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Arastirmamizda Balikesir ili ve ¢evresinde satisa sunulan ¢esitli ¢avdar
ornekleri kiif floras: bakimindan incelenmistir. Il ¢evresindeki gesitli koy ve
ilgelerden temin edilen 10 ¢avdar 6rneginde bulunan Aspergillusflavus (4. flavus)
fungal tiirtiniin izolasyonu ve tanilanmasi amaglanmistir. Toplam 601 kiif izole
edilmis ve 22 adet mikotoksijenik etki yapan kiif tiirleri arasinda olan 4. flavus
tiirti tanimlanmustir.

Ayrica, A. flavus beta Karbonik Anhidraz (CA) ailesinden oland. flavus’a
ait karbonik anhidraz geninin klonlanmasi ve rekombinat proteinin Ecoli’de
tiretilmesi amaclanmigtir. Bu dogrultuda A. flavus’da RNA izolasyonunun
ardindan RT-PCR stratejisi ile 4. flavus CA geni pGEM-T vektoriine
klonlanmigtir. Klonlanan genin dizi analizi sonucu, cDNA ile % 99 oraninda
homoloji gdstermis, genin 94. pozisyonunda 189 bazlik ve 234. pozisyonunda 87
bazlik olmak {izere 2 adet insersiyon gézlenms ve ayrica delesyon, yer degistime
mutasyonlar1 tasidigi belirlenmistir. Putatif gen iirliniinlin ifade olup olmadigi
belirlenmesi ig¢in gen pET30a(+) ekspresyon vektoriine alt klonlanmistir. Protein
ekspresyonu, E.coli’de optimize edilen kosullarda BL21(DE3) kodon plus
hiicrelerinde IPTG ile indiiklenerek yapilmistir. SDS PAGE analizi ve takiben
Western Blot analizi ile protein tirliniiniin ifade olmadig1 belirlenmistir. Genin
tasimis oldugu insersiyon, delesyon ve yer degistirme mutasyonlari baz
alindiginda, olasi1 yalanci gen (pseudogen) oldugu diistintilmektedir.

ANAHTAR KELIMELER:Karbonik anhidraz, Fungus, Aspergillus flavus, RT-
PCR, RNA izolasyonu, Sekonder metabolitler, Ekspresyon



ABSTRACT

CLONING AND EXPRESSION OF ASPERGILLUS FLAVUSCARBONIC
ANHYDRASE GENE
MSC THESIS
ZARIF ECE CEYLAN
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY

(SUPERVISOR:ASSOC. PROF. DR. TI"JLiN ASKUN)
(CO-SUPERVISOR:ASSIST. PROF. DR. HATICE YILDIRIM)
BALIKESIR, AUGUST 2013

In this study variety of rye which is offered for sale in province of
Balikesir and surrounding area was examined in terms of mold flora. Isolation and
identification of fungaldspergillus flavus(A. flavus) species from ten different rye
sample obtained from various villages and towns around the city was
aimed.Totally 601 mold were isolated and 22 A.flavus species which have
mycotoxigenic effect were identified.

Further cloning of A.flavus carbonic anhydrase which belongs to p- CA
family and expression of recombinant protein in E.coli was also aimed. Therefor
A.flavus CA gene was cloned into pGEM-T vector based on RT-PCR strategy
after isolation of RNA from A.flavus. Sequence analysis revealed 99% homology
with cDNA. Two insertion, deletion and substition mutations at the 94bp and
234bp positions with the size of 189bp and 87bp was determined. To determine
whether the putative gene product expression it was subcloned into pET30a(+)
expression vector. Protein expression was optimised in E.coli BL21(DE3) Codon
plus cells induced with IPTG. SDS-PAGE analysis followed with Western-blot
was revealed that a protein product wasn’t expressed. It is thought to be a possible
pseudogene from insertion, deletion and substition type of gene mutations.

KEYWORDS:Carbonic anhydrases, Fungi, 4. flavus, RT-PCR, RNA extracting,
Secondary metabolites, Expression
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1. GIRIS

Dogal gida kontaminanti olarak bilinen kiifler ve bunlarin {irettigi
mikotoksinler, gida maddesine {rlintin gelisimi, hasat, tasima ve depolama
asamalarinda kontamine olabilmektedir [1].Sekondermetabolizma {iriinleri olan
mikotoksinler ile hayvan ve insan saglig1 agisindan biiylik tehlike olusturmaktadir.
Gida endiistrisinde fungal floranin yapist ve miktari gerek kalite gerekse hijyen
agisindan O6nemli bir Olgiittiir. Insan beslenmesinde temel olan gida ve yem
maddelerinin {izerinde yiiksek sayilarda bulunduklarinda bu gidalarin bozulmasina

neden olarakekonomik kayiplara yol agmaktadir [2].

[lk olarak Micheli (1729) tarafindan kesfedilen 180 tiir sayisiyla
Aspergillusgenusu diinya iizerinde en bol bulunan ve genis 6l¢iide dagilim gosteren
genuslar arasindadir. Genusa ait tiirler ¢ok cesitli yasam alanlarina adepte
olabilmekte ve sayisiz metabolit iiretebilme kabiliyetine sahiptir [3].Taksonomik
olarak Deutromycetes (fungi imperfecti) sinifi icerisinde yer aland.flavus, aspergillus
genusuna dahil olupekonomik olarak etkili birkag¢ fungustan birtanesidir.Cok sayida
ekinde depolama kosullarinda, boceklerde, hayvanlarda, insanlarda ve bitkilerde
patojen olan bu tiir aflatoksin B1 gibi kuvvetli bir karsinojen olan mikotoksin
tireticisidir. Ayrica immun sistememi baskilanmig olan insanlarda bu fungal tiir

tarafindan enfeksiyon gerceklesebilmektedir [4,5].

Karbonik Anhidraz (Karbonat hidroliyaz, karbonat dehidrataz, karbonat
anhidraz, karbonik asit anhidraz E.C.4.2.1.1) bakterilerden en gesilmis hayvanlara
kadar dagilim gosteren ve yapisinda Zn®  iyonu  bulunduran  bir
metaloenzimdir[6]Evrimsel olarak karbonik anhidrazlar amino asit dizileri ve
yapilar1 temel alinarak birbirinden bagimsiz bes gen ailesi (a-, -, y-,6-, {-) tarafindan
temsil edilmektedir. a-CA’lar hayvanlarda, memelilerde, prokaryotlarda, bitkilerde,
alglerde ve funguslarda bulunurken, B-CA lar yaygin olarak, alglerde, bitkilerde,
funguslarda ve bakterilerde tanimlanmistir.y-CA izoformu genelde Archaea’da ve
bazi bakterilerde,(- ve 8- CA ise simdiye kadar marine diatomlarinda saptanmistir

[7.8].



CA izoenzimlerinin temel gorevi karbondioksitin bikarbonata geri déniisiimlii
hidratasyonunu saglamaktir. Ayrica dokularda CO, ’nin taginmasi, pH ve CO,
homeostasisinin saglanmasi, iyonlarin taginmasi, kemik olusumu ve g¢esitli

biyosentetik reaksiyonlar rol oynar[9].

Bilinen fungal CA’lar a- ve B- simfina dahilolan CA’lardir ve karbonik
anhidraz enzim ailesinin diger iiyeleri fungal genomlarda tanimlanmamustir. Fungal
CA’y1 kodlayan genler, memelilerdeki, alglerdeki ve bitkilerdeki CA multigene ailesi

ile benzerlik gostersede fungal evrim boyunca farklilik kazanmistir [10].

Calismamizda; A. flavus beta CA ailesinden olan karbonik anhidraz geninin

klonlanmasi ve rekombinat proteinin prokaryot konakgida tiretilmesi amaglanmustir.

1.1  Funguslar ve Mikotoksinler

1.1.1 Funguslar Hakkinda Genel Bilgi

Habitatlar1 olduk¢a genis olan funguslar, hemen her yerde yayilis gosteren
heterotrof, filamentli (uzantili) ve gokhiicreli canlilardir. Okaryotik hiicre yapisina
sahip olan funguslarin sporlar1 ¢imlenerek, iplik seklinde‘hif’ adiverilen
yapilariolustururlar. Hifler de gesitli dallanma ve budaklanma yaparak, karmasik bir
hiftoplulugu olusturacak sekilde bir araya gelirler. Bu hif toplulugunamiselyum

adiverilmektedir [11,12].

Funguslarin vejetatif ve tireme olmak tizere iki ¢esit yapilar1 bulunmaktadir.
Bu yapilar hiflerin substratin alt kismina dogru uzanmis veya substrat {izerinde
olmasma goére belirlenir [13]. Aynmi koloni ig¢inde bulunan hiflerden bazilan
beslenmeyi saglamakicin tizerinde yasadiklari subsratlarin igine dogru uzanirlar.
Dallanmis halde bulunan ve kiiftin substrata sikica tutunmasini saglayan ve besin
elementleriyle suyun emilerek alinmasini saglayan bu yapiyabeslenme hifi
(vegetatif hif) adi verilmektedir. Substratiniizerinde gelisen kiifiin goriinebilen
kismini olusturan hif topluluklarina ise havai miselyumad:i verilmektedir. Havai

2
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miselyum kiiflerin tireme organelleri olan sporlar1 tasiyan konidiofor ve sporangiofor

olarak adlandirilan yapilari igerir [14].

Kiifler gelisimleri i¢in temel olarak su, oksijen ve makro elementlere (karbon,
potasyum, forfor ve nitrojen)gereksinim duymaktadir. Sudaerimis haldebulunan
besinleri diflizyon yoluyla alirlar ve zengin enzim sistemleri sayesinde ¢oksayida
besin maddesinden yararlanabilirler. Kiifler karbon ve enerji kaynaklarinikarsilamak
amaciyla genellikle glikozdan yararlanirlar. Bunun yamisira sakkaroz,nisasta ve
maltoz gibi kompleks karbon bilesikleri de kiifler tarafindankullanilabilmektedir.
Baz1 kiifler yag asitlerini, organik asitleri, gliserolii, heksoz vepentoz gibiseker

tiirevlerini de kullanabilmektedir[15].

Tarimsal tirtinler ve islenmis gidilar i¢in 6nemli kontaminant olan funguslarin
bir kismi1 genellikle tatli sularda ve denizlerde sucul olarak yasamlarini stirdiiriirken,
biiyik bir boltimii toprak ve O©lii bitki materyallerinde gelisen karasal
organizmalardir. Bazi fungal tiirler, bitkiler, hayvanlar ve insanlar1 da kapsayan genis
bir ¢evrede parazit yasam siirmektedir. Hatta tarimsal iriinlerdeki en biiyiik

ekonomik kayiplarin sebebini funguslar olusturmaktadir[16].

Funguslar, olduk¢a genis pH araligi (pH 2-9), depolama sicakligt (10-35)ve
su aktivitesinde (0,70-0,92) biiylime gostermekte olup, tarimsal {iriinlerde, hasattan
basglayarak isleme ve depolama asamalarinda, ¢esitli ortam kosullarinda tarim
tirlinlinlin bilesimine ve su igerigine bagh olarak kontaminasyona neden olurlar
[17].Funguslarin, liretimden hasata ve depolamadan tiikketime kadar gecen her evrede
tarimsal {riinler tizerinde meydana getirdikleri hasar ve bozulmalar 6nem teskil

etmektedir[18].

Kiiflerle kontaminasyon iki a¢idan 6nem tagimaktadir: Yakin zamana kadar
tarimsal {Urtinlerdeki kiiflerin  varligt yalmizca bozulmalara neden oldugu
diigtiniiliirken, daha sonraki ¢alismalar kiiflerin {iriiniin besin degerinde kayiplara ve
danelerin ¢imlenme kabiliyetindeki diisiislere de neden oldugunu gostermistirBu
nedenle funguslarin verdigi zararlar ekonomik agidan 6nemli gériilmektedir. Kiiflerin
verdigi ekonomik zararlar, tarim tirtinlerindeki kayiplar dikkate alindiginda gergekten

azimsanamayacak diizeydedir. Yillik tretimler temel alindiginda; yagl tohumlarda



% 12, piringte % 35, yer fistiklarinda % 4,2,misirda % 3, soya fasulyesinde % 3 iiriin
kayiplarina neden olmaktadir [17].

Ayn1 zamanda, Kiiflerin neden olduklar1 en 6nemli sorunlardan biri, gida ve
yemlerde gelisen kiiflerin gelisme stirelerini tamamladiktan sonra miselleri i¢erisinde
olusturduklar1 ve genelde iizerinde bulunduklari substrat lizerine saldiklari toksik
metabolitlerdir [12]. Salgiladiklar1 bu toksik metabolitlere mikotoksin denilmekte
olup, insanlarin ve hayvanlarin sagligini tehdit ettiginden, kiiflenme ekonomik

boyutun 6tesinde 6nem tasimaktadir [11].

Bir tirtindeki filamentdz fungus tiirleri; substrat, nem ve Uriiniin saklanma

kosullarina gore 3’e ayrilmistir [5,12]. Bunlar ;

i) Tahil ve iriinlere hasat 6ncesi bulasan “Tarla Kiifleri”; Alternaria,
Fusarium, Cladosporium sp. Hasat sonrasi tarla kiiflerinin zaman
icerisinde gelismesi durmakta ve bunun yerini daha diisik su
aktivitesinde gelisen depo kiifleri almaktadir.

ii) Hasat sonrast ve depolama asamalarinda bulagsan “Depo Kiifleri”;
Aspergillus ve Penicillium sp.Depo kiifleri genellikle tasima ve
depolama asamalarinda c¢evredeni tagima araglarindan ve ambardan
bulagir.

iii) Diger mikroorganizmalarin ortaya ¢ikmasindan ve hasar vermesinden
sonra ortaya c¢ikan “[lerlemis Ciiriitme Kiifleri”; Fusarium ve

Chaetomium spler.

1.1.2 Mikotoksinler

Kifler, uygun kosullarda ham ve islenmemis materyalde ¢ogalarakbir yandan
irtiniin nitelik ve niceligini degistirip bozulmasina neden olmakta,diger yandan da
insan saglig1 tizerinde olumsuz etkilere sahiptoksik maddeleri olusturmaktadirlar.
Olusan bu driinler, mikotoksinolarak adlandirilan, son derece toksik, g¢ogu

karsinojen, teratojen ve mutajenmaddelerdir[19].



Mikotoksin {ireten en Onemli tiirler; Fungi imperfecti i¢inde yer alan
Aspergillus, Penicillium, Alternaria ve Fusarium cinslerine giren tiirlerdir. En sik

karsilasilan mikotoksin ¢esitleri; aflatoksin, okratoksin A (OTA), trikotesen,

zearalenon, patulin, sterigmatosistin ve sitrinin olarak siralanabilir[20].

Tablo 1.1: Onemli mikotoksinler, Uretici kiifler, Etkileri ve Bulunduklari {iriinler[21]

Mikotoksin

Aflatoksin

Sitrinin

Patulin

Sterigmatosistin

Trikotesenler
(T-2 Toksin)

Zearalenon

Toksin Ureten
Fungus Tiirleri

Aspergillus flavus,
A. parasiticus

A.ochraceus,
A.carbonarius,
A. niger

P. verrucosum

P. citrinum

P. citrinum,
P. expansum,
P. verrucosum

Pen. Expansum,

Byssochlamys nivea

A. versicolor,

A. rugolosis
F.sporotrichioides,
F. poae

F.graminearum,
F. culmorum,
F. equisetti

Memeli
Hayvanlara Etkileri

Hepatotoksik,
Kanserojen,
Teratojen (AFB1).

Nefrotoksik,
Hepatotoksik,

_ Teratojen,

Immunosupresif

Nefrotoksik,
Norotoksik

vN'drotoksik -

Kanserojen

Diisiik doziarda

kusma, Lokopeni,
Derinekrozlar.

Ostrojen benzeri etki.

Bulundugu Uriinler

Yer fist181, Antep
fist1ig1, Findik, Siit,
Peynir, Kirmiz1 biber
ve Cesitli baharatlar

Uziim suyu, Kuru

iziim, Kuru incir,

~ Sarap, Kahve, Misir,
Male. = =

” vPirir'lc;, Arpa, Bugday

ve unlari, Meyve
sular1

Meyveler ve Meyv
sular1 .
Bugday, yer fistig1

Bugday, Piring,
Tahillar

Misir, Bugday, Arpa,
Piring, Yemler.

Mikotoksinlerin insan ve hayvanlara karsitoksik etkisi; toksinin tiirline, etki

mekanizmasina, alinan doza, toksine maruz kalmastiresine, yasa, metabolizmaya ve

savunma mekanizmasma bagli olarak degisiklikgostermektedir. Diinya Saglik

Orgiitii ve Uluslararast Kanser Arastirma Enstitlisi(WHO ve IARC) tarafindan,

mikotoksinler insanlara karsi kanserojenikpotansiyellerine gére siniflandirilmistir.



Bu smiflandirmaya gore; aflatoksin B1(AFB1), “yeterli kanit elde edilmis insan
kanserojenleri” (1A grubu) grubunda yeralirken, aflatoksin M1 ve OTA “muhtemel
kanserojenik mikotoksin” (2B grubu)grubunda yer almistir [22]. Diger yandan
trikotesen ve zearalenon igininsanlara karsi kanserojenik etkisinin bulunmadig: (3B

grubu) belirtilmistir [23].

Funguslarin  {iretmis oldugu bu seconder metabolitlerin molekiiler
mekanizmast ve herbir fungusta mikotoksin biyosentezini diizenleyen c¢evresel
faktorlerde en az mikotoksinlerin fizyolojik fonksiyonlari kadar Onemlidir.
Bahsadilen bu funguslarin tiim genomlarina ait var olan veritabanlar1 genomik,
transkriptomik ve proteomik analizler i¢in kaynak olusturmaktadir. Son yillarda
yapilan arastirmalar; karmasik transkripsiyonel ve cevresel etkenlerin bu gen
dizilerine etki ettigi rapor edilmistir. Ozellikle; mikotoksin iiretimini saglayan
genlerin karbon, nitrojen ve pH gibi ¢evresel faktorler ile iliski i¢inde oldugu

gosterilmistir [24].
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Sekil 1.1: Mikotoksin iiretiminde, geninin transkripsiyonunda gorev alan diizenleyici

bilesenlerin sematik gosterimi. (Polimeraz II (POLII), transkripsiyon faktorleri

(TF), aract kompleksler (MED), sequence- spesifik transkripsiyon faktorleri
(ssTF))[25].
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Cesitli regtilator faktorleri mikotoksin gen dizilerinde genin trasnkripsiyonu

icin Rna polimeraz II ile iligki igindedir. Mikotoksin geninin ekspresyonunu
tetikleyen 151k gibi epigenetik faktorler de kromozomun yapisal modifikasyonunda

kritik bir rol oynamaktadir.

1.1.3 Tarmmsal Uriinler ve Gidalarda Fungal Gelisimi Etkileyen
Faktorler

Birgok tarim iriinii ve gidalarda fungal biiyiimeyi ve dolayisiyla toksin
tiretimini etkileyen bircok faktér bulunmakla beraber bunlarin basinda c¢evresel
faktorler gelmektedir. Tarim firlintiniin veya gidanin ¢esidi, kimyasal kompozisyonu,
trlinin yetistirildigi klima zonu, triintin olgunluk durumu, ge¢ikmis yada erken
hasat,uygun olmayan depolama kosullar1 etki eden g¢evresel faktérler arasinda yer
almaktadir. Kontamine kiifler mikotoksin {ireticisi olsalar bile toksinin
sentezlenmesinde {irlinlin nem igerigi, sicaklik, isleme ve depolamada havanin bagil
nemi etkendir. Ayrica atmosferik oksijen, diger modifiye atmosfer gazlari, 151k, siire,
pH gibi faktorlerin de etkisi vardir. Tiim bu faktérler igerisinde en 6nemlileri iiriin

kompozisyonu, su aktivitesi, sicaklik, oksijen varlig1 ve pH’dir [25].

1.2 Aspergillus

Ik olarak Micheli (1729) tarafindan kesfedilen Aspergillus genusu iiyeleri
yaygin olarak heryerde yayilis gosterebilen fungal tiirlerdir. Bu genus ait yaklasik
180 farkli tiir tamimlanmig olup bu tiirlerin yirmisinin insanlarda hastalik etmeni
oldugu belgelenmistir. Aspergillus sporlart solunum yoluyla viicuda almip,
konak¢min bafisiklik sistemine bagli olarak; yayilabilen enfeksiyonlara, allerjik
belirtilere neden olabilmektedir [26]. Genusa ait tiirler ¢ok ¢esitli yasam alanlarina
adapte olup ayrica sayisiz metabolit {iretebilme kabiliyetine sahiptir.
Bumetabolitlerin pek ¢ogu da insan ve hayvanlar tizerinde olumsuzetkilere neden

olmaktadir [27].



Aspergillus cinsi kiifler Deutromycetes (fungi imperfecti) sinifi igerisinde yer

almaktadir. Bu cins kiiflerde eseyli lireme olmayip, sadece konidia olarak bilinen
eseysiz Ureme yapilariyla tirerler [S]. Bu genusu ait tiirler kolaylikla ayirt edilebilen
konidiyaforlartyla karakterize edilir. Konidiyaforlar vejetatif hifler ile baglantili olup
genellikle “T” veya “L”seklinde bir Ayak Hiicresi” olarak isimlendirilir [3].
Konidilar ayak hiicresi adi verilen bu 6zel hiicreler lizerinde uzanan konidioforlar
tizerinde bulunurlar. Dik olarak gelisen konidioforlarin uglart kiire ve oval seklinde
siskindir. Bu yapiya vezikiil ad1 verilir. Vezikiilden uzayan ve sise seklinde olan
konidioforlarin irettigi yapiya ise strerigma denilmektedir. Bazilar1 bir sirali bazilar
iki sirali olan sterigmalarin ucunda bulunan konidiler birbiri ardina gevsekge
baglanarak zincir olustururlar. Konidilerin rengi Aspergillus cinsi kiiflerin tiir ve
grubuna gore degisiklik gostermektedir. Konidiler pamuksu, ipliksi, renkli veya
renksiz koloniler olusturmaktadir [28]. Aspergillus’un genel morfolojik gériintiisii

sematik olarak Sekill.2’de gosterildigi gibidir.

konidium

vezikil

sekonder sterigma ¢

Primer Sterigma

Konidiofor

Ayak Hucresi

Sekil 1.2:Aspergillus morfolojik yapinin sematik gosterimi

Aspergillus’a ait pek cok tiir medikal bilesenler igin kaynak olusturmaktadir.
Ticari olarak yaygin bir kullanim alanina sahip olan kollestrol disiiriicii bir ila¢ olan
Lovastatin, 4. terreus tarafindan iiretilmekte olup Pek ¢ok antibiyotik, antitimor ve
anti-fungal ajanlar bu genusun metabolitleri tarafindan elde edilmektedir [29]. Aym

zaman da genusun pek ¢ok iiyesi tarafindan iiretilen ¢esitli asit ve enzimler ekonomik



agidan Onemli positif etkilere sahiptir. Amilaz ve sitrik asit gibi ¢ok &nemli iki

endiistriyel {irlin bu genusun iiyeleri tarafindan tiretilmektedir. Asya {ilkelerinde hem
yiyecek hemde igicek sanayisinde yaygin olarak kullanilan sake ve soya sosu’nun
tiretimde A. oryzae, A. sojae ve A. awamori tiirleri kullanilmaktadir. Bu kiif grubu
niganta ve nisanta tiirevlerini yikan ve iliriinlerde tat ve renk degisikligine neden olan
amilazi liretmektedir [30]. 4. oryzae tarafindan tiiretilen Alfa amilaz ilk olarak
1894°de Amerika Billesik Devletlerin Jokichi Takamine tarafindan kesfedilmis olup,
mikrabiyal amilaz bugilin hala misir gibi tahil driinlerindeki nisastanin
par¢alanmasinda kullanilmakatadir. Ayrica sitrik asit tireticisi olan 4. niger ilk olarak
1916 yilinda kesfedilmis olup, yiyecek ve igcecek sanayisinde tatlandirici olarak
kullanilmaktadir [31].

Aspergillus genusuna ait tiirlerin positif ekonomik etkilerinin yaninda sahip
olduklar1 metabolitler nedeniyle negatif yonleri ¢ok daha fazladir. Ozellikle bu
genusa ait tiirler tarim {ritinlerinde hasat edilmeden 6nce ve sonrasinda Onemli
derecede hasarlara neden olmaktadir. Bazi tiirleri de insanlarda ve hayvanlarda
patojen olup pek cok tiirti allerjeniktir. Ayn1 zamanda sekonder metabolitlerinden
olan mikotoksinler insan ve hayvanlarda zehirli hatta 6limciil etkilere neden
olmaktadir. Genusun iiyeleri genis bir sicaklik araligina toleranslidir ve diger fungal
tiirlere gore daha diisik su konsantrasyonlarinda biiylime gosterebilmektedir. Bu
ylizdenyaygin olarak gida ve yemlerde bozulmalara neden olmaktadir. Ayrica
Aspergillus tiirleri, enfeksiyon yoluyla bulasan ve immiin sistemi baskilayarak
insanlarda Oliimciil bir etkiyle sonuglanan ‘“Aspergillosis” hastaligina neden
olmaktadir. Aspergillus fumigatus % 90 oraninda insanda Aspergillosis’e neden
olurken bunu A. flavus, A. terreus, A. niger, A. nidulans ve A. ochraceus izlemektedir

[28,32,33].

A. flavus ekonomik agidan etkili birka¢ fungustan biridir. Bu tiir yaygin
olarak toprakta bulunmakta olup, ayni zamanda havada, suda ve toz taneciklerinde
goriilmektedir. Bu fungal tiir, liretmis oldugu karsinojenik sekonder metobolitler ile
hem tarimda hemde insan ve hayvan sagliginda tehlike yaratmaktadir. Ozellikle
musir, fistik, pamuk c¢ekirdegi ve c¢eviz gibi yagli tohumlarda yaygin olarak
gériilmektedir. Olumsuz depolama kosullarinda A. flavus bliylime gosterebilmekte ve

tirtin tohumlarinda aflotoksin tireterek ekonomik kayiplara neden olmaktadir [34].



A. flavus, yiiksek sicaklik ve kuru hava kosullar1 gibi zorlu ¢evresel sartlarda
hayatta kalabilme oOzelligine sahiptir. Asya ve Giineydogu Asya’yi da igiren
bolgelerde siniiziit, kornea iltihab1 ve deri enfeksiyonlar1 vakalarinin yaklasik % 50-
80’inin de bu fungal tiirler rol oynamaktadir. Ayrica bitkiler, hayvanlar ve insanlar
dahil olmak tizere genis bir konak araligina sahip olan bu tiir aflatoksin iiretiminde

gorev alan giiclii bir patojendir [27,35].

1.3  Karbonik Anhidraz (CA) Enzim Ailesi

1.3.1 Karbonik Anhidrazlar(CA) ve Siniflandirilmasi

Karbonik Anhidraz (CAs, E.C 4.2.1.1 Karbonat Hidroliyaz) bakterilerden en
gelismis hayvanlara kadar dagilim gosteren bir enzimdir. Bu enzim aktif bolgelerinde
cinko (Zn™) iyonu bulunduran metaloproteinler olup, monemer yapidadir. Ilk defa
sigir  eritrositlerinde  kesfedilen  karbonik  anhidrazlar (CA), canlilarda
kabondioksitin(CO,) hidratasyonu ve bikorbonatin (HCOj;) dehidratasyonu

reaksiyonlarini geri dontigtimlii olarak katalizleyen énemli bir enzimdir [10,36].
CO, + H,0 — HCO5 + H' (CO, derisiminin yiiksek oldugu durum]arda)

HCO;™ + H'— H,CO; — CO, + H,0 (CO; derisiminin diisiik oldugu
durumlarda) [37,38].

Karbondioksitin ve bikarbonat molekiillerinin birbirine déniisiimii denge
icinde ve kendiliginden gerceklesmektedir. Reaksiyon sirasinda olusan bikarbonat
molekiilii (HCO3") pek ¢ok biyolojik siiregte 6nemli bir substrat olarak kullanilirken,
CO; tiim canlilarda solunumun bir atik triintidiir. Bu iki molekiiliin birbirine geri
dontstimii spontan bir sekilde gergeklesirken, bu reaksiyon karbonik anhidraz(CAs)
enzimi sayesinde 10.000 kat daha hizl1 bir sekilde ger¢eklesebilmektedir [39,40].

Evrimsel olarak karbonik anhidrazlaramino asit dizileri ve yapilar1 temel
alinarak birbirinden bagimsiz bes gen ailesi (a-, B-, vy-,0-, {-) tarafindan temsil

edilmektedir [7].
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a-CA’lar hayvanlarda, memelilerde, prokaryotlarda, bitkilerde, alglerde ve
funguslarda bulunmaktadir [8,41,42]. Hayvanlarda yalnizca a-CA’lar bulunurken
memelilerde 16 farkli doku ve organda a-CA izoformlar1 ve CA baglantili proteinler
(CARP) tanimlanmuigtir [7]. CA izoenzimleri doku dagilimlari, hiicre ici yerlesimleri
ve kinetik 6zellikleri bakimindan farklilik gosterirler. Bu CA izoenzimlerinden bes
tanesi sitoplazmada (CAI, CAII, CAIII, CAVII, CAXIII), besi mebrana bagli olarak
(CAIV, CAIX, CAXII, CAXIV ve CAXV), ikisi mitokondriyel (CAVA ve CAVB)
ve biri salgisal (CAVI) olarak bulunnﬂaktadu. Niikleusta bulunan NonO/p54nrb formu

ise henliz siniflandirilmamustir [43,44].

B-CA’lar alglerde, bitkilerde, funguslarda ve bakterilerde yaygin olarak
bulunmakta olupbu B- simif CA’lar plant-type ve cab-type (CAB) olarak da alt
gruplarma ayrilabilir. B-CA’nin Uglincii bir alt grubu olan e-CA’nin kemolitotrofik
bir bakteri olan Halothiobacillus neapolitanus’da mevcut oldugu bulunmustur [45].
Dikkat ¢ekici bir bicimde farkli dizi yapilari ile y-CA izoformu genelde Archaea’da
ve baz1 Dbakterilerde bulunmakla birlikte bitkilerin mitokondrilerinde de
tamimlanmugtir [7,8] - ve 8-CA ise simdiye kadar marine diatomlarinda saptanmistir

[46,47].

1.3.2 Karbonik Anhidraz Enziminin Fizyolojik Fonksiyonlari

Karbondioksit tim yasayan organizmalarin hiicresinde anahtar bir molekiil
olarak diistiniilmekte ve bikarbonat ile denge halinde bulunmaktadir. Bikarbonat lipit
membranlarinda ¢6ziinmez halde bulunmakta olup hiicre membranindan tasinmasi
gerekmektedir. Karbondioksit ise membranda ¢6ziilmiis halde bulunur ve bu nedenle
hiicre digina kolayca diffiize olabilir. Prostatik gubunda Zn** iyonu bulunduran
karbonik anhidraz enzimi; hiicre i¢i, hiicreler arasi ve hiicre dist gibi biyolojik
mebmranlaradan CO;’in ve protonlarin taginmasinda énemli bir rol oynayan spesifik

bir enzimdir [48].

Bu enzim tiim canli alemlerinde bulunmakta olup; prokaryotlarda 2 temel
fonksiyonu bulunmaktadir.Bunlardan ilki organizmanin farkli dokular1 arasinda
CO»/HCOs5™1n tasinimint saglamak, ikincisi ise enzimatik reaksiyonlarda CO,/HCO3”

dengesinin kurulmasini saglamaktir [49].
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Akuatik fotosentetik organizmlarda bu gérevlere ek olarak korbondioksitin
sinirh oldugu gevresel kosullarda yardimci bir mekanizma olarak korbondioksit

konsatrasyonunu ayarlamakta gorev alir [50,51].

Omurgalilarida iceren yiiksek omurgasizlarda; CA izoenzimleri birgok
fizyolojik ve fizyopatolojik fonksiyonlarda gorev almaktadir. Basta asit-baz dengesi
olmak tizere pek ¢ok metabolik olayda gorev alan bu enzim, doku/organlar ile
akciger arasinda CO,/HCOsTespirasyonu ve tasimimi, pH ve karbondioksit
hemostazi, elektrolit sekresyonu, hayvanlarda glukoneogenez, lipogenez ve iire
sentezi, kemik resorpsiyonu, kalsifikasyonu, tiimor olusu ve diger pekcok fizyolojik

ve patolojik olayda gérev almaktadir [52].

1.3.3 Beta Karbonik Anhidraz Enzimi

Beta karbonik anhidraz (B-CAs)’lar Arkea, mavi-yesil algler, bitki
kloroplastlar1 ve eubakterileri ve funguslar1 da igeren canli gruplarinda bulunan ve
yapisal olarak aktif bolgesinde ¢inko iyonu bulunduran karbonik anhidraz enzim
ailesinin dahil bir metaloenzimdir. Karbonik anhidraz enziminin evrimsel olarak

ayrilanbes farkli grubundan sadece beta CA’lar allosterik yapi gostermektedir [53].

[lk beta karbonik anhidraz enzimi, 1939 yilinda bitki yaprak kloroplastinda
Neish tarafindan kesfedilmistir [54]. 1990°da, Spinacea oleracea’da kloroplast
CA’nin cDNA dizileri belirlenmis ve hayvanlardaki a-CA ile homoloji géstermedigi
anlasilmistir [55]. Daha sonra Pisium sativum ve Arabidopsis thaliana’nin
cDNA’lan tizerine yapilan arastirmalarda bu dizilerin Spinacea oleracea ile yiiksek
diizeyde homolog oldugu rapor edilmistir. Beta CA’lardan olan {i¢ tip bitki beta
CA’s1 kloroplast stromasinda, tillokoid bosluklarda ve sitoplazmada genomik olarak

tanimlanmustir [56].

[Ik bakteriyel CA, E. colinin CynT genindeki B-CA dir [57]. Daha
sonrasinda Helicobacter pylori, Mycobacterium tuberculosis ve Salmonella
typhimurium gibi patojen eubakterilerde, Arkea’lardan Methanobacterium

thermoautotrophicum’da, — mayalarda  Saccharomyces  cerevisiae'de,  yesil

12



(Chlamydomonas reinhardtii) ve mavi (Porphyridium purpureum) alglerde B-CA’lar
tanimlanmistir [58,59,60].

B-CA’nin fizyolojik rolii tam olarak aydinlatilmamis olup, CO, ve HCO3
kullanilmasinda, kloroplastlarda Rubisco, E.coli’de siyanaz [61], H. Pylori’de iireaz
[62] ve Corynebacterium glutamicum’da [63] bikarbonat1 baglayan karboksilaz gibi
enzimleri ile benzer Ozellik gostermektedir. [B-CA, siyanobakterilerde
karbondioksitin fiksasyonunda goérev alan karboksizom emziminin Onemli bir
bileseni olup ayn1 zamanda aerobik ortam kosullarinda E. Coli, C. glutamicum ve S.
cerevisiae’nin biiylimesinde etkili olan atmosferik karbondioksit konsantrasyonun
ayarlanmasinda gorev aldig1 belirlenmistir. Yiiksek bitkilerde, B-CA’nin 6nemi ve
fonksiyonu tam olarak aydinlatilmamis olup P. Sativum’da Rubisco ve B-CA’nin
trasnkripsiyonel olarak birbirleriyle baglantili oldugu gosterilmistir. Bitki yiiksek
karbondioksit i¢eren ortamdan diigiik CO; i¢eren ortama alindiginda Rubisko ve B-

CA’nin ekspresyon seviyesinde artig goriilmektedir [62].

1.4  Fungal Karbonik Anhidrazlar

1.4.1 Karbondioksitin Onemi

Karbondioksit ekosistem igerinde bulunan anahtar bir gaz molekiiliidiir.
Bitkiler gibi ototrofik organizmalar tarafindan karbondioksit, fotosentez sirasinda
kullanilan ©6nemli bir molekiil olup karbon fiksonsyonu ile glukoza cevrilir.
Memelilerde ve mikroorganizmalarda hiicre solunumunun son iiriinii olarak tekrar
ekosisteme geri dontiisimii saglanir. Buylizden biyosfer igerisinde karbondioksitin
dengesi tim oranizmalar1 Onemli Olgiide etkilemektedir. En basit ornegi,
atmosferdeki karbondioksit oranin yiikselmesi sonucunda atmosferin sicaklig:
artarmakta ve ekosistemin dengesini olumsuz yonde etkilemektedir [64].

Karbondioksit ayni zamanda 6nemli bir sinyal molekiiliidiir. Ornegin, disi
sivrisinekler ~ avlarinin  yerlerini  bulmak  amaciyla  karbondioksitten
faydalabilmektedirler. Bir meyve sinegi olan Drosophila G protein coupled
receptors (GPCRs) araciligi ile karbondioksiti bir koku molekiilii olarak
algilayabilir [65]. Ayrica karbondioksit potojen bir bakteri olan Bacillus
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Anthracistarafindan enfeksiyon sirasinda anti-fagositik polisakkarit kapsiillerin
tirtitemini indtikler [66].

Funguslar sicaklik ve besin gibi farkli uyaricilara tepki olusturmakta olup,
CO; gaz1 da 6nemli bir sinyal molekiil olarak funguslarda da gorev almaktadir. Bu
durumu en iyi Ornegi farkli CO, seviyelerine cevap olusturan Candida
albicans dabelirlenmis ve bu siirecinfungal adenil siklaz ve bir B-CA tarafindan

kontrol edildigi aydinlatilmistir [67,68].

1.4.2 Funguslara Ait Alfa (a-) ve Beta (f-) Karbonik Anhidrazlar

Bilinen tiim funguslar a ve B-CA’lardan birisine sahip olmakla birlikte,
bugine kadar karbonik anhidrazlarin diger gruplar1 fungal genomlarda
tanimlanmamigstir. Fungal CA’y1 kodlayan genler memelilerdeki, alglerdeki ve
bitkilerdeki multigene CA familyasi ile benzerlik gostersede, fungal evrim boyunca
farklilik kazanmigtir. Filamentli Ascomycetes’lerin pek ¢ogunun genomu beta Ca’nin
lic izoformunu i¢ermekteyken, Hemiascomycetousmayalarinda sadece tekbir B- sinif
CA tanimlanabilmistir. Basidiomycetesler icerinde Cryptococcus neoformans
yalnizca iki B-CA’y1 kodlarken, Coprinopsis cinerea, Laccaria bicolor, Malassezia
globosa ve Ustilago maydis genomlar sadece tek bir B-CA geni icermektedir. Ilging
bir sekilde a-CA’y1 kodlayan sekiz gen L.bicolar’in genomonda tanimlanabilmistir

[10].

Sadece birka¢ fungal tiirde, beta CA’lar fonksiyonel olarak karakterize
edilmistir (Tablo 1.3). Candida albicans, Candida glabrata ve Saccharomyces
cerevisiae gibi hemiascomycetous mayalarinda bulunan Necel03 geniplant-type p-
CA’y1 kodlarken, bir basidiomycetes olan Cryptococcus neoformans ise sahip oldugu
Canl ve Can2 genleri ile karbonik anhidraz enzimini kodlamaktadir [69,70,71].
Ayrica cab-like type B-CA patojen bir maya olan C. albicansda ve Pichia
Stipitis’detanimlanmistir [10,68]. Bugline kadar yapilan c¢alismalarda B-CA’nin
multigene ailesinin, filamentous ascomycetlerden olan Sordaria macrospora’nin
sekstiel gelisimini etkiledigi gosterilmistir. Salgilanan CA izoformlarindaki aktivite
ise gesitli Penicillium isolatlarinda ayrica tespit edilmis olup bu aktivitenin kalkerli

arazilerde kirag taginin ¢6ziilmesinde etkili oldugu diistintilmektedir [72].
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Tablo 1.2:Funguslarda f-CA’larin fonksiyonel olarak karakterizasyonu

Tiirler Proteinler » Referanslar

Candida albicans Ncel03 [68]

Candida glabrata Ncel03 [71]

Can 1
Can2

Cryptococcus neoformans [69]

Saccharomyces cerevisiae Ncel03 [70,73]

CAS 1
Sordaria macrospora CAS2 [10]
CAS3

[k fungal karbonik anhidrazlar 1996 yilinda bir maya olan S. cerevisiae’de
kesfedilmistir. Baglangicta bu gen herhangi bir sinifa dahil olmayan protein tasiyici
yolaklarin bir bileseni olarak tanimlanmis ve NcelO3 geni olarak ifade edilmistir
[73]. Sonrasinda tahmin edilen bu aminoasidin dizilerinin B-CA smifina dahil bir gen

oldugu belirlenmistir [70].

Bu canlida Ncel03 geni mRNA’larinda belirlenebilir sekilde ¢aligilmis ve bu
genin %0.033 CO, (diisiik CO,) igeren bir ortamda transkripsiyanel olarak upregule
oldugu ve buna bagl olarak CA aktifesinde bir artig gortildtigii belirtilmistir [74].
Ayrica COy’in yiiksek seviyelerinde NCE103 geninin transkripsiyonu downregule
olmakta ve sonugta CA geni aktivite gosterememektedir. Delesyon ile mutant hala
getirilmis  Ncel03 genlerinde isediisik COsigeren ortamlarda biiylime
gosteremezken, Ncel03D mutantlar1 COjkonsantrasyonu% 5°e c¢ikardigimizda
(vikksek CO,) aktif hale gecebilmektedir. Bu fenotip durumu HCR (high-CO,-

requiring) olarak tanimlanmugtir [75].

S.cerevisiae’nin  Ncel03 mutantlarinin  gostermis  oldugu  fenotip,
CO,/HCO3’1n hiicre i¢i hemostaziyi sagladigini ve karbonik anhidrazin hiicreler arasi
pH diizenlenmesinde gorev aldigini desteklemektedir. Ayrica bikarbonata bagl pek
cok karboksilasyon reaksiyonlarinin Ncel03 mutant strainlerinde engellendigi

aydmlatilmistir. Bu sonugta bize sunu gOstermektedirki, diigiik karbondioksit
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kosullarinda ekspre olabilen S.cerevisiaekarbonik anhidraz, rol aldigi pek ¢ok

fizyolojik prosesde bikarbonat tiretimini destektelemekte ve asetil-CoA karboksilaz
ve karbomoil fosfat senteaz gibi pek cok metabolik karboksilasyon reaksiyonlarinda

bikarbonat 6nemli bir substrat olarak gérev almaktadir [76].

Candida albicans’daki Ncel03 ve Cryptococcus neoformans’a ait Canl ve
Can2 genleri tarafindan kodlanan proteinler, B-CA katalitik aktivitesi lizerinde
etkilidir. Bu B-CA’lar karbondioksit duyarliligi, kapsiil biyosentezinin diizenlemesi,
filamentasyon ve farkli pH ve CO; kosullarina organizmanin adaptasyonu gibi ¢esitli

roller ile patojen funguslarin hayat dongtilerinde katalitik olarak gérev alir [69,76].

Cryptococcus neoformans Canlve Can2 olmak tizere iki tip f-CA’ya sahip
olup, bu CA’lar S.cerevisiae’deki NcelO3 geni ile holomoji gostermektedir. Can2
geninin Canl genine gére daha yliksek seviyelerde ekspre oldugu RT-PCR ile
belirlenmigtir. Canl geninde meydana gelen mutasyonlar sonucu elde edilen
mutanlarin fenotiplerinde degisiklikler meydana geldigi gozlemlenirken, Can2
geninin ise karbondioksit seviyesinin sinirlandirildigi ¢evresel kosullarda biiyiime
i¢in 6nemli rol oynadig1 rapor edilmistir [77]. Candida neoformans’in virulans etkisi,
onun kapsiil sentezine ve dolayisiyla konukg¢unun immiin sisteminde kendisini
korumasina bagli olarak belirlenir. Kapsiil biyosentesi yliksek CO, seviyelerinde
upregiile olmaktadir ve Can2’nin adenil siklaz (sAC) ile birlikte kapsiil
biyosentezinde gerekli oldugu gosterilmistir. Can2 hiicre i¢i cAMP
konsanstrasyonunu artirmak i¢in bikarbonat iiretiminde gorev alir ve bu sayede
direkt olarak spor olusumu igin gerekli olan adenil siklaz ile iliski igindedir.
Karbonik anhidraz enziminin yapisal ¢aligmalarinin yaninda temel olarak
patogenesiz ile iligkisi de enzimin aktivitesi lizerinde de 6nemli arastirmalara yol

agmustir [68,71].
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Sekil 1.3:Bir f-Ca olan Can2 ve ¢oziiniir Adenil siklaz’in Canl ile aracilif ile
C.neoformans’da kapsiil biyosentezinin regulasyonu [78]

Karbondioksit, insanlarda patojen olan C. albicans’da hifal biiyiime tizerinde
onemli bir promotordiir. Kan dolasimi igerisinde C.albicans’in neden oldugu
enfeksiyon kan dosalimi ile yayilabilmekte ve dolasiminda yiiksek konsantrasyonda
COy’e maruz kalmaktadir. Bu giine kadar karbondioksiti algilama yolunun
karakterizasyonunda iki proteinin nemli bir rol oynadig1 belirtilmistir. Ilki sekonder
bir iletici olan adenil siklaz cAMP yolunu aktive ederek C. albicansta’da hifal
olusuma yardimci olurken s6z konusu sAC direkt olarak CO,/HCOs tarafindan aktive
edilmektedir. Ikincisi ise Ncel03 geni tarafindan kodlanan beta karbonik anhidraz
enzimidir. C.albicansta’da Ncel03 geni ¢arpici bir sekilde S. cerevisie’de Ncel03

geni ile genel bir transkripsiyonel yaklasimda benzerlik gostermektedir [79].
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Sekil 1.4: Fungal bir Patojen olan C.albicans ve C neoformans’da karbondioksitin

metabolikyolunu gosteren sema [43].

C. albicans ve C. neoformans c¢evredeki karbondioksiti basit diffiizyon,
aquaporin gibi mebmran transportirlar veya Amt/Mep proteinleri ile hiicre igerisine
tastyabilmektedir. Ayrica karbondioksit hiicre i¢i solunumlada {iretilebilmektedir.
Dimerik yapidaki CA’lar hiicre i¢i karbondioksiti, temel hiicre molekiillerinin
sentezini katalizleyen pek c¢ok karboksilik enzimler i¢in 6nemli bir substrat olarak
kullanilan bikarbonata ¢evirirler. Yiiksek karbondioksit diizeylerinde artan
bikarbonat AC’nin cAMP’ye doniisiimiinii aktive ederek C.albicans’da morfolojik

degisimlere, C.neoformans 'dakapsiil iiretiminde etkili olur [43].

Ekmek kiifi olan Neurospora crassa ile benzerlik gosteren filamentli
ascomyceteslerden olan Sordaria macrospora funguslarda sekstiel gelisimin stirecini

incelemek i¢in model olarak kullanilmaktadir [79]. Bikorbonatin sekstiel tiremedeki
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rolii ti¢ B-CA geninin aktivitesi ile incelenmistir. S.macrospora genomunda karbonik
anhidraz1 kodlayan Casl, Cas2, Cas3 ve Cas4 genleri tanimlanmistir. Bu genlerden
birbirleriyle yakin iligkili olan Casl ve Cas2 genlerif-CA’nin alt grubu olan plant
type B-CA’y1 kodlarken, Cas3 geni bir cab-type B-CA tarafindan kodlanmaktadir.
Cas4 ise a-sinif bir CAdir. Plant type beta CA yaygin bir sekilde funguslarda dagilim
gosterirken, cap-type beta CA genleri ascomycetesde sinirh sayida goriilmektedir

[10].

Sordaria macrospora’da karbondioksit, fungal hiicre duvarinda diffiizyon
veya tasiyici sistemler araciligla tasinmaktadir. Bir a-CA olan Cas4’unbir salgi
proteini oldugu ve fungal hiicre duvarlarindan salgilandig: tahmin edilmekte olup,
Casl ve Cas3’lin sitoplazmik bir protein olarak goérev aldig1 belirlenmisdir. Cas?2 ise
mitokondride lokolize olmaktadir. Bir plant type CA olan Casl ve Cas3 askokarp
gelisiminde gorev alirken, Cas2 ayni zamanda hifal bliylimede ve iliremede gérev
almaktadir. Bir f-CA olan Cas3’un ve bir a-CA olan Cas4’un fonksiyonlariise tam
olarak bilinmemektedir [81].
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Sekil 1.5: Sordaria macrospora’da bikorbonat regulasyonunu ve karbondioksitin
fungal hiicrelerden difiisyon ve transport sistemler ile taginimini gosteren
model [80].

Aspergillus genusu, multigene karbonik anhidraz enzimleri igerisinden
cogunluklaB-sinif CA’lara sahiptir. Fakat Aspergillus oryzae’nin bir a- simif CA’ya
sahip oldugu rapor gosterilmistir. Ayrica akcigerlerde patojen olan Aspergillus

Jfumigatus’un ise beta sinif CA igerdigi gosterilmistir [43].

1.5 Rekombinant Proteinin Ekspresyonu

Rekombinat protein eképresyonunda klonlanacak DNA molekiilii ve vektor

belirli noktalardankesilerek, kontrollii bir sekilde birbirine baglanmalidir. Gen

klonlamanin temlini olusturan kesme ve birbirine baglama islemleri, restriksiyon

endoniikleazlar (kesmek icin) ve ligazlar (birbirine baglamak igin) tarafindan
gerceklestirilir.Gen klonlama deneyinde sonraki basamak, bu molekiilleri canl
hiicrelere, genellikle daha sonra klonlar meydana getirmek i¢in boliiniip biiyliyecek

olan bir bakteriye aktarmaktir [81].
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Klonlama iki amaca hizmet hizmet etmektedir;

i) Sinirli miktarda olan baslangi¢ materyalinden ¢ok miktarda rekombinat
DNA molekiiltiniin tiretmek

ii) Saflagtirma: Rekombinat bir DNA molekiili elde etme siirecinde,
ligazyon isleminde rekombinat proteine ek olarak; baglanmamis vektor
molekiilleri, baglanmamig DNA fragmanlari, yeni bir DNA
sokulmaksizin kendi kedine baglanan vektdr molekiilleri ve yeni DNA
fragmanlarini tasiyan rekombinat DNA molekiilleri bulunmaktir. Bu
ylizden problem dogru rekombinat plazmitleri igeren kolonileri

saptanmasidir.

1.5.1 Kullanilacak Ekspresyon Vektorlerinin Genel Ozellikleri

Rekombinat protein tiretiminde Snemli hedeflerden biri, rekombinat DNA
molekiillerinden istenilen proteinlerin, istenilen oranda tiretilmesidir. Boylece, ilgi
duyulan gen veya gen gruplarinin iiriine doniistiiriilebilmesi igin genler, transfer
vektorii  olarak  adlandirilan  tasiyiet  molekiiller  araciligiyla, proteine

dontistiiriilebilmelerini saglayacak olan ekspresyon vektérlerine aktarilirlar.

Transfer vektorleri 6zel olarak diizenlenir. Bunlar klonlama,transfer ve
rekombinant DNA’nin ¢ogaltilmasi i¢in gesitli 6zelliklere sahiptirler. Birtransfer
vektorlinlin  gOrevini yerine getirebilmesi i¢in icermesi sahip olmasi gereken

ozellikler;

i) Vektér DNA’sinda, 6zgilin bir baz dizisinden meydana gelen, DNA
replikasyonunun baslamasinda rol alan tlim enzimlerin taniyip
baglanabildigi ve vektoriin konak icerisinde g¢ogalmasinisaglayan,
yaklastk 500 bp wuzunlugunda bir “promotér” bdolgesi
bulundurmalidir.

ii) Vektorler, vektoriin veya rekombinat DNA’nin taninmasini saglayan
baz1 isaret (marker gen)’lere sahip olmalidirlar. Bunlar, c¢esitli
antibiyotiklere direng saglayan bir gen olabilicegi gibi, bazi amino asit

ve sekerleri metabolize edebilen oksotrofik bir 6zellik de olabilir.
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ii1)  Vektorlerde, yabanci DNA’larin klonlanmasinda kolaylik saglayan,
cok sayida ve Ozel restriksiyon endoniikleaz kesme noktalari
olmalidir.

iv)  Vektér DNA’s1, klonlanmis DNA’nin gen ifadesi i¢in uygun kontrol
elementlerini, promotérleri ve ribozom baglanma bdélgelerini
icermelidir.

V) Vektorlin baz sirasinin bilinmesi de isaret geninin, restriksiyon
endoniikleazlarin ve diger ilgi duyulan elementlerin yerlerinin tam
olarak tespit edilmesi ve uygun bir bilgisayar programiyla analiz

edilebilmesi i¢in 6nemlidir.

Bunlara ilave olarak, ekspresyon vektoriiniin olusturulabilmesi i¢in, transfer
vektoriiyleyabani tip virlis arasinda 6zgiin rekombinasyonu saglayacak homolog
bolgelerin olmas1 gerekir.Boyle bir rekombinasyon sonucunda olusacak
rekombinant, ekspresyon vektorii olarakkullamilir. Olusturulan ekspresyon
vektoriinlin biyolojik aktiviteye sahip protein {iretebilmesi i¢in de uygun konak

igerisinde bulunmasi gerekir [82].

1.5.2 Prokaryotik Ekspresyon Sistemleri

Prokaryot ekspresyon sistemleri ekspresyonun daha ucuz ve ekonomik
olmasindan dolay: ilk tercih edilen sitemlerdir. Ekspre edilen proteinin kompleks
post translasyonel modifikasyonlar1 gerekli degilse prokaryot ekspresyon sistemleri
kullanilir [83]. Prokaryotik ekspresyon sistemi en yaygin olarak E.coli ve B.subtilis
tercih edilmektedir [9].

[k olarak Itakura ve arkadaslar tarafindan bir memeli peptid hormonu olan
somatostatinin E.coli’'de ekspre edilmesiyle yabanc1 bir genin prokaryotik hiicrelerde
in-vitroolarak {iretilebilecegi anlagilmistir. Giiniimiizde gram (-) bir bakteri olan
E.coli rekombinant proteinlerin {iretiminde siklikla tercih edilmektedir. E.coli toksik

rekombinant proteinlerin ekspresyonu i¢in de oldukea caziptir [84].
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E.coli'nin BL-21(DE3) Kodon Plus soyu rekombinant protein ekspresyonu
icin uygundur. Zararli proteazlari igermez, genomunda T7 RNA polimeraz geni

bulundurur ve IPTG ile indiiklenebilen bir sistemdir [85].

Toprakta bulunan ve bir bakteri olan B.subtilis, E.coli’ye alternatif olarak

kullanilan bir ekspresyon sistemi olup ¢ok sayida avantaja sahiptir. Bunlar:

— B.subtilis, E.coli’nin yaygin bir yan lirlinli olan, insan ve hayvanlarda
bazi dejeneratif diizensizliklere neden olan lipopolisakkaritleri
liretmez.

—. Genetik yapisindan dolayr plazmit ve bakteriyofajlarla kolay
transforme olabilmektedir.

— Islenmis proteinleri medyuma verebilmekte ve bu da daha sonraki
basamaklarda saflastirmay1 kolaylastirmaktadir.

—  B.subtilis ucuz ve kolay bir sekilde yogun olarak tiretilebilmektedir ve
ayrica bu bakterinin biiyiime ve fizyolojik karakterleri detayli bir

sekilde calisilmistir.

B.subtilis diginda E.coli’ye alternatif olarak Ralstonia eutrophada
kullanilmaktadir. Bu bakteri E.coli’ye bagli proteinlerin ekspresyonunda meydana
gelen bazi olumsuzluklarin {istesinden gelebilmektedir Ayrica son dénemde

Pseudomona’a dayali ekspresyon sistemleri gelistirilmistir [85].

1.5.3 pET Ekspresyon Vektor Sistemi

pET vekt6r sistemi, E.coli’de rekombinat proteinlerin ekspresyonu ve
klonlama igin gelistirilen ¢ok kuvvetli bir sistemdir. Istenilen proteinin biiyiik
miktarda ve c¢abuk olarak {iretilebilmesini saglayacak sekilde tasarlanmistir.
Translasyon sinyalleri ve giiclii bakteriyofaj T7 transkripsiyonlarinin kontrolii altinda
hedef genler pET plazmidlerine klonlanir ve ekspresyon konak hiicredeki T7 RNA
polimeraz ile indiiklenir. Bu sistemin bir diger 6nemli yarari indiiklenmemis
bolgelerdeki hedef genlerin transkripsiyonel olarak suskunlugunu koruma

yetenegidir [86].
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Sekil 1.6: pET Ekspresyon Vektor Sistemi [87]

Bir pET vektorii, aktive edildiginde arzu edilen proteinin yiiksek kalitede
tretimini hizli bir sekilde gerceklesmesine izin verecek sekilde dizayn edilmis bir
bakteri plazmitidir. Bu plazmid Sekil 1.7°de gosterildigi gibi bir ¢ok énemli element
igermektedir. Bunlardan ilki /ac repsesor proteinini kodlayan/ac/ geni, T7 RNA
polimeraza 6zgli olan T7 promotoril, transkripsiyonu durduran lac operatori, bir

polilinkir, replikasyonun f1 orjini ve ampisiline direng genini igerir [87].
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Sekil 1.7:Rekombinant Proteinin EkspresyonMekanizmasi [88]

Rekombinat proteininin ekspresyon sisteminin mekanizmasinin genel hatlari

(Sekil 1.8) asagidaki gibi 6zetlenebilir [88].

1. Lac I geni baskilayict molekiil olarak yapisal genlerin transkripsiyonunu
diizenlemektedir. Izopropil thiogalaktozid (IPTG), ortama eklendiginde
bakteriyel kromozomun lac operatériine baglanarak lac represér proteinini
inaktif hale getirir.

2. Lac operatériinden, lac represériintin ayrilmasi ile lac promotdrii bos kalir
ve buraya bakteriyel RNA polimeraz baglanir. Bu sayede T7 RNA
polimeraz genin transkripsiyonu baglatir. Béylece RNA polimeraz yapisal

genlerin transkripsiyonunu gergeklestirir ve laktoz metabolizmasi igin

gerekli olan enzimler sentezlenir.
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1.6

Calismanin Amaci

Bu tez, sekil 1.8°de gosterildigi gibi ¢esitli alt ¢aligmalar1 igeren iki ana

basamaktan olusmaktadir. [lk basamakta Balikesir bolgesinin 10 farkl lokalitesinden

cavdar oOrnekleri toplandi. Mikrobiyolojik yontemler kullanilarak mikotoksince

zengin bir tiir olan Aspergillus flavus’un kalitatif ve kantitatif analizi yapildu.

Ikinci basamakta molekiiler biyoloji yontemleri kullamilarak, Aspergillus

Sflavusmikro-fungusundan RNA izolasyonu, B-CA ailesine dahil olan karbonik

anhidraz geninin klonlanmasi, RT-PCR stratejisi ile cDNA eldesi ve rekombinat

proteinin prokaryot konakg¢ida iiretilmesi gergeklestirildi.

DENEY PLANI

~ FUNGUS
iZOLASYONU
{DENTIFIKASYON
CALISMASI
iZOLATLARIN
TANIMLANMASI
BIYOINFORMATIK
CALISMALAR
Klonlama KLONLAMA ve DiZi
galismalar ANALIZI
RNA {ZOLASYONU
CA EKSPRESYON BI-PER LRl
CALISMALARI ELDESI VE PCR
CALISMALARI
PROTEIN
EKSPRESYONU

Sekil 1.8: Tez ¢alisma diyagrami
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2. MATERYAL VE METOD

2.1  Materyal
2.1.1 Mikrobiyolojik Materyaller

2.1.1.1 Arastirma Materyali

Bu caligmada Balikesir ili ve c¢evresinde satisa sunulan cesitli ¢avdar
ornekleri Balikesir ili ¢evresindeki kdylerden temin edilmis olup; her bir 6rnekten en
az 500’er gram olmak tizere satin alind1.500’er gramlik ¢avdar 6rnekleri agzi kapali

posetlere konularak laboratuvara getirildi ve kiif izolasyonlar1 yapildi.

Incelenen ¢avdar 6rneklerinin alindig yerlere ait bolge haritas: Sekil 2.1°de

ve alinan 6rnek sayist ve alindigi bolgeye gére dagilimi Tablo 2.1°de goriilmektedir.

Tablo 2.1: Toplanan 6rneklerin numarasi, cinsi ve toplandigi yer

Ornek No Ornegin Cinsi Toplandigi Yer Orneklerin
. , Kodlari

Cavdar Edremit-Samli K&yii 1CSM
Cavdar Manyas-Merkez 2CMY
Cavdar Dursunbey koyti 3CDR
Cavdar ’ Gokgeyaz1 -Merkez 4CGK
Cavdar Ovakdy 5COV
Cavdar Selimiye Koyii 6CSL
Cavdar Naipli Koyt 7CNA
Cavdar Ivrindi- Merkez 8Civ
Cavdar Bakacak Koyii 9CBK
Cavdar Kavacik Koyt 10CKV

1
2
3
4
5
6
7
8
9

jusy
=]
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Sekil 2.1:Orneklerinin toplandigi bolge haritasi

2.1.1.2 Kullanilan Besiyerleri

2.1.1.2.1 Malt Extrakt Agar (MEA)

Malt ESRE coovsvsissommmmmenis oo sssmmmmmmnns o §» snmsans s soremssms 20,0 g
PEPIONL. = cmvrnorssssssmmmens £ oos vous smomessms £ 550 sme seussmpsssss 1,0g

| D-GIuKOozZ e 20,0 g
A AT e 20,0 g
L INFIB B s oo s 14 5 s s § i s s 1000 ml

Ticari olarak satin alinan(Merck1.05398) Malt Extrakt Agar kullanildi. 20
gram Malt Extrakt Agar 1000 ml distile su igersine ilave edilerek ¢oziildli. Stok
kilttirler i¢in kullanilacak olan besiyerinin bir kismi cam tiiplere her tiipe 5 ml

gelecek sekilde paylastirildi. 121°C’de 15 dakika otoklavda steril edilen besiyeri
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steril petrilere dokiilerek tanilamada veya yatik halde stoklarin saklanmasinda

kullanildi. Bubesiyeri 6zellikle kiif ve mayalarin tanilanmasinda kullaniimaktadir

[88].

2.1.1.2.2 Malt Extrakt Broth

BRI BRI ot s it st mammarss: 518 A8 siissins A5 I il 17,0 g
PBOIOHL = covmasnnsossins somiommmmaniitl 6§ bommsie b b § 5 basuivh e 30g
DISHIS S = conmsmmn nus s onomeumiomemns o v u saunm b1 § 5> sameeanos 1000 ml

Ticari olarak satin almman (Merck 70146) Malt Extrakt Broth besiyeri
kullanildi. 17 gram Malt Extrakt Broth 1000 ml distile su igerise ilave edilerek
¢ozildi. 121 °C’de 15 dakika otoklavda steril edildi. Bu besiyeri kiif tanilanmasinda
yaygin olarak kullanilmaktadir.

2.1.1.2.3 Czapeks Dox Agar (CZ)

KoHPOs e 1,0g
Czapek Konsantresi  ....ocvveerniiiniiiiniiiiiiinieieieanas 10,0 g
SURTRIE =~ s sk 56 6 MRS 5 RARRRRBRRT | 30,0 g
BEAE 0 issessvsseaness s 655 s4eRentg s 5 8B ARSERE 144 150¢g
Distile Sl = seusssseswemesssesissss sovmnnne 1 4 snmswammssmans 1000 ml

Ticari olarak satin aliman (Merck105460) Czapeks Dox Agar kullanildi. 48
gram Czapeks Dox Agar besiyeri 1000 ml distile su icerisine ilave edilerek ¢oziildii.
121°C’de 15 dakika otoklavda steril edildi. Bu besi yeri Aspergillus tiirlerinin

morfolojik 6zelliklerinin tanilanmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir [3].
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2.1.1.2.4 Czapek Yeast Extrakt Agar (CYA)

% el A e il T 2 et S B O St S RN 10g
Cropek KONBANMITEL  covoncisiioissamamionsss s isosanmikais sas b ohidims 10,0 g
BAKIIZ =~ = sesesumssvesremummens v ins s seesmmig 05 55 55w 30,0¢g
ABBE  amemeees iaes s smeniens 8 £ ) SRARRBRSORT RS §5 b ERNS 15,0 g
Yemilehmt °= 2 ceseessssossmesweoonermesmsenyen s 50¢g
8 | e P p—— 1000 ml

Besiyeri bilesenleri uygun oranlarda tartilarak 1000 ml distile suda ¢oziildii.
Ortam kaynayana kadar isitilip karigtirdiktan sonra 121°C’de 15 dakika otoklavda
steril edildi. Daha sonra yaklasik 50°C’ye kadar sogutularak steril petrilere dékiildii.

Bu besiyeri Aspergillus ve Penicilium tiirlerinin tayininde kullanilmaktadir.

2.1.1.2.5 Dichloran Rose Bengal Chloramphenical (DRBC)

POPLOT =~ iissssmmmnosssies sanomess 135 onsanmnenaid i ¢ § 556 nsensn 50¢g
BHaPOn oo sosmmemmns oy s susmonmms s 1 53 smssomnn s 11 5 smemis 10,0 g
D-Glukoz e 30,0 ¢g
Dichloran oo, 0,002 g
% (511§ ¥ L OO 50¢g
Rose Bengal  ..ooiiniiiiiiii i, 0,025 ¢
KIOMAMEENikOl  ...v...oovveoceeesee e 01g
[ T 1 - S O — 150 g
Distile SU o 1000 ml
E Ticari olarak satin alinan (Merck1.00466.0500) besiyerinden 32,0 gram
tartilarak 1000 ml distile su igerisinde ¢6ziildii ve kaynatilip tamamen ¢dziiliinceye
i kadar 1s1tild1. Ortam 121°C’de 15 dakika otoklavda steril edildi. Daha sonra yaklasik

50°C’ye kadar sogutuldu ve steril petrilere paylastirildi.

Rose Bengal kloromfenikol (RBC) agar DRBC besiyerininmodifiye edilmis

seklidir. Bilesimine dikloran ilave edilmis, pH diistirlilmlis ve Rose Bengal

konsantrasyonu yariya indirilmistir. Bu sekilde mayalar ve bakteriler i¢in daha iyi bir
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inhibisyon saglanirken kiif kolonilerinin yayilmasi Onlenerek sayimin daha iyi

yapilmasi saglanir [90].

2.1.1.3 Cozeltiler

2.1.1.3.1 Laktofenol Cozeltisi

Fenal — aesesiovsiiiosmmenss s e svnmmsmswee s ys s summamas somssmss 250¢g
Laktik asit = coerriiiiii i 20,0 g
GHSBH =~ e s e P — 40,0 g
DHSHIE BIL s s i o oo st o o5 e i .. i Rl 20 ml

Kiiflerin mikroskobik olarak incelenmesinde kullanildi.

2.1.2 Molekiiler Biyoloji materyalleri

2.1.2.1 Kaullanilan Besiyerleri

2.1.2.1.1 Luria Bertani Broth ( LB Broth)

Triptofan o, 10.0 g/LL
Maya OZUE  ..voeiveeeieecie e 5.0 g/L
WAELL s s cimomnannannn  asiinn §§ < S AR 15 o RS 5.0¢g/L

Ticari olarak satin alinan (Sigma 1.3022) besiyerinden 20,0 gram tartilarak
1000 ml distile su igerisinde ¢dzitildii ve 121°C’de 15 dakika otoklavda steril edildi.
Daha sonra yaklagik 50°C’ye sogutularak kullanildu.

E.coli igin gerekli olan bu kiiltiir ortami igerigindeki triptofan, aminoasitleri
ve ufak peptitleri karsilarken, maya 6ztii sekerler, inorganik ve organik besinlerle

birlikte azot gereksinimlerini saglar [81].
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2.1.2.1.2 Luria Bertani Agar (LB Agar)

B T o e il it it to i s S g aaia i 10.0 g/L
Maya OZUtE  ooovvveiiie e, 5.0 g/L
i | 5.0g/L
AZAr e e ———— 15.0 g/L

Ticari olarak satin alinan (Sigma 1.2897) besiyerinden 35,0 gram tartilarak
1000 ml distile su igerisinde ¢6ziildii ve kaynatilip tamamen c¢oziiliinceye kadar
1sitildi. Besiyeri, 121°C’de 15 dakika otoklavda steril edildi ve yaklasik 50°C’ye

kadar sogutularak steril petrilere paylastirildi.

2.1.2.2 Kullanilan Kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasallar Sigma Aldrich ve Merck’ten, molekiiler
biyoloji ¢aligmalarinda kullanilan kimyasal, enzim ve Kkitler ise Stratagene,
Invitrogen, Fermentas MBI, New England Biolabs, Promega, Qiagen ve Sigma

firmalarindan temin edilmistir.

2.1.2.3 Cahsmada Kullanilan Laboratuar Geregleri

Bu tez calismasinda kullanilan cihazlar, laboratuar alet ve malzemeleri

tireticileri ile Tablo 2.2°de listelenmistir.
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-80 °C Derin Dondurucu

Buz Makinesi

Buzdolab1

Calkalamali Inkiibator
Elektroforez

Elektronik Tart1

Etiiv

Isitmali Manyetik Karistirict
Q‘toklav

Thierrrio‘c‘:ycler

pH Metre

j el gémntﬁleme sistemi

Saf su cihqn

Santrifiij

SDS PAGE Aparatlarl
Elektroforez icin Gii¢ Kaynagi
Sicak su banyosu

Is1 kontrélh'i calkalamali etiiv

Isitic1 blok

UV visible Spektrofotometreler

Vorteks
Pipetler

MikroSantrifiij

Tablo 2.2: Tez ¢alismasinda kullanilan cihazlari ve modelleri

Sanyo, Japonya

- Fiocchetti Frigoriferi Scientifici, Italya

Profilo, Tiirkiye
Shel-Lab, USA

Apelex, Ingiltere

: Sartorious, Almanya
WTB, German, Niive, Tiirkiye

v Velp Scientifica, Ispanya

Hirayama, Japonya

. _Te'chne(Progen‘e,ingiltere

WTW, Almanya
Bioimagining Systems

Destilasyon 3.1 (Comecta Sa,)

 Hettich Zentrifugen, Germany

Atto, Japonya

Consort, Ingiltere
Elektro-mag, Tiirkiye

GFL, Almanya

FALC, Italya
Heios(Unicam), Metro Lab,
Elektromag, Tiirkiye

Finnpipette, Eppendorf

Sigma Laborzentrifugen, Germany
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2.1.2.4 Cahsmada Kullanilan Kiif Suslar:

Caligmada Aspergillus flavus kif susu kullanildi. Kullanilan bu kiif susu
Balikesir Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimiinde 6gretim tiyesi

danismanim olan Dog. Dr. Tiilin ASKUN’dan temin edildi.

2.1.2.5 Bakteriyel Hiicre Soylar

Klonlama ve stok amagli DHS5a (SupE44A lacU169 (@80 LacZ AMI1Y)
hsdR17recAl  endAl gyrA96 thr-1 1l  Al)kompetent E.coli soyu
kullanild1.Ekspresyon amagli ¢alismada kullanilan bakteri soyu BL21(DE3) kodon
plus olup, bu soyun genotipi (£. coli B F— dcm ompT hsdS(tB— mB-) gal M(DE3)
seklindedir [91].

2.1.2.6 Plazmidler

Caligmada PCR iriinlerinin klonlanmasi amaciyla pGEM-T easy vektor
sistem I kullanildi. pPEGM-Teasy vektor haritasi Sekil 2.2°de gosterildigi gibidir.
Ekspresyon amach kullanilan plazmit pET30a(+) olupplazmit haritas1 Sekil 2.3’de
gosterildigi gibidir.
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Ay e BatZl | 3
i PGEME-T Mool | 57
Vector Sacll | 48
11‘ (30000 o] :
&vﬁr‘—_‘ «?5

et 73
Salt 75
Al B2
Bac 84
Badl | 103
Nei'l 112
\ T eps |2°

Sekil 2.2: pGEM-T easy Vektor haritasi

Xho {158}
Rat [ 166}
Eag l(166;
Hind l17
Sal s
Sac k1as
EcoR 152
BarmH (108
EcoR Vzo6:
Neo f212
Kpn H2sg)
Bpuita2 Igsa;;/ gsgl fl{zg;;
p V{258)
Mde i348}
Xos 11384

fra Hil5180

Sgra, 114951

P {4475
Sgf 14479}

Sma {4353}

Mer 114133)
QET'?:Oa(-P} Bttt 11357
(8422bp) fpa l387)

(506 1-gzg) 199

EcoS7 fras25; BeeH liris87y

Aowl 13893 Hpz {1588}

BssS 13450 ; T PshiA lizaz
BspLUtt é{:zm i Bgi lizaas

Fap 12258}
Psph {l;2z83)

Sekil 2.3: pET30a(+) Vektor haritast
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2.1.2.7 Tamponlar ve Cozeltiler

2.1.2.7.1 RNA Calismalarinda Kullanilan Tampon ve Cozeltiler

DEPC (Dietilpirokarbonat)’h Su: 0.1ml DEPC, 100ml dH,O’da ¢6ziildii.
37°C’de 12 saat bekletildikten sonra 121°C’de 20 dakika otoklavlandi. RNA

calismalarinda kullanilacak olan tamponlar DEPC’li su kullanilarak hazirland:.

Tablo 2.3:Liziz tamponu

Tris (pH:8)

EDTA

SDS

%2

Proteinaz K

100 pg/ml

B-merkaptoethanol

2.1.2.7.2 Formaldehit-Agaroz Jel Elektroforezi Tamponlari

Formaldehit agaroz jel elektroforezinde kullanilan jel tamponu Tablo 2.4°de

ve tank tamponu Tablo 2.5°de gosterildigi sekilde hazirlandi.

Tablo 2.4:Formaldehit agaroz elektroforezi jel tamponu

‘ FA jel tamponu

MOPS(pH:7)

Stok Cozelti Son Konsantrasyon I

0.2M

EDTA(pH:8)

0.05M

Na-Ac

M

0.01M

Tampon son kansantrasyonlar dikkate alinarak DEPC °li su ile hazirlandi.

pH: 7°ye ayarlandi, son konsantrasyon 1L’ye tamamlandi veotoklavlandi.
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Tablo 2.5:Formaldehit jel elektroforez tank tamponu

FA Tank Tamponu Son Konsantrasyon |

10X FA Jel Tamponu 1X

%37 ’lik (12.3M) Formaldehit 0.25M

DEPC ’li dH,0 1L *ye tamamlanir

2.1.2.8 E.coli icin Bakteriyel Kiiltiir Ortamlar:

E.coli i¢in gerekli kiiltiir ortami olarak LB-broth ve LB-agar kullanildi. Toz
halinde temin edilen bakteriyel medyumlar tiretici firmanin belirtigi sekilde dH,O ile

hazirlanarak otoklavlanda.

2.1.2.9 Antibiyotiklerin Hazirlanmasi

Kiiltiirde kullanilan ampicillin stoklar1 100mg/mL olacak sekilde steril dH,O
ile hazirlanarak 0.22 mikronluk filtreler kullanilarak steril edildi ve-20 °C’de
saklandi.

Kiiltiirde kullanilan kanamisin stoklar1 50 mg/ml olacak sekilde sterildH,O ile

hazirlanarak 0.22 mikronluk filtreler kullanilarak steril edildi ve -20 °C’de saklandi.

2.1.2.10 Agaroz Jel Elektroforezi Tamponlar:

Agaroz jel elektroforezinde kullanilan Tris-Borik Asit EDTA Tamponu Tablo
2.6’da belirtilen sekilde hazirlandi. DNA yiikleme tamponu ise Tablo 2.7°de
belirtilen sekilde hazirlandi.
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Tablo 2.6:(0,5)X-TBE (Tris-Borat) tamponu

Stok Soliisyon Son Konsantrasyon

IM Tris-borat

0.5M EDTA (pH:8)

Tablo 2.7:6X DNA Yiikleme tamponu

Kimyasal Madde Son Konsantrasyon

99% Bromfenol Blue 0.25% (w/v)

99% Fikcol 15% (w/v)

2.1.2.11 Transformasyon I¢in Kompetent Hiicre Hazirlama Soliisyonu

DH5a hiicre hattinin kompetan hale getirmek amaciyla kullanilan ¢ozeltiler

ve son konsantrasyonlar1 Tablo 2.8’de verildigi gibi hazirland1.

Tablo 2.8:Kompetan hiicre hazirlanmasinda kullanilan soltisyonlar

Kimyasal madde Son Konsantrasyon |

M CaC12

%99 Gliserol

BL21(DE3) hiicre hattinin kompetan hale getirilmesi amaciyla kullanilan
tritilasyon tamponu Tablo 2.9°da gosterildigi sekilde hazirlandi.
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Tablo 2.9:Tritilasyon tamponu

Kimyasal madde Son Konsantrasyon

CaClz

MI'IC12

Na Asetat

pH 5.5 e ayarland1.

2.1.2.12 Protein Ekspresyonunda Kullanilan Tamponlar

Protein ekspresyonun da kullanilan bakterileri yikama tamponu Tablo 2.10°da

belirtilen sekilde hazirlandi.

Tablo 2.10:Bakteri yikama tamponu

Kimyasal madde Son Konsantrasyon

Tris-bese 20.19M

dH,O 100mL’ye tamamlanir

Tris-base 90mL dH,0’da ¢6ziildii ve pH 7.6’ya ayarlanarak hacim 100mL’ye

tamamland1. Tampon 121°C’de 20 dakika otoklavlanarak steril edildi.

Bakteri hiicrelerini lizize ugratmak amaciyla kullanilan liziz tamponu Tablo

2.11°de belirtilen sekilde hazirlandi.



Tablo 2.11:Liziz tamponu

Kimyasal Madde Miktar

20 mM Tris-base 2.44 gr

0.5 mM EDTA 1,0 mL

0.5 mM EGTA 1,0 mL

dH,0O 1L’ye tamamlanir.

Belirtilen miktarlar 800mL destile H,O’da ¢oziildi ve HCl pH8.7’ye

ayarlandi. Tamponotoklavlandi ve +4 °C *de saklandi.

5SmM ZnCl, Soliisyonu: 0.068gr ZnCl, 100 mLdestile H,O’da ¢oziildi ve

otoklavlanarak steril edildi.

PMSF (Fenilmetilsiilfonil Florid) Stok Soliisyonu (100X=100mM): 174mg
PMSF 10ml 2-propanolde ¢6ziildii ve 151k almayacak sekilde -20 °C *de saklandk.
2.1.2.13 SDS - Poliakrilamid Jel Elektroforez Tamponlar:

Protein elektroforezinde kullanilan %10’luk ayirma jeli (Tablo 2.12), yigma
jeli (Tablo 2.13), tank tamponu (Tablo 2.14), ylikleme boyast (Tablo 2.15) ve

boyama ¢6zeltisi (Tablo 2.16)’de belirtilen bilegen vekonsantrasyonlar da hazirlandi.
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Tablo 2.12: %10 Ayirma Jeli

Stok Solusyonlar

Alt Tampon

Son Konsantrasyon

Akrilamid- Bisakrilamid (37,5:1)

ddH,0

%10 APS

TEMED

Tablo 2.13: Yigma jeli

Ust Tampon

Kimyasal Madde Miktar

1,25 mL

Akrilamid- Bisakrilamid ( 37,5:1) 625 uL I‘
ddH,0 3,07 mL
%10 APS 50 uL

| TEMED 5uL |

Tablo 2.14: Tank tamponu

Tris

Kimyasal Madde Miktar

Glisin

Jel

1000 mL’ye tamamlanir.
yirttiiliirken 1X’e diliie edilir. 500

mL’ye 5 mL %10 SDS eklenir.
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T P U S E S A s

Tablo 2.15: Yiikleme boyasi

|‘ Kimyasal Madde

Miktar

I' Tris

1,4 gr

SDS

Sukroz

4 gr

20 gr

Bromfenol Blue

4 mgr

dH,O

pH 6,8°e ayarlanarak 100

mL’ye tamamlanir.

eklenir.

1 mL igin 950 pL jel yiikleme solusyonu + 50 pLp-merkaptoethanol

Tablo 2.16: Boyama ¢6zeltisi

Kimyasal Madde Miktar

Coomassie Brillant Blue 250

%95 Etanol

| %10 Asetik asit ile karistirilir. |

Western Blot basamaginda kullanilan transfer tamponu ve 10XTBS tamponu

Tablo 2.17 ve 2.18’de belirtildigi gibi hazirland:.

Tablo 2.17: Transfer tamponu

10Xtank Tamponu

Kimyasal madde Miktar

200 mL

Methanol

200 mL

-

1000 mL’ye tamamlanarak,
%10’luk’den SDS 500 pL eklenir.
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Tablo 2.18: 10XTBS

0,2 M Tris

Kimyasal Madde Miktar

24,22 gr

1,5 M NaCl

87,66 gr

dH,O

pH 7,5’e ayarlanarak 1000 mL’ye

tamamlanir.

Tablo 2.19: Bloklama tamponu

Kimyasal Madde

1 L 1XTBS’e 1 mL Tween 20 eklenir

Miktar

Bloklama Ajani

0,1 gram

1XTBS +Tween20

18 ml

1 L igin 10XTBS’den 100 ml almnarak 900 ml dH,O ile tamamlanarak
1XTBS elde edildi. 1 L 1XTBS’ye 1 ml Tween20 eklendi.
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2.2.1 Mikrobiyolojik Yontemler

2.2.1.1 Cam Malzeme ve Plastik Malzemenin Hazirlanmasi

Isiya dayamikli malzemeler, pipet uglari, ependorflar, santriifiij tiipleri,

solusyonlar, kiiltlir ortamlar1 ve cam malzemeler, 121°C’de 20 dakikaotoklavda steril

edildi.

2.2.1.2 Orneklerin Analize Hazirlanmasi

Fungal floranin tayininde tiip diliisyon metod y6ntemi kullanildi.

. Balikesir koylerinden toplanan her bir ¢avdar 6rneginin 15 gr’1 alinarak

aseptik kosullar altinda 135 ml steril serum fizyolojik su igerisine

aktarildi. Boylece 6rnekler 1/10 oraninda seyreltildi.

. Homojenizasyon amaciyla ¢alkalayicida30 dakika g¢alkalanarak kiiflerin

suya gegmesi saglandi. Elde edilen bu homojenat 10™1ik diliisyon olarak
kabul edildi.

. Homojenizasyonun ardindan iglerinde 9’ar ml serum fizyolik bulunan

steril tiiplere seri halinde 107, 103, 10™ seyreltmeler hazirlandi.

. Herbir dillisyondan ¢ift paralel olacak sekilde 9 cm’lik steril petrilere 1’er

ml aktarildi.

. Igerisinde 1’er ml 6rnek bulunan steril petrilerin tizerine daha énceden

121°C’de 15 dk otoklavlanan ve daha sonra 45°C’ye kadar sogumasi
beklenen besiyerleri aseptik kosullar altinda dokiildii ve sekiz hareketi ile
homojen bir sekilde karigmasi ve katilagsmasi saglandi. Funguslarin

izolasyonunda DRBC besiyeri kullanildi.

. Katilasan petriler 25°C’de 5-7 giin inkiibasyona birakildi.

. Inkiibasyon sonrasinda petriler ters cevrilip asetat kalemiyle isaretlenerek

saylldi ve sayim sonucu her bir petri igin sulandirma katsayisi ve
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seyreltme faktoril ile garpilarak her bir ornekteki kiif yiikii hesaplandi.

Sonug kob/g (koloni olugturan birim/g) cinsinden verildi.
8. Izole edilen funguslar MEA veya PDA’l1 yatik tiiplere aseptik kosullarda
cekildi ve inkiibe edilereksaf kiiltiirleri elde edildi. Tanilama asamasina

gecilene kadar izolatlar kisa siire i¢in+4°C’de, uzun siire i¢in -20 °C’de

saklandi.
imi el ) ﬂj&t‘
S W A WL M W, I
§ 2 3
25 gr rnek / 225
dillisyon ¢ozeltisi
il ’imz Pimi ‘ imt

Sekil 2.4: Diliisyon (seyreltme) tekniginin sematik olarak gdsterimi

2.2.1.3 lzolatlarmn tanilanmasi

Izole edilen kiifler ilk olarak genus diizeyinde tayinlerinin yapilabilmesi icin
MEA ve PDA ortamlarina alindi. 25°C’de 5-7 giin inkiibasyonun sonunda koloniler

makroskobik ve mikroskobik olarak incelendi ve tiir diizeyinde tanilandi.

Tir diizeyinde tanilamada Aspergillustiirleri i¢in “Identification of Common

99

Aspergillus Species [3]” ve esas alindi vebu genusun tlir tayini i¢in MEA, CZ,

CYA25 ortamlan kullanildi.

Izolatlar 3 ayr ortama iic nokta ekimi ile ekildi ve 25°C’de 7 giin
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda petri arkasi ve onii rengi, tekstiir,
koloni c¢aplar1 gibi makroskobik o&zelliklerine ve laktofenol c¢ozeltisi kullarak

hazirlanmis preparatlarda mikroskobik &zelliklerine gore tayin gerceklestirildi.
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Koloni 6zelliklerini belirlemek amaciyla yapilan ilk gozlemlerde diisiik

biiytitmeli binokiiler veya stereo mikroskop kullanildi daha sonra detayl1 incelemeler
icin Olympus CX41 marka mikroskop kullanildi. GoriintiilerKameram 518CU marka

kamera ile bilgisayara aktarildu.

2.2.1.4 Seloteyp-Bant Metodu

Preparatlarin hazirlanmasinda kullanilan bu y6ntem, lami uzunluguna ortecek
sekilde ve kenarlarindan 1 cm donecek kadar seloteyp bant kesilerek uygulandi.
Seloteyp bant metodu kullanilarak koloni kenarina tistten hafifce bastirildi ve alinan
misel ve sporlar lam {izerine damlatilan laktofenol g¢ézeltisi {izerine kapatilarak
incelendi. Bu yontemde bantin altinda bulunan ince hava kabarcigi alanlarinin
bulunmas:1 mikroskobik incelemede misel ve sporlarin hiicre duvarlarinin

goriiniimlerini daha belirgin hale getiren bir 6zelliktir [92].

2.2.1.5 Lam — Lamel Arasi inceleme Yontemi

Incelenecek kiif kiiltiiriinden alevde steril edilmis 6ze yardimiyla kiigiik bir
parga alind1 ve bir damla laktofenol ¢6zeltisi damlatildiktan sonra lam-lamel arasi

inceleme yapild1 [95].

2.2.1.6 Kiiltiirlerin Saklanmasinda Kullanilan Yéntemler

Identifikasyonu yapilan tiirlerin uzun stireli muhafazasini saglamak amaciyla
tic ayr1 yontem kullanildi. Her {i¢ yontemde de kiiltiirler kullanilmadan 6nce aktive

edildi.

2.2.1.6.1 Derin Dondurucuda Muhafaza

Yatik malt ekstrakt agar’a gekilen suslar 5-7 giinliik inkiibasyonun ardindan -

20°C’de derin dondurucuda saklanda.
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2.2.1.6.2 Gliserolde Muhafaza

Yatik malt ekstrakt Agar’a ekilmis olan suslar renklenme siiresine gére 7-14
gilin inkiibasyon stiresinden sonra tizerlerine 5 ml malt ekstrakt broth ilave edildi ve

sporlarin dagilmasi i¢in vortekslendi.

Daha 6nceden hazirlanmis olan %30’luk steril gliserolden 2 ml’lik ependorf
tipler icerisine 0,5 ml’lik gliserol mikropipet yardimiyla ¢ekildi. Beki alevi basinda
mikropipet yardimiyla 0,5 ml’lik kiif sporlar1 gliserol igerisine eklendi ve -80°C’de

derin dondurucuda muhafaza edildi.
2.2.2 Molokiiler Biyoloji Yontemleri
2.2.2.1 RNA izolasyonun Yapilmas:

2.2.2.1.1 Mobio Kit ile RNA izolasyonu

Aspergillus flavus sporlarinin PDA ve MEA besiyerlerine tek spor ekimi
yapildi. Petriler 27 °C’de dért giin inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresinin
ardindan hiicre kazic1 yardimiyla kazinarak elde edilen sporlar 2 ml’lik ependorflara
ayrildi. Yaklasik 200 mg 6rnek daha énceden pastérde steril edilip DEPC’li sudan
gegirilen havanlara alinarak sivi azot yardimiyla ezildi. Toz haline gelen 6rneklere
liziz. tamponu (bkz. Tablo2.3) eklendi ve 60°C’de bir saat inkiibasyona birakilarak
kimyasal parcalama basamagi gerceklestirildi. Elde edilen homojenattan Mobio
mikrobial RNA izolasyon kitinde belirtilen prosediire gore total RNA izolasyonu
yapild. Izole edilen RNA, 35 ul RNaz igermeyen steril distile H,O ile eliie edildi.
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2.2.2.1.2 Qiagen Plant Mini Kit ile RNA izolasyonu

A. flavus sporlarinmbiiyiitiilme kosullart Bélim 2.2.2.1.1°de belirtildigi gibi
gergeklestirildi. Elde edilen yaklasik 200 mg spor 6rnegi daha énceden pastérde
steril edilip DEPC’li sudan gegirilen havanlara alinarak sivi azot yardimiyla ezildi.
Toz haline getirilen 6rneklerden Qiagen Plan Mini Kitin’de belirtilen prosediire gore
total RNA izolasyonu yapildi. izole edilen RNA, 35 pl RNaz igermeyen steril distile
H,O0 ile eliie edildi.

2.2.2.1.3 STE Metod ile RNA Izolasyonu

Fungal Kiltlrin Hazirlanmasi asamasinda, +4 °C’de muhafaza edilen A.
Sflavus suslart kullanildi. Yatik platelerde bulunan 6rneklere 5 ml malt broth ilave
edilerek sporlarin dagilmasi amaciyla maksimum hizda vortekslendi. 100 ml’lik
erlenlerin igerine 50 ml malt broth besiyeri ve toplam hacmin %10kadar sporlar

kiiltlire inokiile edildi. Kiilttir 27°C’de 110 rpm’de iki giin inkiibasyona birakildi.

1 g/6rnek siv1 azotla ezilerek homojen hale getirildi. Homojen hale gelen
ornege 500 pl ekstraksiyon tampunu eklenerek yavasga, daha sonra esit hacimde
fenol-kloroform- izoamil alkol(PCI) eklenerek otuz saniye kuvvetli bir sekilde
vortekslendi. 12.000 rpm’de 4 °C’de on dakika ¢oktiiriildii. Supernatant hacmine
dikkat ederek yeni bir ependorfa aktarildi ve ikinci kez PCI alkol uygulamasi yapildi.
Bu islemde amag proteinleri uzaklastirmaktir. Coktiirme isleminin ardindan iist faz,
hacmine dikkat edilerek yeni bir ependorfa alindi. Toplam hacmin 1/10’u kadar 3M
Na-Ac (sodyum asetat) ve toplam hacmin 2,5 kati kadar etanol eklenerek iyice
karistirildi. -20°C’de kirk dakika inkiibasyona birakildi. 12.000 rpm’de 4°C’de 10
dakika c¢oktiiriildi. Elde edilen pellet %70’lik etanolle yikanarak g¢eker ocakta
kurumaya birakildi. Izole edilen RNA, 35 pl RNaz icermeyen steril distile H,O ile
eltie edildi [93].
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2.2.2.1.4 Degistirilmis STE Metod

Fungal kiiltiirlin hazirlanmasi Boliim 2.2.2.1.3°de bahsedildigi gibi hazirlandi.
STE metodunda bahsedildigi gibi gergeklestirilen basamaklara ilave olarak, sodyum
asetat (Na-Ac) ve etanol presipitasyonun ardindan elde edilen pelletler60 pl. TE
bufferda ¢6ziildii. Daha sonra hemen ardindan 40 pl SM LiCL eklenerek 4 °C’de 2-3
saat inkiibasyona birakildi. 12.000 rpm’de 4°C’de 10 dakika ¢oktiiriildii. Coktiirme
sonrasinda supernatant atilarak elde edilen pellet %70’lik etanolde yikanarak
kurumaya birakildi. Izole edilen RNA, 35 ul RNaz igermeyen steril destile H,O ile
eltie edildi [96].

2.2.2.1.5 Trizol ile RNA Izolasyonu

Tri reagent (sigma), guanidin tiyosiyonat ve fenol karigimi bir monofaz
karigimidir. Bir homojenatta yada lizis olmus bir 6rnekte DNA, RNA ve proteinleri

cozerek islev gostereren bu ajan oldukga zehirli 6zellige sahiptir.

Fungal kiiltlirtin hazirlanmasi bolim 2.2.2.1.3’de bahsedildigi gibi hazirlandi.
Yaklagik 200 mg 6rnek daha 6nceden pastorde steril edilip DEPC’li sudan gegirilen
havanlara alinarak sivi azot yardimiyla ezildi. Toz haline gelen 6rnege 2 ml trizol
eklenerek homojen bir goriintii olmasi beklendi. Trizol’iin etkisini artirmak amaciyla
vorteks yapilarak 5 dakika oda sicaklifinda inkiibasyona birakildi. 12.000 rpm’de
+4°C’de 10 dakika ¢oktiirtildii. Elde edilen supernatant temiz bir ependorfa aktarildi.
Tiplere 0,2 ml(200ul) kloroform eklenerek vorteks yapildi ve 5 dakika oda
sicakliginda inkiibasyona birakildi. Daha sonra 12.000 rpm’de 4°C’de 15 dakika
cokttrtildi. Sivi akigkan faz temiz bir 1,5 ml’lik ependorfa alindi ve ardindan tiiplere
0,5 ml (500ul) isopropanol eklenerek karigtirildi. Oda sicakliginda 10 dakika
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan12.000 rpm’de +4 °C’de 10 dakika
coktiirme isleminin ardindan supernatant dikkatlice uzaklastirildi. Elde edilen pellete
1 ml%75°lik etanol eklenerek 15 saniye vortekslenerek pelletin tamamen ¢6ziinmesi
saglandi. 12.000 rpm’de +4 °C’de 10 dakika ¢oktiiriilmenin ardindan supernatant
atilarak pellet geker ocakta kurumaya birakildi. Izole edilen RNA, 35 pl RNaz

icermeyen steril destile H,O ile eliie edildi.
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2.2.2.2 RNA Miktarmin Spektrofotometrik Olarak Belirlenmesi

Izole edilen RNA 1:200 oraninda RNaz icermeyen dH,O ile sulandirildi.
Kuvartz kiivet kullanilarak A, ve Azgo dalga boylarinda absorbans alindi. Azg0/Azgo
oran1 hesaplanarak RNA’nin safligi belirlendi.RNA konsantrasyonu asagidaki

formiile gore hesaplandi.

RNA miktar1 = 40pg/ml x ODyg x Seyreltme Faktorii= pg/mL RNA

2.2.2.3 Formaldehit Agaroz Jel Elektroforezi

Izole edilen RNA 6rnekleri RNaz enziminin etkilerine karst acik oldugundan
kullanilan cam malzemeler, elektroforez tanki ve su RNaz enziminden
arindirildi.RNaz icermeyen su (DEPC) Bolim 2.1.2.7.1°de belirtildigi gibi
hazirlandi.Cam malzemeler % 0.1 DEPC iceren suda 12 saat bekletildikten sonra 121
°C’de 20 dakika otoklavlandi.Elektroforez tanki éncelikle % 0.5°lik SDS (Sodyum
Dodesil Siilfat) ¢ozeltisi ile yikandi.Daha sonra RNaz i¢cermeyen DEPC’li su ile
durulanarak saf etanolden gegirildikten sonra kurumaya birakildi.izole edilen
RNA’nin jelde goriintiilenmesi amaciyla %1°lik Formaldehit Agaroz Jel
Elektroforezi (bkz.Tablo 2.5) yapildi.Jelin yapimi igin 0.5 gr agaroz tartilip 5 ml
10XFA jel tamponu (bkz.Tablo 2.4) ve 45 ml DEPC’li su ile 50 ml’ye tamamlanarak
coziildi.Jel kaynatildiktan sonra 50°C’ye kadar sogumasi beklendi. %37°1ik (12.3M)
formaldehitten 0.9 ml (900uL) eklenerek homojen bir sekilde karismasi saglandi.
Son konsantrasyon 0,5pg/mL olacak sekilde Et-Br eklenerek iyice karistirildi.Jel
elektroforez kasetine taraklar yerlestirildikten sonra hazirlanan jel kasete dokiildii ve
jelin polimerlesmesi beklendi.4 pl RNA 6rmegi ve 1 pL RNA yiikleme tamponu
karigtirilde ve 5 pL. RNA markir ile 6nce 65°C’de 10 dakika 1s1 ile denatiire edilip
daha sonra 10 dakika buzda bekletildi. Ornekler jele yiiklenerek 1X FA Jel tamponu
(bkz.Tablo 2.5) igerisinde 90 Voltta yiiriitiildii.Elektroforez sonucu dijital jel

goriintiileme sistemi kullanilarak degerlendirildi ve fotografland1 [97].
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2.2.2.4 RT-PCR Reaksiyonu

RNA orneklerinden cDNA sentezlemek igin Fermentas RT-PCR kitinde
(#EP0441) kullani1ldi.RNA 6rnekleri buz igerisinde ¢6ziildii ve her RNA kalibindan 5
pg olacak sekilde hesaplanarak ependorf tiipli icersine konuldu.Reverse
transkripsiyon reaksiyonu 20 pL’lik toplam hacimde belirtilen talimatlara gére Tablo
2.20 ve Tablo 2.21°de belirtilen sekilde galisildi [94].

Tablo 2.20: Reverse transkripsiyon bilesenleri

Kit Icerigi Miktar ve Son Konsantrasyon

RNA kalip 11,5uL
Oligo (dT);s (0,5 pg) 1 uL
dH,O -
Toplam Hacim 12,5 pL.

65°C’de 5 dakika 6n inkiibasyona birakildi. Bu siirenin sonunda reaksiyon

tiiptine Tablo 2.21°daki reverse transkripsiyon bilesenleri eklendi.

Tablo 2.21:Reverse transkripsiyon bilesenleri

Kit icerigi Miktar ve Son Konsantrasyon

5X Reaksiyon Buffer 4 uL

I RiboLock Rnase inhibitsr (20u)

dNTP Mix (10 mM)

M-MulLVRevers Transkriptaz

Toplam Hacim

Reaksiyon tiipli 42°C’de 60 dakika ve 70 °C’de 10 dakika inkiibasyona
birakildi.Bu stirenin sonunda cDNA elde edildi.Elde edilen ¢cDNA -20 °C ’de kisa

stireli saklandi.
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2.2.2.5 Primerlerin Tasarlanmasi

Aspergillus flavus karbonik anhidraz gen bélgesinin NCBI’da taramasi
yapildt ve calistifimiz gen bélgesinin niikleotid dizisi belirlendi (Sekil 13).
Belirlenen niikleotid dizisi baz alinarak genimize uygun restriksiyon enzimlerinin
belirlenmesi amaciyla “Restriksiyon Mapper” sitesinden genimizi kesmeyen fakat
klonlamada kullanilacak pET30a(+) vekt6riinii kesen enzimlerin listesi elde edildi.
Uygun kesim bolgeleri belirlenerekA. flavusCA geninin 5° ucuna Ncol enzimi ve 3’
ucuna HindIIl enzimi eklenerek primerler dizayn edildi (Tablo 2.22) Belirlenen
primerlerin baz uzunluklart IDT (Integrated DNA technologies) sitesinden Tm
sicakliklar1 ve sag tokasi yapilar1 g6z Oniine alinarak tasarlandi.%GC igerigine,
primerlerinin Tm degerlerinin birbirlerine yakin olmasina ve sa¢ tokasi olusumunun
meydana gelmemesine dikkat edildi. Ayrica PCR’da kontrol grubu olarak
kullanilmas1 amaciyla g¢alisilan canliya spesifik beta aktin primerlerinin dizaym

gergeklestirildi.

Forward Primer

51
121
ia1
241
301
361
421

atgttgeccat

gtctgtcgca

tcaacaaagg
gagggcgata
atcatcatct
tgtgggatge
caagatgctyg
gatataaaag

tacgaggitg

tgacciccag
coccatgtgat
cacagcagtt
tcacatttac
atchtattgc
tgctgagage

aaacaggaaa

gctaggecaco
tyatgaggtg
attcttgeeca

gagtccictc

gggtcgccaa
aacgatocgg
ggtggtogey
cgggaaattg
atccggggcea

cttggtgate

gttctggatg

tgctgaatac
ctogegetcet
tageagatgeo
tgatigttca
aaatcagatc

tcaagcaaag

ggttgccaga

gtcgaggaga

Reverse Primer

tggtctigag
tcigecgaagt
tecatactgat
ggatctitgge
tgtitcttgat
gggatttctg

Sekil 2.5: Aspergillus flavus karbonik anhidraz genin 475 baz ¢iftlik niikleotid dizisi



Tablo 2.22: 4.flavus CA ve Beta Aktin genine spesifik olarak tasarlanan primerler
(Kesim bolgeleri isaretlenmistir)

Primerin Adi Uzunluk (bg) PrimerDizisi (5°- 3°)

A.flavus CA CCATGGATGTTGCCATGTCTGTCGCA
F.primer AAAGAA

A.flavus CA AAGCTT
R.primer TCAGAGATTCTCCTCGACTCTGGCAA

A.flavusBeta TCCAATCTACGAAGGTTTCTCTATG
aktin F.primer

A.flavus Beta ACTCTCATCATACTCCTGTTTCGAG
aktin R.primer

2.2.2.6 Semi Kantitatif RT- Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR reaksiyonu, optimize edilerek ayarlanan cDNA, spesifik A.flavus
karbonik anhidraz primerleri, Taq polimeraz tamponu, dNTP karigimi ve taq
polimeraz enzimi kullanilarak 50ul toplam hacimde Tablo 2.23’de belirtilen spesifik
PCR dongiisti kullanilarak yapildi. PCR kosullar1 1 déngii 95 °C’de 2 dakika; 38
dongii 94 °C’de 1 dakika, 59 °C’de 1 dakika, 72 °C’de 1,5 dakika; ve enson uzatma
dongtisti 72 °C’de 5 dakika olarak belirlendi. PCR sonuglari, %0,8’lik agaroz jel

e L PRI A R O e O N MR N T R

elektroforezi kullamlarak 90 voltta yarim saat boyunca yiiriitiilerek dijital

goriintiileme sisteminde degerlendirildi.
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Tablo 2.23: PCR reaksiyonu

cDNA
Taq Buffer 5uL
m MgCl, 4L ||
l‘ dNTP I H
Forward Primer (100 ng/pL) 1uL I’
Reverse Primer (100 ng/pL) lut
|| Taq polimeraz 0,5 pL Il
dH,0O 36,5 uL
Toplam Hacim

Tablo 2.24: PCR kosullar

Sicaklik °C | Zaman | Ddngii Sayisi

Denatiirasyon

Denatiirasyon 94°C 1dk
Baglanma 59°C 1 dk 38
| Uzama 12°c 1.5 dk

Final uzama

2.2.2.7 Agaroz Jel elektroforezi

DNA’nin jelde gorlntilenmesi amaciyla %0,8°lik agaroz jel hazirlandi.
Agaroz jel elektroforezi, ylriitilmek istenen DNA’nin biytkliigiine gore
farklikonsantrasyonlarda hazirlanmaktadir. Bu amagla jel elektroforezi aparatina
uygun miktarda 0.4 gr Agaroz tartilarak 0,5%xTBE tamponunda (bkz.Tablo 2.6)

cozlildikten sonra kaynatildi. 45-50°C’ye kadar sogutulduktan sonra son
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konsantrasyon 0,5pug/mL olacak sekilde Et-Br eklenerek iyice karigmasi saglandi.

Taraklarin 6nceden yerlestirilmis oldugu agaroz jel elektroforezi aparatina jel
dokiildii.Jel polimerlestikten sonra taraklar cikarilip aparat elektroforez tankina
yerlestirildi 0.5xTBE tamponu ile elektroforez tanki dolduruldu.5uL DNA &rnegi, 2
uL yiikleme tamponuyla (bkz.Tablo 2.7)s karistirildi, 1kb DNA markirdan 5 pL ve
hazirlanan 6rnekleragaroz jele yiiklendi.Agaroz jelleri 90 Voltta 30 dakika boyunca
ytriitiildi.Elektroforez sonucu UV luminator kullanilarak degerlendirildi. Eldeedilen

jelin goriinttisti Dijital gértintlileme Sistemi kullanilarak kaydedildi.

2.2.2.8 PCR Uriinlerinin Jelden Geri Kazanilmasi

PCR ftirtinleri, Thermo GeneJET Gel Extraction Kit’de belirtilen prosediire
gére geri kazanildi [94]. 35uL dH,O ile eliie edildi. Agaroz jelden kazanilan PCR
tirtinlerinin miktar1 ve saflig1 spektrofotometrik olarak belirlendi. Ayrica 6rnekler %
0,8’lik Agaroz jel elektroforezinde Bolim 2.2.2.7°de anlatilan sekilde yiiriitiilerek
kontrol edildi.

2.2.2.9 Spektrofotometrik Yontemler

DNA, 1:200 oraninda enjeksiyonlu su ile sulandirildi ve kuvartz kiivetler
kullanilarak ODygonm’deDNA’nin UV absorbsiyonu okundu. Asagida belirtilen
formiil kullanilarak DNAkonsantrasyonu hesaplandi. Ayni zamanda elde edilen

DNA nin safligida OD,0/OD,g oranielde edilerek 6grenildi [96].

DNA miktar1 =50pg/ml x OD260 x Seyreltme Faktorii=pg/mL DNA
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2.2.2.10 Plazmit DNA izolasyonu

Plazmit izolasyonu iginFermentas GeneJET Plazmid Miniprep Kit
protokoliine gore yapildi.izole edilen plazmit DNA 35 pl dH,O ile eliie edildi.izole

edilen plazmitin saflif1 ve konsantrasyonu spektrofotometrik olarak belirlendi.

2.2.2.11 Restriksiyon Endoniikleazlarla Kesim

Klonlamalar sirasinda izole edilen plazmit, primer dizayni sirasinda eklenmis
olan restriksiyon bdolgelerinden restriksiyon endoniikleazlarla kesildi.Kesim enzimi
olarak Fermantas FatDigest HindIlII ve Ncol enzimleri kullanildi.Kezim Tablo
2.25°de belirtilen sekilde gergeklestirildi ve 37°C *de 2 saat kesime birakildi.Kesim
sonuglar1 Bolim 2.2.2.7°de belirtildigi sekilde agaroz jel elektroforezinde

yiiriitiilerek, dijital goriintiileme sisteminde degerlendirildi.

Tablo 2.25:Restriksiyon endoniikleaz kesim reaksiyonu

Kesim Icerigi Miktar

Plazmid DNA

10X FastDigest Tamponu

HindIII 1 pl |‘
H Necol 1 pl

dH,O 39 ul

TOPLAM

2.2.2.12 PCR Uriinlerinin pGEM-T Vektir Sistem I ’e Ligasyonu

Agaroz jelden geri kazanmilan PCR {irtinlerinin pGEM-T vektor sistem I
(Promega)’e ligasyonu kitte belirtilen talimatlara gére yapildi.Buna gore 20 pl
toplam hacme; 2 pl ligasyon tamponu (2X),1 pl pGEM T vektor (50ng\ pl), 15 pl
jelden kazanilmig DNA ve 2 pl T4 DNA ligaz (3U/ul) eklendi.
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Ligasyonreaksiyonlar1 +4°C’de bir gece inkiibasyona birakildi. Ayni zamanda

negatif kontrol olarak DNA igermeyen bir ligasyon reaksiyonu da ortamda denendi.

2.2.2.13 Ligasyon

Alt klonlamalarda Fermentas T4 DNA ligaz sistemi kullanildi. Oncelikle
pET30a(+) ekspresyon vektorii belirlenen restriksiyon enzimleri olan Ncol ve
HindIII ile kesildi. 20l toplam hacimde; ayni kesim enzimlerinin tanima dizilerini
iceren karbonik anhidraz ¢cDNA’s1, ligasyon T4 DNA ligaz tamponu, pET30a(+)
vektérii ve en son olarak da T4 DNA Ligaz enzimi 16 saat +4°C’de inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasinda Boliim 2.2.3.2°de belirtildigi sekilde 6nceden

hazirlanmig BL21(DE3) kompetan hiicrelerine ligasyon tirlinii transforme edildi.

2.2.3 Bakteri Deneyleri

2.2.3.1 DHS5a Hiicrelerinin Kompetan Hale Getirilmesi

On hazirlik olarak teflon tiipler, gerekli hacimlerde erlen ve LB besiyeri ve

gerekli solusyonlar otaklavland:.

Bir gece ¢nceden 10 mL LB sivi besiyerine tek koloni ekim yapilarak
37°C’de 16 saat inkiibasyona birakildi.100 mL taze LB sivi Dbesiyeri
igerisinednkdiltiirden 5 mL inokiile edildi ve belirli zaman araliklarinda absorbans
alinarak ODgpo= 0.5- 0.6 degerleri arasina ulagsmasi i¢in beklendi. 100 mL’lik bakteri
stispansiyonu 4°C’de, 3000 rpm’de 5 dakika ¢6ktiirtildi ve siipernatant uzaklastirildi.
Bakteri stispansiyon hacminin yarist kadar hacimde 0,1M CaCl, soliisyonundan
eklendi ve dikkatlicepipetaj yapilarak pellet ¢ozdurtildii ve 25 dakika buz {izerinde
beklemeye birakildi. 4°C’de 3000 rpm’de 5 dakika santrifiijlendi ve siipernatant
uzaklastirildi. Baglangi¢ hacminin 1/10°1 kadar hacimde 0,1M CaCl, ile tekrar hiicre
pelleti ¢oziildli ve 1-4 saat buz tizerinde bekletildi. Esit hacimde %40’lik gliserol
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ilave edilerek dikkatlice karistirildi. Son olarak buz iizerinde bekletilen ependorflara

200 pl olacak sekilde paylastirilarak -80°C’de derin dondurucuda saklandi [91].

2.2.3.2 BL21(DE3)Kodon Plus Hiicrelerinin Kompetan Hale Getirilmesi

BL21(DE3) Kodon Plus hiicreleri asagida verilen protokole gére kompetan
hale getirildi. Bir gece 6nceden 10 mL LB siv1 besiyerine -80 °C’de muhafaza edilen
BL21(DE3) ekspresyon susundan 6ze yardimiyla alinarak ampisilinli petrilere tek
koloni ekimi yapildi ve 37°C’de inkiibasyona birakildi. Daha sonra 50 mL taze LB
siv1 besiyeri igerisine6nkiiltiirden 2,5 mL inokiile edildi ve ODggo= 0,2’ye ulasincaya
kadar bakteri slispansiyonu 37°C calkalamali etlivde yaklasik 2—-3 saat bekletildi. Son
konsantrasyon 20mM olacak sekilde MgCl, ve son konsantrasyon yaklagik olarak %
0,2 olacak sekilde glukoz ilave edilip 37°C’de ¢alkalayic1 etiivde ODggp = 0,5 olana
kadar biiyiitiildii. ODggo= 0,5 ulastiktan sonra buz iizerinde 2 saat bekletildi ve
+4°C’de 5000 rpm ’de 5 dk santrifiij edildi. Siipernatant atilarak, hiicre pelleti
baslangic hacminin yaris1 kadar tritilasyon tamponu (Tablo 2.9) ile ¢oziildiikten
sonra +4°C *de 3000 rpm °de 5 dk santrifiij edildi. Pellet %15°lik gliserol igeren
25mL tritalasyon tamponu ile ¢oziilir. Onceden buz tizerinde bekletilmis

ependorflara aktarilarak -80°C’de derin dondurucuda saklandi [97].

2.2.3.3 Ampisilinli LB Agar Petrilerinin Hazirlanmasi

LB agar dretici firma tarafindan belirtilen miktarda dH,O ’da
¢6ziildii.121°C’de 20 dakika otoklavlanarak steril edildi. 50°C civarina kadar
sogumasi beklendikten sonra 100 mg/ml ampisilin stogundan, son konsantrasyonu
100 pg/mL olacak sekilde eklendi. Kopilirmeyecek sekilde karistirildiktan sonra bek
alevi yaninda petri kaplarina dokiilerek polimerlesmesi beklendi. Petrilerin etrafi

parafilmlenerek +4 °C buzdolabina ters vaziyette kaldirildu.
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2.2.3.4 Kanamisinli LB Agar Petrilerinin Hazirlanmasi

Uretici firma tarafindan belirtilen miktarda LB agar dH,O ’da ¢oziildii.
121°C’de 20 dakika otoklavlanarak steril edildikten sonra 50°C civarina kadar
sogumast beklendi. 50 mg/ml kanamisin stogundan son konsantrasyonu 30 pg/ml
olacak sekilde besiyerine eklendi. Kopiirmeyecek sekilde karistirildiktan sonra bek
alevi yaninda petri kaplarina dokiilerek polimerlesmesi beklendi. Petrilerin etrafi

parafilmlenerek +4 °C buzdolabina ters vaziyette kaldirildi.

2.2.3.5 Transformasyon

Transformasyon pGEM-T vektor sistem I de belirtilen prosediire gore yapildu.

Belirtilen prosediire gore islem basamaklar1 sdyledir:

Kompetan hiicreler -80 °C *den ¢ikarilarak buza konuldu ve buzda ¢6ziinene
kadar bekledildi.Steril 15 ml’lik ependorflara 200 pl kompetan hiicrelerden 5 pl
plazmit DNA eklendi.Yavagca pipetaj yapilarak karismasi saglandiktan sonra 40
dakika buzda inkiibasyona birakildi.Hiicreler daha 6nceden 42°C’ye ayarlanmis su
banyosunda 90 saniye ¢alkalanmadan tutularak 1s1 sokuna tabi tutulduktan sonra
tekrar 2 dakika buzda bekletildi.Onceden 37 °C’ye 1litilmis olan LB medyumdan 400
ul eklenerek 1,5 saat 37 °C’de calkalamali inkiibatérde inkiibasyona birakildi. Her
ligasyon reaksiyonu i¢in 2 adet Ampisilinli LB Agar petri hazirlandi. Ampisilinli agar
petrilere bek alevi yaninda énce 100mM IPTG stok soltisyonundan 100ul IPTG ve
50mg/mL. X-Gal stok sollisyonundan konularak steril bir 6ze yardimiyla
yayildi.Inkiibasyon stiresinin sonunda hazirlanan petrilere transformasyon
kiiltirtinden 150 pl yayildi. Artan transformasyon kiiltlirti 3000 rpm’de 5 dakika
santrifiijlenip 150 pl LB medyumda ¢6ziilmek suretiyle tekrar petriye yayildi. 15-20
dakika petrilerin kiiltlirti emmesi beklendikten sonra petriler ters gevrilerek 37
°C’deki inkiibatérde hiicrelerin biiylimesi i¢in 16-24 saat inkiibasyona birakildi.

Beyaz renkli kolonilerden gliserol stok hazirlandi.
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2.2.3.6 Gliserol Stogun Hazirlanmasi

100 pg/mL ampisilin iceren LB medyuma tek koloniden ekim yapilarak
Onkiiltiir hazirlandi. % 30°luk steril gliserol ¢ézeltisi hazirlandi. Bek alevi yaninda
ependorflara oOnkiiltiir ile esit hacimde gliserol ¢ozeltisi eklenerek -80°C’ye

kaldirildi.

2.2.4 Rekombinant Proteinin Ekspresyonu, Analizi ve Saflastirilmasi

2.2.4.1 Ekspresyonun IPTG ile Indiiklenmesi

Rekombinant plazmit ve pET30a(+) vektorii ekspresyon amaciyla
BL21(DE3) Kodon Plus hiicrelerine transforme edildi. pET30a(+) vektoriiniin
kanamisine direngli oldugu goz 6niine alinarak son konsantrasyonu 30 pg/mL olacak
sekilde kanamisinli LB broth besiyeri hazirlanarak, medyuma rekombinant plasmid
vevektordentek koloni ekimi yapildi, ayn1 zamanda antibiyotik igermeyen LB
medyumuna BL21(DE3) Kodon Plus hiicrelerinden de tek koloni ekimi yapildi ve
kiiltiirler 16 saat 37°C’de inkiibasyona birakilarakonkiiltiirler hazirlandi. Hazirlanan
bu 6nkiiltiirlerin 20 mL’si son konsantrasyonda 30 pg/mL kanamisin iceren 200 mL
LB besiyerine inokiile edildi. 37°C *de inkiibasyona birakilan bakteri kiiltiirti ODsso=
0.6-0.8 araligina ulasana kadar belirli zaman araliklarinda &l¢timler alindi. Son
konsantrasyonu 0,8 mM olan IPTG ile indiiklendi. Son konsantrasyonu ~250 uM
olacak sekilde ZnCl, kiiltiire eklendi [88]. Inkiibatoriin sicaklipr 30°C’ye indirilerek

indiikleme stiresi 1 ve 24 saat olacak sekilde caligildi.

2.2.4.2 Hiicrelerin Yikanmasi

Indiikleme siiresi sonunda bakteri kiiltiirii 3000rpm’de +4°C’del0 dakika
¢oktiirtildii. Hiicre pelleti yikama tamponunda (bkz.Tablo 2.10)¢oziildiikten sonra

tekrar santrifiijlendi.Bu islem iki kez tekrarlanmak suretiyle hiicreler yikanarak

kurutuldu.-20 °C’ye kaldirild1 [88].
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2.2.4.3 Lizis Islemi

Bakteriyal hiicre pelleti buz tizerine alinip ¢oziinmesi beklendi.10 mL soguk
lizis tamponunda (bkz.Tablo 2.11) ¢oziilerek vortekslendi ve buzda inkiibasyona
birakildi.Son konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde PMSF eklendi.Taze olarak
hazirlanmis 10 mg/mL lizozim stok soliisyonundan 250 pl eklenerek oda sicakliginda
10 dakika bekletildi. Kiiltiire 50 pM son konsantrasyonda ZnCl, eklenip 10 dakika
buziizerinde bekletildi. 30 mg/mL Protamin Siilfat stok soliisyonundan 1 mL
eklenerek santriftyj tlipti 2 dakika siireyle alt tist edildi.3000 rpm’de +4°C’de 10

dakika santrifiij edilerek tistte kalan kisim temiz bir tiipe alind1 [88].

2.2.5 SDSPAGE

Ekspresyon sonucunda elde edilen protein ekstraktalar1 molekiiler
agirliklarina gore ayrilmasinda ve ayrica rekombinat bir proteinin sentezlenip
sentezlenmedigini ve sentezleniyorsa islevsel olup olmadig1 hakkinda da bilgi veren

SDS-poliakrilamid jel elektroforezi metoduuygulandi.

Oncelikle, %10°luk ayirma jelini olusturan ¢ozeltiler (bkz.Tablo 2.12), APS
hari¢ karistirildi. APS eklendikten sonra karigim, jel kasetine ¢izgi hizasina kadar
dokiildii. Jelin ylizeyini diizgiinlestirmek igin %90 izopropanol yada H,Okasete
kenarindan enjekte edildi.Polimerizasyon tamamlandiktan sonra yiizeydeki su veya
izopropanol dokiildii.Baska bir erlende yigma (ylkleme) jeli (bkz.Tablo 2.13)
hazirland1.Yine APS hari¢ tiim malzeme manyetik karistiricida karistirildi. APS de
eklenerek polimerize haldeki ayirma jelinin {izerine dokiildi ve jelde kuyular
olusturmak igin tarak yerlestirildi ve jel polimerizasyona birakildi.Polimerizasyon
tamamlandiktan sonra tarak ¢ikarildi ve elektroforez tankina yerlestirilerek tank
tamponu (bkz.Tablo 2.14) ile dolduruldu.Son yiikleme miktar1 30 pL olacak sekilde
5 pl Yikleme boyasi (bkz. Tablo2.15) ve protein miktar1 30 pg olacak sekilde
hesaplanarak geri kalan hacim upper buffer ile tamamlanarak karistirildi ve 5 dakika
95°C’de proteinlerin ti¢ boyutlu yapisini kirmak amaciyla 6rnekler denatiire edildi.
Denatiirasyon sirasinda buharlagma olacagi i¢in 6rnekler kisa bir siire santriifiij

edilerek hemen kuyulara yiiklendi. Ornekler ile beraber 5 pl Rainbow markir da
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beraberinde yiiklenerek &nce tankin tamami daha sonra tankin dis1 yariya kadarlX
tank tamponu ile dolduruldu. 90 Voltta st yigma jeli 15 dk yiirlidiikten sonra akim
140 volta ¢ikarilarak yiikleme tamponundaki Bromfenol mavisi, jelin altinda 1 cm
kalana dek isleme devam edildi.Bu islem bitiminde, diizenek a¢ildi ve cam plaklar
birbirinden ayrildi.Yigma jeli uzaklastirildive ayirma jeli boyama ¢ozeltisi
(bkz.Tablo 2.16)’ icine alindi.Protein bantlar1 net bir gsekilde goriinene kadar
calkalayarak boyandi.Daha sonra boyayi uzaklastirmak igin jelin tizerine saf su
eklenerek hafif¢ekaristirildi.Béylece boyanin fazlasi alinmis oldu.Daha sonra UV
15181 altinda protein bantlar: incelendi.Jel, distile suya alinarak saklandi [98].

2.2.6 WESTERN BLOT

Denatiire edici SDS-PAGE (sodyum dedoksil stilfat poliakrilamid jel
elektroforez) kullamilarak proteinler molekiil agirligina gére ayrilir ve proteinlerin
membrana aktarilmasindan sonra spesifik antikorun hedef proteine baglanmasi
sonucu hedef proteinler belirlenir. Western Blot (veya immiinblot) protein
ekspresyonunu dogrulamak igin kullanilan standart laboratuvar prosediirlerine gore,
farkii orneklerdeki proteinin goreceli miktarlarinin belirlenmesinde ve yardimei
immiinopresipitasyon deney sonuglarinin analizinde kullanilmaktadir. Bu metod ile,
homojenat doku ya da ekstresi 6rneginde jel sistemi ve spesifik bir antikor kullanarak

protein belirlenir.

Boliim 2.2.5°de belirtildigi sekilde SDS poliakrilamid jel elektroforezinden
elde edilen jel protein Orneklerinin diffiize olmasimi engellemek amaciyla hemen
transfere konuldu. Jel transfer tampunun igine alindi. Transfer isleminde jelin
biiytikliigline gére dort parga kurutma kagidi kesildi. Kesilen kurutma kagitlar1 ve
transferde kullanilacak stinger transfer tamponuna (bkz. Tablo 2.17) alinarak iyice
islatildi. PVDF (0.45 pM milipore) membrandan 8,5x5,2 ebatlarinda kesilerek
methanol igerisinde 1 dakika aktive etmek amaciyla bekletildi. Daha sonra memran

transfer tamponuna alinarak bir stire buradada bekletildi.

Transferde kullanilan aparatin siyah tabani {izerine sirasiyla siinger, kurutma
kagidi, jel, mebmran, kurutma kagidi ve stinger yerlestirildi. Aparatin siyah kismi

transfer tankinin siyah kismina denk gelecek sekilde dikey jel sistemine yerlestirildi.
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Transfer sistemi transfer tamponu ile doldurulduktan sonra +4 °C’de 15 volt akimda
bir gece transfere birakildi.Transferin ardindan mebran blokma tamponuyla
(bkz.Tablo 2.19) bir saat oda 1si1sinda ¢alkalamali inkiibatérde bloklanmaya birakildi.
Bloklamanin ardindan membran 1XTBS + tween 20 ile bes dakika aralarla yikandi.
Daha sonra 1 pl/ 2000 pl konsantrasyonda his-taq antikoruyla 1 saat oda isisinda
calkalamali inkiibatdrde inkiibasyona birakildi.Inkiibasyonun ardindan {i¢ kez beser
dakika arayla 1XTBS + tween 20 yikandi.

Yikama isleminin ardindan bantlarin parlamasi amaciyla membran ECL
tamponuna alindi. ECL tamponunda 60-70 saniye c¢alkalandiktan sonra sivi
kalmamasina dikkat edilerek membran geffaf dosya igerise konuldu ve kaset igerisine
yerlestirildi.Filmde 30 saniye, 1 dakika, 5 dakika, 10 dakika ve 1 saat
stirelerindekaset igerisine yerlestirilen membran {izerinde 151k almayacak bir sekilde
bekletildi. Daha sonra film 6nce develop solusyonunda 2 dakika, fixer solusyonunda
2 dakika ve en son olarak distile su igerisinde 1 dakika siirece bekletilerek tab islemi

gerceklestirildi.
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3. Bulgular

3.1 Mikrobiyolojik Analiz Sonuclar:

3.1.1 Kiif Sayimi Sonuglari

Balikesir ili ve ¢evre koylerinde satisa sunulan cesitli bolgelerden toplanan
(bkz. Tablo2.1) cavdar ornekleri kiif florast bakimindan incelendi. Orneklem il
cevresindeki ¢esitli koy ve ilgelerden temin edilen 10 Ornekten olusmaktadir.
Omeklerin tiimii agikta satildigi gibi ilgelerdeki semt pazarlarindan en az 500’er

gram olmak {izere satin alindu.

Toplam 601 kiif izole edildi. izole edilen kiiflerin saysis1 Tablo 3.1°de
verildigi gibidir. Herbir 6rnekteki kif florasi, seyreltme metodunda 10'zseyreltmede

saptanan tiirler olacak sekilde hesaplandi.

Tablo 3.1: Cavdar 6rneklerinden izole edilen kiiflerin sayis1 ( kob/gr)

Ornek Tiiri Kiif Kolonilerin Sayis:
1 anar,Edremit-Samm Koyt 7,0 x 10° kob/gr
2 Cavdar, Manyas-Merkez 6.5 x 10° kob/ gr
3 Cavdar, Gokgeyazi- Merkez 6,0 x 10° kob/ gr
4 Cavdar, Dursunbey Koyii 6,0 x 10° kob/ er
5 Cavdar, Ovakdy 5,5 x 10° kob/gr Il
6 Cavdar, Selimiye Koyii 5,0 x 10° kob/gr H
7 Cavdar, Naipli Koyii 6,0 x 10° kob/gr
8 Cavdar, Ivrindi- Merkez 6,2 x 10° kob/gr
I 9 Cavdar, Bakacak Koyt 6,0 x 10° kob/gr
10 Cavdar, Kavacik Koyt 6,0 x 10° kob/gr
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Tablo 3.2:A4spergillus flavus olarak tanilanan suslar

Ornegin Cinsi

Ornek No

Toplandig1 Yer

Edremit-Samci

Koyt

izolat No

3SM/7SM

Manyas-Merkez

4MY

Gokgeyazi-Merkez

3DR/4DR

Dursunbey Koyii

1GK/3GK/5GK

Ovakoy

20V/30V

Selimiye Koyt

4SL/5SL/6SL/8SL

Naipli Koyt

3NA/ANA

Ivrindi- Merkez

51V

O G | O | B Wl N

Bakacak Koyii

4BK/6BK/7BK

—
(e

Tablo 3.3 :

Kavacik Koyt

3KV/4KV

Izole edilen mikrofunguslarin ve A. flavusfungal tiiriiniin 6rneklere gore

dagilimi

izole edilen mikrofunguslarin ve A. flavus fungal tiiriiniin 6rneklere gore
dagihimi

80

70
60

50

40

30
20

10

HILH

1CSM  2CMY 3CDR 4CGK 5COV  6CSL 7CNA  8CIV  9CBK 10CKV

m kob/gr mA. flavus
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3.1.2 Cavdar Orneklerinden izole Edilip Tanimlanan Fungal Tiir

3.1.2.1 Izole Edip Tamimlanan A. flavus Mikrofungusun Sistematigi

Cavdar orneklerinden izole edilip, genus ve tiir diizeyinde tanimlanan A.

flavus mikrofungusun sistematigi asagida verilmistir.

Regnum: Fungi
Phylum: Ascomycota
Classis: Eurotiomycetes
Subclassis: Eurotiomycetidae
Ordo: Eurotiales
Familia: Trichocomaceae
Genus: Aspergillus P. Micheli ex Link 1809

Species: A. flavus Link, 1809

3.1.2.2 Aspergillus flavusTiiriiniin Makroskobik ozellikleri

Tiirlin tanilanmasin da “Identification of Common Aspergillus Species [3]”
esas alindi ve bu genusun tiir tayini icin MEA, CZ, CYA2S5 ortamlar1 kullanildi.
Makroskobik ve mikroskobik 6zelliklerin belirlenmesi amaciyla MEA( Malt Extract
Agar, 25 °C), CZ (Czapeks Extract Agar, 25 °C) ve CYA (Czapeks Yeast Extract
Agar, 25 °C) olmak iizere {i¢ farkl besiyerine {i¢ nokta ekimi yapildi.

CYA25 besiyerindekoloniler koyu yesil yadazeytin yesilirenkte ve
miselyumlar beyaz renkte gbzlendi. Petri arkasi ylizey rengi ise soluk kahve renkte
gbzlendi. Koloni ¢ap1 6,5 cm olarak kaydedildi. CZ besiyerinde koloni morfolojisi
CYA25’¢ ile benzer 6zellikteydi. Koloni ¢ap1 5 cm olarak kaydedildi.

MEA besiyerinde koloniler, CYA ve CZ besiyerinden farkli olarak daha koyu
koyu yesil formda ve miselyum rengi beyaz olarak gézlendi. Koloni cap1 6 cm olarak

kaydedildi.
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3.1.2.3 Aspergillus flavus Tiiriiniin Makroskobik ozellikleri

A. flavus tiirtiiniin mikroskobik 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla seloteyp
bant metodu ve lam lamel arasi inleme yontemi kullanildi. Seloteyp bant metodunda
koloni kenarina iistten hafif¢e bastirildi ve alinan misel ve sporlar lam iizerine
damlatilan laktofenol ¢0zeltisi lizerine kapatilarak incelendi. Lam-lamel arasi
inceleme yonteminde ise alevde steril edilmis 6ze yardimiyla kiiglik bir parga
Ornekten alindi ve bir damla laktofenol ¢6zeltisi damlatildiktan sonra lam-lamel arasi
inceleme yapildi.

Konidiyalarin sekli globoz yada elipsoidal yapida olup, ¢aplar1 3-6 um
uzunlukta o6l¢iildii. Konidioforlar uzunluklar1 8-17 pm araliklarinda degisen
uzunlukta olctildii. Vezikiil kiiresel sekilde gézlendi ve ¢ap1 20-45 pm arasinda
degisen oranlarda ol¢ilildi. Konidiyalarin ylizey ceperleri diiz yada hafif piriizli
olarak olarak kaydedildi.

Kolonilerin makroskobik ve mikroskobik ozellikleri Sekil 3.1°de gosterildi
gibidir.
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Sekil 3.1: Aspergillus flavus: CYA25, MEA ve CZ iizerinde 25 °C’de 7 giinliik inkiibasyon
sonrast koloniler (A), CYA25, MEA ve CZ fizerinde 25 °C’de 7 giinliik
inkiibasyon sonrasi kolonilerin ters ylizey goriintiisi (B), stereo mikroskop
CYA25 koloni gorintiisii (C), stereo mikroskop MEA koloni goriintlisii (D),
konidio yapist (x1000) (E), kanidial bas yapist (x40) (F), konidiofor yapis1 (x10)
(G), ayak hiicre yapis1 (x4) (H)

68



3.2  Molekiiler Biyoloji Analiz Sonuglari

3.2.1 Farkh Aspergillus Tiirlerinde Karbonik Anhidraz Proteinlerinin

Biyoinformatik Analizi

Aspergillus tiirlerindeki beta karbonik anhidrazlarin biyoinformatik analizi
oncelikli olarak yapilmistir. Databankasinda bulunan farkli karbonik anhidrazlara ait
protein dizileri belirlenmistir. Ilgili protein dizileri ve onlarin DNA databankasi numaralari
Tablo 3.4’deverilmistir. Yapilan arastirmada 4. Flavusa ait 283aa (XM_002374193), ve
155aa (XM _002378906)’lik iki adet cDNA bulunmustur. Bunlar ve diger proteinler ¢oklu
hizalama testi ile benzer bolgeleri tespit edilmistir. Bunun i¢in Bioedit Clustalw analizi
kullanilmigtir. Buna gore bu proteinlerin enzimin aktif bolgesine karsilik gelen bolgelerin
olduk¢a korunmus oldugu fakat proteinin N terminal boélgesinin degisiklik gosterdigi
goriilmektedir (Sekil 3.2). Proteinlerin filogenetik analizinde yine Bioedit programi ve
UPGMA programi kullanilarak yapilmistir. Treeview programi kullanilarak aga¢ elde
edilmistir (Sekil3.3). Buna gore Aspergillus flavus’un en fazla benzerlik gosterdigi tiirtin 4.
oryzea oldugu belirlenmistir. 4. oryzea’nin ve Aspergillus flavus proteinin % 79 oraninda
benzer oldugu blast analizi ile tespit edilmistir (Tablo 3.5). Protein dizilerinde 6zelikle N

terminal bolgede farkliliklar dikkat cekmektedir (Sekil 3.4).

Tablo 3.4: Aspergillus cinsi kiiflerin CA niikleotid dizilerinin databank numaralari

Tiir Adx Databank Numaralari
A.clavatus XM 001273458
A.clavatus XM 001271987
A.clavatus XM 001273459
A flavus XM 002374193
A flavus XM_002378906
A.fumigatus XM_746611
A fumigatus XM 001481362
|} A fumigatus XM_001481363
A.niger XM 001390127
A.niger XM_001398581
A.niger XM_003188745
A.oryzae XM 003190290
A.oryzae XM 001820141

e —————]
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Ao clavates Ch 225 &
A.clavatue CX 335 aa
A.clavatus Ch 182 a8

A.oryzae CA 163 a8

A. clavatms CR 225 s
A.clavatus C3 235 e
A.clavatus Ch 187 s
A flavuy Ch J83ae
A-Slavis CX 255 sa

A, fusigatus CA 28T an
A fumigatus Ch 228 ss
A, fusigatus Th 181 &t
A.piger CR 267 &
R.piger CA 2ilse
h.oniger TR J75 me
koezpuas B3 IE w
A.czymae CX LES mk

A clavatiae Ch 238 &
A.clavatus G 235 aa
A.clavatue X 180 an
A.flavas CA 2Blae
Auflavus CA 155 sa

A Mm CR IET am
A-fusigauas C3 238 s
R fusigates CR 350 &8
A.aiger TR 267 e
A.niger CA I30ee
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Sekil 3.2: Fungal B-simf CA enziminin aktif katalitik bolgelerindeki ¢inko (Zn*") iyonu

konumuna gore multiple sequence aligment ¢alismasi
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A nigerCA220aa
A clavatusCA225aa
A fumigatusCA228aa
A clavatusCA182aa
A fumigatusCA181
5 A flavusCA155aa
A oryzaeCA165aa
A nigerCA267aa
A nigerCA275aa

A _clavatusca235aa

A fumigatusCA287aa

A flavusCA283aa

[
i L A oryzaeCA282aa
A

Sekil 3.3: Fungal B-CA enziminin aktif katalitik bolgelerindeki ¢inko(Zn") konumuna gére
filogenetik agac1

A.flavus CA 155 ag ----- HLPCLSORILGSPULITLRLSTRVTSSFLLY-~---DPARALCLEEGDTHVIRIACRVADALRSTTTSQLLCTRETVIVERTDCCULTETDEV
A.oryzae CA 165 aa MSVARELCVANAEYAASFIK-DLOLPPRREVATVACUDARLDPARALGLEE CDAHVIRIAGCRVADALRSTTISCOLLATRETVIVERTDCCULTFTDEV

A.flavus CA 155 aa  IRCKIRSDLGODADRIAFLPLGDLKSVLDDIRVLRASPLVLDVEITCFLYEVET RVARVEENL
A.oryzae CA 165 aa IRCKIRSDLCODADHIAFLPLCDLK)SVLDDTRVLRASPLILDVPITCFLYEVET RVARVEESL

Sekil 3.4: 4. flavus ve A. oryzae’nin beta karbonik anhidraz genlerinin ikili karsilastirmasi

Tablo 3.5: 4. flavus ve A. oryzae’nin karsilastirilmasi

Eslik % Benzerlik %

%75 %79
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3.2.2 Aspergillus Flavus Karbonik Anhidraz Geninin Klonlanmasi

Karbonik anhidraz geninin izolasyonu i¢in RT-PCR teknigi kullanilmistir. Bunun
nedeni genin transkribinin intron igermesidir. Bu amagla ilk olarak filamentli funguslardan
olan A.flavusmikrofungusundan RNA izolasyon ¢aligmalar1 gergeklestirilmistir.
Calismamizda bir mikotoksin iiretici olan fungal tiiriinde bes farkli RNA izolasyon metodu

denenmistir.

Farkli RNA izolasyonlarinin denenmesinin nedeni; fungal hiicre duvarlarinin sahip
oldugu yiiksek oranda polisakkaritler ve lipirtlerin yani sira polifenolik gibi problematik
biyomolekiilleri igermesidir. Bu durumda fungal kiiltiirlerden RNA izolasyonunu hem
zorlagtirmakta hemde saf ve yiiksek kalitede RNA’nin elde edilmesinde sorunlar

yasatmakatdir.

Buna gore calistigimiz fungal tiir olan A.flavus’un Bé6lim 2.2.2.1°de belirtilen
sekilde total RNA izolasyonlar1 yapildi. Elde edilen total RNA’nin varlifi ve saflik
derecesi %1’lik formaldehit agaroz jel elektroforeziyle belirlendi. RNA’nin
konsantrasyonu spektrofotometrik olarak 6l¢iildii. Uygulanan RNA izolasyonlar: sirasiyla
Sekil 3.5” de Mobio Mikrobiyal RNA Izolasyon Kiti, Sekil 3.6’deQiagen Plant MiniKiti,
Sekil 3.7°de STE ve degistirilmis STE RNA Izolasyonu, Sekil 3.7°de Trizol RNA
izolasyonu asagida verilmistir.

Low High

fange range
marker

Sekil 3.5: 4. flavus Mobio mikrobiyal RNA izolasyon Kit, Total RNA Formaldehit Agaroz
Jel Elektroforezi Goriintiisii ( 1; RNA Low Range Marker, 2; 1.eluant, 3; 2.eluant, 4;
3.eluant, 5; 4.eluant, 6; 5.eluant, 7; 6.eluant, 8; RNA High Range Marker )
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Low High
range range
marker o marker

Sekil 3.6: 4. flavus Qiagen Plant Mini Kit, Total RNA Formaldehit Agaroz Jel
Elektroforezi Goriintiisii (1; RNA Low Range Marker, 2; 1.eluant, 3; 2.eluant)

Low
range
marker

Sekil 3.7: 4. flavus STE ve degistirilmis STE Metod RNA Izolasyonu, Total RNA
Formaldehit Agaroz Jel Elektroforezi Goriintiisii ( 1; RNA Marker, 2;STE metod
1.eluant, 3;STE modifiye metod 2.eluan )

l .




SRR TSN SSRGS A R e 1 T e S S R R R SR SRR A
S ¥ it :

Low
range

Sekil 3.8: 4. flavus Trizol RNA Izolasyonu, Total RNA Formaldehit Agaroz Jel
Elektroforezi Gortintiisii ( 1; 1.RNA Marker, 2; 1.eluant )

RT-PCR reaksiyonu Boliim 2.2.2.4°de belirtilen sekilde uygulandi.Trizol metod ile
gergeklestirilen total RNA izolasyonunda elde edilen RNA’lar kullanildi.4. flavus karbonik
anhidraz geninin 5’ ve 3’ ucuna spesifik primerler, genin NCBI (National Center for
Biotechnology Information)’da yer alan mRNA niikleotid dizisinden yararlamilarak
tasarlandi.  Primerler tasarlanirken genin klonlanacagi vektorlerin restriksiyon kesim
bolgeleri de goz oniinde bulunduruldu. % GC igerigine, primerlerinin Tm degerlerinin
birbirlerine yakin olmasina ve sa¢ tokasi olusumunun meydana gelmemesine dikkat
edildi.Klonlanmay1 kolaylastirmak amaciyla forwardprimerine Ncol, reversprimerinede
HindIII kesim bolgesi yerlestirildi.Tasarlanan primerler bkz.Tablo 2.22’de verilmistir.
A.flavus CA genine spesifik PCR reaksiyonu belirtilen primerler ile ve Bélim 2.2.2.6’da
bahsedildigi gibi 2mM, 4mM ve 6mM MgCl, konsantrasyonlar: denenerek optimize edildi
ve PCR c¢alismalarina 4 mM MgCl, konsantrasyonu ile devam edildi. A4.flavus’a 6zgi
tasarlanan Beta Aktin primerleri ile RT-PCR’da elde edilen cDNA’larin kontrol grubu
olarak amplifikasyonu da caligmalara dahil edildi. PCR sarlarmin kontrol edilmesi
amaciyla negatif kontrol gruplarinda cDNA kaynagi eklenmeyerek c¢alisildi. PCR
denemelerinde 444 ng/ul RNA kullanilarak sentezlenen cDNA’dan 1 pl ve 5 ul kullanirak
optimize edildi. Ayn1 zamanda GC’ce zengin kalibimizda PCR amplifikasyonunu etkili bir
sekilde arttirabilme amaciyla PCR arttirict bilesenler kullanildi. PCR amplifikasyonunda
A.flavus’dan elde edilen cDNA’lar ve spesifik olarak tasarlanan primerler ile 750bg
uzunlugunda bantlar elde edildi.
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1 kb DNA
marker

Sekil 3.9 : 4.flavus Ca geni PCR amplifikasyonu Agaroz Jel Elektroforez Goriintiisii ( 1; 1
kb DNA marker, 2-3; CA geni, 4-5; CA geni, 6-7-8; poziitf kontrol, 9-10;
negatif kontrol )

PCR ile amplifiye edilen 750bg¢’lik DNA fragmenti Bolim 2.2.5.7°de belirtilen
sekilde jelden kazanildi ve pGEM-T easy (promega) vektoriine Bolim 2.2.5.10° belirtildigi
sekilde klonlandi.Mavi-beyaz seleksiyonu uygulandi ve segilen beyaz koloniler HindIII ve
Ncol restriksiyon kesim ezmimleri ile kesilerek rekombinat olup olmadig: ikinci kez

kontrol edildi (Sekil 3.6). Bu rekombinat kolonilerden gliserol stok hazirland1.

Low
range
marker

Sekil 3.10: pGEM-T rekombinat kontrolii( 1; 1 kb DNA marker, 2; pGEM-T vektor ve 4.flavus
CA geni)
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3.2.3 A.flavus Karbonik Anhidraz Geninin Biyoinformatik Analizi

pGEM-T vektoriine klonlanan ve A.flavus CA geni oldugu diistinilen DNA

fragmenti RefGen Gen Arastirma ve Biyoteknoloji firmasina dizi analizine gonderildi.

Dizi analizden gelen sonuglara gére 5° ve 3’ yonde dizi hizalandi. Buna gore dizi
analizine bagli herhangi bir hataya rastlanmadi (Sekil 3.11). Dizi analizden elde edilen
veriler ile yapilan blast sonug¢larinda calistigimiz klonladigimiz putatif A.flavus beta
karbonik anhidraz geninin data bankasinda bulunan XM _002378906nolu 4 .flavus cDNA’s1
ile %99 benzerlik gostermektedir (Sekil 3.12). Ayrica databankasindaki cDNA klonunda
genin 94. Pozisyonunda 189 baglik ve genin 234. Pozisyonunda 87 bg lik 2 insersiyon goze
carpmaktadir (Sekil 3.13). Bu iki insersiyon haricinde bazi bolgelerde niikleotid yer
degisim mutasyonlari dikkat cekmektedir(Sekil3.12). Daha sonra

http://molbiol.ru/eng/scripts/0113.html adresinde bulnan 6 frame translasyonu yapilmis elde

edilen protein dizisi databankta protein dizisiyle karsilastirilmis ve toplm 5 adet stop
kodonu bulunmustur (Sekil 3.14). Ayrica klonladigimizAspergillus flavus ve
databankasindaki Aspergillus flavus proteinleri %84 benzerlik gostermis ve ayrica N
terminal bolgede bir insersiyon dizisi tespit edilmigtir (Sekil 3.15). Klonlanan Aspergillus
flavus geninin tasimis oldugu 2 insersiyon ve niikleotid degisimleri géz 6niine alindiginda
klonlanan bu genin yalanci gen oldugu tahmin edilebilir. Yalniz bundan evvel ekspresyon

calisgmasiyla aktif bir protein Uretilip tretilmediginin test edilmesi gerekir.

(AR 1 s L G A AT A
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F 1
R 743
F 61
R 683
F 121
R 623
F 181
R 563
F 241
R 503
F 301
R 443
F 361
R 383
F 421
R 323
F 481
R 263
F 541
R 203
F 601
R 143
F 661
R 83
F 721
R 23

ATTCTCCTCGACTCTGGCAACCTTTCCTGTTTCAACCTCGTACAGARATCCCGTGATAGG

FErerrrrrrrrrererrrrrer e e e e e e e e e e e e e e e e
ATTCTCCTCGACTCTGGCAACCTTTCCTGTTTCAACCTCGTACAGAAATCCCGTGATAGG

AACATCCAGAATGAGAGGACTCGCTCTCAGCACTTTTATATCATCAAGGACACTTTGCTT

CEETEEEEE e e e e e et e b e e b e e e b e e
AACATCCAGAATGAGAGGACTCGCTCTCAGCACTTTTATATCATCARGGACACTTTGCTT

GAGATCACCAAGCGGCAAGAATGCAATATGATCAGCATCTTGGCCAAGATCCGATCTGAT

PEEEEEEEE et e e e e b et e e e e e e e et
GAGATCACCAAGCGGCAAGAATGCAATATGATCAGCATCTTGGCCAAGATCCGATCTGAT

TTTGCCCCGGATCACCTCATCAGTAAATGTGAGCATCCCACAATCAGTCTAGAGTTATCC

CEETEEEEEEE e bbb et e e e e e e e e e b e
TTTGCCCCGGAT CACCTCATCAGTARATGTGAGCATCCCACAATCAGTCTAGAGTTATCC

AAGATATCAGTGAGTATAACTTTCTTCAAACAATCTGGcccccccTTCCACGAGTACCAT

PEEEEEEEEEr e e et e b e e e et et e e e e e r e
AAGATATCAGTGAGTATAACTTTCTTCAARACAATCTGGCCCCCCCTTCCACGAGTACCAT

GCGCTCCCACATACATGATGAACAATCACAATTTCCCGGGTGGCTAGCAACTGCTGTGAG

RN R RN RN R AR AR AR R AR R RN
GCGCTCCCACATACATGAT GAACAATCACAATTTCCCGGGTGGCTAGCAACTGCTGTGAG

GTGATGATACTTCGCAGAGCATCTGCTACGCGACCACCGGCATTTCGAATCACATGGGCA

CEEEEEErrerr e e e et e e e e et e e e e e e e b e e
GTGATGATACTTCGCAGAGCATCTGCTACGCGACCACCGGCATTTCGAATCACATGGGCA

TCGCCCTCCTCAAGACCAAGAGCGCGAGCCGGATCTTGGTCTCAGTCAGTGAAACACGAA

PEEECrrr et er e e e e e e e e e e e e e e e
TCGCCCTCCTCAAGACCAAGAGCGCGAGCCGGATCTTGGTCTCAGTCAGTGAAACACGAA

TGTATAAGTGCTGCGATAGATTCCGAATCTCACCTAAACGAGCATCCATACACGCCACGA

PECEEEEE et e e e e e e e e e e e e e e |
TGTATAAGTGCTGCGATAGATTCCGAATCTCACCTAAACGAGCATCCATACACGCCACGA

TGGCAACCTTCCTACCAAGCCGGATTGACTTTATCAGGCCTTGAACTTGTGCTAATGATA

FEEErrrrr e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e
TGGCAACCTTCCTACCAAGCCGGATTGACTTTATCAGGCCTTGAACTTGTGCTAATGATA

GACCACCACAGGGGGTATCTGAGTGAAAGGACTATGTGCTTACCGTTTAGGAGGAAGCTG

FEETEEEEE R e et et e e e e e e e e e e e e e
GACCACCACAGGGGGTATCTGAGTGAARGGACTATGTGCTTACCGTTTAGGAGGAAGCTG

GAGGTCACCTTTGTTGAAAGACGCAGCGTATTCAGCATTGGCGACCCCAAGTTCTTTTGC

PEEEEEEEr et e e e e e e e e e e e et e e b e e e
GAGGTCACCTTTGTTGAAAGACGCAGCGTATTCAGCATTGGCGACCCCAAGTTCTTITTGC

GACAGACATGGCAACATCCATGG 743

PEELTEETEEEr el
GACAGACATGGCAACATCCATGG 1

Sekil 3.11: Dizi analizinden gelen forward ve reverse primerlerinin hizanlanmasi
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Klon

DATA

Klon

DATA

Klon

DATA

Klon

DATA

Klon

DATA

Klon

DATA

Klon

DATA

Klon

DATA

Klon

DATA

Sekil 3.12: Dizi analizinden elde edilen sonuglar ile A. flavus -CA geninin (XM _002378906)

CA

CA

CA

Cca

CA

CA

CA

CA

CA

CA

CA

CA

CA

CA

CA

CA

CA

CA

7 ATGTTGCCATGTCTGTCGCAAAAGAACTTGGGGTCGCCAATGCTGAATACGCTGCGTCTT

LECEREEEEEETEE TR T e e e e e e ey

1 ATGTTGCCATGTCTGTCGCAAAAGAACTTGGGGTCGCCAATGCTGAATACGCTGCGTCTT

67 TCAACAAAGGTGACCTCCAGCTTCCTCCTAAACG 100

RN AR AR R AR AR RR AR

61 TCAACAAAGGTGACCTCCAGCTTCCTCCTAAACG 94

289

94

349

154

409

214

516

235

576

295

636

355

696

415

GATCCGGCTCGCGCTCTTGGTCTTGAGGAGGGCGATGCCCATGTGATTCGAAATGCCGGT

FECEEEEEREEEEE R P e e e e e e e et Fee e e e e e e e

GATCCGGCTCGCGCTCTTGGTCTTGAGGAGGGCGATACCCATGTGATTCGAAATGCCGGT

GGTCGCGTAGCAGATGCTCTGCGAAGTATCATCACCTCACAGCAGTTGCTAGCCACCCGG

LECEEEEEEEER R R e e e e e TEE e e e e e e Feerer

GGTCGCGTAGCAGATGCTCTGCGAAGTATCATCATCTCACAGCAGTTGCTAGGCACCCGG

GAAATTGTGATTGTTCATCAT 429

RN E RN RRARRRY

GAAATTGTGATTGTTCATCAT 234

ACTGATTGTGGGATGCTCACATTTACTGATGAGGTGATCCGGGGCAAAATCAGATCGGAT

RN N RN RN AN RN RN RN RN AR RN RN RRARRA R

ACTGATTGTGGGATGCTCACATTTACTGATGAGGTGATCCGGGGCAAAATCAGATCGGAT

CTTGGCCAAGATGCTGATCATATTGCATTCTTGCCGCTTGGTGATCTCAAGCAAAGTGTC

LECEEEEREEE e e e e e LR e e

CTTGGCCAAGATGCTGATCATATTGCATTCTTGCCACTTGGTGATCTCAAGCAAAGTGTT

CTTGATGATATAAAAGTGCTGAGAGCGAGTCCTCTCATTCTGGATGTTCCTATCACGGGA

LECEEEEEEEEEEE e e e e e et P e e e e ey

CTTGATGATATAAAAGTGCTGAGAGCGAGTCCTCTCGTTCTGGATGTTCCTATCACGGGA

TTTCTGTACGAGGTTGAAACAGGAAAGGTTGCCAGAGTCGAGGAGAATCTCTGA 749

AR RN R RN AR RN RN RN RN AR RN RN AR

TTTCTGTACGAGGTTGAAACAGGAAAGGTTGCCAGAGTCGAGGAGAATCTCTGA 468

66

60

348

153

408

213

575

294

635

354

695

414

BLAST sonucu
7 100 *189 289 429 *%7 516 749
1 94 234 465

Sekil 3.13: Analiz edilen 4. flavus B-CA genin blast sonucu diyagrami
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DNA
Protein:

DNA
Protein:

DNA
Protein:

DNA
Protein:

DNA
Protein:

DNA
Protein:

DNA
Protein:

DNA
Protein:

DNA
Protein:

DNA
Protein:

DNA
Protein:

DNA

Protein:

DNA
Protein:

: atgttgccatgtctgtcgcaaaagaacttggggtcgeccaatgectgaatacgetgegtett
M+ +Le++P++C++L++S*+Q++K++N++L++G++S++P++M++L++N++T++L++Re-L-

tcaacaaaggtgacctccagcttectcctaaacggtaagcacatagtectttcactcaga
oS e olliew Ko o \Jio o [Plod G 0iGie o o s i o Lipn oW o0 G oK s Fliocs Tt siklsr 0 Ty 0 §o 0T o Rl

taccccetgtggtggtctatcattagcacaagttcaaggectgataaagtcaatcegget
Yo aPosliooWes sWe s GoeTuwrnTesGvefiovSeiaGosRoesPosDe sKes¥ooNs o PowRe

tggtaggaaggttgccatcgtggecgtgtatggatgectegtttaggtgagattecggaatct
‘Wee*..E.-G+-+-C+-+H*+*R*+G++:V++Y+«G:-:C++8++F:+:R++%..D:-.8--E--G-
atcgcagcacttatacattcgtgtttcactgactgagaccaagatccggectecgegetett

+I++A+A-+L++-I++H-+S++C++F++Te+De+¥ceDe2Q++De+PeeA++ReAr-I,+

ggtcttgaggagggcgatgcccatgtgattcgaaatgecggtggtcgegtagcagatget
G+ +Le++E++E:+Ge D+ A+ +H:+VeeIe+R++Ne+Ae+Ge+G++*Re+Ve+AeeD--A-

ctgcgaagtatcatcacctcacagcagttgctageccacccgggaaattgtgattgttcat
eLie*R+«S++T++T+T++8+Q++Q++Le+L++A++Te+Re+Ee+T++Ve:I:-V--H-

catgtatgtgggagcgcatggtactcgtggaagggggggccagattgtttgaagaaagtt
cHe e VeeCeoGe+Se+Ar  WeeYe+eSe eWeeKeeGeeGeePeeDeeCeoLiseKe K+ V-

atactcactgatatcttggataactctagactgattgtgggatgctcacatttactgatyg
Teelyerale sl o Femlin « Disaea G « Rida e Te N 6o ol « B H ¢ 6o o Tis"s Mie

aggtgatccggggcaaaatcagatcggatcttggeccaagatgetgatcatattgeattet
SR e MG o i@ e R K w8 o P GRS T i ellie s NG o Ky oMo eLie s Tew To oo «Ho 255

tgccgcttggtgatctcaagcaaagtgtecttgatgatataaaagtgectgagagegagtc
eCoeeReelseVe eTee8e+SeeKssVesGeeLiosMeoTIoo®eeKooCoo*eoBeeReoVe

ctctcattctggatgttcctatcacgggatttctgtacgaggttgaaacaggaaaggttyg

‘L++S-+F+-W++M++F++:L++S++*R++D++F++C++T++R++L++K++Q-+E-+R--L-+

ccagagtcgaggagaatctctgaaagctta
Pl 4 Gis s Rie N Rie o T iieGs s B dGiaTin

Sekil 3.14: Elde ettigimiz A.flavus protein dizi
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Klen A. flavus
A.flavus databank

Klon A. flavus
A.flavus databank

Klon A. flavus
A.flavus databank

Klon A. flavus
A.flavus databank

Klon A. flavus
A.flavus databank

L
z

61
31

121
61

181
99

241
151

MLECLSQKNLGSPMLNTLRLSTKVTSSFLLNGKHIVLSLRYPLWHSIISTSSRPDRVNPA 60

........................................................... 31
WEGCHRGVYCCSFRDSESIAALIHSCFTDDODPARALGLEECDARVIRNAGCRVADALRS 120
------------------------------------------- e ] . [
IITSQQLLATREIVIVHEVCGSANY SWKCGEDCLRKKVILTDILDNSRLIVGCSHLIMRSG 180
v S - p—y P P . CMLTEFTDEVIRG=======——— KI..D 98
ARSDRILAKMLIILESCRLVISSKVSIMIKCERVLSFWMFLSRDFCTRLROERLFESRRI 240
LGQ.---.DHIAF.PLGD.RQ.~-~—~~ VLDDIK. .RASPL.DVPITGF .YEVETGKVA.V 150
SESL 244
E.N. 154

Sekil 3.15: Klon 4. flavus, bizim klonladigimiz gen ve databankasindaki A. flavus protein
dizisinin karsilastirmasi

Sekil 3.15°de “

........ ” sembolii es aminoasit benzerliklerini, “------“ sembolii yeni

eklenmis aminoasit dizisini ve renki gosterilen harfler de farkliliklar1 bize gostermektedir.
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324 A. flavus Karbonik Anhidraz Geninin pet30a(+) Vektoriine Alt

Klonlanmasi

A. flavus CA geninin ekspresyonu i¢in pET ekspresyon sistemi kullanilmistir. Bu
amagla, ekspresyon amaciyla kullanilacak olan pET30a(+) plazmit vektorii DHS5ca
kompetan hiicrelerine transforme edildi. Transformasyon sonucu olusan kolonilerden
kontrol ve alt klonlama amaciyla Boliim 2.2.2.10°da belirtilen yontemle plazmit DNA
izolasyonu yapildi ve Sekil 3.16’da gosterildigi gibi HindIII/Ncol restriksiyon kesim
enzimleri ile kesilerek vektér dogrusal hale getirildi.Jel goriintiileme sistemi ile

degerlendirildikten sonra iki enzimle kesilmis olan vektér jelden geri kazanildi.

1 kb DNA
marker

Sekil 3.16 : pET30a(+) restriksiyon kesim sonucu(1l; 1 kb DNA Merker, 2; Dogrusal Hale
Getirilmis pET30a(+) Vektorii)

pGEM-T vektoriine klonlanan 4. flavus CA geni de HindIII ve Ncol restriksiyon
enzimleriyle kesildi. CA geni HindIII/Ncol restriksiyon enzimleri ile Tablo 2.25°de
belirtilen sekilde ve kosullarda kesildikten sonra %1°lik agaroz jel elektroforezi ile
goriintiilendi.Restriksiyon enzimleri ile kesimi yapilan CA geni jelden geri kazanildi ve
750 bg’lik CA geni pET30a(+) vektorl i¢ine Bolim 2.2.2.13°de belirtilen kosullarda
ligasyona birakildi. Ligasyonu kontrol amaciyla pET30a(+) vektoriine klonlanan CA

geninin ligasyon kontrolii amaciyla HindIII/Ncol restriksiyon enzimleri ile Bélim
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2
=

2.2.2.11°de belirtildigi sekilde kesime konuldu (Sekil 3.17). Ekspresyonamaciyla
BL21(DE3) kodon plus hiicre hattina elde edilen ligasyon iiriinii transforme edildi. 16 saat
37 °C inkiibasyondan sonra olusan kolonilerden gliserol stok yapildi ve -80 °C derin

dondurucuda saklandi.

1 kb DNA
marker

Sekil 3.17 :pET30a(+) ve 4. flavus CA Geninin Agoroz Jel Elektroforez Goriintiisii(1;
1kb DNA Marker, 2; A. flavus CA Geni ve pET30a(+)vektorii)

3.2.5 Rekombinant A. flavus Karbonik Anhidraz Geninin E.coli’de
Ekspresyonu

BL21(DE3) kompetan hiicreleri minimal besi ortamlarinda biiyiiyebilen ve proteaz
aktivitesinin az oldugu hiicrelerdir. Optimal protein ekspresyonu ve T7 promotor ile
ekspresyonun kontroliiniin saglandigi E.coli hiicre soylaridir.pET vektérleri ise
rekombinant proteinlerin E.coli’de tiretiminde siklikla tercih edilen sistemlerdir. Bu
calismada kullanilan pET30a(+) vektorii rekombinantlarin seg¢imi amaciyla kanamisine
diren¢ geni tagimaktadir veIPTG ile indiiklenebilen bir plazmittir. N ve C terminus
bolgesinde iki adet histidin kuyrugu icermektedir. Bu sayede iiretilen rekombinant
proteinin Ozellikle Nikel-NTA afinite kromatografisi gibi yontemler kullanilarak yiiksek

verimde saflastirilmasini  saglamaktadir. Ekspresyon amaciyla pET30a(+) vektdriine
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klonlanan A4.flavus karbonik anhidraz rekombinant plazmiti ile ¢alisildi. Buna gére Boliim
2.1.2.13°de belirtilen sekilde deney kuruldu. Kontrol grubu olarak sadece BL21(DE3)
kompetan hiicreleri ve pet30 plazmitini igeren BL21(DE3) kompetan hiicreleri kullanildi.
Ayrica indiikleme oncesi ve indiikleme isleminden 1 saat sonra bakteri kiiltiiriinden bir
miktar ayrilarak daha sonraki analizler i¢in -20 °C’de muhafaza edildi. Rekombinant
proteinin ekspresyonu iginen verimli ekspresyon kosullar1 0,8 mM IPTG
konsantrasyonunda ve 24 saat inkiibasyon sonucunda oldugu tespit edildi. Indiiklenme
gerceklestikten sonra; bakteri kiiltlirinin tamami 4000rpm’de +4 °C’de 10 dakika
stiresince santriftij edildi. Hiicre pelleti yikama tamponu (Tablo 2.10) ile iki kez
yikandiktan sonra Bolim 2.1.2.12°de anlatilan sekilde lizize ugratildi. IPTG indiiksiyonu
oncesi ve sonrasinda; sadece pET30a(+) palazmitini i¢eren, rekombinant plazmiti igeren ve
herhangi bir plazmit igermeyen BL21(DE3) kodon plus hiicrelerinden elde edilen ham
ekstraktlarve pellet ayrilarak SDS jele yiiklendi.Sekil 3.18’de goriildiigii gibi sadece
pET30a(+) plazmitini ve rekombinant plazmiti iceren hiicrelerin IPTG indiikleme sistemi
ile 24 saat sonunda oldukga iyi bir sekilde indiiklendigi gozlenmektedir. Gozlenmesi
beklenen rekombinant karbonik anhidraz proteinin biiyiikliigii yakalsik olarak 27 kDa
olarak tahmin edilmektedir. Sekil 3.18’de goriildiigii gibi 27 kDa seviyesinde bir
indiiklenme gozlenmektedir. Ancak ayni indiikklenmenin plazmit igermeyen bakteri
hiicrelerinde de gozlenmesinden dolayr ayni biiyiikliikte bakteriye ait bagka bir protein
olabileceginden siiphelenildi. Bu nedenle rekombinant proteinin kesin olarak
belirlenebilmesi amaciyla 6zellikle vektdrde bulunan ve iiretilen rekombinant proteinin de
yapisinda bulunmas: beklenen histidin kuyruklarini isaretleyebilen his taq antikoru
kullanilarak ~westernblot yontemiyle immunolojik olarak isaretlenmesine karar
verildi.Isaretleme sonucun da herhangi bir spesifik isaretleme gériilmemistir. Bu sonug da

rekombinant proteininin fonksiyel bir ifade g6stermedigini aydinlatmustir.
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27 kDa

Sekil 3.18: SDS PAGE Gériintiil; protein marker, 2; BL21(DE3) indiikklenme ncesi, 3;
pET30a(+)/BL21(DE3) indiiklenme ncesi, 4; pET30a(+)/BL21(DE3) 1h indiiklenme,
5; pET30a(+)/BL21(DE3) 24h indiiklenme, 6; pET30a(a)/CA indiiklenmeden 6nce, 7;
PET30a(+)/CA 1h indiiklenme, 8; pET30a(+)/CA 24h indiiklenme, 9; BL21(DE3) 24h
indiiklenme, 10; BL21(DE3) 1h indiiklenme)

Sekil 3.19: Western blot jel gotiintiisii
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4. SONUC VE ONERILER

Aspergilus flavus ekonomik agidan 6nemli birkag¢ fungal tiirden biridir. Bitkilerde,
hayvanlarda ve boceklerde patojen 6zellik gostermekte olup pekgok ekinde yaygin olarak
karsinojenik toksin olan sekonder metabolitler iliretmektedir. Bu tiir ekinlerin firsatgi
patojenlerindendir. Urtinlerin hasat oncesi ve sonrasinda ve 6zellikle tohumlarda iiretmis
olduklar1 sekonder metabolitlerden olan aflotoksin ile ciddi derecede tehlike yaratmaktadir.
Aflatoksin kuvvetli karsinojen ozellige sahip olup 6zellikle musir, yerfistigi, pamuk
cekirdegi ve kabuklu yemisler gibi yagli tohuma sahip {irlinlerde yaygin bir sekilde
goriilmektedir. Tahil Orneklerinde saptanan mikrofungus florast bozulma ve mikotoksin
tiretimi diginda {iriintin kalitesini de dugstirebilmektedir. Gidalarin raf 6mrii ve giivencsini

belirleyen en 6nemli faktorlerden biri tirtiniin mikroflorasinin nitel ve nicel 6zellikleridir.

Calismamizin ilk basamiginda, diinya genelinde yaygin olarak besin kaynagi olarak
kullanilan ¢avdardan Aspergillus genusuna dahil olan A. flavus tiiriiniin izolasyonu ve
tanilanmas1 yer almaktadir.Bu ama¢ dogrultusunda Balikesir bolgesinin 10 farkli ¢evre
koylerinden aseptik kosullar altinda ¢avdar 6rnekleri toplanmis ve herbir 6rnegin kiif
florasiseyreltme metodunda 10 seyreltmede saptanan tiirler olacak sekilde hesaplanmustir.
Ayni zamanda calistigimiz tlr olan 4. flavus’un herbir 6rnekte bulunma yiizdeleride

hesaplanmuistir.

Ik 6rnegimiz Edremit-Samec1 koyiinden alinan ¢avdar 6rnegi olup bu drnekten
toplamda 70 izolat elde edilmistir. Bu izolatlar igerisinde 2 tanesi A. flavus olarak
tanimlanmis olup ylizde olarak bulunma orami % 2,8 dir. Ikinci &rnegimiz Manyas
merkezden toplanan ¢avdar 6rnegi olup 65 izolat elde edilmis ve tek bir izolat 4. flavus
olarak tamimlanmis olup yiizde olarak bulunma orani ise % 1,5 dir. Uglincii 6rnek
grubumuz Gokceyazi merkezden temin edilen ¢avdar 6rnegi olup elde edilen toplamda 60
adet izolat icerisinden 2 izolat A. flavus olarak tanimlanmis olup ylizde olarak bulunma
orani ise % 3,3 dir. Dordlincti 6rnegimiz Dursunbey kdyilinden tehmin edilen ¢avdar
Ornegi olup 60 izolat elde edilmis ve bu izolatlar igerisinde 3°{i 4. flavus olarak tanimlamis
ylizde olarak bulunma orani % 5 olarak tespit edilmistir. Besinci 6rnegimizin toplandigi
yer Ovakdy olup toplamda 55 izolat elde edilmis ve 2 izolat A. flavus olarak

tanimlanmigtir. Yiizdece bulunma orani ise % 3,6 dir. Altinci 6rnegimiz Selimiye kdytinden
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teymin olan olup 49 izolat elde edilmis ve 4 izolat 4. flavus olarak tanimlanmis olup
yiizdece bulunma oran1 % 8,2 olarak belirlenmistir. Yedinci ¢avdar Srnegimiz Naipli
koylinden toplanmis ve 60 izolat elde edilmistir. Bu izolatlarda 2 tanesi A. flavus olarak
tanimlanmis ve yiizde olarak bulunma orani ise %3,3 olarak belirlenmistir. Sekizinci 6rnek
grubumuzu olusturan ¢avdar drnekleri Ivrindi merkezden teymin edilmis ve toplamda 62
izolat elde edilmistir. 1 tanesi A. flavus olarak tanimlanmis olup yiizdece bulunma oran1 %
1,6 olarak belirlenmistir. Dokuzuncu Ornegimizi Bakacak kdylinden toplanan gavdar
ornegi olusturmakta olup toplamda 60 izolat elde edilmis ve 3 tanesi 4. flavus olarak
tamimlanmistir. Yiizdece bulunma orani ise %5 dir. Onuncu 6rnek grubumuzu Kavacik
koytinden teymin edilen c¢avdar ornekleri olusturmakta olup toplamda 60 izolat elde
edilmis ve 2 tanesi 4. flavus olarak tanimlanmistir. Yiizdece bulunma oranina ise % 3,3
olarak belirlenmistir. Sonugta 10 farkli bélgeden toplanan ¢avdar drneklerinde toplamda
601 adet izolat elde edilmistir. 601 izolat icerisinden toplamda 22 adet A. flavus *un teshisi
ve tanilanmasi yapilmistir.Elde edilen izolatlar igerisinde 4. flavus tiiriiniin bulunma orani

%3,6 dir.

Karbonik Anhidraz (CA, E.C 4.2.1.1 Karbonat Hidroliyaz), bakterilerden
engelismis hayvanlara kadar dagilim gsteren aktif bolgelerinde Zn™ iyonu bulunduran
metaloproteinler olup monomer yapidadir. CA izoenzimlerinin temel gorevi
karbondioksitin bikarbonata geri dontisiimlii hidratastonunu saglamaktir. CA izoenzimleri
enzimleri organizmada metabolik yollarla olusan CO;’in taginmasi, elektrolit sekresyonu,
asit-baz dengesinin diizenlenmesi ve biyosentetik HCO3™ olusturulmasi gibi olaylarda rol
oynar. Evrimsel olarak karbonik anhidrazlar amino asit dizileri ve yapilari1 temel alinarak

birbirinden bagimsiz bes gen ailesi (a-, -, y-,8-, {-) tarafindan temsil edilmektedir [10].

B-karbonik anhidraz (B-CAs)’lar bakterilerde, Archaea’lar da, alglerde, bitkilerde
ve funguslarda igeren canli gruplarinda bulunurken memelilerde bulunmamaktadir. Yapisal
olarak aktif bolgesinde ¢inko iyonu bulunduran karbonik anhidraz enzim ailesinin dahil

metaloenzimdir [53].

Fungal CA’lar ilk olarak bir maya olan Saccharomyces cerevisiae’de karakterize
edilen Ncel03 genidir. Patojen funguslarda CA’1n rolii tam olarak anlasilamamis ve heniiz
aydinlatilamamigstir. Son zamanlarda yapilan calismalarda; Ascomycetelerden olan C.
albicans'm sahip oldugu NcelO3 geni olarak adlandirilan tek bir B-CA igerirken,

basidiomycetelerden olan C. neoformans’da ise Canl ve Can2 olmak tizere iki tip B-CA
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bulundugu aydinlatilmistir. C. neoformans’da yapilan arastirmalar 6zellikle karbonik

| anhidrazin fizyolojik fonksiyonu tizerine 11k tutmaktadir [42].

Fungal genom veritaban analizleri temel alindiginda pekg¢ok fungal tiiriin karbonik
anhidraz izoenzimlerinde yaygin olarak B-sinif CA’lart igerdigi gériilmektedir. Simdiye
kadar aydinlatilan Fungal tiirler igerisinde a-sinif CA izoenzimi igeren tek tiir Aspergillus
oryzae fungal tlirtidiir ve s6z konusu bu CA ezmiminin aktivitesi tam anlamiyla

bilinmemektedir. Akcigerlerde enfensiyona neden olan Aspergillus fumigatus tiirii ise B-

sinif CA’larin li¢ izoformunu igermektedir [42].

Yukarida degindigimiz bilgiler 1s18inda ¢alismamizda patojen bir fungus olan
Aspergillus flavus’da beta karbonik anhidraz enziminin klonlanmasi ve gen ekspresyon
analizleri ile molekiiler karakterizasyonu yapilmasi amaglanmistir. Bu plan dogrultusunda,
filamentli funguslardan olan A4.flavus sahip oldugu kompleks hiicre duvari yapisi ve yiiksek
oranda polisakarit igermesinden dolay:1 yapilan total RNA izolasyonundabiyolojik olarak
yiiksek saflikta ve kalitede RNA izolasyonunu zorlagtirmaktadir. S6z konusu polisakaritler

iz RNA ile ko-presipite olmakta ve RNA mnin yiksek saflikta elde edilmesini
4 zorlagtirmaktadir. Bu nedenle fungal kiiltiirden saf ve yiiksek kalitede RNA elde etmek
amactyla bes farkli izolasyon teknigi kullanilmigtir. OD=260/280 nm de absorbanslari
alinarak izole edilen RNA’nin saflig1 kontrol edilmistir. Bunu takibenA. flavus CA genini
elde etmek i¢in RT-PCR’a dayal: strateji kullanilmasi uygun goriilmiistiir. Bunun nedeni
ise CA geninin transkribinin intronlar igeriyor olmasidir.4. flavus CA genine aitspesifik
primerler kullanilarak PCR amplifikasyonu gergeklestirilmis ve agaroz jel elektroforezi
sonucunda calisan amplifikasyonlarda 750bg¢’lik bolgede CA geninin amplifiye oldugu

gozlenmistir. Calismanin daha sonraki basamaklarinda A.flavus CA total RNA’s1

| kullanilarak amplifiye edilen CA geni sirasiyla 6nce pGEM-T vektoriine daha sonra
| mutagenez ve ekspresyon calismalarinin yapilabilmesi amaci ile pET30a(+) vektoriine
klonlanmistir. 0,8 mM IPTG ile 1 ve 24 saat indiiklenen Orneklerin toplam protein

| miktarlar1 SDS PAGE ile goriintiilenmistir.

Yapilan biyoinformatik analizlerde klonlanan Aspergillus flavus geninin tagimis

oldugu 2 insersiyon ve niikleotid degisimleri g6z Oniine alindiginda klonlanan bu genin

r yalanci gen oldugu tahmin edilmistir. cDNA klonunda genin 94. Pozisyonunda 189 bazlik
‘ ve genin 234. Pozisyonunda 87 bazik 2 insersiyon bolgesi saptanmis ve bu iki insersiyon
haricinde bazi bolgelerde niikleotid yer degisim mutasyonlarinin oldugu goézlenmistir. Bu
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sonuglar dogrultusunda biyoinformatik analizlerle sinirli kalinmayip klonlanan A. flavus
geninin ekspresyon ¢alismasiyla aktif bir protein tiretilip tiretilmediginin test edilmestir. Bu
amagcla protein eksperyon analizlerine ge¢ilmis ve dncelikle rekombinat protin analizi igin
SDS PAGE yapilmigtir. SDS PAGE uygulamasinda rekombinant proteinimizin 27 kDA
biiyliklinde olmas: beklenmektedir. Indiiklenmenin sonrasinda hem salt bakteri
hiicrelerinde hem ekspresyon vektérii olarak kullanilan pET30a(+)’da hemde rekombinat
proteinimizde aym1 biiyiiklikte bant verdigi gozlenmistir. Elde edilen veriler
degerlendirildiginde rekombinat proteinimizin dogru yerde bant verip vermediginden emin
olunamamuigtir. Bunun bakteriyal bir protein mi yoksa A. flavus’ a ait CA olup olmadig1
anlagilmas1 amaciyla western blot ¢alismasi gergeklestirismistir. Ekspresyon vekt6riiniin
histidin kuyruklar1 icermesi nedeniyle elde edilen rekombinat proteinin his kuyrugu
tasimasi beklenmektedir. Bu dogrultuda bu westernblotta rekombinant protein his antikoru
tarafindan isaretlenmeye calisilmistir. Yapilan western blot analizinde his antikoru spesifik
olarak 27 kDA’luk proteine baglanmamistir. Bu da recombinant proteinin {iretilemedigi
isaret etmektedir.Genin icinde bulunan insersiyon ve yer degistirme mutasyonlari
potensiyel bir pseudogen oldugu distintilmektedir. Fomksiyonel analizle genin protein

seklinde ifade olmamasi bunu bir kez daha dogrulamaktadir.

Yapilan bu ¢aligma ile 4. flavus’a ait CA klonlanmistir.Bu sonuglarin bile enzimin
ekspresyonun aydinlatilmasinda énemli katkilar saglayacagi kanatindeyiz. Bu ¢alismanin
ileride yapilacak enzim aktivite ¢aligmalari i¢in temel bir basamak olacaktir.Ayn1 zamanda
cDNA Kkiitiiplerinin basarili bir sekilde olusturulmasinda temiz bir RNA elde edilmesi
kritik 6nem tasimaktadir. Bu dogrultuda yapilan RNA calismalarinda elde edilen verilerin
filamentli funguslarda yiiksek kalitede RNA elde edilme c¢alismalarina katkida

bulunacagini diistinmekteyiz.
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6.1

Kullanilan Markerlar

GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder |
&'GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder,

ready-to-use

g5 pg. %

1% TopViskni® LEGQ Agar

0.3 pgdare, 8 cm length gel,
1XTRE, 7V4m, 45 min

Sekil 6.1: Fermentas 1 kb marker

PageRuler™ Plus Prestained
Protein Ladder

KDa

AP _,-.253_ P

e
L ~100 - S

wn — ~30 < o
==

4-20% Tris-glycine SDS-PAGE

Gel

Sekil 6.2: PageRuler Prestained Protein marker (Thermo)
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Sekil 6.3: Diisiik ve yiiksek agirlikli RNA markerlari
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