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ONSOZz

YTU Biyomiihendislik Béliimii’nde, Biyomiihendislik Laboratuvar1 I ve Biyomiihendislik
Laboratuvari II, 7. ve 8. yariyillarda zorunlu ders olarak yer almaktadir. Biyomiihendislik
Laboratuvari II kapsaminda hazirlanan bu deneyler, 8. yariyilda Béliim Ogretim Uyeleri
koordinatorliiglinde yiiriitilmektedir.

Dersin amaci, 6grencilere Biyomiihendislik egitimi boyunca, teorik olarak aldiklar1 meslek
dersleri i¢in secilmis deneyler ile uygulama yaptirmak, elde edilen sonuglari tartigarak
degerlendirmektir.

Biyomuhendislik Laboratuvari II dersini alan tiim 6grencilerimize basarilar dileriz.

Biyomiihendislik Ogretim Elemanlari adina,
Prof. Dr. Mehmet Burcin PISKIN



CALISMA YONERGESI ]

CLASS ID: 42826330
CLASS ENROLLMENT KEY: BYM4242GR1

Raporlar en ge¢ deneyden sonraki hafta Persembe giinii 23:59’a kadar Turnitin
sistemine yuklenmelidir.
Her gruptan sadece bir iiye kayit yapmali ve final raporunu yiiklemelidir. “Your First
Name’ sekmesine TR/Grup numarasi yazilmalidir. ‘Your Last Name’ sekmesine ise
deney adi yazilmalidir. Bu sekmelere 6grenci isim-soy ismi yazilmamahdir!
Rapor degerlendirmede Turnitin intihal orani;

o %A40"n lizerinde olan 6grenciler 0 puan alacaktir.

o %30-40 arasinda olan 6grenciler 50 puan alacaktir.

o %20-30 arasinda olan 6grenciler 75 puan alacaktir.

o %?20'den az olan 6grenciler 100 puan alacaktir.
Turnitin’e yliklenmis raporlar1 revize etme hakki yoktur. Raporlar Turnitin sistemine
on kapagi silinmeden yiiklenmelidir. Sisteme gec¢ yiiklenen raporlardan puan
kirilacaktir.
Raporlar laboratuvar koordinatoriine e-mail ile, yazili ¢iktilar1 ise deneyden sorumlu
asistana deneyden sonraki Cuma giiniine kadar teslim edilmelidir.
Her geg¢ teslim i¢in raporlardan 10 puan kirilacaktir.



[ BASARI VE DEGERLENDIRME DURUMU

Y1l ici Degerlendirme: 40%

Deney Raporlan 20%
Pre-quiz 10%
Post-quiz 10%
Tasarim Deneyi Foyii 10%
Tasarim Deneyi Raporlar 10%
Sunum 20%

Grup Uyeleri ve Liderlerinin Degerlendirilmesi 20%
Vize: 20%

Final: 40%

e Yariyil boyunca 2 deney ve 1 tasarim deneyi yapilacaktir. Biitiin deneylere katilmak
zorunludur.

e Deneye 10 dakikadan daha gec gelen 6grenciler pre-quize alinmayacaktir. Pre-
quizden 50 altinda alan 6grenciler deneye katilamayacaklardir. Deneye katilimda
oldugu gibi ikinci kez pre-quize katilmayanlar veya yeterli notu alamayanlar deneye
katilmamis sayilacagindan dersten kalmis olacaklardir. Deney sonuglar1 ve
hesaplamalar her grup tarafindan detaylica hazirlanip tek bir grup raporu haline
getirilecek, bir sonraki hafta deneyden sorumlu arastirma gorevlisine ve laboratuvar
koordinatoriine ¢ikti olarak teslim edilecektir.

e Rapora katki saglamayan 6grenciler rapordan not alamayacaktir, ayn1 zamanda rapor
teslimi sirasinda gergeklestirilecek olan post-quize de alinmayacaktir. Dolayisiyla
deney raporu notundan ve post-quiz notundan sifir alacaktir.

e Rapora katki saglamis olsa bile rapor teslimi sirasinda gergeklestirilecek olan post-
quize katilim saglamayan 6grenciler post-quiz notundan sifir alacaktir.

Post-quiz’den <50 alan 6grencilerin yalnizca bir deneyde telafi hakki bulunacaktir.
Her 6grencinin 1 deney i¢in telafi deneye katilma hakki vardir. Bir deneye katilmayan
ogrenciler dersten kalirlar.

e Ogrenciler deneyin her asamasindan sorumludur ve raporlara dahil edilen her sey post-
quiz ve smavlarda sorulabilir.

e Deneye gecerli mazeret dogrultusunda katilamayacak ogrencilerin laboratuvar
koordinatorii ile iletisime gecmeleri gerekmektedir.




Grup Uyesi — Takim Lideri Degerlendirme Anketleri

e Her deney icin grup icerisinden iki kisi grup liderligi gorevi yiiriitecektir. Grup liderleri

o hafta deney siiresince deneyin ylriitiilmesinden, talimat alip verilmesinden, deney
raporundaki gorev dagilimi, rapor hazirligi, raporun son halinin birlestirilmesi gibi
gorevlerden sorumlu olacaktir. Bu dogrultuda paylasilacak olan online ‘Grup
Uyelerinin Takim Lideri Degerlendirme Formu’ {izerinden grup iiyeleri takim liderinin
bu vasiflarin1 degerlendirecektir. Ayni zamanda takim lideri de online ‘Takim Liderinin
Grup Uyelerini Degerlendirme Formu® formu Gzerinden grup Gyelerini teker teker
talimat alip-verme, takim i¢i c¢alisma, rapora katki saglama agisindan
degerlendirecektir.

e Grup liderleri asagidaki gorevleri iistlenecektir:

Gorev 1 Deney 1 (Rapor)

Gorev 2 Deney 2 (Rapor)

Gorev 3 Tasarim Deneyi (Rapor)
Gorev 4 Tasarim Deneyi (Foy)
Gorev 5 Tasarim Deneyi (Sunum)

Her 6grenci donem boyunca en az bir defa takim liderligi gorevini iistlenecektir.



[ LABORATUVAR TAKVIMI
HAFTA | TARIH KONULAR
23 Subat Ogrencilerle Tanisma ve Derse Giris Toplantisi /
1 Miihendislik Uygulamalarina Yonelik Standartlarin Sunumu
5 Deney 1 (Grup 1, Grup 6)
1 Mart Deney 2 (Grup 2, Grup 5)
Deney 1 (Grup 3, Grup 8)
3 8 Mart Deney 2 (Grup 4, Grup 7)
Deneylerin Final Raporu / Post-quiz
Deney 1 (Grup 5, Grup 2)
4 Deney 2 (Grup 6, Grup 1)
15 Mart o .
Deneylerin Final Raporu / Post-quiz
Deney 1 (Grup 7, Grup 4)
5 Deney 2 (Grup 8, Grup 3)
22 Mart —— i
Deneylerin Final Raporu / Post-quiz
Telafi Deneyleri
6 29 Mart
Deneylerin Final Raporu / Post-quiz
Tasarim Deney Foylerinin Teslimi
7 .
5 Nisan Telafi Deneylerinin Final Raporu / Post-quiz
: BAYRAM HAFTASI
8 12 Nisan
VIZE HAFTASI
9 19 Nisan - -
STANDARDIZASYON DERSI
10 26 Nisan Tasarim Deneyleri
11 3 Maysis Tasarim Deneyleri
12 10 leri
Mayis Tasarim Deneyler1
17 C .
13 Tasarim Deney Raporunun Teslimi icin Son Tarih
Mayis
24
14 Tasarim Deney Sunumlari
Mayis

15

FiNAL SINAVI




[ DENEYLER VE SORUMLU OGRETIM ELEMANLARI ]
SORUMLU
Deney No DENEY ADI 25":?1{ OGRETIM E-posta
ELEMANLARI
Ars. Gor. Nurseda
Plazmid DNA izolasyonu ve SURGIT . .

1 Spektral Analizi 13.00 (Laboratuvar nursedasurgit@gmail.com

Koordinatori)
Biyoreaktdrde Maya R
2 (Saccharomyces Cerevisiae) 13.00 Ars. Gor. Beyza

Uretimi

KARACAOGLU

beyzak@yildiz.edu.tr

Tasarim Grup 1

Ars. Gor. Muhammet
CELIK

mcelik@yildiz.edu.tr

Tasarim Grup 2

Ars. Gor. Ayca
ASLAN

aaslan@yildiz.edu.tr

Tasarim Grup 3

Ars. Gor. Zisan
TOPRAK

zisantoprakytu@gmail.co
m

Tasarim Grup 4

Ars. Gor. Selcan
AKAR

seakar@yildiz.edu.tr

Tasarim Grup 5

Ars. Gor. Ayca
ASLAN

aaslan@yildiz.edu.tr

Tasarim Grup 6

Ars. Gor. Taha
YUCEL

taha.usa@yildiz.edu.tr

Tasarim Grup 7

Ars. Gor. Nurseda
SURGIT

nursedasurgit@gmail.com

Tasarim Grup 8

Ars. Gor. Muhammet
CELIK

mcelik@yildiz.edu.tr




TASARIM DENEYIi TAKVIiMi

Hafta Calismalar
4 Problem ve Konu Belirleme, Sorumlu Asistana Bildirme
5 Belirlenen Konuyu Sorumlu Asistana Onaylatma
7 Deney Foyu Gonderimi
10-12 Tasarim Deneyi Gergeklestirme
13 Tasarim Deneyi Sonug¢ Raporu Gonderimi
14 Tasarim Deneyi Sunumlari

e A ve B gruplar ortak bir konu belirleyecek, ardindan deneyleri ayr1 olarak

gerceklestirecektir.

e Her grup laboratuvar fOyiindekilerin disinda bir Tasarim Deneyi olusturmalidir.
Ardindan deneyinizle alakali, bu dersin laboratuvar foyli gibi bir fOy olusturmaniz
gerekmektedir. Tasarim Deneyinizin Final Raporu’na grafikler, veriler, figiirler vb.

eklemeniz gerekmektedir.

e Gruplarn belirlenmis tarihlere bagli kalmasi zorunludur.

e Her grup tasarim deneyi i¢in 4. Haftaya kadar problem/konu belirlemeli, ardindan
tasarim deneyleri i¢in 6nemli tarihleri takip etmeli, sorumlu asistan ile siire¢ boyunca

iletisimde kalmalidir.




DENEY GRUPLARI

Gr. Al Gr.B1
Ogrenci No. isim - Soyisim Liderlik Ogrenci No. isim - Soyisim Liderlik
18051044 SELIN ELITAS Gorev 1 19056001 UGUR MERT KOSE Gorev 1
19051028 FAHRETTIN TAHA AYVALI Goérev 2 19056002 KUBRA KALAFAT Goérev 2
18056044 BIKEM ULUSAL Gorev 3 19056003 OZLEM REYHAN YAZKAN Gorev 3
18056050 ERBEY ESKITUTUNCU Gorev 4 19056004 BIRCAN ALEYNA YALCIN Gorev 4
18056060 DOGAN ALP KARA Gorev 5 19056005 ZEYNEP SUNBUL Gorev 5
Gr. A2 Gr. B2
Ogrenci No. isim - Soyisim Liderlik Ogrenci No. isim - Soyisim Liderlik
19056010 ELIF AYDOGAN Gorev 1 19056019 ZEYNEP KOCACIK Gorev 1
19056014 DAMLA NUR YASAR Gorev 2 19056020 ELIF BUSRA KARAKAYA Gorev 2
19056015 MELIKE AKDAG Goérev 3 19056021 SERRA NUR UNSAL Goérev 3
19056016 YAREN INAL Gorev 4 19056022 MISRA NAZ SEVINC Gorev 4
19056018 BURCAK BULUT Gorev 5 19056023 YAGMUR KAZANCIOGLU Gorev 5
Gr. A3 Gr.B3
Ogrenci No. isim - Soyisim Liderlik Ogrenci No. isim - Soyisim Liderlik
19056024 CEREN CERCI Gorev 1 19056033 BETUL SURA AKALIN Gorev 1
19056026 PELIN SiSLI Gorev 2 19056036 SEVVAL KIZILKAYA Gorev 2
19056028 YUNUS EMRE DUNDAR Gorev 3 19056037 ZEYNEP HOTAMAN Gorev 3
19056029 FATMA OZDEMIR Gorev 4 19056039 DILEK BOZKURT Gorev 4
19056031 EGE GURSEL Gorev 5 19056040 SEVCAN CETINKAYA Gorev 5
Gr. A4 Gr. B4
Ogrenci No. isim - Soyisim Liderlik Ogrenci No. isim - Soyisim Liderlik
19056041 SILA NURSU YUCEL Gorev 1 19056056 SELIN NUR CAN Gorev 1
19056045 SUDE TOPTAS Gorev 2 19056059 ELIF KALKAN Gorev 2
19056046 ERDI USTUN Gorev 3 19056060 KEVSER YILDIZ Gorev 3
19056047 FIRAT AYKURT Gorev 4 19056062 PELIN OZTURK Gorev 4
19056048 AHMET KURU Gorev 5 19056063 MERVE ORHAN Gorev 5
Gr. A5 Gr.B5
Ogrenci No. isim - Soyisim Liderlik Ogrenci No. isim - Soyisim Liderlik
19056064 ELIF TINMAZ Gorev 1 20056002 KEVSER DUMAN Gorev 1
19056065 EZGi KOCYIGIT Gorev 2 20056004 CAGLA KAYA Gorev 2
19056501 AYSE SUDE OZDEMIR Gorev 3 20056005 ECEM BASARAN Gorev 3
19056602 MERYEM SiFA ALTUNHAN Gorev 4 20056008 ECENUR BULBUL Gorev 4
19056903 NOUR ALHUDA ALSAMEER Gorev 5 20056010 TURAC OZAN ANILIR Gorev 5
Gr. A6 Gr. B6
Ogrenci No. isim - Soyisim Liderlik Ogrenci No. isim - Soyisim Liderlik
20056018 ZEYNEP FATMA KARAMAN Gorev 1 20056040 AKIN GUVEN Gorev 1
20056023 FATMA GULTASLAR Gorev 2 20056043 MERVE SERIN Gorev 2
20056025 HILAL YENICI Gorev 3 20056048 YAGMUR AYIKLAR Gorev 3
20056029 DESTAN ISIK ELMAS Gorev 4 20056049 EYLUL DILA CARKCI Gorev 4
20056037 YAREN ELA TURTUK Gorev 5 20056050 ESRA AYGUN Gorev 5
Gr. A7 Gr. B7
Ogrenci No. isim - Soyisim Liderlik Ogrenci No. isim - Soyisim Liderlik
20056064 ELIF EMEKDAR Gorev 1 20056604 ELIF KILIC Gorev 1
20056065 ELIF AYGUN Gorev 2 20056606 MERVE CETIN Gorev 2
20056067 DENIZBEY KOSTEKSIZOGLU Gorev 3 20056610 MINEL BAYAZIT Gorev 3
20056069 ZEYNEP KANTER Gorev 4 20056704 ALIHAYDAR AYDIN Gorev 4
20056071 CANAN BOZYOKUS Gorev 5 20056902 SALMA ASHRAF ELSAYED ZAGHLOL Gorev 5
Gr. A8 Gr. B8
Ogrenci No. isim - Soyisim Liderlik Ogrenci No. isim - Soyisim Liderlik
20056903 FERYAL SHAWA Gorev 1 21056602 SENA CELIK Goérev 1
20056904 FATMA ELREIS Gorev 2 21056606 NESE ERDOGAN Gorev 2
21056028 EDA NUR GORCIN Gorev 3 21056607 SEFA MUCAHID YAVUZ Gorev 3
21056052 MELIKE SURMELI Gorev 4 23056609 ELIF KUBRA KILIC Gorev 4
21056067 MELIKE DEMIRCIOGLU Gorev 5




[ DENEY 1: PLAZMID DNA iZOLASYONU VE SPEKTRAL ANALIZI ]

Bir DNA molekiilii 5 karbonlu sekere bagl bir fosfat grubu ve azotlu bazlardan meydana gelen
niikleotit adl1 yapitaglarindan olusmus, ¢ift sarmal olusturan bir molekiildiir. Bu karbonlar 1°-
5’ numarali olacak sekilde diizenlenmistir. DNA’da birbirinden farkli 4 tip nikleotit bulunur.
Bunlardan ikisi olan guanin ve adenin ikili halkasal yapiya sahip piirinler, diger ikisi sitozin ve
timin ise tekli halkasal yapiya sahip pirimidinlerdir. Bir DNA molekiiliinde niikleotitler 6zel bir
sira ile dizilirler. Sekerler birbirine, birinin 3° karbonu ile digerinin 5° karbonunu birlestiren
fosfat gruplar ile baglanirken, azotlu bazlar zincire yan grup olarak baglanirlar. DNA
molekiiliiniin ¢ift iplikli yapis1 da azotlu bazlar arasindaki hidrojen baglari ile bir arada tutulur.
Bu tip bir baglanma sadece sitozin ile guanin ve timin ile adenin arasinda olusur. Boylece bir
zincirdeki baz dizilimi digerinin tamamlayicis1, yani komplementeri olur. Iki zinciri polaritesi
birbirine zittir; her biri 5°-3” yoniinde dizilirken dogrultular birbirine tam aksi yondedir. Sonug
olarak merdiven benzeri ¢ift zincirli molekiil, ¢ift sarmal seklinde kivrilir ve aradaki hidrojen
baglar1 ile stabilize edilir. Niikleotit merdivenlerinin basamaklar1 arasindaki bu baglar
proteinlerin alfa-heliks yapisini stabilize eden baglarla analogtur.

Seker (Deoksiriboz)
Fosfat grubu

Seker-Fosfat
belkemigi

Zayrf
hidrojen
baglar

1 Timin (T)
[ Adenin (A) Niikleotit
[ Sitozin (C)
[J Guanin (G)

Sekil 1. DNA yapisinin sematik gosterimi

Genetik bilginin DNA tarafindan tasindiginin kabul edilmesinden sonra caligsmalar, DNA
yapisinin aydinlatilmasi ve bu molekiilde depolanan bilginin go6zlenebilir bir fenotip
olusturmak iizere ifade edilme mekanizmasi iizerine odaklanmistir. Sonraki yillarda bu
basarilmis ve arastirmacilar, DNA molekiillerini izole ederek 6zgiil bolgelerini ¢ogaltmay1
ogrenmislerdir. Boylece rekombinant DNA teknolojisi ¢aginin yolu agilmustir.

Genetik miithendisligi alaninda yapilan ¢alismalarda total hiicre DNA’s1, faj DNA’s1 ve plazmid
DNA olmak iizere ii¢ tip DNA molekiiliinden yararlanilmaktadir. Plazmitler, bakteri hiicreleri
icinde dogal olarak bulunan, bagimsiz olarak replike olabilen, bakteri kromozomunun disinda,
¢ift zincirli DNA molekiilleridir. Ilk gelistirilen vektorler, genetik olarak degisiklige ugratilmis
plazmitlerdir ve hala klonlama i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Plazmidlerin rekombinant
DNA teknolojisi ¢alismalarinda tasiyict DNA (vektor) olarak genis ¢apta kullanilmasi plazmid
izolasyon yontemlerinin gelistirilmesine yol agmustir.

Genel olarak DNA izolasyon yontemlerinde birbirini izleyen ii¢ temel asama bulunmaktadir.
Bu asamalar yiiksek molekiil agirlikli DNA’nin ortaya ¢ikmasi amaciyla hiicrelerin lizis
solusyonu yardimiyla parcalanmasi, denatiirasyon veya proteoliz ile DNA-protein
kompleksinin ayrilmasi ve DNA’nin ¢o6ziiniir duruma getirilmesi, DNA’nin basit
enzimatik ve/veya kimyasal yontemlerle proteinler, RNA ve diger makro molekiillerden
ayrilmasi basamaklarindan olugsmaktadir. Plazmid DNA izolasyonunda ise en sik kullanilan



yontemlerden biri Metot I olarak verilen Birnoim ve Doly tarafindan gelistirilen alkalin lizis
yontemidir (Birnboim HC, Doly J; 1979). Bu metod temel olarak sodyum hidroksit ve sodyum
dodesil siilfat (SDS) gibi kimyasallar kullanilarak bakterinin par¢alanmasi ve nétralize
edilmesiyle bakteri kromozomal DNA’sinin ve diger yiiksek molekiil agirlikli hiicre
komponentlerinin segici olarak ¢oktiiriilmesini saglar. Bu sekilde diger hiicresel bilesenlerden
ayrilan plazmid DNA izopropanol ile izole edilir. Bunun yani1 sira daha hizli, basit ve verimi
yiiksek cesitli plazmid DNA izolasyon yontemleri de bulunmaktadir. Metot II olarak plazmid
DNA izolasyonu asagida ek olarak verilmistir.

Deneyin Amaci:
Bakteri kiiltliriinden alkalin lizis yontemi ile plasmid DNA izolasyonu yapilmast ve
spektrofotometrik yontem ile DNA miktar tayini yapilmasidir.

Deney Oncesi Arastirilmasi1 Gereken Sorular:
e Plazmid DNA izolasyonu disinda, diger DNA izolasyon yontemleri hangileridir,
Agiklayiniz.
e Genel olarak tiim DNA izolasyon yontemlerinde bulunan temel asamalar nelerdir?
e Plazmid DNA ve genomik DNA arasindaki farklar nelerdir?
e DNA'nin miktar tayini i¢in kullanilan yontemleri agiklayiniz.

MATERYALLER
Bakteri Kilturi

Deneyde klonlanmasi hedeflenen geni igeren plazmid DNA’ya sahip E.coli bakteri kultiri
kullanilacaktir. Bakteri kiiltiirii bir gece (veya 24 saat) gelistirilmis s1v1 besi yeri i¢erinde inkiibe
edilerek ¢ogaltilacaktir.

Soltsyon I:
50 mM glikoz
25 mM TrisCl (pH 8.0)
10 mM EDTA (pH 8.0)
Solusyon I1:
0.2 N NaCOH
%1 (wt/vol) sodyum dodesil sulfat (SDS)
3 M potasyum asetat (pH 4.8)
[zopropanol
Etanol
dH,0
Cihazlar
Mikrosantrifuj, UV spektrofotometre, otomatik mikropipet

Sarf malzemeler
Steril mikropipet uglari, 1.5 ml mikrosantrifiij tiipleri, beher, falkon tiip

On Hazirlik
Buz banyosu (veya buz dolu bir strafor kutu) dnceden hazirlanmalidir.



METOD

Bu metoda gore plazmid DNA, bir alkalin liziz yontemi kullanilarak ekstrakte edilir (Birnboim

ve Doly, 1979).

1. E.coli igeren ependorf tiip buz lizerine alinir ve 1. Soliisyondan 100 uL [50 mM glikoz, 25
mM TrisCl (pH 8.0), 10 mM EDTA (pH 8.0)] eklenerek stispanse edilir.

2. Hiicreler 4 dakika boyunca 200 pL II. Soliisyonu (liziz soliisyonu) [0.2 N NaOH, %1 SDS]

ile muamele edilir.

150 puL sogutulmus 3 M potasyum asetat ile notralize edilir.

Ornekler, 4°C'de 10 dakika 14,000 rpm'de santrifiijlenir.

5. Plazmid iceren stpernatan esit hacimde izopropanol ile karigtirtlir ve -20°C'de 15 dakika
inkube edilir.

6. Ornekler 14,000 rpm'de 30 dakika 25°C'de santrifujlenir.

7. Siipernatan ¢ikarilir ve pelete 500 pL %70 etanol ilave edilir ve 25°C'de 5 dakika 14,000

rpm'de santrifjlenir.

Pelet, 50 uL. dH20 iginde yeniden sispanse edilir.

9. izole edilen plazmid DNA'nin miktar tayini gerceklestirilir.

Hw

o

Plazmid DNA'nin Miktar Tayini

izole edilen plazmid DNA'nin miktar tayini i¢in UV spektrofotometre kullanilarak &lgiim
yapilir.

Cift zincirli DNA molekiilleri i¢in, 1 optik dansitenin (OD) 50 pg/ml ye karsilik geldigi
bilinmektedir. Buna gore ¢ift zincirli DNA i¢in miktar belirlenmesinde asagidaki formiil
kullanilir:

DNA (ug/ml) = Azeo xsulandirim oranit x 50

Soliisyon i¢indeki protein ve RNA kontaminasyonu hakkinda yorumda bulunabilmek i¢in
A260nm / A280nm orani kullanilir.
Bu oran > 1.8 ise RNA kontaminasyonu,

< 1.8 ise Protein kontaminasyonu,

~ 1.8 ise kontaminasyonun olmadig: seklinde bir yorum yapilabilir.

Sonu¢ Raporunda Olmasi Gerekenler:

e DNA miktar tayininde neden 260 nm'deki absorbsiyon degerinin Ol¢iildiigiini
yorumlayimiz.

o UV spektrofotometre ile miktarini tayin ettiginiz DNA'nin safligin1 yorumlayiniz.

e UV spektrofotometre haricinde bir yontem ile DNA miktarini tespit etmek isteseydiniz,
hangi yontemi segerdiniz, agiklayiniz.

e Ortaya c¢ikan deneysel hatalarin nereden kaynaklanabilecegini ve nasil
diizeltilebilecegini tartisiniz.

e Deney sonuglariin tekrarlanabilirligi ve dogrulugunu saptamak isteseydiniz ne
yapmaniz gerekirdi tartiginiz.
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[ DENEY 2: BIYOREAKTORDE MAYA (Saccharomyces cerevisiae) URETIMI ]

2.1. Deneyin Amaci

Bu deneyin amacit kapali sistemde calisan 5 L hacimli bir biyoreaktérde Saccharomyces
cerevisiae tiretmek, gelisim siirecinde Ornekler alarak biiylime egrisi olusturmak ve biiyiime
evrelerini gozlemlemektir.

2.2. Teorik Bilgi

Biyoreaktor; icinde kontrollii yontemlerle organizma (bakteriler, mantarlar, mayalar, vb.) veya
iriin iretimi igin organizmalarin gelistirildigi veya baz1 6zel durumlarda 6zgiil reaksiyonlarin
yapildig1 tanklardir (Sekil 9). Biyoreaktorler proteinlerin, organik asitlerin, aminoasitlerin,
antibiyotiklerin, enzimatik veya mikrobiyal proseslerinde 6nemli bir role sahiptir. Bu prosesler
aerobik veya anaerobik olabilir. Biyoreaktorlerin temel hedefi istenilen diriiniin en verimli ve
kaliteli sekilde tretilmesi i¢in uygun ortam saglamaktir. Biyoreaktoriin gaz (oksijen, nitrojen,
karbondioksit) ve sivi akis hizlari, sicaklik, pH, substrat ve iiriinlerin konsantrasyonu, hiicre
sayis1 ve bilesimi (proteinler ve niikleik asitler), ¢6ziinmiis oksijen seviyeleri ve karistirma hizi
gibi ¢evresel kosullar1 yakindan ve stirekli olarak izlenmeli ve kontrol edilmelidir.

Bioreactor Agitation system
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Airsupply-— | W\ | pleriply .
pply -2 }\?‘E: pump
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Cooling water i
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of cooling
Thermal jacket water
\V/
Steam * Effluent

Sekil 2. Biyoreaktor

Biyoteknolojik bir proses 3 ana bdliimde incelenebilir: hammaddelerin hazirlanmasi ve 6n
islemden gegirilmesi (upstream processing), fermantasyon veya biyolojik reaksiyon
(cultivation) ve ayirma ve saflagtirma (downstream processing). Biyoteknolojik bir prosesin
genel akis diyagrami Sekil 3’te verilmistir. Diyagrami olusturan basamaklardan en énemlisi
biyoreaktorlerde mikroorganizmalarin iiretilmesidir.
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Sekil 3. Biyoteknolojik iiretim prosesinin genel akis semasi (Schiigerl ve Bellgardt, 2000).

2.2.1. Bivoreaktorlerin isletim Sekilleri

Biyoprosesler besiyerinin reaktore beslenmesine ve sisteme oksijen verilip verilmemesine bagli
olarak c¢esitli sekillerde siniflandirilabilir. Besiyerinin akisina bagli olarak biyoreaktorler
kesikli, yar1 kesikli ve siirekli olarak temelde 3 gruba ayrilir.

a) Kesikli - b)Yari kesikli c) Stirekli

Sekil 4. Biyoproseslerin temel isletim sekilleri.



2.2.1.1. Kesikli Prosesler

Kesikli proseslerde sisteme gelen ve sistemi terk eden besiyeri yoktur. Substratlarin tamami
baslangicta reaktore konur. Az bir miktar biyokiitle ile asilandiktan sonra hiicreler iireme icin
gerekli substratlardan biri tlkeninceye kadar veya inhibitor Grtinler Gremeyi durduruncaya
kadar ¢ogalmaya devam eder. Kiiciik olgekli islemlerde, tam olarak gelistirilmemis yeni
prosesleri test etmek, ¢ok pahali diriinlerin tretimi ve siirekli islemlerle doniisiimii zor olan
proseslerde kesikli reaktorler kullanilir. Ayrica bu reaktorler yiiksek substrat derisimlerinin
istenen biyolojik reaksiyon iizerine olumsuz etkisinin olmadig1 ve iiriin miktarinin az olacagi
durumlarda kullanilabilir. Kesikli reaktor, girdinin uzun siire reaktérde kalmasi ile elde edilen
yiiksek doniisiim dstiinliigiine sahiptir ve proses kontrolu igin az emek gerekmektedir. Ancak
ayn1 zamanda yiikleme basina yiiksek iscilik maliyeti, tiriinlerin yiiklemeden yiiklemeye iiriin
degiskenligi ve biiyik olcekli tiretim zorlugu gibi dezavantajlara sahiptir.

2.2.1.2. Yar Kesikli Prosesler

Reaktore stirekli besiyeri beslenir, fakat ortamdan uzaklastirilmaz. Yani reaktorde sivi hacmi
siirekli artar. Yar1 kesikli proses, substrat derisiminin ortamda diisiik olmasi gerektigi
durumlarda kullanilir. Biyokiitle derisimi siirekli olarak artar ve biyolojik reaksiyonun hizi
kesikli prosesin aksine besleme hizi ile kontrol edilir.

2.2.1.3. Surekli Prosesler

Besiyeri reaktore siirekli beslenir ve genellikle ayni hizda ortamdan uzaklastirilir. Yar1 kesikli
prosese benzer sekilde biyolojik reaksiyon hizi besleme hiziyla kontrol edilir. Besleme hizinin
nasil kontrol edildigine bagl olarak degisik siirekli prosesler vardir. En 6nemlisi olan kemostat,
sabit giris besleme hizinda isletilir. Tiirbidostat ise giris besleme hiz1 ¢ikis hiicre derisimi ile
kontrol edilir. pH-auxostat ise kontrol degiskeni pH’tir. Siirekli prosesin avantaji genellikle
verimliligin digerlerine gore yliksek olmasidir. Fakat uygulamada kesikli veya yar1 kesikli
prosesler daha ¢ok tercih edilmektedir. Bunun nedeni, proses se¢ciminde verimliligin tek basina
belirleyici bir etken olmamasi ve diger bagka etkenlerin de dikkate alinmasi gerektigidir.

2.2.2. Mikrobiyal Biiyume Kinetikleri

Biyoteknolojide fermantasyonlar kesikli (batch), kesikli beslemeli (fed-batch) veya sirekli
(continous) yontemlerle yirattlmektedir.

Kesikli kulttirlerde fermantasyon ortami hazirlanir ve mikroorganizma asilanir. Sistemin pH,
sicaklik ve diger degerleri ayarlandiktan sonra ortama yeni substrat veya mikroorganizma
ilavesi olmaz. Fermantasyon, ortamdaki besin elementleri tiikeninceye kadar veya cevresel
kosullarda gozlemlenen degisikliklere gore sonlandirilir. Fermantasyon boyunca fermentore
oksijen, kopiik onleyici ve pH ayar1 i¢in ilave edilen asit ve bazlar hari¢ herhangi bir madde
ilave edilmez. Kiiltiir ortami, biyokiitle ve metabolit konsantrasyonu hiicre metabolizmasinin
bir sonucu olarak siirekli olarak degisiklik gosterir. Kesikli fermantasyonda steril besiyerine
asilandiktan sonra (inokiilasyon), wuygun kosullar altinda inkiibasyona birakilan
mikroorganizmada dort temel biiylime fazi1 goriiliir (Sekil 5).
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Sekil 5. Kesikli kiiltiirde hiicre biiyiimesinin kinetigi.
Lag Faz:

Lag faz olarak adlandirilan alisma fazinda, hiicre konsantrasyonunda ¢ok az artig vardir. Lag
faz asamasinda hiicreler kendilerini yeni ortamlara gore ayarlamaktadir. Bu siire icinde
hiicreler, substratin hiicreye girmesi igin gereken tagima proteinlerinin sentezlenmesi, yeni
substrat1 kullanmak i¢in gereken enzimlerin sentezlenmesi ve hiicrelerin genetik materyalini
kopyalanmasi gibi islevleri yerine getirir. Lag fazin uzunlugu veya kisalig1 hiicrelerin inokulum
oncesi hangi fazda olduklarina baghdir. Hiicrelerin inokulum ortami ile fermantasyon ortami
arasinda farkliliga goére de bu siire uzun veya kisa olabilir.

Log Faz:

Lag fazin sonunda hiicre yeni kiiltiir ortamina adapte olmus olarak hizla iiremeye baglar. Hiicre
kiitlesi bu asamada hizla artar. Hiicre sayis1 logaritmik olarak artarken, kiiltiiriin spesifik
biiyiime hiz1 sabit kalmaktadir. Log faz, hiicre ¢ogalma hiz1 hiicre konsantrasyonu ile orantili
olmas1 nedeniyle ¢ogalma fazi olarak adlandirilir. Bu fazda metabolizma igin gereken tiim
enzimlerin yolu besin i¢inde oldugundan (alisma fazinin bir sonucu olarak) ve hiicreler besinleri
en verimli sekilde kullanacaklarindan dolay1 hiicreler maksimum hizda boliinmektedir.

Durgun Faz:
Durgun faz, kararli fazdir. Duragan faz sirasinda, besinlerin veya 6nemli metabolitlerin

tiikkenmesinin bir sonucu olarak net ¢ogalma hizi sifirdir. Bu fazda net biuyume gézlenmez,
biyokiitle miktar: sabit kalir. Cogu antibiyotik dahil bir¢ok énemli fermantasyon {iriinii, sabit



fazda iiretilir. Ornegin, Penicillium chryogenurn kiifii kullanilarak ticari olarak iiretilen
penisilin, ancak hiicre ¢ogalmasi sirasinda meydana gelen organik asitlerin ve zehirli
maddelerin etkisi ile de yavaslar.

Oliim Faz::
Hiicrenin enerji rezervlerinin tamamen tiikendigi ve metabolik aktivitenin durdugu dénemdir.
Ticari islemlerde 6liim fazinin hi¢bir degeri yoktur. Bu asamaya gelir gelmez fermantasyon

kesilmektedir.

2.2.3. Ureme Kinetigi

Eksponansiyel biiylime asamasi (log faz), iriinii ve/veya biyokutlenin kendisini uUretmek
istedigimizde biiyiime kinetiginin en dnemli asamasi olarak belirtilir. Ustel biiyiime hizinin
oOl¢iilmesi (yani hiicrelerin ne kadar hizli biiytidiigii), kiiltiir kinetiginin dl¢tilmesinde ilk temel
adimdir.

Kiiltiir ortaminin besin oranlar1 ve pH, sicaklik, iyon kuvveti vb. gibi fizikokimyasal kosullar
uygunsa “dt” gibi belirli ve kiiclik bir zaman araligindaki mikroorganizma (biyokiitle) artisi
“dx”; ortamdaki mikroorganizma konsantrasyonu (x) ile orantilidir. Bu tanimlama asagidaki
matematiksel baglantilar ile gosterilir:

N In X, —LnX,
SR
*tg=In2/

(n=spesifik iireme hizi; X>=Log faz sonundaki hiicre sayisi; X:=Log faz basindaki hiicre
sayisi; to-t1= log faz suresi; ta=ikilenme siresi)

NOT!! Ureme kinetigi icin olan bu denklemler sadece log faz siiresince uygsulanabilir.
Yani spesifik iireme hizi ve ikilenme siiresi hesaplanmasi icin olusturulacak grafik log
faza gore cikartilmahdir.

*Spesifik biiylime oran1 (n), hiicrelerin ne kadar hizli ¢ogaldigini tanimlar. Spesifik biiytime
oraninin daha yliksek degeri, hiicrelerin daha hizli biiytidiigii anlamina gelir. Hiicreler
biliylimediginde, spesifik biiyiime hizlar1 sifirdir. Log faz sirasinda, spesifik biiylime hizi
nispeten sabittir.

Saccharomyces cerevisiae tek hiicreli canlilar grubundan olup ekmek mayasi olarak bilinir.
Maya hiicreleri yuvarlak veya oval seklinde olup, boyutlar1 2-3 pum ile 20-50 um arasinda
degisir. 1 gr yas maya yaklasik 10 milyar hiicre igerir. Yaklasik 600 adet bilinen maya tiirii
olmakla birlikte bunlardan sadece birkac tanesi ticari oneme sahiptir. Ekmek yapiminda
kullanilan maya tiirii Saccharomyces cerevisiae’dir.



Deney Oncesi Arastirllmas1 Gereken Sorular:

e Bir biyoreaktdriin sahip olmasi gereken 6zellikleri ve ¢alisma prensipleri nelerdir?

e Biyoreaktorii olusturan ana elemanlar hangileridir?

e Inokiilasyon, inokuliim, kiiltivasyon ve fermantasyon nedir?

e Mikroorganizmalar hangi yollarla ¢ogalirlar?

e Mikroorganizmalar laboratuvar kosullarinda tiretilmek isteniyorsa nasil bir yontem
izlenmelidir?

e Saccharomyces cerevisiae nasil bir mikroorganizmadir, 6zellikleri nelerdir?

On Calisma:

e Saccharomyces cerevisiae’nin saf kiiltiirii kat1 besiyerine yayma yontemi ile ekilir, 48
saat 30°C’de inkiibe edilir.

e Kati besiyerinden tek koloni ekimi ile 10 mL’lik s1v1 besiyerine gegilir (mini-prep). 48
saat 30°C’lik calkalayici inkiibatorde birakilir.

e Olgek biiyiitme isleminde kullanilan sivi besiyeri hacmi biiyiik 6l¢eklinin %10 kadar
olmalidir.

e Siire sonunda 10 mL’lik kiiltiir 100 mL’lik steril besiyerine aktarilir ve 48 saat 30°C’lik
calkalayici inkiibatorde birakilir.

Deneyin Yapihsi:

e Siire sonunda 100 mL’lik besiyerinin tamamu biiyilik 6lgekli besiyerine (biyoreaktore)
aktarilir.

e Biyoreaktore ekim yapildiginda (t = 0, kontrol) 6rnek alinmaya baglanir ve biiylimenin
gerceklesecegi 48 saat igcinde belirli araliklarla 6rnek alimina devam edilir.

e Ornek alim isleminde cihazin tahliye vanasi kapatilir, drnek alma aparat: kullanilarak
birka¢ mL siv1 besiyeri bir deney tiipiine aktarilir.

e Alinan Orneklerin absorbanslar1 spektrofotometrik olarak 6lgiiliir. Blank (kor) olarak

steril besiyeri kullanilmalidir. Blank cihaza yerlestirilir. Auto zero yapildiktan sonra
ornek kuvete eklenir ve ODsoo belirlenir.

Sonu¢ Raporunda Olmasi Gerekenler:

Alinan her 6rnek i¢in t = 0 anindan baslayarak zamani belirleyiniz.

Elde ettiginiz ODeoo degerlerini (x=hiicre sayis1) kaydedip zamana kars1 bir grafik
olusturunuz.

Grafik tizerinde bliytime evrelerini gosteriniz.

Log faz1 belirleyiniz.

Spesifik tireme hiz1 (p) ve ikilenme siiresini (tq) hesaplaymniz.

Lag fazdan logaritmik faza gecisi hizlandirmak icin yapilmasi gerekenleri yaziniz.



