacim (400
ul) kloroform (Ek 1.5.) ilave edilir. Tiip birka¢ dk alt-iist edildikten sonra 15.000
dev/dk da 10 dk siireyle santrifiij edilir.

5. Ust faz aliarak temiz bir tiipe konur ve iizerine 2.5 hacim (1000 ul) %99’luk soguk
etanol ilave edilir. Karistm homojenize edilerek en az 2 saat siireyle -20 °C’de

bekletilir.

6. 15.000 dev/dk da 10 dk siireyle santrifiij yapilarak DNA pelet haline getirilir. Ust faz
dokiilerek pelet %70 v/v etanol ile yikanir. Son olarak pelet kurutularak tizerine 30
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ul TE soliisyonu (Ek 1.7.) ilave edilir ve ¢dzlinmesi i¢in +4 °C’de 1 gece (veya oda

sicakliginda 2 saat) bekletilir.

2.3. DNA’nin Agaroz Jelden Arindirilmasi (Fermentas, K0513)

. Elektroforez edilen DNA’nin bulundugu agaroz jel bdlgesi temiz bir bistiiri
yardimiyla kesilerek darasi alinmis mikrosantrifiij tiipiine konur ve tekrar
tartilarak miktar1 tespit edilir.

. Uzerine agaroz agirhgmin 0.5 kati TBE konversiyon soliisyonu, 4.5 kati da
baglama (binding) soliisyonu ilave edilerek 55 °C’de 5 dk veya jel tamamen
eriyene kadar inkiibe edilir.

. 2.5 pg DNA icin 5 pl, her fazlalik 1 pg DNA ig¢inse ilaveten 2 pl silika tozu
eklenerek 55 °C’de inkiibasyona 5 dk daha devam edilir. Bu asamada her 2 dk’da
bir tiip vortekslenir.

. 13000 dev/dk da 5 saniye santrifiij yapilarak siipernatant kisim dokiiliir.

. Pelet 500 pl soguk yikama soliisyonu (washing buffer) ile vortekslenerek ¢oziiliir
ve 13000 dev/dk da 5 saniye santrifiij yapilarak siipernatant kisim dokiiliir. Bu
islem toplam 3 defa tekrar edilir ve her defasinda 13000 dev/dk da 5 saniye
santrifiij yapilarak slipernatant kisim uzaklagtirilir.

. Pelet 10-15 dk siireyle oda sicakliginda kurutulur.

. Pelet 20 pl TE veya steril saf su ile pipetlenerek ¢oziilir ve 55 °C’de 5 dk
bekletilir.

. Kisa bir santrifiijle silika tozu pelet haline getirilir, slipernatant kisim ise temiz bir
mikrosantrifiij tiipe aktarilir.

. Silika tozu peleti tekrar 20 pul TE veya steril saf su ile pipetlenerek ¢oziiliir ve 55
°C’de 5 dk daha bekletilir. Boylece silika tozu iizerinde kalan son DNA’lar da
alinmis olur.

10. Kisa bir santrifiijle silika tozu pelet haline getirilir, slipernatant kisim bir dnceki
stipernatantin kondugu mikrosantrifiij tiipiine aktarilir (toplam 40 pl).

11. DNA’nin aktarildig: tiip tekrar kisa bir santrifiijlenir ve DNA ile birlikte kacan

silika tozu pelet haline getirilmis olur.
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12. DNA’nin bulundugu s1vi kisim temiz bir mikrosantrifiij tiiptine aktarilir.
13. DNA’nin spektrofotometrede miktar ve saflik derecesi belirlenerek etiketlenir ve

+4 °C’de muhafaza edilir.

2.4. Escherichia coli’den Plazmid DNA izolasyonu (Birnboim ve Doly, 1979)

1. Bakteri kiiltiirli uygun konsantrasyonda antibiyotik iceren 25 ml hacimli LB siv1
besiyerine steril 6ze yardimu ile ekilerek 37 °C’ye ayarlanmis inkiibatorde gece
boyunca liremeye birakilir.

2. Gelismis olan bakteri kiltiirii +4 °C’de sogutulduktan sonra 10 ml’lik steril
santrifiij tiiplerine paylastirilir ve 4500 dev/dk da 10 dk santrifiij yapilarak pelet
haline getirilir.

3. Siipernatant kisim atilarak bakteri peleti izerine 5’er ml soguk TNE soliisyonu (Ek
1.13.) eklenerek bir pipet yardimiyla ¢oziiliir ve 4500 dev/dk da 10 dk santrifiijle
tekrar pelet haline getirilir.

4. Siipernatant kisim uzaklastirilarak bakteri peleti 5 mg/ml lizozim igeren 200 pl
lizozim soliisyonunda (Ek 1.14.) ¢oziiliir ve oda sicakliginda 15 dk inkiibe edilir.

5. Uzerine taze hazirlanmis SDS soliisyonundan (Ek 1.15.) 200 pl ilave edilerek
karistirilir ve oda sicakliginda 5 dk daha inkiibe edilir.

6. Uzerine 150 pl 3 M Na-asetat soliisyonu (pH 4.8) (Ek 1.6.) ilave edilerek
karistirilir ve buz tizerinde 30 dk daha inkiibe edilir.

7. Karisim mikrosantrifiij tiipiine alinarak 15000 dev/dk da 10 dk santrifiij yapilir.
Ust faz temiz bir tiipe alinr.

8. Uzerine 1 hacim fenol-kloroform (Ek 1.4.) ilave edilerek siispansiyon haline
gelene kadar alt-iist edilir ve tekrar 15000 dev/dk da 10 dk santrifiijlenir.

9. Ust faz bir pipet yardimiyla dikkatli bir sekilde alinarak temiz bir mikrosantrifiij
tiiptine aktarilir ve tizerine 1 hacim kloroform (Ek 1.5.) ilave edilir. Karisim
birkag dk alt-iist edildikten sonra tekrar 15000 dev/dk da 10 dk santrifiij yapilir.

10. Ust faz bir pipet yardimiyla temiz bir mikrosantrifiij tiipiine alinir ve {izerine 2
hacim % 99’luk etanol ilave edilir. Karisim vortekslenerek -20 °C’de en az 2 saat

inkube edilir.
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11. 15.000 dev/dk da 10 dk siireyle santrifiij yapilarak DNA pelet haline getirilir. Ust faz
dokiilerek pelet %70 v/v etanol ile yikanir. Son olarak pelet kurutularak tizerine 30
ul TE soliisyonu (Ek 1.7.) ilave edilir ve ¢ozlinmesi i¢in +4°C’de 1 gece (veya oda

sicakliginda 2 saat) bekletilir.

2.5. E. coli DH5a Bakterisinin Kompetent Hale Getirilmesi (Hanahan, 1983)

1. E. coli XL1 Blue MRF' bakterisi 1 gece dnce 12.5 pg/ml tetrasiklin iceren 5 ml
hacimli LB siv1 besiyerine steril 6ze yardimiyla ekilerek 37 °C’ye ayarlanmis
inkiibatorde tiremeye birakilir.

2. Ertesi giin, liremis olan kiiltiirden 25 ml hacimli LB s1v1 besiyerine %1 olacak
sekilde inokiile edilir ve 37 °C’de ODsponm= 0.4 oluncaya kadar (~2.5-3.0 saat)
tretilir.

3. Bakteri buz iizerine alinarak 10 ml hacimli steril santrifiij tiiplerine paylastirilir.

4. Bakteri kiilttirti 4500 dev/dk da 10 dk santrifiijlenerek pelet haline getirilir.

5. Siiparnatant kisim dokiilerek pelet 2 ml soguk 0.1 M MgCl, (Ek 1.16.) ile yikanir.

6. Bakteri kiiltiirii 4500 dev/dk da 10 dk santrifiijlenerek pelet haline getirilir.

7. Siv1 kisim uzaklastirilarak bakteri peleti 2 ml soguk 0.1 M CaCl, (Ek 1.17.) ile
¢Oziiliir ve buz tizerinde 20 dk inkiibe edilir.

8. Bakteri kiiltiirii 4500 dev/dk da 10 dk santrifiijlenerek pelet haline getirilir.

9. Siipernatant dokiilerek bakteri peleti 1000 pl soguk 0.1 M CaCls ile tekrar ¢oziiliir.

10. Bakteri kiiltiirii steril mikrosantrifiij tiiplerine 200’er ul olacak sekilde

paylastirilarak kullanima hazir hale getirilir.

2.6. E. coli DH50 Kompetent Bakterisine Transformasyon

1. Kompetent E. coli DH5a bakterisi bulunduran iki adet mikrosantrifiij tiipii buz
lizerine alinir.

2. Bir tanesine 5-10 pl ligasyon sivisi ilave edilerek hafif¢e pipetlenir ve karigim
homojen hale getirilir. Diger tlipe ise DNA ilave edilmez ve kontrol grubu olarak

birakilir.
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w9

. Tiipler buz tizerinde en az 30 dk bekletilir.

5N

. Tiipler 42 °C’de 90 saniye tutulur ve hemen tekrar buz {izerine alinir.

9]

. Tiiplerdeki sivilarin tamami ayr1 ayri 1 ml LB sivi besiyerlerine (antibiyotik
icermiyor) bosaltilarak 37 °C’de 1 saat siireyle tiretilir.

6. Daha sonra bakterilerden 100-200 pl alinarak LB/Agar/Amp/X-gal plaklarina (50

pg/ml amfisilin, 40 pg/ml X-gal) steril cam ¢ubukla yayma yontemiyle ekilir ve

plaklar 5-10 dk kurutulduktan sonra ters cevrilerek 37 °C’ye ayarlanmis

inkiibatore ertesi gline kadar iiremeye birakilir.

2.7. pMK3F ve pMK3L Rekombinant Vektorlerinin B. coagulans
Bakterisine Elektrotransformasyonu

)

. Bakteri kiiltiiri Medyuml siv1 besiyerine ekilerek 1 gece 40 °C’de inkiibasyona
birakilir.

2. Besiyerinde gelisen bakteriden Medyuml-SP besiyerine (0.25 M sukroz ve 50 mM

K-fosfat ile desteklenmis Medyuml sivi besiyeri, pH 7.0) %1 olacak sekilde

inokiile edilerek ODgponm=0.6 oluncaya kadar (~4-5 saat) 40 °C’de inkiibasyona

birakilir.

3. Siire sonunda bakteri kiiltiirii 10 ml hacimli steril santrifiij tiipline alinarak 4500

dev/dk da 10 dk stireyle ¢oktiirtiliir.

4. Stipernatant kisim atilarak bakteri peleti ti¢ kez soguk SHMG soliisyonu (Ek 1.19.)
ile yikanir ve her seferinde 4500 dev/dk da 10 dk siireyle santrifiij yapilarak

stipernatant kisim uzaklagtirilir.

9]

. Bakteri peleti, baslangic hacminin 1/100 oraninda soguk SHMG soliisyonu ile

¢oziiliir ve 100’er pl olacak sekilde steril mikrosantrifiij tliplerine paylastirilir.

6. Tiiplerden bir tanesine 5 pl ligasyon s1visi ilave edilerek karistirilir, diger tiip ise
hicbir DNA ilave edilmeden kontrol olarak birakilir. Her iki 6rnek de
(bakteri+DNA karisimi ve kontrol) daha 6nce buz tlizerinde sogutulmus 0.2 cm’lik

elektroprasyon kiivetlerine alinarak 20 dk siireyle buz {izerinde inkiibe edilir.
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7. Her iki bakteri grubu da 1800 volt (0.9 kV/cm), 25 pF, 200 Q ve 25 mA degerleri

kullanilarak elektrotransformasyon iglemine tabi tutulur.

8. Elektrotransformasyondan sonra bakteriler hemen 1’er ml MedyumISPG
(MedyumlISP, %10 gliserol (v/v)) besiyeri icerisine alinarak 1 saat siireyle 37
°C’ye ayarlanmis inkiibatérde ¢calkalama yontemiyle inkiibasyona birakilir.

9. Siire sonunda bakteritDNA karisimi olan grup 10 pg/ml kanamisin igeren
Medyuml/Agar plaklarina steril cam ¢ubukla yayma yontemiyle ekilir. Kontrol
grubuna ait bakteriler ise yine 10 pg/ml kanamisin igceren Medyuml/Agar
plaklarina ilaveten antibiyotik icermeyen Medyuml/Agar plagina da ekilir. Daha
sonra ekimi tamamlanan biitiin plaklar ters cevrilerek 40 °C’ye ayarlanmis

inkiibatorde ertesi giline kadar inkiibasyona birakilir.

2.8. Bacillus’lardan Plazmid DNA izolasyonu (Hardy, 1985)

1. Bakteri uygun antibiyotik igeren Medyuml siv1 besiyerinde 37 °C’de gece boyunca
calkalama yontemiyle iiretilir.

2. Ertesi giin bu kiiltiirden 5 ml’lik Medyuml sivi besiyerine %1 oraninda inokiile
edilerek ODgoo nm’de 0.5-0.8 oluncaya kadar 37 °C’de tekrar iiremesi beklenir
(yaklasik 3 saat).

3. Bakteriler 1.5 ml hacimli mikrosantrifiij tiipline (eppendorf tiipii) alinarak 15.000
dev/dk da 1 dk siireyle santrifiijle ¢oktiirtiliir.

4. Bakteri peleti 5 mg/ml lizozim iceren 100 pl lizozim soliisyonu (Ek 1.14.) ile
sulandirilarak buz tizerinde 15 dk inkiibe edilir.

5. Uzerine 200 ul SDS soliisyonu (Ek 1.15.) ilave edilerek buz iizerinde inkiibasyona 5
dk daha devam edilir.

6. Karisima 150 pl Na-asetat soliisyonu (pH 4.8) (Ek 1.6.) ilave edilerek buz iizerinde 1
saat daha inkiibe edilir.

7. Tiipler 15.000 dev/dk da 5 dk santrifiij yapilarak {ist faz (siipernatant) temiz bir tlipe

alimir. Uzerine 1:1 oraminda fenol/kloroform (Ek 1.4.) ilave edilerek iyice alt-iist
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edilir ve tekrar 15.000 dev/dk da 10 dk siireyle santrifiij yapilir. Santrifiigasyon

sonrast {ist faz temiz bir tiipe alinir.

8. Uzerine bu sefer 1:1 oraninda kloroform (Ek 1.4.) ilave edilerek alt-iist edilir ve

15.000 dev/dk da 10 dk siireyle santrifiij yapilir. Ust faz tekrar temiz bir tiipe almr.

9. Uzerine 2.5 hacim %99’luk etanol ilave edilerek homojenize edilir ve en az 2 saat

stireyle -20 °C’de inkiibasyona birakilir.

10. 15.000 dev/dk da 10 dk siireyle santrifiij yapilarak DNA pelet haline getirilir. Ust faz
dokiilerek pelet %70 v/v etanol ile yikanir. Son olarak pelet kurutularak tizerine 30
ul TE (Ek 1.7.) soliisyonu ilave edilir ve ¢oziinmesi i¢in +4 °C’de 1 gece (veya oda

sicakliginda 2 saat) bekletilir.

2.9. Hiicredisi Proteinlerin TCA Muamelesi ile Elde Edilmesi

[y

. Bakteri kiiltiirii steril 6ze yardimiyla 25 ml hacimli LB siv1 besiyerine ekilerek 37
°C’de 48 saat siireyle tiremeye birakilir.

2. Siire sonunda bakteriler 10 ml hacimli santrifiij tliplerine alinir ve 4500 dev/dk da
10 dk siireyle santrifiij edilerek ¢oktiirtliir.

3. Ust faz 5’er ml olacak sekilde temiz santrifiij tiiplere alinir ve {izerine 1 hacim
%20 w/v TCA eklenerek bir pipet yardimiyla yardimi ile homojenize edilir.

4. Elde edilen karisimlar (stipernatant+TCA) 24 saat siireyle oda sicakliginda inkiibe
edilir.

5. Siire sonunda 6rnekler 4500 dev/dk da 10 dk siireyle santrifiij edilerek proteinlerin

pelet olusturmasi saglanir. Ust s1vi kisim dokiilerek uzaklastirilir.

6. Protein peletleri kurutularak 1 M Tris (pH 8)’de ¢oziiliir.

2.10. SDS-PAGE’de Toplam Proteinlerin Gosterilmesi

1. Jel iki cam levha arasindan dikkatlice ¢ikarilarak Coomassie blue (Ek 1.24.)
boyasi bulunan bir kabin igerisine konarak 1 saat siireyle boyanmas1 beklenir.
2. Jel Coomassie blue boyasindan uzaklagtirilarak destain (Ek 1.25.) soliisyonu

bulunan bir kabin igerisine konur ve ertesi giine kadar jel bu soliisyonda
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bekletilir. Birka¢ defa soliisyon yenilenerek fazla boyanin daha iyi uzaklasmasi

saglanir. Boylece bakterilere ait toplam protein bantlar1 goriinebilir hale gelir.

2.11. Fitaz ve Likenaz Enzimlerinden Sorumlu Bantlarin SDS-Na-Fitat-
PAGE ve SDS-Likenan-PAGE’de Gosterilmesi

1. Jel iki cam levha arasindan dikkatlice ¢ikarilarak renatiirasyon soliisyonuna (%80
v/v 50 mM Na-fosfat soliisyonu (fitaz icin pH 7.0, likenaz i¢in pH 6.5) (Ek
1.26.), %20 v/v izopropanol) alinir ve bu soliisyon icerisinde 1 saat slireyle
inkiibe edilir. Boylece SDS jelden uzaklastirilarak proteinler renatiire edilmis
olur.

2. Daha sonra jel 50 mM Na-fosfat soliisyonu + 5 mM B-merkaptoetanol + 1 mM
EDTA’dan olusan soliisyona alinarak +4 °C’de gece boyunca inkiibe edilir.

3. Jel bu soliisyondan alinarak 50 mM Na-fosfat soliisyonu (pH 7.2 veya 6.5)
igerisine konur ve +4°C’de 1 saat inkiibe edilir.

4. Ertesi giin jel stre¢ filme sarilarak fitaz enzimi i¢in 55°C’de, likenaz enzimi i¢in
37°C’de 4 saat inkiibe edilir. Boylece fitazin ortamdaki fitati, likenazin ortamdaki
likenani par¢alamasi saglanmis olur.

5. SDS-Na-fitat-PAGE iyodin boyas1 (Ek 1.27.) ile 5-6 dk, SDS-Lik-PAGE Kongo-
red (Ek. 1.20) ile boyanarak rekombinant bakterilere ait enzim bantlar1 ortaya

cikarilir.
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