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UYARI: Proje ornekleri; biitiinliik arzeden ideal bir proje anlamina gelmemekle birlikte, arastirmacilara proje yaziminda yardimci olmak
ve fikir vermek amaci ile daha énce TUBITAK’a sunulan gesitli projelerin Ozet/Abstract, Amag ve Hedefler, Konu, Kapsam ve Literatiir
Ozeti, Ozgiin Deger, Yontem, Proje Yonetimi, Ekip ve Arastrma Olanaklan ile Yaygin Etki boliimlerinden alintilar yapilarak
olusturulmustur.

1001 — BILIMSEL VE TEKNOLOJIK ARASTIRMA PROJELERINi DESTEKLEME PROGRAMI

Basvurunun bilimsel degerlendirmeye alinabilmesi igin, Arial 9 yazi tipinde hazirlanmasi ve
toplamda 20 sayfay1 gegmemesi gerekmektedir. (EK-1 ve EK-2 harig) (*)

Arastirma proje onerisi degerlendirme formuna

http://www.tubitak.gov.tr/tubitak content filess ARDEB/destek prog/danisman panelist/DA Panelist Proje Onerisi Degerlendirme Formu.doc
adresinden ulasabilirsiniz.

1. PROJE OZETIi

Proje basligi, ézeti ve anahtar kelimeler Tiirkge ve Ingilizce yazilmalidir. Proje 6zetleri birer sayfayi gegmemelidir. Ozet
(summary) projenin soyut bir tanitimi degil, ana hatlari ile dnerilen projenin:

i. Amaci,
ii. Konunun kisa bir tanitimi, neden bu konunun segildigi ve 6zgiin degeri,
iii. Kuramsal yaklagsim ve kullanilacak yontemin ana hatlari,
iv. Ulasiimak istenen hedefler ve beklenen giktilarin bilimsel, teknolojik ve sosyo-ekonomik ne tiir katkilarda bulunabilecegi

hususlarinda ayri paragraflar halinde kisa ve net cimlelerle bilgi verici nitelikte olmalidir.
Anahtar Kelimeler ve Ingilizce karsiliklari (keywords) uluslararasi literatiire uygun bir sekilde secilerek 6zet sayfasinin sonundaki
ilgili bélimde ayrica belirtiimelidir.

Proje Bashgi : xxx

Proje Ozeti

Veteriner Galisma Alani Ornegi:

Kinm-Kongo kanamali ates hastaligi virisu (KKKAHV) Bunyaviridae ailesinin Nairovirlis genusunda bulunan ve kenelerle
nakledilen bir virlstir. KKKAHV negatif anlamli, 3 segmentli ve tek iplikgikli RNA virlisli olup segmentleri ayri ayri kapsile
olmaktadir. Virionun yapisinda RNA'ya bagl RNA polimeraz enzimi (L segmenti), ylizey glikoproteinleri Gn ve Gc (M segment)
ve niikleoprotein NP (S segment) bulunmaktadir. KKKAH Asya, Afrika, Ortadogu ve Dogu Avrupa'da goriilen ve ylksek
mortaliteyle karakterize bir hastaliktir. Virls insanlara, enfekte kenelerin insanlari tutmasi ya da viremik hayvan ve insanlarla
direk temas seklinde naklediimektedir. Ulkemizde ilk klinik vakalar 2002 yilinda gérilmiistir. Vaka sayilari takip eden yillar
artarak devam etmis ve énemli bir halk saghgi problemi haline gelmistir. Ulkemizde, 2002-2012 vyillari arasinda 7000'in
Uzerinde vaka rapor edilmis ve mortalite oraninin %5 oldugu saptanmistir. Turkiye, diinyada en blyuk KKKAH salginlarinin
gorildugl ulke olup zaman igerisinde KKKAH epidemileri artmis ve daha genis bir cografyaya yayilmigtir.

Enfeksiy6z hastaliklarinin kontroliinde en etkili yol asilardir. Viral agilar, sadlk alaninda 20. ylzyilin en énemli buluglarindan
birisi olup uygulama alani bulmasiyla hastaliklara maruz kalma ve enfeksiyonlara bagli élimlerin éntne gegilmistir. KKKAH"In
spesifik bir tedavisi ve koruyucu bir agisi bulunmamaktadir. Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu'nun (TUBITAK)
destekledigi bir proje kapsaminda KKKAH a karsi, calisma grubumuz tarafindan hiicre kdiltir tabanli inaktif bir agi gelistirilmistir.
Yapilan galigmalarda asi uygulanan Balb/c farelerinde yiiksek diizeyde nétralizan antikorlarin olustugu saptanmistir. Daha da
onemlisi asilanan IFNAR farelerinin KKKAH Kelkit06 susu ile eprivasyonunda %80'lik koruma oraninin oldugu bulunmustur.
Bununla birlikte, geligtirilen asinin hicresel immun yaniti ne sekilde uyardidi proje kapsaminda yer almadidi igin
bilinmemektedir. Bu galismayla, asilanan Balb/c farelerinde KKKAH Kelkit06 susuna ait NP ve Gn proteinlerinin, T hicrelerini
uyaran immunodominant bolgeleri belirlenecektir. Bu amacla, értugen (overlap) NP ve Gn peptit havuzlari IFN- y ELISPOT testi
ile analiz edilecektir. Daha sonra Balb/c fareleri, KKKAH inaktif asisi ile gesitli dozlarda immunize edilecek ve asiya bagh T
hicre yaniti arastirilacaktir. IFN- y yaniti ELISPOT testi ile, CD4+, CD8+ and CD3 + T hiicreleri akis sitometrisi ile analiz
edilecektir. Sitokin ELISA testi ile IFN- y, TNF-alfa, IL-2, IL-4, IL-5 ve IL-10 sitokin yanitlari belirlenecektir. Ayrica, indirekt ELISA
ve pseudo-plak rediiksiyon noétralizasyon testi (PPRNT) ile asiya bagli humoral immun yanit arastirilacak ve bdylece KKKAH
agsisi tarafindan olusturulan hem hiicresel hem de humoral yanit belirlenmis olacaktir.

Su Uriinleri Galisma Alani Ornegi :

Yersinioz ve Vibriosiz hastaliklari sirasiyla Turkiye'de tatlisu ve deniz baliklar yetistiriciliinde en ¢ok balik kaybina neden olan
iki hastaliktir. Yersinia ruckeri alabaliklarda (Oncorhynchus mykiss) yersinioz hastalidinin, Listonella anguillarum (Vibrio
anguillarum) ise deniz baliklarinda vibriosiz hastaliginin etkenidir. Bu hastaliklardan kaynaklanan kayiplari énlemek igin farkh
antibiyotikler yada inaktive edilmis asilar kullaniimakta fakat bakterilerin antibiyotige direng olusturmasi ve inaktif agilarin yeterli
korumayi saglayamamasi nedeniyle istenen oranda basari saglanamamaktadir. Ekibimizin uzun dénemdeki amaci; Tirkiye'de
balik hastaliklari nedeniyle olusan kayiplari en aza indirmektir. Bu projenin amaci ise yersinioz ve vibriosiz hastaliklarina karsi
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canli atenlie asilar gelistirmektir. Bu amagla, Y. ruckeri ve L. anguillarum bakterilerinin aroA ve aroC genleri mutasyona
ugratilacak ve mutan bakterilerin baliklardaki hastalik yapma gici (virGlans) ve hastalik koruma etkinlikleri (efikasite)
belirlenecektir. Temel hipotezimiz; genel aromatik amino asit biyosentez agdi (aro) genleri mutasyona ugratilan Y. ruckeri ve L.
anguillarum baliklarda ¢ogalma ve hastalik yapma yeteneklerini kaybedecekler ve canli agi olarak kullanilabileceklerdir.

Asagidaki spesifik hedefler izlenerek, projenin amacina basaril bir sekilde ulasmasi saglanacaktir.

1. Y. ruckeri ve L. anguillarum bakterilerinin aroA ve aroC genlerinin mutasyona ugratiimasi: Y. ruckeri RB0708 ve L.
anguillarum LMG10861 bakterilerinin aroA (5-enolpiruvilshikimate-3-fosfat sintaz) ve aroC (2,3-dihidroksibenzoik asit) genlerinin
5' ve 3' bolgeleri amplifike edilecek ve daha sonra overlap PZR ydntemi ile mutasyona ugratilan bu genler 6zel bir plazmide
(pDS132) yerlestirilecektir. Bu plazmid Y. ruckeri ve L. anguillarum'a aktarilacak ve gift homolog rekombinasyon sonucu wild tip
genler mutan genlerle yer degistirecektir. Bu asamanin basariyla tamamlanmasi sonucu hastalik yapma etkinligi azaltilmig
yada yok edilmis asi adaylari suslar elde edilecektir.

2. Mutant Y. ruckeri ve L. anguillarum bakterilerinin baliklar iizerindeki viriilans ve efikasite 6zelliklerinin belirlenmesi:
Elde edilen mutant Y. ruckeri ve L. anguillarum'un alabaliklarda yersinioz ve vibriosiz olusturma potansiyelleri, baliklarin mutant
bakterilerle enfekte edilmesi, 6lim oranlarinin hesaplanmasi ve bagisiklik sisteminde molekiiler dizeyde olusan tepkinin
Olgtlmesi ile belirlenecektir. Mutant Y. ruckeri ve L. anguillarum'un geng alabaliklarda yersiniyéz ve vibriosize kargi koruma
saglayip saglamadidi ise asilama yapilan baliklarin 1, 3, 6, 9, 12 ay sonra yabani tip Y. ruckeri RB0708 ve L. anguillarum
LMG10861 ile enfekte edilmesi ile anlagilacaktir.

Bu atenlie canli asilarin alabaliklarda hastalik yapan yabani tip Y. ruckeri ve L. anguillarum a karsi biyilk oranda bagisiklk
kazanimi saglamasi ve dolayisiyla hastalik olusum ve yayilimini engellemesi beklenmektedir. Bu calismalarin basariyla
tamamlamasi sonucunda, balik yetigtiriciliginde hastaliklar nedeniyle olusan kayiplarin biyuk oranda azalmasi ve yetigtiriciligin
karliliginin artmasi beklenmektedir. Balik hastaliklariyla klasik ydntemlerle micadele genellikle etkisiz ve cok pahali olmaktadir.
Kullanilan antibiyotiklere karsi bakterilerde diren¢ olusumu ya da kimyasal maddelerin gevre kirligine sebep olmasi ise diger
istenmeyen durumlardan bazilaridir. Bu nedenlerden dolayi, balik hastaliklariyla asilamaya dayali stratejiler kullanarak
mucadele edilmesi, su Urlnleri Gretiminin glvenliginin ve devamliliginin saglanmasi agisindan oldukga 6nemlidir. Bu projenin
Turkiye su UrUnleri uretim sektorinin gelismesine katkida bulunmasi ve yerli agi lretim calismalarina 6ncilik etmesi
beklenmektedir.

Tarim Gahigma Alani Ornegi:

Biyolojik zenginliklerimiz igerisinde yer alan bitki gruplarindan birisi, her biri ayri bir giizellikte gicege sahip olan tirlerin yer
aldig1 yumrulu ve soganli bitkiler (geofitler) grubudur. Geofitlerin dnemli bir kismi sis bitkisi olarak kullanildigi gibi, parfimeri ve
ilag sanayinde de énemli bir potansiyele sahiptir. Onemli geofitlerden olan Crocus tirleri, Iridaceae familyasina ait olup,
sonbaharda ve ilkbaharda agan giizel ve hos kokulu giceklerinden dolay! oldukga degerli siis bitkileridir. Ulkemizde 19'u
endemik olmak uzere 35 Crocus turi mevcuttur. Baz turler 2 ile 10 arasinda degdisen alt turu bulunmaktadir. Crocus tirleri
icinde kaybolma tehlikesi ylUksek olan ve glzel ayni zamanda gdsterigli cigekleri ile en énemli tlrlerden biri olan Crocus
speciosus Bieb. turinin Turkiye florasinda ¢ alt tlrd bulunmaktadir. Bu Gg¢ alt tiriin Oncelikle kiltire alinarak alternatif
yontemlerle gogaltiimasi biyiuk énem tasimaktadir. Dodal ¢cogalma hizinin da nisbeten diisik olmasi bu bitki tirlerinin kiltire
alinmasinda karsilasilan en biylk problemdir. Bundan dolaylr bu taksonlarin hizli ¢ogaltilabilmesi icin yeni yontemlerin
gelistiriimesini zorunludur. In vitro teknikler kullanilarak kisa slirede ¢ok sayida sogancik tretimi mimkuin olabilmektedir. Teklif
edilen proje kapsaminda da, endemik ve sus bitkisi olarak dnemli potansiyele sahip olan ve endemik-tehlike altinda bulunan
Crocus speciosus Bieb. subsp. ilgazensis Mathew ve Crocus speciosus Bieb. subsp. xantholaimos alt tirleri ile Crocus
speciosus Bieb. subsp. speciosus alt tirt ilk defa tarla kogullarinda kulttre alinacak olup, her g alt tirde ilk kez in vitro kltura
ve sogdancik uretimi yapilacaktir. Bu amacla, dogal floradan toplanan Crocus speciosus Bieb. subsp. ilgazensis Mathew ve
Crocus speciosus Bieb. subsp. xantholaimos alt turleri ile Crocus speciosus Bieb. subsp. speciosus cgesitli yetistirme
teknikleri kullanilarak tarla kosullarinda kiltire alinacaktir. Ayrica tirlerine ait ¢esitli organ eksplantlari, farkli besin
ortamlarinda ve kiltir kosullarinda in vitro sogancik Uretimi galismalari yapilacaktir. Bu proje kapsaminda bu bitkilerin
dis sartlara alistiriimalari ve topraga aktarimlari da optimize edilecektir. Sis bitkisi olarak ekonomik potansiyeli bulunan Crocus
speciosus turtne ait bu Ug¢ alt tirtn kultire alinmasiyla, dogal yetisme alanlarinda yapilan sékumlerin dniine gegcilebilecek, yok
olmalarina yénelik tehditler ortadan kalkabilecek ve llke ekonomisine ve germplazmin korunmasima katkilar saglanabilecektir.

Orman Galisma Alani Ornegi :

Nanokompozitler yeni bir sinif kompozit olup, polimer matrisler igerisinde kullanilan takviye edici materyal yapilarin en azindan
bir boyutunun 100 nanometre 6lgeginden ufak olmaktadir. Glinimize kadar yapilan nanokompozit alanindaki galismalarin
biyuk bir kisminda takviye edici olarak nano boyutta inorganik materyaller kullaniimistir. Genelde kullanilan bu nano boyuttaki
inorganik materyaller arasinda baslica kil, silika ve TiO, gelmektedir. Polimer nanokompozitlerde takviye elemani olarak
kullanilan inorganik yapilardaki bu cesitlilige ragmen, nanokompozit tretimi i¢in yenilenebilir kaynaklardan gevre dostu takviye
elemani cesitleri son yillarda arastirma konusu olmustur. Son on yil igerisinde biyo-kdkenli yenilenebilir kaynaklardan elde
edilen organik takviye maddelerin kullanimina baglanmis ve bu ydnde yapilan galismalarin sayilari artis gostermistir.
Lignoselilozik kaynaklar, cesitli deniz hayvanlari (tunicin, chitin) ve bakteri selllozundan elde edilen sellloz kristalitleri
(whiskers) dogal nano takviye elemanlari arasinda en 6nemlisidir. Blylk capta Uretimin gergeklestirilebilmesi igin takviye
malzemenin matris igerisinde iyi bir dagihm gostermesi gerekmektedir.

Bu projede seluloz nanokristalit takviye edilmis polimer nanokompozitlerin Uretiminin gergeklestiriimesi planlanmaktadir.
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Nanokompozit Uretimi igin mikrokristal sellilozdan (MCC) asit hidrolizi yoluyla nano 6lgekte seliiloz nanokristalit (whiskers)
eldesi gergeklestirilecektir. Elde edilen nanokristalitlerin (whiskers) yapilari ve boyutlari atomik gii¢ mikroskopu (AFM), X-ray,
C CP-MAS, NMR ve FTIR analizleri ile karakterize edilecektir. Seliiloz nanokristalitlerin termoplastik polimer matrisler
icerisinde takviye elemani olarak kullaniminin kisitl olmasi hidrofilik karakterde olmalarindan kaynaklanmaktadir. Bu hidrofilik
yap! nedeniyle termoplastik matris icerisinde homojen karisim gdsterememekte ve uyum problemleri yasanmaktadir. Bu
nedenle nanokompozit tretimi éncesi selliloz nanokristalitlerin yapilarinin kimyasal modifikasyon islemi ile degistiriimesi zorunlu
olmaktadir. Seliloz nanokristalitleri farkli zincir uzunluguna sahip dort anhidrit (asetik, bitirik, dekanoik ve stearik anhidritler) ile
kimyasal modifikasyon ve farkli dort vinil ester (vinil asetat, vinil butirat, vinil stearat ve vinil dekanoat) ile transesterifikasyon
reaksiyonlarla hidrofobik hale getirilecektir. Seliiloz nanokristalitleri kristal yapi bozulmaksizin farkli yontemlerle ve farkli zincir
uzunluguna sahip gruplar ile yapilari degistirilerek termoplastik matris ile uyumlu hale getirildikten sonra farkh oranlarda nano
boyutta sellloz nanokristalit takviyeli nanokompozitlerin Uretilmesi hedeflenmektedir. Polimer matris olarak erime sicakhgi
seliilozik materyalin bozunma sicakliginin altinda olan (120-130°C arasinda) yiksek yogunlukta polietilen (HDPE) kullaniimasi
planlanmaktadir. Ulkemizde yapilan proje, arastrma ve calismalarda orman (riinleri alaninda nanoboyutta seliiloz
nanokristalitleri kullanarak nanokompozit Uretimi ile ilgili hentiz nano Ol¢ekte bir calismaya rastlanmamis olup, yenilebilir
kaynaklardan nanokompozitlerin Uretimi gergeklestirilerek, llkemizde orman Urlnleri sanayii alaninda nano teknoloji konusunda
bir ilk gerceklestiriimesi amaglanmaktadir.

Anahtar Kelime Ornekleri:

Kirnm-Kongo kanamali atesi hastalidi, hlicre tabanli inaktif agi, KKKAHV NP ve Gn spesifik T hiicre immunodominat bolgeler,
aslya bagh hiicresel ve humoral immunite.

Aromatik amino asit biyosentez agi (aro), aroA, aroC, aroB, aroD, aroE, overlap PZR, canl atenlie agl, Yersinia ruckeri,
Listonella anguillarum

Nanokompozit, seliiloz nanokristalitleri (whiskers), kimyasal modifikasyon, transesterifikasyon, termoplastik

Project Title : xxx

Project Summary

Veteriner Galisma Alani Ornegi:

Crimean-Congo hemorrhagic fever virus (CCHFV) is a tick-borne virus in the family Bunyaviridae, genus Nairovirus. The
CCHFV genome consists of three molecules of negative-sense single-stranded RNA, each encapsulated separately. The virion
particle contains viral RNA polymerase (L segment), surface glycoproteins Gn and Gc (Msegment), and a nucleocapsid protein
NP (S segment). CCHF is characterized by high case mortality, occurring in Asia, Africa, the Middle East and Eastern Europe.
The virus is transmitted to humans through infected tick bites or from direct contact with viremic animals or humans. Clinical
CCHF was first recognized in Turkey in 2002. The numbers of CCHF cases have gradually increased in Turkey making the
virus a public health concern. Between 2002 and 2012, more than 7000 the CCHF cases have been reported in Turkey and
mortality rate is around 5%. So, Turkey is one of the country where the epidemy has become spread to the wider geography
and the biggest outbreaks of CCHF have occurred in the world.

Vaccines are the most effective way to control infectious diseases. Viral vaccines could be considered among the most
important medical achievements of the 20th century. They have prevented much suffering and saved many lives. Currently
there are no specific treatments or licensed vaccines available for CCHF. Our group has recently developed an inactivated cell-
culture based vaccine against CCHF which has been supported by The Scientific and Technological Research Council of
Turkey (TUBITAK). We have showed that the Balb/c mice immunized with the CCHF vaccine induced high level of neutralizing
antibodies. Furthermore, the challenge infection of IFNAR mice with CCHFV Kelkit06 virus presented a survival rate of 80%.
However, we could not evaluate the vaccine-induced T cell responses because the scope of the project does not cover the
analysis of cellular immune responses induced by the vaccine. In this research, Balb/c mice will be immunized with the vaccine
and it will be determined to the immunodominant regions of nucleoprotein (NP) and glycoprotein (Gn) of CCHFV Kelkit06 strain
which stimulate T cells. For this purpose, pools of overlapping NP and Gn peptides will be used for an IFN- y ELISPOT assay.
Then, in order to analyze the vaccine-induced T cell responses in Balb/c mice immunized with varying doses of the vaccine, we
will examine the production of IFN- y by IFN- y ELISPOT assay and CD4+, CD8+ and CD3 + T cells by flow cytometry.
Cytokine ELISA will be performed to determine the multiple cytokines such as IFN- y, TNF-alfa, IL-2, IL-4, IL-5 and IL-10. We
will also investigate the humoral immune response in the vaccinated Balb/c mice groups by indirect ELISA and pseudo-plaque
reduction neutralization test (PPRNT). So, we will able to assess both humoral and cellular immunity induced by the CCHF
vaccine.

Su Uriinleri Galigma Alani Ornegi :

Yersinia ruckeri and Listonella anguillarum cause yersiniosis and vibriosis in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss),
respectively. These two bacterial diseases are the main causes of high mortalities and severe economic losses in freshwater
and marine aquaculture in Turkey. To treat and prevent these diseases, antibiotics and inactive vaccines have been used.
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However, use of antibiotics can cause antibiotic resistance in bacteria, while inactive vaccines do not provide prolonged
protection against yersiniosis and vibriosis. Our long term goal is to prevent fish diseases in Turkey. The objective of this
research is to develop live attenuated vaccines against yersiniosis and vibriosis. To this aim, aroA and aroC genes of Y. ruckeri
and L. anguillarum will be mutated and virulence and efficacy of these mutants will be characterized. Our main hypothesis is
that Y. ruckeri and L. anguillarum with mutations in their aromatic amino acid biyosenthesis network (aro) will loose their abilty
to cause infections in fish and these will be used as live vaccines.

To accomplish the aim of this research, we will complete the following specific objectives.

1. Mutation of Y. ruckeri and L. anguillarum aroA aroC genes: : 5' and 3' regions of Y. ruckeri and L. anguillarum
aroA (5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate syntheses) and aroC (2, 3-dihydroxybenzoic acid) genes will be amplified
and DNA fragments mutated by overlap extension PCR will be cloned into a suicide plasmid (pDS132). This plasmid
will be transferred to L. anguillarum and Y. ruckeri for replacing wild type genes with mutated aroA and aroC genes via
homologous recombination. Successful completion of this phase is expected to yield live attenuated vaccine
candidates.

2. Determination of virulence and efficacy of mutated Y. ruckeri and L. anguillarum: Virulence of mutant Y. ruckeri
and L. anguillarum will be determined by infecting juvenile rainbow trout with mutant bacteria and calculating fish
mortalities and immune responses in fish. Similarly, efficacy of mutant Y. ruckeri and L. anguillarum will be determined
by vaccinating fish with mutant bacteria and then challenging the same fish with wild type Y. ruckeri RBO708 and L.
anguillarum LMG10861 1, 3, 6, 9, 12 months after vaccination.

It is expected that these live attenuated vaccines will provide resistance against the wild type Y. ruckeri and L. anguillarum
infections in trout, and thus, prevent onset and progress of diseases. Successful completion of this study is expected to prevent
fish losses due to Y. ruckeri and L. anguillarum infections and increase the profitability of aquaculture. Contend with fish
diseases using traditional methods is generally ineffective and expensive. For example, formation of antibiotic resistance in
bacteria against antibiotics, and chemical contamination of environment are some of the undesirable outcomes. For these
reasons, prevention of fish diseases using vaccination strategies is important for ensuring the profitability and sustainability of
aquaculture production. It is our expectation that this project will contribute to development of aquaculture in Turkey and lead to
domestic vaccine production efforts.

Orman Galigma Alani Ornegi :

Nanocomposites are new kind of composite materials and at least one dimension of reinforced material used in polymer matrix
has to be smaller than 100 nanometers. Up to date nano inorganic materials such as clay, silica and TiO, mostly used as
reinforced materials in the studies performed in nanocomposites field. Even though various inorganic nanofillers were used in
nanocomposites, renewable and enviromental friendly natural reinforced materials became the subject of research in the recent
years. Within the last decade there was usage and significant increase on the research of the organic reinforced materials
obtained from bio-based renewable resource. Cellulose whiskers obtained from the lignocellulosic resources, various sea
animals (tunicin, chitin) and bacterial cellulose were the most important reinforced material between natural nandfillers. It is
necessary that reinforced materials should show good dispersion in matrix.

The main aim of this project is the production of cellulose whiskers reinforced polymer nanocomposites. Cellulose whiskers will
be produced from MCC cellulose by acid hydrolysis for production of nanocomposites. Cellulose whiskers will also be
characterised with AFM, X-ray, b, CP-MAS, NMR and FTIR analysis. The main limitation usage of cellulose whiskers in
thermoplastic polymer matrix is hydrophilic characters of whiskers. For this hydrophilic character, whiskers cannot show
homogen mixture between matrix and cause compatabilization problems. For this reason before nanocomposites production it
is necessary to change the nature of cellulose whiskers by chemical modification. Chemical modification will be performed with
four anhydrides (acetic, butyric, stearic and decanoic anhydrides) and four vinyl esters (vinyl acetate, vinyl butyrate, vinyl
stearate and vinyl decanoate). Our aim is the production of nanocomposites from chemically modified cellulose whiskers
without detrimental effect on the crystals behaviour of whiskers. High density polyethylene (HDPE) will be used as polymer
matrix in nanocomposites because melting points is around 120-130°C lower than the degree of cellulose degradation. There
has been no research done by now regarding the production of nanocomposites reinforced with cellulose nanowhiskers in
Turkey. This research project will be the first study on the nanotechnology area in the forest products field in our country.

Keywords:

Crimean-Congo hemorrhagic fever (CCHF), cell-culture based inactivated vaccine, CCHFV NP and Gn spesifik T cell
immunodominant regions, vaccine-induced cellular and humoral immunity.

Aromatic amino acid biyosenthesis network (aro), aroA, aroC, aroB, aroD, aroE, overlap PCR, live attenuated vaccine, Yersinia
ruckeri, Listonella anguillaru

Nanocomposites, cellulose whiskers, chemical modification, transesterification, thermoplastic
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2. AMAC VE HEDEFLER

Projenin amaci ve hedefleri ayri bolimler halinde kisa ve net cumlelerle ortaya konulmalidir. Amag ve hedeflerin belirgin,
olculebilir, gercekgi ve proje siresinde ulagilabilir nitelikte olmasina dikkat edilmelidir.

Veteriner Galisma Alani Ornegi:

insanlarda siddetli kanama ve toksik belirtilerle seyreden Kirrm-Kongo kanamali ates hastaligi (KKKAH) Bunyaviridae ailesinin
Nairoviris genusunda yer alan bir RNA virus tarafindan olusturulmaktadir. Hastalik Asya, Afrika, Ortadodu ve Dogu Avrupa'yi
igerisine alan genis bir cografyada gériilmekte ve mortalitesi %5-50 arasinda degismektedir. Ulkemizde ilk klinik vakalar 2002
yilinda gorilmus olup, takip eden yillar artan vaka ve 6lim sayilariyla devam etmistir.

Hastaligin spesifik bir tedavisi yoktur. KKKAH a karsi Bulgaristan’da 1970’li yillarda fare beyni kullanilarak hazirlanan “Bulgar
AsisI” asisi disinda bir asi yoktur. Bununla beraber, “Bulgar Asisi” Bulgaristan disinda higbir Ulkede ruhsatlanmamis olup
glvenirligi ve potensi hakkinda ¢ok az bilgi bulunmaktadir.

Ulkemizde, son 10 yildir bildirilen ve diinyanin en biiyilk KKKAH salginlari seklinde seyreden hastalik en énemli saghk
problemlerinden biri olarak degerlendirilmektir. Ulkemizde konuyla ilgili olarak bilimsel calismalar yapiimakta ve ilgili birimler
cesitli stratejiler gelistirerek hastalikla micadele etmektedirler. Bu stratejiler arasinda; koruyucu asi gelistiriimesi, hizli ve duyarli
teshis metotlarinin standardize edilmesi, endemik bdlgelerdeki insanlarin ve ilgili sadlik personelin egitimi, risk analizleri,
koordinasyon, sosyal mobilizasyon, hastaligin epidemiyolojisi ile ilgili calismalar, vektér kontroll vb. sayilabilir. Bu baglamda,
T.C. Saglik Bakanh@rnin misteri kurum oldugu Firat ve Kafkas Universitelerinin yiritiici oldugu “Kirrm-Kongo Kanamali Atesi
VirGsunin Epidemiyolojisi, Molekuler Karakterizasyonu, Antijen ELISA Gelistiriimesi ve Koruyucu Asi Calismalari” isimli ve
108G126 nolu TUBITAK KAMAG projesi 2010 yilinda yirirliige girmis olup 2014 yilinda bitirilmesi 6n gériilmektedir. Projenin
en 6nemli ayaklarindan birisi olan asi gelistiriimesi ilgili olarak énemli gelismeler saglanmistir. Hastalia karsi, KKKAH Kelkit06
susu kullanilarak hiicre kultir tabanl inaktif asi gelistiriimis ve klinik éncesi (preklinik) ¢aligmalarinin birgogu tamamlanmistir.
Balb/c farelerinde yiiksek diizeyde IgG ve nétralizan antikor olusumu belirlenmistir. interferon alfa/beta genleri gikarilmis IFNAR
farelerde (knockout fareler) yapilan epriivasyon calismalarinda %80 oraninda koruma saglanmistir. Bununla beraber, gelistirilen
hicre kultir tabanli inaktif asiya karsi klinik Oncesi fazda hicresel immun yanitin arastiriimasi proje kapsaminda
bulunmamaktadir. Onerilen bu aragtirma projesi ile, 108G126 nolu TUBITAK KAMAG projesi kapsaminda KKKAH karsi
gelistirilen hucre kiltir tabanli inaktif asiya bagli olusacak hiicresel immun yanit arastirilacaktir.

Onerilen bu arastirma projesinde temel 2 amag dngériilmektedir.

1- KKKAH’a kars! gelistirilmis hicre kdltur tabanli inaktif asiya bagli hiicresel immun yanitin belirlenmesi icin T hiicrelerini aktive
eden KKKAH Kelkit-06 susu NP ve Gn spesifik immunodominant bdlgelerin identifiye edilmesi. Bu amagla, KKKAH Kelkit06
susunun tam buyuklikteki NP ile Gn glikoproteinini igeren sentetik peptidler kullanilacaktir.

2- Farkh dozlarda hazirlanarak Balb/c farelerine verilecek olan KKKAH inaktif asisina kargl olusacak hiicresel immun yanitin
IFN- y ELISPOT, akis sitometrisi ve sitokin ELISA testleri ile degerlendiriimesi. Ayrica, indirekt ELISA ve pseudo-plak
rediksiyon notralizasyon testi (PPRNT) ile asiya bagli humoral immun yanitin arastirimasi ile KKKAH asisi tarafindan
olusturulan hem hiicresel hem de humoral yanitin belirlenmesi.

Orman Galisma Alani Ornegi:

Fidan Uretiminde Anadolu karagami [Pinus nigra Arnold subsp. pallasiana (Lamb.) Holmboe], ibreli agag tlrlerimiz arasinda
gecmisten beri kizilgam ve sedirden sonra Ugilinci sirada yer alan orman agacidir. Glnimizde ise karagam, sedir ile birlikte
fidani en ¢ok uretilen tirdlr. Yar kurak alan agaglandirmalarinda en yaygin olarak kullanilan agag tiirii Anadolu karagcamidir ve
bu tirimiz dogal yayilis itibariyle stepe en fazla sokulan ibreli agaglarimizdan en dnemlisidir. Ancak bu tiiriin tGlkemizde yapay
asilama yontemiyle mikorizali fidan Uretimi konusunda yapilmis bilimsel bir calisma bulunmamaktadir. Bahsi gegen mikorizal
mantarlar kékin su ve besin maddesi alim kapasitesini artirirken, ayni zamanda toprakta ag gibi gelismesiyle topragin
tasinmasini engeller. Ayrica bu mantarlar bitkileri asiri sicak ve soguk gibi abiyotik etkenlerin yaninda hastalik yapan biyotik
etmenlere karsl da korumaktadir.

Uretilen karagam fidanlarinin gcogunlugu tilkemizin yari kurak ve uzun sireli dénemsel kurakhiga sahip iklim dzelligi tagiyan;
Akdeniz ardl, i¢ Ege, Karadeniz ardi, i¢ ve Dogu Anadolu bélgelerinde kullaniimaktadir. Genel itibari ile Glkemizin tgte birinden
fazlasinin kurak ve yari kurak 6zellik tasidigi g6z 6éniinde bulunduruldugunda bu sahalarda yapilacak ¢alismalarin 6nemi bir kez
daha ortaya ¢ikmaktadir. Bu bolgelerde agaglandiriimasi disinilen sahalarda antropojenik etkiler nedeniyle; ekolojik denge
bozulmus, topraktaki canli etkinlik gerilemis ve bu sahalar ginimiizde bozkir (step) ekosisteminin bitkileriyle kaplanmistir.
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Buralarda yapilacak agdaglandirma ve erozyon kontroli g¢aligmalarinda topragdin mikrobiyolojik etkinliginin iyilestiriimesi,
calismalarin basarisi agisindan oldukga ©6nemlidir. Bu nitelikteki sahalarda mikorizali fidan kullanimi topraktaki biyolojik
etkinligin hizla artmasini saglayarak agaglandirmalarda daha ylksek bagariya ulagiimasina yol acacaktir.

Ulkemizde karagamin fidanlik pratiginde mikorizali fidan iretimi heniiz bilimsel bir ortamda denenmemistir. Ayrica yari
kurak alanlarda var olan dogal mikorizal mantar turlerimiz tzerinde de henuz bir ¢alisma yapilmamistir. Bu ¢alisma ile, Akdeniz
ardi, Ic Ege ve Ig Anadolu’nun giineyinde bulunan dogal mikorizal mantar tiirlerimizin tespiti, bu tiirlerimizden saf kiiltiire
alinabilenlerin laboratuvar ortaminda Uretiimesi ve elde edilecek kiiltiirlerin gogaltilarak karagam fidanlarina asilanmasi yoluyla
mikorizall fidan dretimi amaglanmaktadir. BOylece karagam ile ortak yasam kuran yerel mikorizal mantar tirlerimizin karagam
fidanlarinin morfolojik ve fizyolojik 6zellikleri lizerine etkileri tespit edilmis olacaktir.

3. KONU, KAPSAM ve LITERATUR OZETI

Proje dnerisinde ele alinan konunun kapsami ve sinirlari, projenin arastirma sorusu veya problemi acik bir sekilde ortaya
konulmali ve ilgili bilim/teknoloji alan(lar)indaki literatiir taramasi ve degerlendirimesi yapilarak proje konusunun literatiirdeki
6nemi, arka plani, bugiin gelinen durum, yasanan sorunlar, eksiklikler, doldurulmasi gereken bosluklar vb. hususlar agik ve net bir
sekilde ortaya konulmaldir.

Literatiir degerlendirmesi yapilirken ham bir literatiir listesi dedil, ilgili literatlirin 6zet halinde bir analizi sunulmalidir. Referanslar
http://www.tubitak.gov.tr/ardeb-kaynakca sayfasindaki agiklamalara uygun olarak EK-1'de verilmelidir.

Gida Galigma Alani Ornegi:

Gunumuzde fermentasyonla enzim dretimi konusunda gergeklestirilen arastirmalarda temel amag, uretim sartlarinin optimize
edilerek mimkin olan en dusuk maliyetle en yiksek fayday! sadlayacak saflikta enzim Uretmektir. Bu nedenle bu proseslerde
saf kimyasallarin yanisira yenilenebilir dogal kaynaklarin kullanimi da son yillarda énem kazanmistir. ilag, kimya, tekstil ve gida
endustrisinde yaygin olarak kullaniimaya baslayan ve ilerleyen yillarda daha degerli bir duruma gelecek olan mannanaz
enziminin saf kimyasallar ve dogal kaynaklar kullanilarak Uretimi, yabanci kaynakli arastiricilar ve ticari firmalar tarafindan yeni
teknolojiler ve saflastirma teknikleri gelistirilerek patent altina alinmaktadir. Benzer sekilde llkemizde de enzim lreten birgok
mikroorganizmanin farkli ortamlardan izolasyonu, karakterizasyonu ve Uretimi ile ilgili gesitli calismalar bulunmaktadir. Ayrica
dogal olarak bu enzimleri Ureten mikroorganizmalarin genleri tespit edilerek daha yiiksek miktarda enzim Uretme kapasitesine
sahip rekombinant mikroorganizmalarin dretimi ile ilgili ¢alismalara da hiz verilmisti. Bu amagla mannanaz enzimini
dogal olarak Ureten bir patojen olan ve Urettigi enzim, toksik etkisinden dolay! gida endustrisinde kullanilamayan Aspergillus
fumigatus (IMI 385708)'dan mannanaz geninin proteinini kodlayan bélgesi izole edilmistir. izole edilen gen toksin Gretmedigi igin
GRAS (Generally Recognized As Safe) listesinde yer alan Aspergillus sojae'ye transfer edilerek yilksek seviyede mannanaz
treten Rekombinant Aspergillus sojae (ATCC 11906) gelistiriimis (Duruksu vd. 2009) ve enzim uretim sartlarinin optimize
edilmesi uzerine kiiglk olcekli flask denemeleri gerceklestiriimistir (Ozturk vd. 2010). Bunun yaninda dnerilen projenin yuritucusi
tarafindan yurGtulen ve stz konusu Rekombinant Aspergillus sojae kullanilarak kegiboynuzu ekstraktinin mannanaz uretiminde
potansiyel substrat olarak kullanimini amaclayan bir projede flask denemeleri gergeklestirimis ve hemen hemen sonug
asamasina gelinmigtir. Sonug¢ asamasina gelinen bu projeden elde edilen verilerden mannanaz Uretiminin farkli yontem ve
tekniklerle daha da artirilabilecegi ve optimize edilebilecegi, enzimin farkli yéntemlerle saflastirimasi, muhafazasi ve gida
endustrisinde kullanimina yonelik deneysel yontemleri iceren bir proje hazirlanmasina karar verilmistir.

Mannanaz enziminin saflastiriimasinda affinasyon kromatografisi ve iyon degistirme tekniklerinin kullaniimasi, (lkemiz diginda
yapiimig calismalar sonucunda patent altina alinmistir. Bu teknikler son derece pahali yéntemleri kapsadigi icin, dinya
piyasasinda mannanaz enzim preparatlarinin ok yilksek fiyatla satildigi gériilmektedir. Ornegin; (retildigi karbon kaynagi
itibariyle fermentasyonda kullanilan saf sekerler veya dogal kaynaklarin kilogram fiyati 4-5 TL'yi gegmezken, bunlardan Uretilen
mannanaz enziminin gram fiyatl 1000 dolar olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Goruldugu gibi ekonomik degeri pek fazla olmayan
organik materyaller kullanilarak katma degeri yilksek bir Griiniin Uretimesi soézkonusudur. Ulkemizde mikoorganizma
izolasyonu, karakterizasyonu, yeni rekombinant mikroorganizma uretimi, Uretim sartlarinin optimizasyonu, urlnlerin ayrilmasi,
saflastirma yontemleri ve elde edilen enzimin uygulama alaninda denenmesi (zerine birbirinden bagdimsiz galismalar
yapiimaktadir. Ancak, gida endistrisinde érnek birkag uygulamayi da igeren, Uretilen enzim miktarinin farkli fermentasyon ve
immobilizasyon teknikleriyle artirnlmasini, daha ucuz ve kolay saflastirma yéntemlerinin (degistirme ve kromatografik yontemlere
gore) kullaniimasini ve elde edilen enzimin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri ile birlikte galisma sartlarinin da belirlen mesini
amaglayan ve gidalar tzerine érnek bir denemeyi iceren kapsamli bir galismanin bulunmadigi gértulmustur.

Bu calismada oncelikle; farkli karbon kaynaklari kullanilarak yari kesikli beslemeli (fed-batch) fermentasyon ile mannanaz
Uretimleri gergeklestirilecektir. Kiglik olcekli kesikli kiltirde gergeklestirilen yontemler yerine bu projede, Olgek buyutllerek
fermentdrde yari-kesikli beslemeli uygun fermentasyon stratejileri gelistirilecektir. Bu amagla yari kesikli beslemeli
fermentasyonlarda rekombinant Aspergillus sojae; siispansiyon halde, mikropartikillerle birlikte, Ca-Alginat ile hapsedilerek ve
reaktor igerisinde uygun materyaller lzerinde (plastik kompozit materyal, PKD) biyofilm olusturmak Uzere 4 farkh sekilde
kullanilacaktir. Fermentasyon islemi sonrasinda dretilen mannanaz enziminin saflastirilmasi amaciyla sirasiyla flokilasyon,
santrifijleme ve ultrafiltrasyon (UF) islemleri uygulanacaktir. Uygulanan iglemlerin etkisiyle aktivitesi artirlan sivi enzim
preparati, farkl tampon ¢ozeltilerde sivi olarak ve dondurarak kurutma neticesinde de liyofilize formunda elde edilecektir. Tim
fermentasyon islemleri sonunda enzim aktivitesi, seker igerigi, biyokitle miktari ve hicre morfolojisi analizleri, saflastirma
islemlerinden sonra ise SDS-PAGE ile kiitle tespiti ve boyama ile glikolizasyon (glyco staining) analizleri gergeklestirilecektir.
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Bunun yaninda enziminin optimum c¢alisma sicakhdli ve pH'si da belirlenerek farkli gidalar Uzerine uygulamalari
gerceklestirilecektir. Bu amagla galaktomannan iceren kegiboynuzu ve guar gamlarinda, nisastada ve selllozda hidroliz
denemeleri gerceklestirilerek elde edilen mannanaz enziminin etkinlidi belirlenecektir. Ayrica mannanazin gida endustrisinde
maserasyon igleminde de kullanilabildigi bilinmektedir. Bu nedenle meyve konsantresi Uretiminde kegiboynuzu ekstrakt
eldesinde klasik yontemlerle sicak su ile ekstrakte edilen kegiboynuzu meyvesi, mannanaz enzimi ile maserasyona tabi
tutularak ekstraksiyonun (zerine olumlu etkilerinin olup olmadigi deneysel olarak belirlenecektir. Ayrica gidalar izerinde yapilan
denemelerde ticari enzim preperatlari da kullanilarak fermentasyon ile Uretilen mannanazla aralarindaki fark belirlenecektir. Son
olarak da projede (Uretilecek olan mannanazin Uretim maliyeti hesaplanacaktir. Ancak unutulmamalidir ki; proje
kapsaminda mannanaz enziminin farkli fermentasyon teknikleriyle yilksek aktivitede elde edilmesinde ve saflastiriimasinda
kullanilan bazi kimyasallarin gida maddesi olarak tiketilmesi uygun degildir. Bu nedenle elde edilen enzimin gida enddstrisinde
kullanimina deneysel olarak yer verilmistir. Kugkusuz sonugclarin olumlu ¢ikmasi durumunda daha baska projelerle insan saghigi
agisindan sakincasi olmayan (food grade) proseslerin gelistiriimesi ile bu sorunun ortadan kalkacagi distnilmektedir.

Ozetle projede; farkli fermentasyon teknikleri kullanilarak Rekombinant Aspergillus sojae ile iretilen mannanaz miktarinin
artirlmasi, fermentasyon sonrasinda basit saflastirma yontemleri kullanilarak uygulanan her basamakta daha yuksek aktivitede
enzim elde edilmesi, elde edilen enzimin 6zellikleri ve ¢alisma sartlarinin belirlenmesi, uygun yéntemlerle muhafazasi (farkli
tampon gozeltiler ve liyofilize enzim) ve farkli gidalara uygulanarak substrat spesifikliginin ve endustride kullanim etkinliginin
belirlenmesi amaglanmaktadir.

Diinya’da yeterince degerlendirilemeyen birgok tarimsal uriin, gida isleyen fabrikalarin atiklari ve ylksek basit sekerler ve
polisakkarit iceren diger atiklar fermentasyon yoluyla yeni ve katma degerli Grtin tretiminde kullaniimaktadir. Bu amagla birgok
enzim, organik asit, vitamin, amino asit, alkol, antibiyotik ve antibodi gibi ekonomik degeri ylksek urunler fermentasyon yoluyla
uretilmektedir. Bu Urunlerin Uretiminde ylksek saflikta kimyasallar kullanildigi gibi igerigi uygun tarimsal Urlnler veya atiklar da
kullanilmaktadir. Saf kimyasallarla tretimin ¢ok pahali olmasi ve ayrica tarimsal Urtinlerin organik atiklarinin degerlendiriimesi gibi
ekonomik ve gevreci yaklasimlar, alternatif olarak dogal yetisen Urtinleri hammadde olarak kullanmaya olan ilgiyi artirmistir. Bu
alanda seker pancari, melas, seker kamisi, kegiboynuzu ekstrakti ve misir gibi birgok bitkisel Grlin yaygin olarak
kullaniimaktadir. Fermentasyon yoluyla elde edilen mikrobiyal mannanaz gida, yem ve deterjan endistrisinde son zamanlarda
yaygin olarak kullaniimaktadir. Mikroorganizmalarin genetik olarak degistirilebilmesindeki gelismelerle yeni ve istenilen Grunleri
Uretebilme yetenegine sahip mannanaz Uretiminin imkénlarinda gelisme sagdlanmistir. Toplu Uretimi daha kolay
oldugundan, ekstraselller mannanaz énemli bir ticari degere sahiptir. Mannanaz genellikle gidalarin vizkozitesinin azaltiimasi,
meyve suyu Uretiminde berraklastirma ve maserasyon islemlerinde, yem sanayi, kagit ve pulp endistrilerinde aga¢ hamurunun
enzimatik agartiimasinda, instant kahve uretiimesinde, deterjan ve tekstil endistrisinde yaygin olarak kullaniimaktadir.

Bu amagla calismada oncelikle; farkh karbon kaynaklar kullanilarak yari kesikli beslemeli (fed-batch) fermentasyon ile
mannanaz Uretimleri gercgeklestirilecektir. Daha o6nce hem Ozturk vd. 2010 hem de sunulan projenin yuriticisi
tarafindan gerceklestirilen kiglk O6lcekli kesikli kiltirde flask denemelerinde cesitli calismalar yapilmistir. Ancak 6zellikle
de kullanilan kuf géz 6énine alindiginda bir sire sonra fermentasyon ortaminda olugan kuvvetli miseller ve erlenmayer
kenarlarinda olugsan buyuk pelletler nedeniyle substratin etkin olarak kullanilamamasi ve neticesinde de diglk UrGn miktari ve
verimi ile uzun fermentasyon suresi gibi problemler gérilmektedir (Sekil 1). Bu nedenle daha 6nce kiglk olgekli kesikli kiltirde
gerceklestirilen yontemler yerine bu projede, Uretilen enzim miktarini, fermentasyon verimini ve dretim hizini artirdigi bilinen ve
bunun yaninda fermentasyon suresini de kisaltacak immobilizasyon tekniklerini iceren uygun fermentasyon stratejileri gelistirilip
oOlgek buyutllerek fermentorde yari kesikli beslemeli denemeler yapilacaktir.

Sekil 1. Flask denemelerinde erlenmayer duvarina yapismis pellet gérintisu

Bu projede gergeklestirilecek olan fermentasyon denemelerinde saf kimyasallar, dogal kaynaklar veya atiklarin karbon kaynagi
olarak kullaniimasi &éngorulmustur. Ancak projede karbon kaynadi olarak kullanilacak materyalin mannanaz Uretimine
uygunlugunun 6n denemeler gergeklestirilerek belirlenmesi nin proje konusu olan fermentasyon denemelerinde olusacak is
yukinin azaltiimasinda faydal olacagdi disunilmus ve bu amacla proje ekibi tarafindan bazi 6n denemeler gerceklestirilmigtir.
On denemelerde sakaroz, glikoz, melas ve kegiboynuzu ekstrakti kullanilarak ayri ayri kesikli flask denemeleri
gerceklestiriimisgtir. Fermentasyondan elde edilen sonuglara gére, en yiksek enzim aktivitesinin saf kimyasal olarak glikoz
(453.73 U/ml) ve dogal kaynak olarak da kegiboynuzu ekstraktindan (386.23 U/ml) elde edildigi belirlenmistir. Bunun yaninda
fermentasyon suresinin uzunlugu nedeniyle Onerilen proje silresinin yeterli olmayacagl hesa plandigindan diger iki
kaynagin (sakaroz (413.11 U/ml) ve melas (350.17 U/ml)) kullaniminin mimkiin olmadigi gortimistir. Sonug olarak proje
Onerisinde dogal kaynaklar ve saf kimyasal kullanilarak dretilen mannanaz enzimlerinin karsilastirilastinimasi da
amagclandigindan, karbon kaynagdi olarak glikoz ve kegiboynuzu ekstraktinin kullaniimasina karar verilmistir.

Projede glikoz ve kegiboynuzu ekstrakti, slispansiyon haldeki rekombinant Aspergillus sojae ile ayri ayri yari kesikli beslemeli
fermentasyona birakilacaktir. Daha sonra, yeni bir yaklasim olarak hem hicre gelisim morfolojisi agisindan olumlu etkileri
bildirilen hem de enzim Uretim miktarini kesikli fermentasyona gére 4-10 kat artirdigi bilinen magnezyum silikat (3 MgO-4-SiO2, 6
um, talk pudrasi), aliminyum oksit (Al203 Alcoa A-305) ve titanyum silikat oksit (TiSiO4) gibi mikropartikiller yari kesikli
beslemeli fermentasyon ortamina eklenecekti. Bu amagla 3 farkli mikropartikil farkh oranlarda, ayri ayn
fermentasyonlarda ortama lag fazinda eklenecektir. Aliminyum oksit (5, 10, 15 g/l) 100 mM sitrat tamponunda (pH:6.5)
(Kaup vd. 2007), magnezyum silikat (1, 5, 10 g/L) 50 mM Na-asetat tamponunda (pH:6.5) (Driouch vd. 2010) ve titanyum silikat
oksit (25 g/L) 50 mM Na-asetat tamponunda (pH 6.5) (Driouch vd. 2012) hazirlanarak 121°C'de 20 dakika sterilize edildikten
sonra fermentasyon ortamina eklenecektir. Mikropartiklllerin fermentasyon ortaminda kullanilmasina ek olarak hicreler
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%2.5'luk Ca-Alginat ile immobilize edilerek fermentasyona birakilacaktir . Ayrica reaktor igerisinde farkli plastik kompozit
destek materyalleri (PKD) Uzerinde biyofilm olugsturularak fermentasyon denemeleri gergeklestirilecektir. Fermentasyon
ortaminda mikroorganizmanin gelisme ve substrati tiketme etkinligi g6z o6nune alinarak vyari kesikli beslemeli
fermentasyondaki besleme hizlari da gerektiginde degistirilecektir.

Fermentasyon islemi sonrasinda Uretilen mannanaz enziminin saflastirlarak enzim aktivitesinin artinimasi amaciyla
fermentasyon ortamina 3 farkli flokllasyon ajani (kitosan, amonyum siilfat, Polialuminyum Kklorit-Poliakrilamid (PAC-PAM))
eklenerek floklarin olugsmasi saglanacaktir. Bu sekilde floklarin bir sonraki asamadaki santriflj yoluyla daha kolay
ayrilmasi gerceklesmis olacaktir.  Flokllasyonun etkinliginin belirlenmesi amaciyla kullanilan farkh flokilantlar, miktarlari ve
uygulama kosullari Cevap Ylzey Metodu ile optimize edilecektir. Santrifiij sonrasinda mannanaz enzimini iceren berrak kisim 50
kDa, 30 kDa ve 10 kDa ayirma sinirina sahip membranlardan sirasiyla gegcirilerek ultrafiltre edilecek ve bdylelikle enzimin
daha ileri diizeylerde saflastirlmasi saglanacaktir. Ayrica santrifij ve ultrafitrasyon isleminden sonra elde edilen enzim
iceren sivi preperatin, farkli pH'lardaki tampon c¢oézeltilerinde depolama stabilitesi ile farkli sicaklik ve pH'lardaki enzim
aktivitesi test edilecektir. Bunlarin yaninda enzim igeren sivi preperat farkli stabilizatérler kullanilarak dondurarak kurutucuda
kurutuculacaktir.

Fermentasyon islemi sonrasinda enzim aktivitesi, seker igerigi, biyokitle miktari ve hiicre morfolojisi analizleri, saflastirma
islemlerinden sonra ise, SDS-PAGE ile kitle tespiti, enzim aktivitesi ve boyama ile glikolizasyon (glyco staining)
analizleri gergeklestirilecektir. Elde edilen mannanaz enziminin optimum c¢alisma sicakligi ve pH'si belirlendikten sonra gida
endustrisinin farkl alanlarinda kullanilmak Gzere deneysel uygulamalar gerceklestirilecektir. Bu amagla galaktomannan igeren
kegiboynuzu ve guar gamlarinda, nisasta ve sellilozda hidroliz denemeleri gergeklestirilerek enzim etkinligi belirlenecektir.
Ayrica mannanaz enzimlerinin gida endustirisinde maserasyon isleminde kullanilabilecegi dislnilmektedir. Meyve suyu
Uretiminde klasik yontemlerle sicak su ile ekstrakie edilen kegiboynuzu meyvesi, mannanaz enzimi ile maserasyona tabi
tutularak ekstraksiyonun etkinligi belirlenecektir. Bu amagla meyve suyuna gecgen toplam seker ve fenolik bilesiklerin analizi
yapilacaktir. Buna ilaveten iki farkli karon kaynadindan fermentasyon yoluyla elde edilen mannanaz enziminin etkinliginin kar
silastinimasi amaciyla ticari olarak da satin alinacak mannanaz enzimi gidalara uygulama asamasinda projede kullanilacaktir.
Ayrica tim Uretim asamalari g6z 6nlnde tutularak mannanaz Uretim maliyeti de projede hesaplanacaktir. Proje kapsaminda
daha 6nce de belirtildigi gibi karbon kaynagi olarak glikoz gibi saf kimyasalin yaninda dogal ve zengin seker icerigine sahip
keciboynuzu ekstraktinin  6n denemeler sonucunda kullaniimasina karar verilmistir. Buradaki amag¢ saf kimyasallar
kullanilarak dretilen enzim ile daha kompleks kaynaklardan Uretilen enzimin miktari ve 6zellikleri bakimindan farkliliklarin olup
olmadiginin da belirlenebilmesidir.

Yukarida sonuglari paylasilan 6n denemeler projenin birinci hedefi olan farkli fermentasyon yontemleri uygulanarak en yuksek
seviyede enzim aktivitesine ulagsmak ve elde edilen enzimin saflastiriimasi tUzerine klasik kromatografik ydontemlerin aksine daha
kolay uygulanabilir islem basamaklarini iceren fiziksel metotlarla zenginlestirilebilecek surekli bir prosesin olusturula bilecegini
isaret etmektedir.

Veteriner Galigma Alani Ornegi:

Proje Onerisinin konusu, KKKAH’a karsi gelistiriimis hiicre kiltir tabanl inaktif asiya bagh olusacak olan hiicresel immun yanitin
belirlenmesinde gerekli olan ve T hicrelerini spesifik olarak aktive eden KKKAH Kelkit-06 susu NP ve Gn spesifik
immunodominant bdlgelerin identifiye edilmesi ve KKKAH’a karsi gelistiriimis hicre kiltir tabanl inaktif agi ile immunize edilen
Balb/c farelerinde hiicresel ve humoral immun yanitin arastiriimasidir.

Proje Onerisi kapsaminda yapilacak olan faaliyetler;

1-  KKKAH Kelkit06 susunun tam buyuklukteki niikleoproteini (NP) ile glikoprotein Gn'i igeren peptidlerin sentezi,

2-  KKKAH inaktif agi hazirlanmasi (KKKAH Kelkit06 susunun Vero E-6 hiicrelerinde uretilmesi, konsantre edilmesi, sikroz
gradient ultrasantrlij sistemi ile pdrifiye edilmesi, inaktive edilmesi, filtrasyon, antijen miktarinin belirlenmesi ve
adjuvanize edilmesi),

3- Balb/c farelerinin KKKAH inaktif asi ile immiinize edilmesi,

4- Son immunizasyondan 15 giin sonra immunize edilmis ve kontrol Balb/c farelerinin dalak hicrelerinin KKKAH Kelkit-06
susu NP ve Gn spesifik sentetik peptit havuzlari ile stimile edilmesi,

5- Enzime Bagli immunosorbent Spot (ELISPOT) testi ile IFN-gama Uretiminin gdsterilmesi ve hangi peptit havuzlarinin
spesifik olarak T huicrelerini aktive ettiginin belirlenmesi,

6- KKKAH Kelkit-06 susu NP ve Gn igin immunodominant oldugu belirlenen ve her biri i¢cin (NP ve Gn) ortalama 5 adet
toplam 10 adet sentetik peptit havuzlarinin segilmesi,

7- Segilen peptit havuzlarini (her bir peptit havuzu 10 peptit icerecek) olusturan her bir peptidin NP ve Gn igin
immunodominant olup olmadiginin belirlenmesi ve bdylece T hicrelerini tek bir peptit diizeyinde spesifik olarak aktive
eden immunodominant bélgelerin identifiye edilmesi,

8- Asi doz gruplari ve kontrol gruplarinin olusturulmasi ve KKKAH inaktif agi ile immunize edilmesi,

9- Belirli araliklarla deney hayvanlarindan kan serumu alinarak KKKAH anti-IgG ve nétralizan antikor duzeyinin
belirlenmesi,

10- Son imminizasyondan 15 giin sonra, immiinize edilmis ve kontrol Balb/c farelerinin dalak hiicrelerinin kiltire edilmesi ve
NP ve Gn spesifik sentetik peptitlerle ile stimiile edilerek ELISPOT testi ile IFN-gama yanitinin arastiriimasi,

11- Akim Sitometrisi (Flow Cytometer) ile CD3, CD4, CD8 ve IFN-gama duzeylerinin ikili boyama ile gosterilmesi ve hangi T
hicresinin IFN-gama Uretimini hangi dizeyde gergeklestirdiklerinin saptanmasi,

12- Kdiltdr st sivisi kullanilarak IFN-gama, TNF-alfa, IL-2, IL-4, IL-5 ve IL-10 diizeylerinin belirlenmesi.

2006 yilinda galisma grubumuz tarafindan izole edilen ve hiicre kiiltir tabanl inaktif KKKAH asinin gelistiriimesinde kullanilan
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KKKAH Kelkit06 susu genetik diizeyde karakterize edilmis bir sustur (Ozdarendeli ve ark., 2010). KKKAH Kelkit06 susu,
Ulkemizde yaygin olarak sirklle olan prototip bir KKKAH virGisidir. Bu baglamda, T hucrelerini spesifik olarak aktive eden
immunodominant bolgelerin identifiye edilmesi igin kullanilacak NP ve Gn spesifik peptit havuzlari KKKAH Kelkit06 susunun NP
ve Gn amino asit dizilemlerine gore sentezlenecektir. Proje ©nerisi kapsaminda sentez edilecek peptitler KKKAH Kelkit06
susunun 2 major proteinini igermektedir. Bunlar tam blyuklikteki NP 482 aminoasit, Gn 284 aminoasit den olugsmaktadir. Son
yillarda biyoinformatik software ve bilgisayar programlariyla, ilgili proteini olusturan aminoasitlerin 6zellikleri baz alinarak tahmini
antijenite, epitop temelli immunolojik bilgilerin elde edilmesi, ya da tahmini olarak immunodominant bdlgelerin belirlenmesi
mimkin olmaktadir. Bununla beraber tahmini olarak biyoinformatik software ve bilgisayar programlari yardimiyla elde edilen
verilerin dogruluk oranlari degisim gostermektedir. Bu nedenle proje kapsaminda tahmini immunodominant bdlgelere ait peptid
secimi yapilmamistir. Her ne kadar daha daha ¢ok is gilicii ve zaman alacak olsa da yukarida detayl olarak belirtien KKKAH
viristiniin 2 major proteini igin spesifik peptit sentezi proje kapsamina alinmistir. Proje 6nerisi kapsaminda hiicresel immun
yanitin en 6nemli indikatorlerinden birisi olan ve T hicreleri tarafindan salgilanan IFN-gama yaniti ELISPOT deneyi ile
belirlenecektir. CD3, CD4, CD8 ve IFN-gama diizeyleri akim sitometri ile arastirilacaktir. Inaktif KKKAH asisina karsi spesifik
olarak uretilen IFN-gama’nin hangi diizeyde yardimci T hicreleri (CD4) ve sitotoksik T htcreleri (CD8) tarafindan uretildigi
belirlenecek ayrica total T hiicre (CD3) sayisi proje kapsaminda arastirilacaktir. ELISA ile kiltir Ust sivisi kullanilarak IFN-gama,
TNF-alfa, IL-2, IL-4, IL-5 ve IL-10 sitokinlerinin diizeyleri belirlenecektir. inaktif KKKAH asisina kargi olusan hiicresel immun
yanitin Th1 ya da Th2 yolaklarindan hangisini kullandigina cevap aramak igin adi gegen sitokinler proje kapsaminda
arastirilacaktir. Ayrica, koruyucu 6zellikte olan nétralizan antikor yaniti da ortaya konacaktir. Boylece galismadan elde edilen
veriler bitiinsel olarak KKKAH’a karsi gelistirilen inaktif aginin immun sistemi hiicresel ve humoral olarak hangi diizeyde uyardigi
ortaya konacaktir.

Su Uriinleri Calisma Alani Ornegi:

Su Urlnleri yetigtiriciligini olumsuz yonde etkileyen faktorlerin basinda balik hastaliklari gelmektedir. Balikgiligin ve balik
yetistiriciliginin beklenen dizeyde gelismesi, baliklarin uygun kosullarda yetistiriimesi ve hastaliklardan korunmasina baglhdir.
Hastaliklardan kaynaklanan olumsuzluklari engellemek amaciyla; Avrupa Birligi (AB) balik saghg! kontroll igin gerekli yasal
dizenlemeleri “AB Balik Saghgi Rejimi” isim ve “91/67/EEC” numarali yénetmelikle yururlige koymustur. Bu direktif kapsaminda
balik hastaliklarindan arindiriimis kusaklar olusturulmasi igin éncelikle mevcut hastaliklardan korunma saglanmalidir.

Ticari su Urtnleri yetigtiriciliinde bulasici hastaliklara sebep olan patojenler, Uzerinde durulmasi gereken en énemli problemler
arasinda gelmektedir. Salgin hastaliklar yetistiricilikte blylk kayiplara sebep olabilmekte ve gogu durumlarda, koruyucu ve tedavi
edici 6nlemler alinamamaktadir (Leong ve Fryer, 1993; Mialhe vd., 1995).

Karadeniz Bolgesinde bulunan ciftliklerin %43’linde hastaliklardan dolayi yavru balik élimleri gériilmektedir (Ustiindag vd., 2000).
Balik ciftliklerinde gelisi glizel antibiyotik kullanimi patojenik bakterileri antibiyotiklere karsi daha direngli hale getirmekte ve bu
nedenle de ciftliklerde uygulanan antibiyotik tedavilerinin biiylk bir gogunlugu sonugsuz kalmaktadir (Andersen ve Sanda, 1994;
Cizman, 2003; Kayis vd., 2009). Ornegin, salmonidlerde furunkulosiz hastaligina neden olan Aeromonas salmonicida salmonicida
da tetrasiklinlere kargi olusan direng 1981 de %4 iken (Aoki vd., 1983) bu oran 1990’larda %50 ye ulasmistir (Richards vd., 1992).
Kromozom Uzerinde bulunan dogal antibiyotik direnclilik geni disinda, bakterilerde antibiyotik direnglilik genleri plazmid Uzerinde
de bulunmaktadir. Bu plazmitler kromozomlardan bagimsiz olarak ¢ogalmakta ve bakteriler arasinda plazmit aligverisi vasitasiyla
antibiyotiklere karsi olusan direng bakteriler arasinda hizla yayilmaktadir (Peterson vd., 2002). Ayrica antibiyotige direncli
bakterilerin plazmitlerindeki direnglilik geni sucul ortamdaki bakterilerden insanlari enfekte eden bakterilere gegmekte ve insan
saghg agisindan biyuk riskler olusmaktadir (Sobecky vd., 1997). Bu baglamda bakteriyel hastaliklari antibiyotiklerle tedavi etmek
yerine bu hastaliklardan asilarla korunmak hem is gliclinii azaltacak hem de masraflari distrecektir.

Tirkiye sularinda bulanan alabaliklarda en fazla gorilen yersiniydz hastaligina sebep olan Y. ruckeridir (Kayis vd., 2009). Y.
ruckeri baliklari hem tatli suda hem de deniz suyunda enfekte edebilmektedir (Altinok ve Grizzle, 2001). L. anguillarum ise
denizde yasayan levrek, kalkan, salmonidler gibi birgok balik turiinde hastalik yapabilmekte ve kiltir yetistiriciliginde yuksek
oranlarda dliimlere sebep olmaktadir (Plumb, 1999). Ornegin, Haziran 2009 tarihinde Trabzon ili Yomra ilgesindeki deniz
kafeslerinde bulunan levreklerde olimler olmus ve baliklarin %70’e yakininin L. anguillarum’'un sebep oldugu vibriosiz
hastaligindan o6ldigu belirlenmistir (Vet. Haci Savas, kisisel gorisme). Ayrica, ekibimiz tarafindan tamamlanan DPT projesi
kapsaminda tatl suda yasayan baliklarda en fazla Y. ruckeri izole edilirken deniz suyunda yasayan baliklarda da en fazla L.
anguillarum izole edilmistir (Kayis vd., 2009). Yersiniydz ve vibriosiz hastaliklarindan korunmak igin Intervet firmasinin AquaVac
lisansiyla uretmis oldugu Y. ruckeri ve L. anguillarum igin gelistirdikleri inaktive edilmig oral agilar “AquaVac ERM” ve “AquaVac
Vibrio” adi altinda ayri ayri satiimaktadir (Gould, 2003). Bu aslilar. 3-5'er gram agirhgindaki baliklarin 30 saniye slreyle
immersiyon yoluyla 3 ila 6 ay koruma saglamaktadir. Buttn Uretim periyodu boyunca koruma saglamak igin ikinci defa asinin
enjeksiyonla baliklara verilmesi gerekmektedir. Bu da zaman ve isgiici kaybi ile baliklarda da strese neden olmaktadir (Meeusen
vd., 2007).

Yukarida sayilan nedenlerden dolayi, bu projede hem tatll su hem de deniz suyundaki su Urlnleri yetistiriciliginde 6nemli
kayiplara neden olan yersinioz ve vibriosiz hastaliklarina kargi daha etkili koruma saglamak i¢in canl atenle asilar gelistiriimesi
amaglanmaktadir.

Bakteriyel hastaliklari antibiyotiklerle tedavi etmek yerine bu hastaliklardan korunmak icin baliklari asilamak en iyi yéntemlerden
birisidir. Bu baglamda asilar klasik yontemlerle elde edilen (canli ateniie asilar ve inaktif (6lU) asilar) ve molekller tekniklerle
hazirlanan (rekombinant DNA asilari, mutant asilari, anti-idiotip antikor asilari ve kimyasal yolla sentez edilen sentetik asilar)
olmak Uzere iki gruba ayrilmaktadir. Klasik asilar mikroorganizmalarin gévdelerinden veya organellerinden hazirlanan atente
veya inaktif asilardir. Atenle aslilar, yapay olarak virlilansi azaltilmig mutant suslar elde edilerek veya dogal olarak virlilansi zayif
olan suslarin secimi ile hazirlanir. Yapay olarak virllansi azaltilmis mutantlar, besi yerlerinde, deney hayvanlarinda, doku
kiltirlerinde ve embriyolu yumurtada uzun siire yapilan pasajlarla elde edilir (Robinson, vd., 2003). Bunlarin dezavantajlari ise;
latent ya da gizli seyir eden hastaliklar canli agi uygulamasi ile tekrar aktif hale gegebilirler, latent enfeksiyonlu hayvanlarda
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asidaki mikroorganizma miktari fazla gelerek hastalik olusturabilir, asiya bagli asilama sonrasi zararlar meydana gelebilir, canli
asl uygulanan hayvanlarda mikroorganizma genellikle gevreye yayilir ve buda civardaki asisiz hayvanlar igin tehlike olusturabilir
(Meeusen vd., 2007).

Cansiz inaktif asilar, bakterilerin isi, formaldehit, fenol, aseton, ultraviyole gibi cesitli yontemlerle 6ldirilerek inaktive hale
getiriimesiyle elde edilir. Cansiz asilar ¢ogunlukla enjeksiyon ydntemiyle uygulanir (Robinson, vd., 2003). Gunimuizde A.
salmonicida, E. ictaluri, Y. ruckeri ve L. anguillarum igin inaktif asilar gelistirilmistir (Gould, 2003). Inaktif asilarin konakginin
bagisiklik sistemini gelistirme glicleri ateniie asilardan daha azdir ve kisa siireli bagisiklik verirler. Inaktif asilarin bagisiklik
yetenegini artirmak i¢in uygun adjuvantlardan biri ile verilmesi gerekir. Antijenin bagisiklik glcini artirmak asinin ¢ift doz
uygulanmasiyla verilmesi de mimkindir. Ancak ikinci enjeksiyon sonrasi yabanci proteinlerin tekrar viicuda girmesinden
dogacak asiri duyarlilik gibi alerjik reaksiyonlarin sekillenmesi bu uygulamalarin en biyik sakincasidir (Meeusen vd., 2007).

Son yillarda kullanilan molekdler tekniklerle genlerde delesyon/mutasyon yapilabilmekte ve bu teknolojiyle istenilen spesifik gen
yada genler devre digl birakilarak canli asilar elde edilebilmektedir. Metabolik slreclerde rol alan genlerin delesyonu ile
bakterilerin yayilmasi engellenirken, bu canli asilar organizmalarin yabani tip bakterilere karsi bagisiklik sistemini gelistirmekte
kullanilir.

Molekiiler tekniklerle ya da pasajlarla virilanslik geni mutasyona ugratiimis atenue bakteriler canli agi olarak kullanildiklarinda, bu
bakteriler tekrardan hastalik yapma 06zelligi kazanabilmektedirler. Bu durum hem c¢evre hem de canli agisindan risk tegkil
etmektedir. Bu tir sorunlarla karsilasmamak igin farkli stratejiler geligtirilmistir. Bunlardan birisi de; bakterilerin metabolik aglarinda
rol alan genlerin inaktivasyonu ile mutant bakteri elde edilmesidir. Bakterilerin bliyiimeleri i¢in gerekli olan pirin biyosentezi,
kapsul biyosentezi, galaktoz epimeraz, adenil siklaz ve aromatik aminoasit biyosentezi engellenerek bakteriler mutant hale
getirilebilir (Tatum ve Briggs, 2005). Bu mutantlar hastalik yapabilmek igin sayilarini arttiramadiklari gibi hastalik olusturmak igin
yeterli stre yagsamlarini sirdiremezler (Roberts vd., 1990). Aromatik aminoasit sentezi i¢in bakteriler dogrusal bir biyokimyasal
sentez agina sahiptirler. Sikimat biyosentez aginda rol alan aroA geni 5-enolpiruvilsikimat-3-fosfat sintetaz enzimini, aroC geni ise
korismat sintaz enzimini kodlar. 5-enolpiruvil sikimat-3-fosfat senteaz enzimi 3-fosfogikimat'in 5-O-(1-karboksivinil)-3-fosfogikimata
donustirilmesini saglarken, korismat sintaz enzimi 5-O-(1-karboksivinil)-3-fosfosikimatin korismata donlisiminu saglamaktadir.
Korismat ise aromatik amino asitlerin biyosentezinde ana araci gérevi yapmaktadir (Johansson ve Liden, 2006; Kitzing vd., 2004;
Oyston vd., 1996; KEGG Patway, http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?eco00400+b0908).

Aeromonas hydrophila, Aeromonas salmonicida, Edwarsiella ictaluri, Photobacterium damselae spp. piscicida enfeksiyonlarina
kars! baliklarin korunmasi amaciyla bu bakterin farkli genleri (6zellikle aroA geni) farkli yontemlerle mutasyona ugratilarak canh
atenle asi olarak denenmis ve baliklarda yiksek oranlarda koruma sagladig tespit edilmistir (Marsden vd., 1996; Thune vd.,
1999; Thune, vd., 2003; Grove vd., 2003; Vivas, 2004). 2005 yilinda Y. ruckeri'nin auxotrophic aroA geni mutasyona ugratilarak
canli as1 denemeleri yapilmis olup, gékkusagi alabaliginin yersinioz hastaligina kargi %90 koruma sagladigi ve asi olarak verilen
bakterilerin de 48 saat igerisinde organlardan temizlendigi belirlenmistir (Temprano vd., 2005). Virllansi zayiflatiimis canh asi
simdiye kadar Amerika’da yayin baligi (Ictalurus punctatus) endustrisinde, Edwarsiella ictaluri ve Flavobacterium columnare
bakterilerinin sebep olduklari hastaliklara karsi kullaniimak lizere Intervet tarafindan lisanslanmistir. Y. ruckerinin aroA geni daha
once mutasyona ugratilmasina ragmen ayni bakterinin aroC geni ve L. anguillarum’un hem aroA hem de aroC geninin mutasyona
ugratilarak herhangi bir agi denemesi yapiimamistir.

Bu proje ile virllant Y. ruckeri RBO708 ve L. anguillarum LMG10861'in hem aroA hem de aroC genleri ayni anda mutasyona
ugratilarak, bakterilerin gogalmalari icin gerekli olan aromatik amino grup asit biyosentez agdinin islevinin yok edilmesi ve balikta
enfeksiyon yapma 06zelligi ortadan kalkan bakterilerin canli asi olarak kullaniimasi amaglanmaktadir. Bu galismada iki genin
fonksiyonu ortadan kaldirilacagi i¢in asilarin daha guvenli ve etkili olacagi dustnilmektedir. Diger yandan iki geni mutasyona
ugrayan bakterilerin, bazi amino asitlerin ve sekerlerin yoklugunda tekrar gogalabilme yeteneklerini kazanma olasiliklari gok
dislik olacagindan, bu asilarin herhangi bir gevresel yan etkilerinin olmasi beklenmemektedir.

Tarim Galigma Alani Ornegi:

Diger geofit turlerinde llkemizde yapilan benzer kiltire alma calismalari ile ilgili sinirli sayida ¢alisma mevcut olup; Dilbirligi ve
Arslan (1998), Galanthus elwesii’de sodan boylarinin giceklenme oranina biyuk bir etkisinin oldugunu ve soganlar irilestikce
ciceklenme oraninin arttigini belirtmiglerdir. Arslan ve ark., (1998), G. elwesii'de soganlarin hasat edilmeden ayni yerde ug yil
kendi halinde birakildiklarinda giceklenme oraninda 6nemli artiglar oldugunu tespit etmiglerdir. Proje kapsaminda da yapilan
calismalarda da benzer bulgular elde edilmistir. Arslan ve ark., (1998), Galanthus elwesii'de meyve badlama oraninin yillara ve
sogan boylarina gére énemli dizeyde arttigini belirtmiglerdir. Genel olarak bakildiginda her iki tirde de sogan iriligi artikga bitki,
boyu, yaprak boyu, meyve tutma orani ve yavru sodan oraninin arttigi gortlmektedir. Sokim zamani geciktikge (deneme
boyunca yapilan vejetasyon gozlemlerinde) soganlarin irilesti§i gézlemlenmistir. Benzer olarak, Sarihan ve Arslan (1998), G.
elwesii’de ticari boyun altindaki kiiclik sodanlarla yaptiklari ¢calismada hasat zamanlarina gdre yavru sogan oraninin ortalama %
3.23-7.85 arasinda degistigini ve ge¢ hasat edilenlerde daha yiksek oldugunu tespit etmiglerdir. Arslan ve ark., (1998), Sarihan
ve Arslan (1998), Dilbirligi ve Arslan (1998), G. elwesi’de sodan boylarinda az veya ¢ok artis oldugunu, bunun ydrelere, sogan
iriligine ve dikim zamanina gére farklilik gésterdigini belirtmiglerdir. Ulkemizde Crocus tirlerinin kiltiire alinmasi ile yapilan
calismalarda, Arslan ve ark (2006a) farkli dikim derinliklerinin ve sogan boylarinin safranin (Crocus sativus L.) ciceklenmesine ve
¢ogalmasina etkisi Uzerine yaptiklari arastirmada, bitki basina sodan sayisi 1.46-4.16 adet arasinda, stigma verimini ise 77.7-
583.1 g/da oldugunu bildirmiglerdir. Arslan ve ark (2006b) farkli hasat zamanlarinin ve sogan boylarinin safranin (Crocus sativus
L.) cogalmasina etkisi tizerine yaptiklari arastirmada, sogan verimi ve stigma verimi her yil hasat edildiginde ortalama 805.8 kg/da
ve 448 g/da, iki yilda bir hasat edildiginde 462.4 kg/da ve 260 g/da oldugunu bulmuslardir. ipek ve ark. (2009), safran (Crocus
sativus L.)'In kiltire alinmasi ile yaptiklari ¢alismada soganlarin gogalmasinda kiiltuirel tedbir olarak dikim derinliginin ve sogan
boylarinin safranin gogalmasina etkisi arastiriimistir. Farkli boylardaki safran soganlari denemenin ilk yilinda 20 x 10 cm aralikla
5, 10 ve 15 cm derinliginde dikilmis ve iki yil sonra hasat edilmistir. Dikim derinligi ve sogan boylarinin hem safranin
ciceklenmesine, hem de yavru sogan olusturmasina etkili oldugu bulunmustur. Uranbey ve ark. (2009), M.azureum ve
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M.aucheri’'nin kiltiire alinmasi ile yapilan galismalarda, farkli sogan irilikleri ve dikim sikliklari denenmistir. Sogan irilikleri ve dikim
sikliklari artikga bitki, boyu, yaprak boyu, meyve tutma orani ve yavru sogan oraninin arttigi gortlmistir. M.azureum ve
M.aucheri’lde en yuksek yavru sogan olusturma oranina ve yavru sogan adedine 4 cm’lik dikim sikhginda ulasiimigtir.
M.azureum’da |. deneme yilinda hi¢ yavru sodan elde edilemezken, Il. yilda 4 cm’lik dikim siklidinda ortalama 4.04 adet yavru
sogan elde edilmistir. Buna karsilik, M.aucheri’de ise denemenin Il. yilinda en yiksek yavru sogan adedi (5.43 adet) 2cm’lik
dikimden ve 3 cm sodan ¢evresine sahip sodanlardan elde edilmistir.

Doku ve hucre kulturlerinden etkili bir rejenerasyon yénteminin olusturulmasi son derece 6nemli olup, doku ve hicre kulturd
arastirmalarinin basarisi guvenilir bir kallus kulturi ve bitki rejenerasyon sistemine baghdir. Bitkilerde disik adventif slrgin
rejenerasyonu karsilasilan en énemli problemlerden biridir. Stirgiin rejenerasyon kabiliyeti, kullanilan bitkinin genotipi, eksplantin
fizyolojik durumu, kultir ortaminin 11k ve sicaklik gibi fiziki sartlarindan énemli 6lgliide etkilenmektedir. Doku kdltiriinde, uygun
eksplant segimi, rejenerasyonu etkileyen énemli faktérlerden olup, her organ ya da dokunun rejenerasyon kapasitesi farkhdir. Bitki
blylime dizenleyicileri in vitro kiltiirde bitki rejenerasyonunu en fazla etkileyen faktorlerin basinda gelmekte olup oksin-stokinin
dengesi, ylksek oranda bitki rejenerasyonu igin sarttir. Ayrica doku kiltlirlerinde kullanilan eksplant tipi bitkilerde rejenerasyon
kapasitesini belirleyici faktordiir. Soganl bitkilerin doku kdlturd ile hizli gogaltimda ¢ok sayida eksplant tipi kullaniimaktadir. Doku
kadltard ile soganli bitkilerde; siirgtin ucu (Lilium longiflorum; Nhut, 1998), yapraklar (Acampe praemorsa; Nayak, ve ark., 1997),
ovaryum (Crocus sativus; Bhagyalakshmi, 1999), sodan pul yapradi (Fritillaria thunbergii; Paek ve Murthy, 2002, Lilium candidum,
Baktir ve ark., 2003; Sternbergia fischeriana, Mirici ve ark., 2005; Sternbergia clusiana, Gunaydin, 2004; Galanthus ikariae,
Tipirdamaz ve ark., 1999) olgunlasmamis embriyo (Muscari muscarimi, Parmaksiz ve ark., 2005; S. candida, Arslan ve ark.,
2003) kok uclari (Hasegawa, 1992; Kerbauy, 1993), olgunlasmamis cigcek parcgalari (Richwine ve ark., 1995) ve olgunlasmamis
cicek saplari (Slabbert ve ark., 1995) gibi ¢cok sayida eksplant tipi kullaniimaktadir. Son 15 yilda geofit tirleri ile yapilan in vitro
klonal ¢gogaltim ¢aligmalarinda, Ault vd (1995), Eucomis zambesiaca, E. comasa, E. autumnalis’in gift pul yapraklarini in vitro’da
surglin olusumu igin 4.4, 11.1 ve 22.2 yM BA ve 5.4 yM NAA igeren MS ortamlarinda kiltiire almiglardir ve yiiksek oranda in vitro
surgiin ve sogancik elde etmislerdir. Nayak, Patnaik ve Rath (1997), yaptiklari calismada Orkide (Acampe praemorsa (Roxb.)
Blatter and Mc Cann) de 1. ve 2. geng yapraklari 100 mg/l myo-inositol, % 3 sukroz, 1 mg/l TDZ % 0.8 agar iceren MS besin
ortaminda kdlture almiglardir ve yiksek oranda adventif stirgiin rejenerasyonunu basarmiglardir. Meydana gelen surgtnlerin % 2
phytagel, %3 sukroz, 2mg/l IBA iceren MS ortaminda kéklenmeyi bildisrmistir. Ayabe ve Sumi (1998), yaptiklari ¢alimalar sonucu
Sarimsak (Allium sativum L.) da 1 mm’lik gévde diskini LS besin ortaminda kdltiire alarak, mikrogogaltim yontemi gelistirmiglerdir.
Nhut (1998) yaptigi calismada ise Zambak (Lilium longiflorum)’'dain vitro da elde edilen sirgunlerden, 2-3 nodlu ve 2-3 yaprakl
1cm’ lik govde pargalarin kullanarak 30 g/l sukroz, 2,3 uM BA, % 0.8 agar iceren %2 MS besin ortaminda kiiltire almis ve
meydana gelen surggnleri ve soganciklari 20 g/l sukroz, 1.1 uM NAA igeren %2 MS ortaminda koéklendirmistir. Bhagyalakshmi
(1999) ovaryum hicrelerini kullanarak, % 4.5 sukroz, 400 mg/| L-glutamine, 100 mg/l askorbik asit, % 0.25 phytagel, iceren MS
besin ortaminda kdlttire almistir ve adventif slirglin rejenerasyonunu basarmistir. Tipirdamaz ve ark. (1999), kardelen (Galanthus
ikariaeBaker) bitkisinde sogan pul yapraklarini % 6 sukroz, 0.2 mg/l KNA, %7 agar, iceren MS besin ortaminda kultire almiglar ve
adventif sodan rejenasyonunu basarmiglardir. Ulrich ve ark. (1999), Crinum lilies’ bitkisinde ¢ yaprakli sogan disklerini
kullanarak, % 6 sukroz, % 7 agar, 35.5 uM BAigceren MS besin ortaminda 4 hafta sonra sogan pul yapraklarinda adventif surgiin
rejenarasyonunu rapor etmislerdir. Suzuki ve Nakano (2001a), yaprak parcaciklari ve meristamatik uglarn kullanarak
organogenesiz ve somatik embriyogenesiz yoluyla Muscari armeniacum’da slrgin rejenerasyonu elde etmislerdir. Suzuki ve
Nakano (2001b), yaptiklari galismada, Muscari armeniacum’da bulyuk, sarimsi ve nodular kallus olusu 4.5 yM 2-4,D, 54 mM NAA
iceren ortamda baslatmis, nodular kalluslar 0.44-44 p,M IBA iceren ortama transfer edildiginde yiksek oranda slrgln olusumu
meydana geldigini bildirmislerdir. Lilium nepalanse’deyapilan bir gcalismada olgunlagsmamis sodanlardan hazirlanan ¢ift sogan pul
yaprak eksplantlari 20 yM Zeatin iceren MS ortaminda kultire alinmis ve ¢ok sayida slrgin elde edilmistir. Wawrosch ve ark.
(2001), Lilium nepalense bitkisinde ikili veya Ugli sogan pul yapraklarini %3 sukroz, %8 agar, 20 uM Zeatin, iceren MS besin
ortaminda kilire almiglardir ve pul yaprak disklerinden adventif stirglin rejenasyonunu bildirmiglerdir. Arslan ve ark. (2002) Dag
yildizi (S. candida)’indayaptidi ¢calismada olgunlasmamis embriyolari % 3 sukroz, % 7 agar, 4 mg/l BAP + 0.25 mg/l NAA, iceren
MS besin ortaminda kdltire almistir ve adventif stirgiin rejenarasyonunun basarmistir. Meydana gelen soganlari 1 mg/ | NAA, %
0.5 aktif kdmir 30 g/l sukroz iceren MSbesin ortaminda koklendirmistir. Arslan ve ark. (2003), In vitro hizh gogaltim igin
Sternbergia candida ve S. fischeriana tirlerin dncelikle sogan pul yaprak eksplantlari farkli oranlarda blylime diizenleyicileri
iceren besin ortamlarinda kdltire almislardir. Sogancik olusturan eksplant orani (%75.99) ve eksplant basina sogancik sayisi
(3.30 adet) birlikte disunuldiginde en yiksek sodancik olusumu S. candida tiriinde 4 mg/l BAP ve 0.50 mg/l KNA igeren besin
ortaminda 2 pul yaprakli sogan eksplantlarindan elde edilmistir. S. fischeriana’da ise en yiksek sogancik olusumu (% 76.67 ve
2.59 adet) 2 mg/l BAP ve 0.50 mg/l KNA igeren ortamda yine 2 pul yaprakli eksplantlardan Uretilmistir. Baktir ve ark. (2003),
Miszambak (Lilium candidum L)’ bitkisinde 0.5-1 cm sogan pul yapraklarini 0.30 ppm BA ve 0.03 ppm IBA iceren DMS besin
ortaminda kiiltiire almislardir ve adventif sogan rejenarasyonunubasarmislardir. Moran ve ark. (2003), Crytanthus spiralis
bitkisinde yaptiklari ¢galismada in vitro kosullarinda ikili pul yapraklarindan en iyi adventif ve yan sogan olusumu 5 g aktif kdmur
iceren sivi besin ortaminda, 6 hafta sonunda rapor etmislerdir. En iyi sirglin gelisimi 1 mg/| NAA-2 mg/| BAP iceren ortamda tesbit
edilmistir. Soganlar %6 — 9 sukroz iceren ortamlara koklenme amaci ile aktariimasi sonucunda ise %9 sukroz igeren besin
ortaminda gelisen soganlarin hacim ve agirliklarinin daha fazla oldugu gézlenmistir. Glinaydin (2004) Sternbergia clusiana’ da
Sogan pul yapraklarint % 3 sukroz, % 8 agar, 2 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA, iceren MS besin ortaminda klture almistir ve Adventif
stirglin rejenarasyonunu basarmistir, elde edilen sodanlarin % 8 agar, % 3 sukroz 1mg/l NAA iceren MS besin ortaminda
koklenmelerini rapor etmistir. Khawar ve ark. (2005), Lilium candidum L. (Mis zambak) bitkisinde yaptiklari galismalar sonucunda
yaprak eksplantlarindan degisik konsantrasyonlarinda BAP-IBA iceren MS besin ortamlarinda, adventif sogan rejenerasyonunu
basarmislardir. Parmaksiz ve ark. (2005), Muscari muscarimi bitkisinde Olgunlasmamis embriyolari %3 sukroz, %7 agar, 4 mg/l
BAP + 0.5 mg/l NAA iceren MS ortaminda kiiltire almislardir ve Adventif slirgiin rejenarasyonunu basarmislardir, meydana gelen
surglnler ise MS besin ortaminda koklendirilmigtir. Sevimay ve ark. (2005), Lilium candidum bitkisinin pul yapraklarinin alt
kismlari ve in vitro’ da gelisen yapraklarinda adventif sogan olusumunu rapor etmislerdir. Besin ortami ise 2.22 uM BAP ve 2.69
MM NAA iceren MS besin ortami kullaniimistr. Nasircilar ve Karagizel (2006), Galanthus elwesii Hook. bitkisi Uzerinde yaptiklar
calismada olgunlasamis embriyolari kullanarak in vitro gogaltimini basarmiglardir. En yiksek sodancik olusumu ise 1 mg/l BAP +
0.5 mg/l NAA igeren MS besin ortaminda elde edilmistir. Ozel ve Khawar (2007), Ornithogalum oligophyllum bitkisinde yaptiklar
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galismada ikili pul yapraklarindan adventif sogan olusumunu rapor etmislerdir. En iyi sonug ise 2 mg/l BAP 0.5 mg/l IBA igeren MS
besin ortaminda gézlenmistir. Ozel (2008) M.muscarimi, M. macrocarpum, M.neglectum ve M.adilii tiirlerinin in vitro gogaltimi igin
yaptigi calismada, M. muscarimi'de en fazla sogan 19 adet ile 4 mg/l BAP ve 2 mg/l NAA iceren MS ortaminda, M.
macrocarpum’da en fazla sogan eksplant bagina 6 adetle 2 mg/l KIN ve 0.5 mg/l NAA igeren MS ortaminda, M. neglectum’da en
fazla sogan 8.25 adetle 0.1 mg/l TDZ ve 2 mg/l NAA iceren MS ortaminda, M. adili’de ise, en ¢ok sogan 15.75 adet ile 4 mg/l
BAP ve 0.5 mg/l NAA iceren MS ortamindan elde etmistir.

Orman Galigma Alani Ornegi:

Arastirma konusu olarak Ulkemiz ormanlik alanlarinda gok genis bir yayilisa sahip ve yari parazit bir bitki olan 6kseotunun
saricam agaclarinin ¢gap artimina etkisini ortaya koymak ve saricam alanlarindaki yayilisini belirlemektir. Saricam Glkemiz igin
ekonomik degeri yuksek asli agac turlerimizden bir tanesidir. Kapladidi 1.2 milyon hektarlik alan ile, ibreli tirler icerisinde kizilgam
ve karagamdan sonra Uglncli en genis yayilis alanina sahiptir. Bozuk, midahale gérmis ve kapaliid kirlmis sarigam
mescerelerinde Okseotu zarari buyik artim kayiplarina sebep olabilmektedir. Bundan dolayi, 6kseotunun yayilis alanlarinin
fizyografik ve edafik faktorlere gore belirlenerek potansiyel yayilma alanlarinin ortaya konulmasi ve artim kayiplarinin belirlenmesi
biyidk 6nem arzetmektedir. Elde edilecek sonuglar bu konuda gergeklestirilmis bilimsel ¢aligmalari tamamlar ve literatiire katki
saglar nitelikte olacaktir. Ayrica, 6kseotunun ¢ap artimina olan etkisinin belirlenmesinde kullanilan yoéntemler son bes, on ve
onbes yillik cap artimi degerleri (izerinden yapilan degerlendirmeler olmasina ragmen bu calisma kapsaminda 6kseotu yasi ve
miktari, ibre miktari ve adac¢ cap artimi arasindaki iligkiler ortaya konularak bir modelleme calismasi yapilacaktir. Boylece,
mescere biyime modellerine de katkida bulunabilecek sonuglar ortaya konulacaktir.

Orman ekosistemlerin degisimi, gelisimi ve sekillenmesinde biyotik ve abiyotik etmenlerin cok énemli rolleri vardir. Biyotik
etmenlerden bazilar farkli agac tirlerinde parazit ve yari parazit olarak yasayan bitkilerdir. Bu bitkilerin baginda 6kseotlari
gelmektedir. Okseotu (Viscum album L. (Viscaceae)) yari parazit bir bitki olup diinya genelinde genis bir yayilis alanina sahiptir
(Sekil 1). Viscaceae familyasinin bilinen 7 cinsi ve yaklasik 365 tiri bulunmaktadir (Coder 2008). Bu familyanin 3 cinsi
(Arceuthobium, Phoradendron ve Viscum) agaclarin gerek teknolojik 6zelliklerinde gerekse hayatiyeti lzerinde ciddi zararlara
sebep olmaktadir. Calisma kapsaminda degerlendirilecek olan tir Viscum album L. dir. Bu tirln bilinen 3 alt tirl bulunmaktadir.
Bunlar; V. album ssp. album (yaprakli aga¢ okseotu), tim yaprakli agaglarda; V. album ssp. austriacum (gam Okseotu), camlarda
ve ender olarak ladinlerde; V. album ssp. abietis (Goknar dkseotu), gbknarlarda zarar yapmaktadir (Yiiksel vd. 2005). Okseotlari
c¢amlar Uzerinde, tepe yapisinin bozulmasi, konukgunun boy ve ¢ap gelisimi, yaprak uzunlugu, yaprak sayisinin azalmasi ve
dallarda yapisal farklliklarin olusmasina sebep olmaktadir (Ringling vd, 2010).

Sekil 1. Viscaceae Familyasinin Diinya'daki Yayilisi (Anonim, 1998)

Sarigam, 6kseotunun ariz oldugu énemli bir agag tirimiizdiir. Bu tiir, tilkemizdeki en énemli yayilisini Kuzeydogu Anadolu, i¢
Anadolunun kuzeyi ve Orta Karadeniz bdlgelerinde yapmaktadir (Sekil 2). Son orman varligi degerlerine gore 1.2 milyon hektarlik
bir alanda yayilis gostermektedir (OGM, 2011). Kapladigi bu alan ile sarigam, ibreli tirler igerisinde kizilgam ve karagamdan
sonra Uglnci en genis yayilis alanina sahiptir. Kuzeydogu Anadolu Bélgesinde 6kseotunun yogun olarak bulundugu ve zararinin
gézlemlendigi alanlar bozuk, usulsiiz miidahale gérmis ve kapalihdi kirnimig sarigam alanlaridir (Sekil 3). Ulkemizdeki bitiin
saricam ormanlari insan miidahalesine ugramis ve bu durum ormanlar lzerinde dogrudan ve dolayli gesitli etkilere sebep
olmustur. Sarigamin gelisimi Gizerine her zaman igin cansiz gevre faktorlerinin birinci derecede etkili olmadigi, dolayisiyla, bu agag
tarinin biyldme ve gelisimine etki eden biyotik faktorlerin etki derecesinin de bilinmesi gerektigi ortaya gikmistir (Cepel vd, 1978).
Bu gergekten hareketle uygun olmayan yetisme ortami Ozelliklerine sahip yerlerde bulunan ve insan faaliyetlerinden asin
derecede etkilenmis olan sarigam ormanlarinda, adaclarin minferit gelisimini etkileyen 6nemli faktérlerden birisinin 6kseotu
(Viscum album L. subsp. austriacum Wiesb.) oldugunu séylemek mimkinduir (Eroglu, 1993).
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Sekil 3. Calisma alaninda dkseotu bulasmis bir sanicam agaci.

Isik, su ve mineral besin maddesi 6kseotu tohumlarinin konukgunun Uzerinde ¢imlenip gelisebilmesi icin en énemli faktorlerdir
(Norton ve Reid,1997). Okseotlari ariz olduklari agaglarin su ve mineral besin maddelerini kullanarak, agaglarin normal
gelisimlerini engeller ve bitkiyi zayiflatarak ikincil faktorlerinde etkisiyle (kuraklik, bdcek, mantar vb.) kurumalara da neden olabilir
(Dobbertin ve Ringling, 2006). Bundan baska bulundugu dal kisimlarinda ve goévdelerde siskinlikler meydana getirerek bu
kisimlarin ekonomik anlamda degerlendiriimesine engel olur. Ayrica, adacin tohum veriminde azalma ve artim kaybi goérulir
(YUksel vd, 2005). Okseotlarinin transpirasyon orani, konukgusunun transpirasyon oranindan daha yiiksektir (Ullman vd, 1985).
Bu yuzden konukcunun bunyesindeki su orani, 6kseotunun yayilmasi, mescere iginde ve agaclarin Uzerindeki sayilarinin
artmasinda 6nem teskil etmektedir.

Okseotu'nun bir konukgunun farkli dallarina veya diger konukgulara yayiimasindaki en temel etken siiphesiz kuglardir (Zuber ve
Widmer, 2000;. Watson, 2001; Aukema ve Martinez del Rio, 2002; Briggs, 2003; Zuber, 2004; Yiksel vd. 2005; Kartoolinejad vd,
2007; Kumbasli vd, 2011). Meyvesi kuslar tarafindan sevilerek yenir. Yapiskan oldugdu igin, gagalarini agaglara surten kuslar,
tohumlarin yayillmasini saglar. Bircok parazit bitkinin tohumlarinin ¢imlenebilmesi icin konukgularin blnyesinde kimyasal bir
degisikligin meydana gelmesi gerekirken (Musselman ve Press, 1995), 6kseotu tohumlarinin konukgunun izerine gimlenebilmesi
icin uygun buyuklikte bir dal bulmasi yeterlidir.
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Okseotunun yayilisi lizerine farkli konukcu tirleri ve bélgelerde calismalar mevcuttur. Dogu Karadeniz Bélgesi Giresun ve Artvin
Trabzon illeri, sarigam ormanlarinda (Eroglu vd, 1993; Eroglu vd, 1995) ve Marmara Bdlgesi mese ormanlarinda (Kumbasli et al,
2011) tur aynmi yapilmadan genel yayilis ve konukcu segimi lzerine (Ergiun ve ark., 1994) yapilmis sinirh sayida galisma
bulunmaktadir. Okseotunun bulunusu ve yayilisi ile cevre faktorleri arasindaki iliskinin ortaya konulmasi igin gok yogun galismalar
diinya genelinde de yapilmaktadir (Hawksworth ve Scharpf, 1986; Dobbertin vd., 2005; Swanson vd., 2006)

Okseotunun gap artim (zerine etkisi konusunda ilkemizde farkl tiirlere iligkin yapilan galismalar mevcuttur. Dogu Karadeniz
Bolgesi saricam ormanlarindaki yayihsi (Eroglu vd, 1995; Eroglu vd, 1995), Bati Akdeniz Bolgesinde karagam (Pinus nigra
Arnold) ormanlarinda (Catal ve Carus, 2011), Gineydogu Anadolu Bdlgesi'nde karagam tiriinde gergeklestiriimistir (Kanat vd,
2011). Yapilan galismalar sonucunda 6kseotunun ¢ap artimi Uzerine olan etkisi saricam tirinde %53’e, karagam turiinde ise
%60’a varan oranlarda artim kayiplarinin oldugu bildirilmistir. Yapilan ¢alismalar drnekleme yapilan alanlarda ortalama (son bes
ya da 10 yilhk) artim kayiplarini vermektedir. Diinyada da 6kseotunun artim (zerine olan etkisi ile ilgili olarak bircok calisma
yapilmis olmasina ragmen ((Scharpf, 1979; Mathiasen et al, 1990; Barbu, 2009), bu calismalarda da 6kseotu yogunlugu ve cap
artimi iligkisi cogunlukla ortalama artimlar tizerinden ortaya konulmaya calisiimistir. Bu ¢alismalarda, 6kseotu ve agaclarin yaprak
miktari ile ekofizyolojik iligskiler genelde ele alinmamistir. Bu iligkilerin ortaya konulmasi 6kseotunun ada¢ gelisim ve biyimesi
Uzerine etkilerinin daha iyi anlagilmasina katkida bulunabilir. Mevcut proje 6nerisinde bdyle bir yaklagim takip edilmigtir.

4. 0zGUN DEGER

Proje onerisinin, 6zgiin degeri (bilimsel kalitesi, farklihgr ve yenilidi, hangi eksikligi nasil giderecedi veya hangi soruna nasil bir
¢6zUm gelistirecegdi ve/veya ilgili bilim/teknoloji alan(lar)ina metodolojik/kavramsal/kuramsal olarak ne gibi 6zgin katkilarda
bulunacagi vb.) ayrintili olarak agiklanmalidir.

Gida Galigma Alani Ornegi:

Bu zamana kadar 6zellikle ulkemizde enzim Ureten farkli mikroorganizmalarin izolasyonu, karakterizasyonu, yeni rekombinant
mikroorganizmalarin gelistiriimesi, enzim Uretimi, tGretim sartlarinin optimizasyonu, elde edilen enzimlerin saflastirilmasi Gzerine
bagimsiz olarak gergeklestirilen birgok calisma bulunmaktadir. Glnimizde fermentasyonla enzim U{retimi konusunda
gerceklestirilecek arastirmalarda temel amag, Uretim sartlarinin optimize edilerek mimkiin olan en disik maliyetle en yilksek
fayday saglayacak saflikta mannanaz Giretmek olmaktadir.

Bu projede farkli karbon kaynaklarindan Rekombinant Aspergillus sojae (ATCC 11906) kullanilarak kesikli beslemeli (fed-batch)
derin kultir fermentasyonunda mannanaz Uretimi gerceklestirilecektir. Aspergillus fumigatus (IMl 385708) endo-B-1,4-mannanaz
ureten dogal bir patojen fungal mikroorganizmadir. Ancak bu mikroorganizmanin patojen olmasi nedeniyle, urettigi mannanaz
enzimi gida endistrisinde kullanilamamaktadir. Uretilen enzimin gida endistrisinde kullanilabilmesi igin  kullanilan
mikroorganizmanin GRAS (Generally Recognized As Safe) listesinde yer almasi gerekmektedir. Bu nedenle Aspergillus
fumigatus (IMI 385708) mikroorganizmasinin endo-f-1,4-mannanaz geninin proteini kodlayan bdlgesi izole edilerek toksin
tretmedigi icin GRAS listesinde yer alan Aspergillus sojae'ye transfer edilmis ve yiksek seviyede endo-B-1,4-mannanaz ureten
Rekombinant Aspergillus sojae (ATCC 11906) gelistirilmistir (Duruksu vd. 2009). Ayrica bu yeni sus endo-3-1,4-mannanaz Ureten
dogal ve rekombinant mikroorganizmalar arasinda en yiksek endo-B-1,4-mannanaz aktivitesine sahip fungal kaynakli bir sustur.
Bu nedenle projenin, genetik olarak Ulkemizde gelistirilen béyle bir mikroorganizmanin Uretimi, tretim sartlarinin geligtiriimesi,
elde edilen enzimin saflastirimasi ve calisma sartlarinin belirlenerek muhafazasi ve endustride kullanimina yénelik deneysel
calismalari igermesi agisindan 6zgiin oldugu goérilmektedir.

S6z konusu mikroorganizmayi rekombinant olarak Ureten g¢alisma grubu ve sunulan projenin yiritlcisu flask denemeleriyle
fermentasyon ortamlarinda farkli substratlari kullanarak ¢alismalar gergeklestirmis ancak mannanaz enziminin farkli fermentasyon
stratejileri kullanilarak uretimin daha Ust seviyelere ¢ikmasi adina galismalarda bulunmamislardir. Projede kesikli fermentasyona
gére hem hicre gelisimi hem de dretilen Grin miktarinin fazlaligi agisindan ustin yonlere sahip yari kesikli beslemeli
fermentasyon yontemi kullanilacaktir. Uluslararasi yayin gruplarindaki dergiler (Web of Knowledge ve Scopus vd.) incelendiginde
mannanaz uretimi ile ilgili kesikli beslemeli fermentasyon galigmalarina ait arastirmalar goriilmemektedir.

Ancak benzer fungal enzim Uretimlerinde yontemin kullanildigi ve basarili sonuglar alindidi literatiirden gorilmektedir. Projede
kullanilan rekombinant Aspergillus sojae flask denemeleri ile fermentasyonda 8 giinde 400-500U/mg aktivite degerine sahip
enzim Uretmektedir (Turhan 2012). Uygulanacak yari kesikli beslemeli fermentasyon (6zellikle pH kontroli ve oksijen etkisi) ve
farkli immobilizasyon yontemleriyle birlikte, projede, daha yliksek enzim aktivitesine sahip mannanaz enzimi Uretimine mevcut
streden daha kisa zamanda ulasgiimis olacaktir. TUm bunlar géz 6ntine alindiginda proje, rekombinant Aspergillus sojae'den
mannanaz uretimlerinin farkli fermentasyon teknikleri kullanilarak gelistiriimesi yoniyle de 6zgin géziikmektedir.

Veteriner Galisma Alani Ornegi:

Onerilen arastirma projesinin 6zgiinliigii asagida siralanmistir.

1-  Ulkemizde, son yillarda énemli halk saghgl sorunlardan olan KKKAH'a karsi gelistirilen hiicre tabanli inaktif asi ile
immunize edilen Balb/c farelerinde hiicresel immun yanit belirlenecektir.

2- KKKAH NP ve Gn antijenlerinin T huicrelerini spesifik olarak aktive eden immunodominant bdlgeleri identifiye edilecektir.
Konuyla ilgili 2012 yilinda insanlarda yapilmis tek bir caisma mevcuttur. Calismada sadece NP antijenlerine kargi T
hiicrelerini spesifik olarak aktive eden immunodominant bdlgeler galisma kapsamina alinmis olup 6rnek sayisinin
yetersizligi nedeniyle immunodominant bélgeler belirlenememistir. Onerilen arastirma projesinde, hiicre tabanli inaktif asi
ile immunize edilen Balb/c farelerinde NP ve Gn proteinlerinin T hiicrelerini spesifik olarak aktive eden immunodominant
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bdélgelerinin ilk kez identifiye edilecek olmasi projeye 6zgunlik kazandirmaktadir.

3- Inaktif KKKAH asisina spesifik olarak olusan hiicresel immunitenin énemli indikatérlerinden olan IFN-gama’nin hangi
diizeyde yardimci T hiicreleri (CD4) ve sitotoksik T hiicreleri (CD8) tarafindan uretildiginin belirlenecek olmasi, bu
konuda dunyada ilk verilerin elde edilmesini saglayacaktir.

4- Asilama sonrasi immun yanitin Th1 ya da Th2 yolaklarindan hangisini kullandigina cevap aramak icin IFN-gama, TNF-
alfa, IL-2, IL-4, IL-5 ve IL-10 sitokinleri arastirilacaktir. Literatlr 6zetinde ayrintili olarak belirtildigi gibi sadece hastaligin
siddeti ile sitokin dizeyleri arasindaki iligkileri arastiran calismalar mevcuttur. Asiya bagh olusan sitokinlerin deney
hayvanlarinda ilk kez arastirilacak olmasi proje Onerisinin bir bagka 6zgun yonuddr.

5- Koruyucu 0Ozellikte olan nétralizan antikor yanitinin da ortaya konulmasiyla KKKAH’a kargi gelistirilen inaktif asinin
immun sistemi hiicresel ve humoral olarak hangi diizeyde uyardidi belirlenecektir. Bdylece, elde edilen veriler bitiinsel
olarak deg@erlendirilebilecektir.

Proje kapsaminda yapilacak olan, T hiicrelerini spesifik olarak aktive eden immunodominant bolgelerinin belirlenmesi, ELISPOT
ve akim sitometrisi deneylerinin konuyla ilgili olarak adapte edilmesi gelecekte KKKAH asi immunolojisiyle ilgili yapilacak
calismalar igin temel olusturacaktir.

Su Uriinleri Galigma Alani Ornegi:

Tarkiye'de yetistiriciligi yapilan baliklar bakteriyel hastaliklar bakimindan incelendiginde tath suda en fazla Y. ruckerinin sebep
oldugu yersiniydz hastaligi gorilirken, deniz suyunda da en fazla L. anguillarum’'un sebep oldugu vibriosiz hastaligi
gorilmektedir. Bu hastaliklardan baliklari uzun sureli korumak igin bu bakterilerin hem aroA hem de aroC genleri delesyon
yapilarak mutan atenle canl asi yapilacaktir. Cifte gen mutasyonu, Y. ruckeri ve L. anguillarum'da ilk kez uygulanacak ve uretilen
mutantlarin canh agi olarak kullanilima potansiyelleri arastirilacaktir. Y. ruckerinin aroA geni daha énce mutasyona ugratiimasina
ragmen, ayni bakterinin aroC geni ve L. anguillarum’un hem aroA hem de aroC genlerinin mutasyona ugratilarak canli agl
denemeleri daha 6nce yapilmamigstir. Bu baglamda bu proje ilk olmasi nedeniyle 6zgiin deger tagimaktadir. Canli agi Uretildiginde
patent alma ve sonuglarin Web of Knowledge ve Scopus’da kayitli dergilerde yayinlanma potansiyelleri yuksektir.

Tarim Galisma Alani Ornegi:

Son yillarda alinan bir ¢ok tedbir sayesinde dogadan gicek soganlarinin sokullp ticaretinin yapilmasi kontrol altina alinmis olsa
dahi, 6zellikle bu cicek soganlarinin icerisinde yer alan ve endemik olan bazi tirlerin dodal yetisme alanlarinda korunmasi ve
¢ogalmasinin saglanmasi yaninda bu bitkilerin hizli bir sekilde kultire alinma calismalarinin da yapilmasi gerekmektedir. Bu
calisma ile de lUlkemizde dogal olarak yetisen, endemik ve tehlike altindaki Crocus speciosus Bieb. subsp. ilgazensis Mathew,
Crocus speciosus Bieb. subsp. xantholaimos Mathew alt tiirleri ile Crocus speciosus’un diger alt tiiri olan Crocus speciosus Bieb.
subsp. speciosus alt turlerinde ilk defa kultlire alma galismalari yapiimis olacak ve ilk defa genis tabanli agronomik galismalar
baslatiimis olacaktir. Bu turlerin kiltire alinmasi ve in vitro Gretimi ile ilgili yerli ve yabanci literatiire rastlanmamistir. Bu bitkilerin
tarla kosullarinda kdltiire alinarak Uretiminin uygulanabilirligi, safran (Crocus sativus L.) basta olmak Uzere diger Crocus tirleri ve
geofitler igin kiltire alma galismalara isik tutacaktir. Ayrica, doku kultliri teknikleriyle bu tirler Gzerinde yapilacak olan in vitro
rejenerasyon ve sogancik uretimi ile hizli gogaltim teknikleri bu tirler Gzerinde ilk kez test edilmis olacaktir. Buna ek olarak uygun
rejenerasyon metodunun geligltiriimesi bitkilere gen aktariminda 6nemli faktérlerden biridir. Doku kultirleri yolu ile ylksek
frekansta somatik embriyogenesiz ilerideki gen aktarim calismalarini kolaylastiracaktir. Geligtirilen bu yéntemin diger Crocus ve
geofit tirleri icin de kullaniminin 6nu agilmis olabilecektir.

Ulkemiz gen kaynaklarinin belirlenmesi ve bunlarin morfoloji ve molekiiler diizeyde karekterizasyonu ve bu bilgilerin gelecekte
cesit gelistirmeye yonelik bitki islahi programlarinda etkin olarak kullaniimasi, son derece 6nemlidir. 2007 yilinda kurulan
Universitemiz alt yapisi gelistiginde, tilkemizin degisik bélgelerinden toplanan bu tiirlere ait aksesyonlarin, molekiiler diizeyde ilk
defa karekterize edilerek, aksesyonlar arasindaki farkliliklar ve akrabalik iligkileri belirlenerek kayit altina alinmasi gelecekte diger
bir hedefimiz olacaktir.

Orman Galigma Alani Ornegi:

ilk nano kompozit tretimi 1980li yillarda Toyota firmasi tarafindan gergeklestiriimistir. O zamandan bugiine kadar birgok galisma
yapilmig ve bu calismalarin buyuk bir kismi nano boyuttaki kil pargaciklari takviyeli nanokompozitler Gzerine yogunlasiimigtir. Son
yillarda dogal kokenli takviye elemanlarinin kullanimina baglanmistir. Amerika Birlesik Devletlerinde 2006 yilinda orman Urtnleri
alaninda nanokompozit Uretimi igin bltge ayriimis ve ilki 2007 yilinda olmak tzere 2008 ve 2009 yillarinda orman Uriinleri kdkenli
nanokompozit Urlinler alaninda ¢ konferans gerceklestiriimistir. Bu projenin gercgeklestirimesi ile elde edilecek baslica 6zgiin
degerler asagida belirtilmigtir:

1. Ulkemizde nano boyutta inorganik materyal takviyeli nanokompozitler iizerine galismalar gergeklestirimis olmasina
karsin orman Urtnleri alaninda ve dogdal kékenli nano parcacik takviyeli termoplastik nanokompozitler Uzerine yapilacak
ilk calisma olacak olmasi.

2. Dunyada yapilan dogal nano partikil takviyeli nanokompozit Gretimi ¢galismalarindada genelde deniz hayvanlarindan elde
edilen ¢itosan ve ¢itin nano lif ve pargacik takviyeli nanokompozitlerin uretimi gergeklestiriimistir. Sellilozdan elde edilen
kristalitlerin (whiskers) nanokompozitlerde kullanimi denenmis fakat kristalitlerin hidrofilik oluslari nedeniyle termoplastik
polimer matris igerisinde homojen dagihm goéstermemistir. Kimyasal yapilarin degistiriimesi igin perklorik asit veya derigik
mineral asitler esliginde asetik anhidrit ile modifikasyon islemleri gergeklestiriimistir. Perkolorik ve mineral asitler organik
materyallerin yapisini olumsuz etkilediginden tam basari saglanamamistir. Bu projede ilk kez iki farki yontem
uygulanarak sellloz kristalitler modifiye edilecektir. A. Vinil esterler ile transesterifikasyon reaksiyonu (Lignoselllozik
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malzemenin vinil esterler ile modifikasyonu 2007 yilindan bu yana uygulanan yeni bir teknik olup (Jebrane ve Sebe,
2007) seliloz ve sellloz kristalitleri Gizerine énceden denenmemistir. Bu yontemin asit anhidritlere gére en blyiik avantaji
yan Urlin olarak asit olusturmamasi, ucuz olusu ve temininde 6zel izin gerektirmemesi gelmektedir). B. Asit anhidritler ile
modifikasyon (Selliloz nanokristalitlerin hidrofobik hale getiriimesinde sadece asetik anhidritten faydalaniimis ve kataliz
olarak perklorik veya mineral asittler kataliz olarak kullaniimistir. Bu projede bu asit katalizleri kullanmaksizin yeni ilimli
katalizler esliginde dort farkl anhidrit ile modifikasyon islemi gerceklestirilecektir.

3. Literatlre bakildiginda selliloz nanokristalitler Uzerine asetil gruplar klasik asetik anhidrit teknigi ile baglaniimaya
calisiimistir. Bu projede kimyasal modifikasyon iglemi esnasinda nanokristalit ylizeylerine sadece asit anhidritler ile degil
yeni vinil esterlerle transesterifikasayon reaksiyonlari ilk kez denenecek ve bu farkl iki ydontemin kristal yapi Gizerine etkisi
belirlenecektir.

4. Sellloz kristalitleri ylzeylerine farkli gruplar (2 C uzunludunda asetil (asetik anhidrit veya vinil asetat ile), 4 C
uzunlugunda bdtiril (butirik anhidrit veya vinil bitirat ile), 10 C uzunluguna sahip dekanoil (dekanoik anhidrit veya vinil
dekanoat ile) ve 18 C uzunluguna sahip stearil gruplari (stearik anhidrit veya vinil stearat ile) baglanacaktir. Bu gruplar ile
termoplastik matris arasindaki etkilesim incelenecek ve bu gruplarin Uretilen nanokompozitlerin mekanik ve fiziksel
Ozellikleri Gizerine etkisi belirlenecektir.

5. Ulkemizde mikrokristal seliilozdan seliiloz nanokristalit (whiskers) eldesi ve karakterize edilmesi, seliiloz nanokristalitlerin
modifiye edilmesi ve bu nanokristalitlerden termoplastik kokenli nanokompozit tretimi tGzerinde Ulkemizde yiritilmis bir
proje veya c¢alismaya rastlanmamistir. Bu yapilan ¢alisma ulkemizde bir ilk olacaktir. Dinyada yapilan ¢aligmalarla
sellloz kristalitlerin modifikasyonu Uzerine ¢cok az sayida ¢alisma olup, modifikasyon icin uyguladigimiz yéntemler daha
o6nce seluloz nano kristalitleri Uzerine uygulanmamistir. Bu tir modifiye edilmis selGloz nanokristalit takviyeli
nanokompozit Uretimi ilk kez gerceklestirilmis olacaktir.

5. YONTEM

Projede uygulanacak yéntem ve arastirma teknikleri (veri toplama araglari ve analiz yontemleri dahil) ilgili literatiire atif yapilarak
(gerekirse 6n calisma yapilarak) belirgin ve tutarli bir sekilde ayrintili olarak agiklanmali ve bu yéntem ve tekniklerin projede
ongoriulen amag ve hedeflere ulasmaya elverisli oldugu ortaya konulmahdir.

Projede uygulanacak yontem(ler)le ilerleme kaydedilememesi durumunda devreye sokulacak alternatif yontem(ler) de belirlenerek
aclk bir sekilde ifade edilmelidir.

Gida Galisma Alani Ornegi:

1. Materyal

Materyal olarak Menderes/izmir, Halilbeyli/izmir ve Kemaliye/Manisa olmak {izere 3 farkli ydéreden saglanacak olan
Bornova Misketi Gztmleri kullanilacaktir. Bu tg farkh yorenin ozellikleri asagida verilmigtir;

Birinci Yore: Menderes/izmir yoresi; secilen bagda 30 dekarlik alanda Bornova misketi yetistiriimektedir. Denize enyakin
bdlge olup rakim 100m’dir. Bagda sira arasi 2,70 m ve sira uzeri 1,5 m olacak sekilde, gliney-kuzey yéneyinde duvar sistemi ile
terbiye edilmigtir, toprak genel olarak tinli-kumlu blinyeye sahiptir. Ancak ayrintili bir arastirma yapiimamigstir. Verim genelde
bagda 500-600 kg/da olacak sekilde sinirlandiriimaktadir.

ikinci Yore: Halilbeyli/izmir yéresi; bu bagda da 30 dekarlik alanda Bornova Misketi (iziimii yetigtirimektedir. Birinci
ybreye gore denizden daha igerde olan bu yérede rakim 130 m’dir. Sira arasi 2,50 m ve sira izeri 1,0 m olacak sekilde, kuzey-
guiney yoneyinde duvar sistemi ile terbiye edilmis olan bagda toprak killi-tinli binyeye sahiptir. Verim genelde 500-600 kg/da
olacak sekilde sinirlandiriimaktadir.

Ugiincii Yore: Kemaliye/Manisa yéresi; bu bagda 90 dekarlik alanda Bornova misketi (izimii yetistirilmektedir. Diger iki
ybreye gore daha ylUksekte ve denizden daha igerde bir yoredir ve iklim karasal gegis iklimi 6zelliklerinin géstermektedir, rakim
250 m’dir. Toprak yapisi killi-kalkerlidir. Sira arasi 2 m ve sira Gzeri 1 m olacak sekilde, gliney-kuzey yéneyinde duvar sistemi ile
terbiye edilmistir. Bagda verim ortalama 400-600 kg/da alacak sekilde sinirlanmaktadir.

Ug bag alaninda da damla sulama yapilmaktadir.

‘ Bormova Misketi Uziimleri ‘

2. Yontem i
2.1. Sarap Uretim Yontemi Sam@g:\}mve
ane

Bornova Misketi Uziminden beyaz sarap Uretim asamalari l — | SOnilaves (45 mgl)

Sekil 1'de verilmistir. Calisma Cukurova Universitesi pilot sarap
isletmesinde gergeklestirilecektir. Isletmeye 20’'ser kg'lik plastik
kasalarda uygun olgunlukta belirtilen ydrelerden getirilen Gzimler

ilk olarak ¢ép ayirma ve ezme islemine tabi tutulacaktir. Ezme
sirasinda 3 g/hl pektolitik enzim (Lafase Fruit, Laffort Enologie,

| Tortu Alma (10°Cde, 20 saat) |

Fransa) ilave edilecektir. Ezme isleminden sonra elde edilen l
serbest sira, tortusunun ayrilmasi igin 10 °C’ de 20 saat | Maya Hlavesi (20 gihl) |
| bekletilecektir. Tortusundan ayriimis ve bulanikhdi belli bir degere ]
(120-150 NTU) ayarlanan sira fermantasyon tankina alinacak ve l
1 20 g/hl maya ilavesini (Zymoflore X 5, Laffort Enologie, Fransa) [ Alco! Fermantasyons (16.17°C) |
takiben 16-17 °C’ de alkol fermantasyonuna terk edilecektir.
Fermantasyonu biten saraplar 5 °C’ ye sogutulduktan sonra (1 14—{ 50 ilavesi (30 mg/1)

glin sonra) dinlendirme tanklarina aktarilacaktir. Fermantasyon
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2.2. Analiz Yontemleri

2.2.1. Bagda Yapilacak Analizler

2.2.1.1. Fenolojik analizler Sekil 1. Beyaz Sarap Uretimi

Asmanin fenolojik dénemleri gdzlemlenecektir. Omcalara ait verim ve kalite deg@erlerini ifade eden verim (kg/omca), ortalama
salkim agirhgi (g), 100 tane agirligi (g), salkim en ve boyu (mm), tanenin en ve boyu (mm), pH, suda ¢6ziinebilir kuru madde
(SKM, %), toplam asitlik (TA, g/100 ml), kroma ve Hue agisi degerlerine ait veriler alinacaktir.

Verim, Parselden elde edilen yas Gzim tartimi toplaminin, parseldeki omca sayisina bolinmesi suretiyle; ortalama salkim
agirhgr (g), parseldeki toplam yas Gzim tartim degerinin yine parseldeki toplam salkim sayisina bélinmesiyle; 100 tane agirhgi
(g), parseli temsilen ve tesadiifen alinan 100 adetlik 6rnekte bulunan tanelerin tartimi ile; salkim en ve boyu (cm), parseli
temsilen ve tesadlfen alinan 10 adet salkimin en ve boy 6lgimleri ile; tanenin en ve boyu (mm), Mitutoyo Corporation otomatik
kumpas ile parseli temsilen ve tesadiifen alinan salkimlardan alinan 100 tanenin en ve boy 6l¢iimlerinin 100’e bélinmesi ile; pH,
Mettler Toledo MP220 marka pH metre ile parselleri temsilen ve tesadlfen alinan érneklerin élgtilmesi ile; suda ¢dzinebilir kuru
madde (%), el refraktometresiyle parseli temsilen ve tesadifen alinan salkimlardan alinan 100 tane érneginden ¢ikarilan Gzim
sirasinda okunup gerektiginde sicaklik dizeltmesi yapiimak suretiyle, toplam asitlik (g/100 ml), belirli miktarda zim suyunun
0,1 N NaOH ile bir pH metre yardimiyla pH 8,1’e kadar titrasyonu ile dlguilecektir (Ough ve Amerin, 1980).

Parlaklik (Lightness) degeri, CR300 Minolta renk olger aleti ile parseli temsilen ve tesadiifen alinan lzimlere ait tane
orneklerinde dlgllecektir. Renkolger ile dlglilen a ve b degerlerinin belirledigi noktanin gri olan merkezden uzakhginin 6lgitii olan
ve rengin canliiini ifade eden Kroma degeri asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanacaktir;

C*:(a*2 + b*z] 12

Renk tonu (Hue agisi): a ve b degerlerinin kesistigi noktadan gegcen dogrunun X ekseni ile yaptigi agiyi ifade etmektedir ve
0° oldugunda kirmizi; 90° oldugunda sari; 180° oldugunda yesil ve 270° oldugunda mavi rengi belirtmektedir. Renk tonu

asagidaki esitlikle hesaplanacaktir.
h° = tan 1(b—j
a

2.2.1.2. iklimsel Verilerin Belirlenmesi

Saraplik Gzimlerin kalitesini etkileyen onemli faktorlerden biri olan iklimsel verilerin saptanmasinda bilgisayar destekli isi-
nem kayit cihazi kullanilarak; gece-glindiiz sicakliklari, toplam gineslenme sureleri, yillik ortalama sicaklik gibi veriler
vegetasyon suresince olcllecektir. Toplam yagis miktarlari ise yoredeki meteoroloji istasyonundan elde edilecektir.

2.2.1.3.Toprak ve Yaprak analizleri

Toprak 6rneklerinde pH ve % toplam tuz, saturasyon gamurunda pH metre ve tuz koprusu ile dlgulecektir. CaCO3 (% kireg)
voliimetrik, Organik madde Walkley Black, binye hidrometrik, toplam N modifiye Kjeldahl, alinabilir P Bingham, alinabilir K, Ca
ve Mg 1N NH4OAC yéntemi ile Fe, Zn. Cu ve Mn DTPA yontemiyle belirlenecektir (Kacar, 1995).

Temizlendikten sonra 65-70 °C’de kurutulan érneklerde toplam N modifiye Kjeldahl yéntemi ile yapilacaktir. Yas yakma

yontemiyle hazirlanan bitki ekstraklarinda P kolorimetrik; K ve Ca fleymfotometrik, Mg, Fe, Zn, Cu ve Mn ise Atomik Absorbsiyon
Spektormetresi (AAS) ile belirlenecektir (Kacar, 1972; Kacar, 1995).

2.2.2. Uziim, Sira ve Sarapta Yapilacak Analizler
2.2.2.1. Genel Analizler

Sirada toplam asitlik, pH, indirgen seker analizleri, renk yogunlugu ve renk tonu analizleri (Ough ve Amerine, 1988; Anon,
2005) yapilacaktir. Saraplarda, sirada yapilan analizlere ek olarak, alkol, ugar asit, kurumadde, serbest ve toplam SO, analizleri

(Ough ve Amerine, 1988; Anon, 2005) yapilacaktir.

Uzim, sira ve saraplarda L', a, b renk degerleri Hunter Lab renk 6lgim cihazi ile dlgllecektir. L,a,b degerleri 3 boyutlu
koordinat sistemi ile veriimekte ve bu koordinat sisteminde L* degeri dikey eksende parlakliktan koyuluga gidisi belirtirken +a
kirmizihiga, -a ye§|lllge +b’ sariliga, b ise mavilige gidisi géstermektedir. Ayrica bu dlglimlere ilave olarak rengi tanimlamak igin
Croma degeri (\/a +b*? ) ve hue agisi (arctan b la’ ) degerleri hesaplanacaktir (Main ve Morris, 1994).

2.2.2.2. Serbest ve Bagh Aroma Maddeleri Analizleri

Serbest aroma maddelerinin ekstraksiyonu

Serbest aroma maddelerinin ekstraksiyonunda. Engel ve ark., (1999), Frank ve ark., (2011) tarafindan bildirilen
ylksek vakum altinda ¢ézgen yardimiyla aroma ekstraksiyonu (SAFE) sistemi kullanilacaktir.

Aroma maddelerinin ekstraksiyonunda sira ve sarap 6rnekleri icin 100 ml érnek kullanilacaktir. Her 100 ml 6rnege 10 g
NaCl ilave edilecektir. Ekstraksiyon isleminde diklorometan ¢dzgeni kullanilacak ve her bir 6rnek igin lg kez tekrarlanacaktir.
Orneklere i¢ standart olarak 40 ug 4-nonanol ve 100 ml diklorometan ilave edilecektir. Aroma ekstraksiyonu, yiiksek vakum
altinda ¢co6zgen yardimiyla aroma ekstraksiyonu (Solvent Asisted Flavor Evaporation (SAFE)) sistemi (Sekil 2) ile
gercgeklestirilecektir. Bu sistemde sol alt cam hazne 30-40°C’ ye su dolu beher iginde isitilir. Sonra, bu SAFE aparatinin
sag ust ¢ikisindan bir diflizyon pompasi vasitasiyla yiuksek vakum (10-3 Pa) uygulanir ve bu sirada damlatma hunisinin
yuksek vakumlu vanasi kapatilir. Daha sonra sivi azot aparatin sag ust haznesine doldurulur. Cézgen ile birlikte hazirlanan
ornek sol Ust damlatma hunisine doldurulur ve vana agilarak damlatma igleminin baglamasiyla ekstraksiyon baslamis olur.
Ugucular ile ¢gbzgen ana kisimdaki sol tiibe gelir. Distilat ana aparatin sag tiip vasitasiyla sivi nitrojenin bulundugu sogutma
haznesinden gecerek toplama haznesinde toplanir.

Bu islem sonucu elde edilen aroma maddelerini igeren ¢dzgen faz "Vigreux" damitma kolonunda 45°C' de 1 ml kalincaya
kadar konsantre edilecektir. Konsantre halde elde edilen sivi dogrudan GC ve GC/MS' e enjekte edilerek serbest aroma
maddeleri belirlenecektir.
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Sekil 2. Cozgen yardimiyla aroma ekstraksiyon sistemi

Bagli aroma maddelerinin ekstraksiyonu

Bagl aroma igin 100 g Uzim Orne@i alinacak ve 26000 devir/dakika hizla calisan bir mekanik parcgalayicida
homojenize edildikten sonra elde edilen pire 0 °C’ de 9000 g'de satrifiij edilecek ve serum kismi ekstraksiyonda
kullanilacaktir. Bagli aroma maddelerinin analizinde iki dnemli islem vardir. Bunlardan birincisi, bagli aroma maddelerini
ekstraksiyonu, ikincisi ise bagli aroma maddelerinin enzimatik yolla parcalanip serbest hale gegcirilmesidir.

Bagli aroma maddelerinin ekstraksiyonunda C18 regine igceren kartus kullanilacaktir (Aubert ve ark., 2003; Ibarz ve ark.,
2006). Kartus kullanilmadan once sirasiyla metanol, dietileter ve ultra saf su ile yikanacak ve kullanim igin hazir hale getirilecektir.

Ornekler C18 kartustan gegirilerek serbest aroma maddeleri kartusa baglanacaktir. Daha sonra kartustan seker kalintilarini
uzaklastirmak amaciyla 10 ml ultra saf su ve hemen ardindan 50 ml ¢bzgen (serbest aroma maddelerinde
kullanilacak olan) gegirilerek C18’e baglanmis olan serbest aroma maddeleri uzaklastirilacaktir. C-18 tarafindan tutulan
bagli aroma maddelerinin alinmasi i¢in 50 ml metanol kullanilacaktir (Fernandez-Gonzalez ve Di Stefano, 2004). Bagli
aroma maddelerini iceren metanol laboratuvar tipi déner evaporatérde, vakum altinda, 40 °C' de 1 ml kalincaya kadar
koyulastirilacaktir. Daha sonra bu sivi, tipe alinacak, 40 °C 'lik su banyosunda azot gazi altinda, igerdigi metanol ¢ézgeni
tamamen ugurulacaktir. Boylece, glikozit halde ekstrakt elde edilecektir. Glikozitlere baglh aroma maddelerinin analizi,
enzimatik yolla pargalanmayla serbest hale dénustirildiikten sonra gaz kromatografisinde yapilacaktir (Glinata, 1984; Glinata
ve ark., 1985;). Enzimatik pargalanmada DSM (Fransa)'den saglanan "AR-2000" enzimi kullanilacak ve islem su sekilde
gerceklegtirilecektir:

Glikozit haldeki ekstrakt tzerine 0.1 ml fosfat-sitrat tamponu (0.1M, pH:5) ve 0.1 ml fosfat-sitrat tamponunda 0.4 mg
enzim c¢oOzundurulerek hazirlanacak olan 0.1 ml AR 2000 enzimi ilave edilecek ve tipun adzi hermetik olarak sikica
kapatildiktan sonra, 40 °C'de, 12-14 saat sire ile su banyosunda birakilacaktir; enzimatik parcalanma tamamlandiktan
sonra, tlp sogutularak, tip igerigi 100 ul ¢bzgenle bes kez yikanacak ve serbest hale gegen aroma maddeleri
pentan/diklorometan ¢dzici karisimina alinacak; sonra, bu ¢ozicu karisimi, kiigik hacimli bir tipe alinarak, igerisine i¢
standart olarak 40 pyg 4-nonanol ilave edilecektir; daha sonra pentan/diklorometan, 37 °C'lik su banyosunda, geri sogutucu
altinda yaklasik 40 ul kalincaya kadar konsantre hale getirilecek ve bu haliyle dogrudan gaz kromatografisine
enjekte edilerek, serbest hale getirilen bagdli aroma maddelerinin analizi yapilacaktir (Gliinata ve ark., 1985; Carro ve ark.,
1996; Cabaroglu ve ark., 1997; Lopez-Tamames ve ark., 1997).

GC-FID-MS Kosullan

Aroma maddelerinin miktari ve tanimlanmasi “Agilent 6890N” marka gaz kromatografisi, buna bagh “Agilent 5975B VL
MSD” kutle spektrometresinde gergeklestirilecektir.

Aroma maddelerinin miktar tayininde, “Agilent 6890N” marka alev iyonlasma dedektorli (FID) gaz kromatografisi
kullanilacaktir. Aroma maddelerinin ayrimi DB-WAX kapiler kolon (30 m x 0.25 mm x 0.25 pm) kullanilarak
gerceklestirilecektir. Enjektor sicakhigi 220°C, dedektér sicakligi 250°C, kolon sicakh@l ise 60°C’'de 3 dakika beklemeden
sonra, dakikada 2°C artarak 220°C’ye ve daha sonra dakikada 3°C artarak 245°C’ye ¢ikacak ve bu sicaklikta 20 dakika
sabit kalacak sekilde programlanacaktir. Cihaza enjekte edilecek miktar 3pl'dir. Tasiyici gaz olarak He kullanilacaktir..
Helyumun akis hizi 3,3 ml/dk’dir. Dedektor ve enjektdr sicakliklari 250°C dir.

Aroma maddelerinin tanisinda yukarida belirtilen gaz kromatografisine bagl “Agilent 5975B VL MSD” marka kiitle
spektrometresi kullanilacaktir. Enjektdr tipi ve sicaklik programi gaz kromatografisi ile ayni kosullardadir. Kiitle
spektrometresinin iyonlagsma enerjisi 70 eV, iyon kaynagi sicakligi 250°C, kuadrupol sicakligi 120 °C tutularak, 1 saniye
araliklarla 29-350 kuitle/yik (m/e) arasinda tarama yapilacaktir. Piklerin tanisi, standardi bulunan bilesikler icin standart ¢ozelti
enjekte edilerek, standardi olmayan bilesikler icin kitle spektrumunun bilgisayar hafizasindaki kitle spektrumlariyla
karsilastirilmasi yoluyla yapilacaktir. Piklerin tanisindan sonra aroma maddelerinin konsantrasyonlari i¢ standart yontemiyle
hesaplanacaktir (Schneider ve ark., 1998; 2001).

2.2.2.3. Koklama sonrasi yogunluk belirleme yéntemi ile GC-O profilinin belirlenmesi

Uziim ve sarap érneklerinin GC-O profilinin olusturulmasinda Le Guen ve ark. (2000), Ferreira ve ark., (2003b), Campo ve
ark. (2005) tarafindan bildirilen koklama sonrasi yogunluk belirleme teknigi kullanilacaktir.

Ekstraktin Hazirlanmasi
UzUm ve saraptaki aroma maddeleri bir yikama-tutulma sistemi (purge-trap) ile dinamik tepe boslugu (dynamic headspace)
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teknigi uygulanarak ekstrakte edilecektir (Campo ve ark; 2005). Ektraksiyonda 400 mg LiChrolut EN recine igeren polipropilen
SPE kartus (i¢ ¢capi 0,8 cm, i¢ hacmi 3 ml) kullanilacaktir. Bu regine, saraptaki aroma maddelerini ¢ok iyi ekstrakte edebildigi igin
secilmistir (Lopez ve ark., 2002). Kartus 20 ml diklorometan ile yikanir ve sonra havanin kartus boyunca gegmesi saglanarak
kurutulur (-0,6 bar, 10 dakika). Sekil 5’ de verilen cam diizenekte gorildigu gibi cam kap igerisine 80 ml sarap 6rnegdi konulur ve
kartus cam kabin tepe kismina yerlestirilir. Arkasindan sistemden kontrolli bir sekilde azot gazi (500 ml/dakika) oda sicakliginda
100 dakika boyunca gegirilir. Bu stregte cam kabin tepe boslugunda serbest kalan aroma maddeleri kartus icerindeki regine
tarafindan tutulurlar. Daha sonra kartustan 3,2 ml %5 metanol iceren diklorometan ¢ozeltisi gegirilerek tutulan aroma maddeleri
geri alinir. Sonra bu ekstrakt azot gazi akisi altinda 200 pL’ ye konsantre edilecektir.

20.07.2010

Sekil 5. GC-O aroma ekstraksiyon dizenegi

GC-O Kosullar

Ekstrakte edilen drneklerin GC-Olfaktometri analizleri “Agilent 6890N” marka gaz kromatografisine bagh “Gerstel ODP-2"
marka olfaktometride gercgeklestirilecektir. Aroma maddelerinin ayrimi DB-WAX kapiler kolon 30m x 0.25mm x 0.5 pm
kullanilarak gerceklestirilecektir. Cihaza enjekte edilecek miktar 1 pl’ dir. Tasiyici gaz olarak helyum kullanilacaktir. He akis hizi
3,5 ml/dk’ dir. Enjeksiyon bdliinmesiz metodda ve enjektdr sicakliklari 250°C’dir. Dedektér sicakhgl 250°C’ ye ve kolon
sicaklig! ise 40°C’ de 5 dakika beklemeden sonra, dakikada 4°C artarak 100°C’ ye ve daha sonra dakikada 6°C artarak
220°C’ ye gikacak ve bu sicaklkta 20 dakika sabit kalacak sekilde ayarlanacaktir.

Koklama iglemi

Koklama iglemi egitimli 6 panelist tarafindan gergeklestirilecektir. Koklama zamani yaklasik olarak her bir oturumda her bir
panelist icin 20 dakika tutulacaktir. Panelistler, yedi puanlik bir kategori skalasi (yarim degerler dahil; 0 = algilanamadi; 1=zayIf,
zor tanimlanabilir koku; 2 = temiz, fakat yogun olmayan koku ve 3 = yodun koku) kullanarak her bir kokunun genel yogunlugunu
degerlendirilecektir. Bu teknigin kantitatif yeterliligi Ferreira ve ark., (2003b) tarafindan dogrulanmistir

Koklama sonrasi verilen puanlar (algilama yogunlugu ve sikligi) kullanilarak % “Modifiye Frekans” degerleri hesaplanarak
aroma aktif bilesikler (aroma profil) belirlenecektir. Modifiye frekans degeri MF(%)=VF(%)xI(%) formiilii kullanilarak
hesaplanacaktir. Bu formllde F(%) aromatik bir 6zelligin algilama frekansinin yizdesini ve (%) ise maksimum yogunlugun
yuzdesi olarak belirtilen ortalama yodunlugu ifade eder (Dravnieks; 1985). Daha sonra bu bilesikler kokulari, alikonma indeksleri
ve standartlarin MS spektrumlari karsilastirilarak tanimlanir.

2.2.2.4. Aroma maddelerinin miktarlarinin hesaplanmasi

Piklerin tanisindan sonra aroma maddelerinin miktarlarini hesaplamak igin, standart bilesiklerden kalibrasyon egrileri elde
edilecek ve i¢ standart yontemiyle asagidaki formil kullanilarak miktarlar hesaplanacaktir. Hesaplamada her bir bilesigin cevap
faktoru dikkate alinacaktir.

Ci= (A /As) X Cst x RF x HF

Ci : Bilesigin konsantrasyonu

A : Bilesigin pik alani

A : i¢ standartin pik alani

Cst : I standartin konsantrasyonu (40 pg/100 ml)

RF : Cevap faktori

HF : Hesaplama faktorl (6rnek miktarinin kg’a gevrilmesi igin faktor: 10)

2.2.2.5. Fenol Bilesiklerinin HPLC ve LC-MS ile Analizi
Renksiz Fenol Bilesikleri Analizleri

Uzim 6rneklerinden 20 gram alinarak (zerlerine 50 ml aseton/su (70/30; h/h) gozeltisi ilave edilecek azot gazi altinda
karistiricida 30 dakika suresince ekstraksiyon yapilacaktir. Bu slirenin sonunda karigim siizilecektir. Sizme sirasinda Whatman
kagidi (GF/F) kullanilacaktir. Daha sonra kabuk ve ¢ekirdek Uzerine yeniden 500 ml aseton/su ¢ozeltisi eklenip, ayni islemler
tekrarlanacaktir. Ekstraksiyon iglemi U¢ kez tekrarlanacaktir. Ekstraksiyon islemleri sonrasinda elde edilen 3 ekstrakt karistirilip
vakum altinda konsantre hale getirilecektir (Bourzeix ve ark. 1986). Ekstratlarin saflastiriimasi Sun ve ark. (1998)'nin yontemine
gore yapilacaktir HPLC'ye enjekte edilecektir.
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Analizi yapilacak sira/saraptan 50 ml alinarak vakum altinda konsantre hale getirilecektir. Daha sonra konsantre haldeki
ornek Uzerine sirasiyla 25 ml etil eter ve 25ml etil asetat ilave edilip sivi-sivi ekstraksiyon yapilacaktir. Daha sonra elde edilen
ekstraktlar karistirilip konsantre hale getirilecek ve HPLC’ye enjekte edilecektir.

Analizlerde kullanilacak HPLC kosullar su sekildedir:

Kolon: C18 ODS (25 x 4.6 mm x 5u)

Enjeksiyon miktari: 20 pL

Tastyici faz: A=Sufformik asit (95:5, h/h), B= Metil alkol/ Formik asit (95/5, h/h)
Akis hizi: 1ml/dak

Dalga boyu: 280 ve 320

Dedektor tipi: Diyot array dedektor

Fenol bilesiklerinin HPLC analizlerinde kullanilacak elusion sistemi su sekildedir:

Sire (Dakika) % A % B
0 100 0
10 100 0
40 95 5
58 85 15
72 75 25
103 50 50
107 0 100
116 0 100
120 0 0

Fenol bilesiklerinin belirlenmesi, kullanilan standart maddelerin alikonma zamanlari ve spektrumlari kiyaslanarak
yapilacaktir. Standardi olmayan bilesiklerin tanisinda ise literatlr verilerindeki allkonma zamanlari ve spektrumlarindan
yararlanilacaktir.

Fenol bilesiklerinin LC-MS ile tanimlanmasinda Masslynx 4.0 paket programi ile calisan Applied QTRAP 4000 marka sivi
kromatografisi kitle spektrometresi kullanilacaktir. Calisma pozitif ve negatif iyon modunda yuritllecektir. Calismada kaynak
sicakligi 120°C, azotun akis hizi 220 L/saat, azotun ekstrakti kurutma hizi 9 L/saat, kapiller voltaj 3.5 kV, iyonizasyon enerjisi 30,
60 ve 90 Ev olarak ayarlanacaktir. Calismada 50-2000 amu arasinda kutle spektralari kaydedilecektir (Jourdes, 2003).

2.2.2.6. Seker ve Organik Asitlerin Analizi

Orneklerde seker (glikoz ve friiktoz) ve organik asit (tartarik, malik, laktik, asetik ve sitrik) analizleri HPLC ile yapilacaktir.
Analiz i¢cin mekanik pargalayicida pure haline getirilmis Gzim 6rneklerinden 0.5 g alinacak ve bunun uzerine 2.5 ml % 80’lik etil
alkol ilave edilerek karistirilacaktir. Karistirma isleminden sonra érnekler santrif(ij edilecek ve Ustteki berrak kisim alinacaktir.
Ekstraksiyon islemi 3 defa tekrar edilecekti. Daha sonra etil alkol vakum altinda déner evaporatér ile 45 °C'de
uzaklastirilacaktir. Ornege demineralize su ilave edilecek, 0.45 um gézenek capindaki mebran filtreden gegirilecek ve 20 pl
ornek HPLC'ye enjekte edilecektir. Organik asit ve sekerlerin miktarlarinin belirlenmesi amaciyla farkh
konsantrasyonlarda dis standart coOzeltileri hazirlanacak, HPLC’ye enjekte edilerek standart egriler c¢ikarilacaktir
(Rudnitskaya ve ark., 2006).

Organik asitlerin analizi, diode array dedektorli (DAD) yuksek performansh sivi kromatografisinde (Agilent 1100, ABD),
LiChrosorb RP-18 kolon (10 m, 25 cm x 4.0 mm) (Merck, Almanya) kullanilarak gerceklestirilecektir. Tagiyici faz olarak 0.01 N
HsPOy4 kullanilacak ve akis hizi 0.3 ml/dakika olacaktir. Analizler 210 nm dalga boyunda ydritilecektir (Rudnitskaya ve
ark., 2006). Sekerlerin analizi ise Bio-Rad Aminex HPX-87H (300 x 7.8 mm) kolon kullanilarak refraktif indeks (RID)
dedektorll yiksek performansli sivi kromatografisinde gergeklestirilecektir. Analizlerde, tasiyici faz olarak 0,045 N siilfirik
asit ¢ozeltisi kullanilarak izokritik olarak gergeklestirilecektir. Calismada kullanilacak kolon firini sicakhdi 80°C olacaktir.

2.2.2.7. Duyusal Analizler
Denemelerde elde edilen saraplarin duyusal analizlerinde lezzet profil testi uygulanacaktir. Duyusal analizler 7 kisilik
egitilmis bir panelist grubu tarafindan gergeklestirilecektir (Lawless ve Heyman, 2010; Altug ve Elmaci, 2011).

2.2.2.8. Sonuglarin degerlendirilmesi ve istatistiksel analizler

Veriler cok degdiskenli istatistiksel analiz yontemleri kullanilarak analiz edilecektir Yére 6zelliklerinin kalite parametreleri
Uzerine etkilerini kiyaslamak amaciyla diskriminant ve kiimeleme analizleri yapilacak ve sarap kalitesini ifade eden bilesim
Ozellikleri esas alinarak gruplar belirlenecektir. Gruplama degiskenleri olarak aroma, fenol ve organik asit bilesiklerinin
konsantrasyonlari kullanilacaktir. Boylece diskriminant analizi ile farkhihk yaratan veriler yani markdrler belirlenecektir. Bu
belirlenecek markérler ile GC-O ve duyusal analiz sonucunda varyans analizi ile 6nemli bulunan tanimlayicilar arasinda PLRS-
partial Least Squares Regresyon (kismi en klglUk kareler regresyonu) analizi uygulanacaktir. Bu regresyon analizi sonucu
duyusal tanimlayicilar ile markdérler arasinda nicel olarak bir iliski ortaya konmaya caligilacaktir.

Ayrica, elde edilecek verilere bagimsiz degdiskenlerin etkisini incelemek amaciyla iki- yonli mi varyans analizi (two-way ANOVA)
uygulanacak ve énemli bulunan farkliliklara Duncan Coklu Karsilastirma Testi uygulanacaktir. Bu amagla “Windows SPSS 18
Software” paket programi kullanilacaktir. (Lawless ve Heyman, 2010).

Veteriner Galisma Alani Ornegi:

A. KKKAH'a kargi gelistirilmis hiicre kiiltir tabanh inaktif asiya bagh olusacak olan hiicresel immun yanitin
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belirlenmesinde gerekli olan ve T hiicrelerini spesifik olarak aktive eden KKKAH Kelkit06 susunun NP ve Gn
proteinlerindeki immunodominant bélgelerin identifiye edilmesi.
A1. Sentetik Peptit Tasarimi
Sentetik peptit dizayni KKKAH Kelkit06 susunun tam blyklikteki NP ve Gn proteinlerinin aminoasit dizisi baz alinarak sentez
edilecektir (Ozdarendeli ve ark., 2010).
KKKAH Kelkit06 NP proteini icin; EMBL/GenBank veri tabaninda ACT88366 koduyla yer alan 1-482 aminoasit dizisi baz alinarak
peptit tasarimi yapilacaktir.
KKKAH Kelkit06 Gn proteini igin; EMBL/GenBank veri tabaninda ACT88367 koduyla yer alan 523-807 aminoasit dizisi baz
alinacaktir. EMBL/GenBank veri tabaninda ACT88367 koduyla yer alan aminoasit dizisi, tam buyUklUkteki PreGn proteine (1-
1688) ait aminoasit dizisidir. PreGn prekiirsér proteini gesitli proteazlar tarafindan kesilerek farkli glikoproteinlerin olustugu
bilinmektedir. Virionun yapisina giren Gn glikoproteinin 523-807 aminoasitleri arasinda oldugu disinildigu icin bu bdlge
segilmigtir.
Her bir peptit 15 aminoasitten olusacak ve takip eden her peptit ile 11 aminoasidi 6rtisecek (overlap) sekilde dizayn edilecektir.
KKKAH Kelkit06 NP proteini igin 118 peptit, Gn proteini icin 69 peptit sentez edilecektir.
Her bir peptit havuzu 10 adet bireysel peptitden olusacaktir.
Her bir peptit 4 mg/ml konsantrasyonda dimetilsiilfoksit (DMSO) ile sulandirilarak +4°C’de saklanacaktir.
A2. KKKAH inaktif Asisinin Hazirlanmasi

A2.1. Asi Antijen Uretimi: Bu amagla, 5x10° adet Vero E6 hiicrelerinin 20 ml hiicre tiretme vasati icerisinde 175 cm?
flaska pasajlanmasindan 16 saat sonra 0.01 MOl KKKAH Kelkit06 susu ile adsorbsiyona bagli yontem ile ekim yapilacaktir
(Berber ve ark., 2013). 37°C’de 5% CO inkiibatorde flasklara 1 saat inkubasyon sonrasi 20 ml viris Uretme vasati (%2 FBS, %1
antibiyotik kokteyli, DMEM F-12) eklenecektir. Enfeksiyondan sonraki 3. gtin hucre kultur flasklar alinarak kullanilincaya kadar -
80°C’de muhafaza edilecektir.

A2.2. Asi Antijeninin Konsantre Edilmesi

Virls iceren Ust sivi +4°C’de 3000 rpm’de 30 dakika sureyle santrifiij edilerek hiicre pargalari uzaklastirildiktan sonra,
cam balon jojelere alinan 200 ml vasat hacminin %15'’i kadar olan %23 NaCl'den 30 ml, 230 ml olan final hacmin %10’u kadar
PEG8000°'den 23 ml yavasga ilave edildikten sonra +4°C'de 16 saat stireyle 100 rpm’de karistirilacaktir. SW28 ultrasantrif(j
tiplere 38 ml paylastirimasini takiben PEG karigsimi ultrasantrifiij’de +4°C'de 12500 rom’de 30 dakika slreyle santrifiij
edilecektir. Ust sivi alindiktan sonra olusan pelet 500 pl 1X PBS ile siisbanse edilecek ve +4°C'de 5500 rom’de 20 dakika
sureyle santriflij edildikten sonra olusan st sivi SW 41 tliplerde 12 mlI'ye PBS ile tamamlanarak +4°C'de 24000 rpm’'de 2 saat
sireyle ultrasantrifiij edilecektir. Ust sivi uzaklastirildiktan sonra 1 ml PBS ile pelet kirlmadan ¢ézdiriilecektir. Lowry deneyi ile
protein miktar belirlendikten sonra kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza edilecektir.

A2.3. Asi Antijeninin Saflagtiriimasi

A2.3.1. Siikroz Gradient Ultrasantrifiigasyon
%20, %30, %40, %50 ve %60 w/w oranlarinda hazirlanacak siikroz sollisyonlari 2 ml tabakalar halinde SW-41

ultrasantrifiij tipinin kenarindan yavasca peristaltik pompa ile 1 rpm hizda 21 G igne kullanilarak ilave edilecektir. Oda Isisinda
3 saat bekletildikten sonra konsantre edilmis virls stspansiyonu 1ml miktarinda gradient tabakalarin en Ustline yavasca ilave
edilerek 24000 rpm hizda +4°C'de 18 saat santriflj edilecektir.

A2.3.2. Fraksiyonlarin Ayrilmasi

Fraksiyonlarin ayrilmasi islemi, peristaltik pompaya bagli gradient kollektér ile yapilacaktir. 10 cm blyukligtndeki
igne SW 41 tiplnin ortasindan tipun en altina ulasincaya kadar gradientleri bozmadan nazikge daldirlacak ve 21 G igne
bulunan ug ise kollektér cihazina takilarak kollektoriin gévdesinde yer alan bosluklara 1,5 ml santrifij tipler yerlestirilecek ve
peristaltik pompa 3 rpm hizda calistirilarak fraksiyonlar isaretli her bir tipe 1ml miktarinda toplanacaktir. Alinan fraksiyonlar
western blot ile test edilene kadar +4°C’de saklanacaktir.

A2.3.3. SDS-PAGE ve Western Blotlama

Her bir fraksiyona ait 6rnekler SDS-PAGE jelde yiritllecek ve proteinler naylon membrana transfer edilecektir.
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Daha sonra %5 yagsiz sit tozunda 30 dakika bloklama islemi uygulanacaktir. 1/2000 oraninda 10 ml %5 yagsiz st tozunda
hazirlanan anti-KKKAH poliklonal fare serumu (GCanakoglu ve ark., 2013) 1 saat oda isisinda 90 rpm’de ¢alkalayicida inkibe
edilecektir. Yikama islemlerinden sonra konjugat (tavsan anti-fare HRP) ile inkiibe edildikten sonra ve goriintileme solusyonu
ilave edilerek 5 dakika siireyle membranla muamele edilecektir. Membran goriintileme kasetine yerlestirildikten sonra karanlik
bir odada film ile 5 dakika bekletilecektir. Film gelistirme soliisyonunda inkubasyonu takiben, fikser soliisyonunda da bir sire
bekletilecek ve filmin gelismesi saglanacaktir. Western blot testinde virlise ait proteinlerin yogun olarak bulundugu fraksiyonlar
tespit edilecek diger fraksiyonlar ise atilacaktir. Boylece viral antijen kismi olarak saflastiriimig olacaktir. Virlise ait proteinlerin
yogun olarak bulundugu fraksiyonlar bir araya getirilerek SW 41 tiplerde 12 ml'ye PBS ile tamamlanarak +4°C’de 24000 rom’de
2 saat slreyle ultrasantrifiij edilecektir. Ust sivi uzaklastirildiktan pelet sonra 0.5 ml PBS ile siispanse edilecektir. Lowry deneyi
ile protein miktari belirlendikten sonra kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza edilecektir.

A2.4. Asi antijenin inaktivasyon ve Adjuvanizasyonu

Virls inaktivasyonu, %37 formaldehit stodu kullanilarak %0.05 konsantrasyona getirilecek olan formaldehidin
eklenmesiyle oda i1sisinda 3 glin bekletilerek yapilacaktir. Formaldehit ve sodyum bistlfat kalintilarini uzaklastirmak igin 20.000
MWCO diyaliz kaseti kullanilacaktir. Kaset PBS igerisine daldirilip oda isisinda 2 saat araliklarla en az 4 kez PBS degistirilecek
ve son olarak bir gece oda Isisinda PBS’ye karsi diyaliz edilecektir. inaktive agi antijeni, kasetlerden alinarak Lowry testi ile
protein miktari ol¢tlip -20°C'de saklanacaktir. Bu sekilde saflastirilan ve inaktive edilen asi antijeni kullaniimadan hemen 6nce
alimunyum hidroksit ile adjuvanize edilerek kullanima hazir hale getirilecektir.

A3. Asi Grubunun Olusturulmasi ve immunizasyon Takvimi

KKKAH karsi gelistiriimis hlcre kdltir tabanli inaktif asiya bagl olusacak olan hiicresel immun yanitin belilenmesinde
gerekli olan ve T hiicrelerini spesifik olarak aktive eden immunodominant boélgelerin (KKKAH Kelkit06 susunun tam buydklikteki
nikleoproteini ile glikoprotein Gn) identifiye edilmesi amaciyla 6-8 haftalilk 20 adet disi Balb/c fareleri kullanilacaktir. Balb/c
farelerinden 15 adedi asi grubu 5 adedi kontrol grup olarak planlanmistir. Asi grubundaki Balb/c farelerine 10 ugr antijen iceren
ve alimunyum hidroksit ile adjuvanize edilmis KKKAH inaktif asisi 0, 21 ve 42. giinlerde intraperiteonal olarak verilecektir.
Kontrol grubunda bulunan her bir fareye 0, 21 ve 42. gunlerde intraperiteonal olarak 500 ugr dozunda alimunyum hidroksit
verilecektir.

A4. Enzime Bagl Immunosorbent Spot (ELISPOT) Testi

Bu calismada fare IFN-y ELISPOT kiti kullanilacaktir. Son immunizasyondan 2 hafta sonra asi grubu ve kontrol grubunda
bulunan fareler servikal dislokasyonla éldiriilecek ve steril ortamda dalak hucreleri hazirlanacaktir (her giin ortalama 2-3 fare
olmak uzere bu islem 10-15 giin igerisinde tamamlanacaktir). Bu arada peptit havuzlari hazirlanacaktir. Her bir peptit havuzu 10
peptit icerecek ve her bir peptidin final konsantrasyonu 10 pg/ml olacaktir. Boylece, NP igin toplam 118 peptit havuzu Gn igin
toplam 69 peptit havuzu olusturulmus olacaktir.

ELISPOT plaklari her bir kuyucuga 100 upl PBS’te uygun konsantrasyonda diliie edilmis ve kit iceriginde bulunan
yakalama (capture) antikori eklenerek 16 saat 4 °C’de inkiibe edilecektir. Yikama isleminin ardindan, kuyucuklar 200 ul %10
Fétal Bovine Serum (FBS) iceren bloklama solusyonu ile 2 saat oda sicakliginda bloklanacaktir. Asi ve kontrol grubu farelerden
elde edilen dalak hicreleri tek hlcre slspansiyonu haline getirilecek ve asi ve kontrol grubu farelerden elde edilen dalak
hicreleri tek hiicre stispansiyonu haline getirilecek ve ELISPOT plaklarindaki her bir kuyucuda alyuvarlar pargalandiktan sonra
2x10° hiicre olacak sekilde birakilacaktir. Negatif kontrol olarak 4 kuyucuga sadece kdltir stisbansiyonu (DMEM, 10% FBS, 5%
HEPES tamponu, 2% L-glutamine,1% penisilin/streptomisin) pozitif kontrol olarak ise 2 pg/ml purifiye phytohemagglutinin
solusyonundan 200 pl 4 kuyucuga eklenecektir. Her bir peptidin final konsantrasyonu 10 pg/ml olan peptit havuzlarindan 200 pl
kuyucuklara ilave edilecektir. Her bir peptit havuzu, ELISPOT plaklarindaki 3 kuyucuga olacak ilave edilecektir (triplicate). Daha
sonra, 48 saat 37°C, %5 CO2 ortaminda inkiibe edilecektir. Kuyucuklarin, 2 kere 5 dakika deionize su ile yikanmasinin ardindan
her bir kuyucuk 200 pl %0.05 Tween iceren PBS ile 3 kez yikanacaktir. Kit iceriginde bulunan biotinle isaretlenmis deteksiyon
antikoru 100 pl miktarinda kuyucuklara eklenecek ve 2 saat oda sicakhginda bekletilecektir. Sonrasinda 200 pl %0.05 Tween
iceren PBS ile 3 kez yikanacak ve her bir kuyucuga konjugat (streptavidin-HRP) eklenerek oda sicaklijinda 1 saat inkiibe
edildikten sonra 4 kez Tween igeren PBS ile 2 kez de sadece PBS ile yikanacaktir. Kit iceriginde olan AEC substrati her bir

kuyucuga 100 ul miktarinda eklenmesinin ardindan 5-60 dakika igerisinde gelisecek spotlar ELISPOT okuyucuda (AID Elispot
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Reader) okunacaktir. Sonuglar, spot olusturan hucreler/kuyucuk seklinde ifade edilecektir. Negatif kontrol kuyucuklarindan
(kdltdr susbansiyonu) 4 kat daha fazla spot olan kuyucuklar pozitif kabul edilecektir. Ayrica kontrol grubundan (sadece adjuvant
verilen fare grubu) elde edilen sonuglar, asi grubundan elde edilen sonuglarin normalizasyonda kullanilacaktir.
A5. immunodominant Oldugu Belirlenen Peptit Havuzlarini Olugturan Her Bir Peptidin ELISPOT Testi ile Belirlenmesi

ELISPOT testi ile immunodominant oldugu belirlenen 5 adet NP ve 5 adet Gn olmak lizere toplam 10 peptit havuzu
segilecektir. Her bir peptit havuzu toplam 10 peptitden olustugu icin 100 adet peptidin immunodominant olup olmadidi ELISPOT
ile belirlenecektir. Bu amagla, 6-8 haftalik 15 adet digi Balb/c fareleri kullanilacaktir. Balb/c farelerinden 10 adedi asi grubu 5
adedi kontrol grup olarak planlanmistir. Asi grubundaki Balb/c farelerine 10 ugr antijen iceren ve alimunyum hidroksit ile
adjuvanize edilmis KKKAH inaktif asisi 0, 21 ve 42. glinlerde intraperiteonal olarak verilecektir. Kontrol grubunda bulunan her bir
fareye 0, 21 ve 42. ginlerde intraperiteonal olarak 500 pgr dozunda alimunyum hidroksit verilecektir. Yontem béliminin 6.4.
kisminda detayli olarak agiklandigi gibi, ELISPOT testi ile peptitler bireysel olarak tespit edilecektir. Test sonucu NP’ye karsi en
yuksek pozitiflik veren 1 adet peptit ve Gn karsi en ylksek pozitiflik veren 1 adet peptit belirlenmis olacaktir. Belirlenen bu
peptitler asi doz calismalarinda yapilacak olan deneylerde (ELISPOT, Akim sitometrisi ve Sitokin ELISA) T hicrelerinin
stimiilasyonunda kullanilacaktir.
B. Hiicre Tabanli KKKAH inaktif Asisina Karsi Olusacak Hiicresel ve Humoral immun Yanitin Arastiriimasi
B1. Asi Doz ve Kontrol Gruplarinin Olusturulmasi, immunizasyon Takvimi ve Orneklerin Alinmasi

Bu amagla, 3 farkli doz grubu ve 1 kontrol grubu olusturulacaktir. Dislik doz grubuna verilecek asi 5 pgr antijen

icerirken orta doz grubu 10 pgr ve yiksek doz grubu 20 pgr antijen icerecektir. Asi ve kontrol gruplarinin her birisi 7 adet 6-8
haftalik disi Balb/c faresinden olusacaktir. Asi doz grubundaki farelere, KKKAH inaktif asisi 0, 21 ve 42. giinlerde intraperiteonal
olarak verilecektir. Her bir doz grubu immunizasyonlari arasinda en az 15 gunlik bosluk olmasi planlanmaktadir. Kontrol
grubunda bulunan her bir fareye 0, 21 ve 42. gunlerde intraperiteonal olarak 500 pgr dozunda alimunyum hidroksit verilecektir.
immunizasyon &ncesi retroorbital yolla biitiin hayvanlardan kan alinacaktir. Humoral yanitin (antikor ELISA ve nétralizasyon
testleri) belirlenmesi amaciyla 7, 15, 21, 35, 42 ve 56. ginlerde ayni sekilde bitiin hayvanlardan kan serumu alinacaktir. Alinan
kan serumlari 56°C’de 30 dakika inaktive edilecek ve kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza edilecektir. Son immunizasyondan
2 hafta sonra fareler servikal dislokasyonla dldirilecek ve steril ortamda hazirlanan dalak hiicrelerinin bir kismi ELISPOT
testinde bir kismi ise akim sitometrisinde kullanilacaktir. Ayrica peptitlerle stimiile edilen dalak hicrelerinin kiltir sivilar sitokin
ELISA testi igin muhafaza edilecektir.
B2. Humoral immun Yanitin Belirlenmesi

B2.1 indirekt ELISA Testi ile Anti-KKKAH IgG Belirlenmesi

Asi antijeni hazirlanmasi béliminde detayli anlatildigi Gzere, KKKAH Kelkit0O6 susu, Vero E6 hiicrelerinde Uretilip
konsantre edildikten sonra siikroz gradient ultrasantrifiigasyon yéntemiyle kismi piirifiye edilecektir. inaktivasyon isleminden
sonra dializ edilecek olan KKKAH antijenleri ELISA pleytlerindeki her bir kuyucuga 200 ngr miktarinda pH 9.6 karbonat tampon
soliisyonu kullanilarak 1 gece + 4°C’de baglanacaktir. %0,05 PBS-Tween 20 igerisinde hazirlanmis %5'lik siit tozu ile bloklama
islemi yapildiktan sonra yéntem (B1) kisminda belirtilen zamanlarda alinan fare kan serumlarinin 1/50’den baslanarak log 2
tabaninda bloklama soliisyonu icerisinde seri sulandirmalari yapilacak ve 1 saat 37°C’ de inkiibe edilecektir. Yikama iglemlerini
takiben tavsan anti-fare konjugati her bir kuyucuga eklenecek ve 1 saat 37 °C’ de inkiibe edilecektir. Yikama islemlerini takiben
goruntileme amaciyla 3,3’,5,5’-Tetramehtylbenzidine tableti 4 ml 0,1 M sitrik asit ve 6 ml 0,2 M Na;HPOy igerisinde ¢dézdirulerek
ve 100 yl H20 ilave edilecektir. Hazirlanan substrat soliisyonu her bir kuyucuga ve 15 dakika karanlik ortamda inklbe edildikten
sonra durdurma soliisyonu (0,2 N silfirik asit) ilave edilerek ELISA pleyt okuyucuda 450 nm dalga boyunda okunarak sonuglar
elde edilecektir. Deneyde daha 6nce pozitif ve negatif oldugu tespit edilen fare serumlari pozitif ve negatif kontrol olarak
kullanilacaktir.

B2.2. Asilama Sonrasi Doz Gruplarindaki Koruyucu Antikor Titrelerinin Belirlenmesi

Bu amagla grubumuz tarafindan 108G126 nolu proje kapsaminda gelistirilen pseudo-plak rediksiyon nétralizasyon testi
(PPRNT) uygulanacaktir (Canakoglu ve ark., 2013). Kisaca, son immunizasyondan 2 hafta sonra alinacak fare kan serumlarinin
koruyucu antikor titreleri belirlenecektir. Serumlar 56°C'de 30 dakika inaktive edildikten sonra log 2 tabaninda 1/2’den

baslanarak 1/512'ye kadar serumlar sulandirilarak her bir serum sulandirmasina titresi bilinen (Berber ve ark., 2013) ve 50
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pseudo-plak forming (initesindeki KKKAH Kelkit08 virlisii eklenecektir. Karisim, +4°C’de 16 saat inkube edilecektir. Bir giin
Onceden Vero E6 hiicresi ekilen 96 kuyucuklu hiicre kultir pleytlerine serum viris karigimlari her kuyucuga 50 pl ve her
sulandirmadan 3’erli olmak (izere birakilacak ve 1 saat 37°C’ de inkiibe edilecektir. inokillum atildiktan sonra %1 karboksi metil
sellloz (%2 karboksi metil seliiloz 2X yogunlukta hazirlanan DMEM F-12 ile 1:1 oraninda karistirildiktan sonra %3 FBS ve %1
antibiyotik ilave edilerek elde edilmektedir) solusyonundan her kuyucuga 1ml eklenecek ve pleyt 37°C %5 CO; inkiibatorde 3
giin inkube edilecektir. Daha sonra %10 nétral buffer formalin ile fikse edilecek ve yikama islemlerinden sonra permeabilizasyon
sollisyonu ile 5 dakika muamele edilecektir. PBS icinde hazirlanan %5 yagsiz st tozuyla 1 saat bloklama isleminden sonra
1/1500 oraninda sulandirilan anti-KKKAH poliklonal fare serumu her bir kuyucuga ilave edilecek ve 1 saat oda isinda inkube
edilecektir. Yikama igslemlerinden sonra 1/1500 oraninda sulandirilan keci anti-fare 3-gal konjugati 1 saat streyle oda isisinda 50
rpm hizda galkalayicida inkube edilecektir. Yikama iglemlerini takiben substrat solisyonundan (5mM MgCl %99 dimetilformamid
ile 50mg/ml olarak hazirlanmis X-Gal ve 70% dimetilformamid ile 83 mg/ml olarak hazirlanmig NBT) 0.2 ml her kuyucuga ilave
edildikten sonra 37°C inkiibatorde 15-30 dakika arasinda bekletilecektir. Mikropleytler mikroskop altinda incelenecek ve direk
olarak >50 reduksiyon saglayan sulandirmalar temel alinarak nétralize edici anti-KKKAH antikor titresi belirlenecektir.
B3. Hiicresel immun Yanitin Belirlenmesi
B3.1. Asilama Sonrasi Doz Gruplarindaki IFN-y Yanitinin ELISPOT Testi ile Belirlenmesi
ELISPOT testi ile immunodominant oldugu belirlenen NP spesifik 1 peptit ve Gn spesifik 1 peptit kullanilacaktir. Test,
yontem bolimunidn A4 kisminda detayl agiklandig gibi gergeklestirilecektir.
B3.2. Akim Sitometrisi
inaktif KKKAH asisina karsi olusan IFN-gama’nin hangi diizeyde yardimci T hiicreleri (CD4) ve sitotoksik T hiicreleri
(CD8) tarafindan duretildigi belirlenecek ayrica total T hicre (CD3) sayisi akim sitometri ile belirlenecektir. Kisaca, son
immunizasyondan 2 hafta sonra asi grubu ve kontrol grubunda bulunan fareler servikal dislokasyonla éldirtlecek ve steril
ortamda dalak hlcreleri hazirlanacaktir. Bu ¢alismada BD Biosciences’tan alinacak antikorlar kullanilacaktir. En son asilamadan
2 hafta sonra farelerden alinan dalaklar steril ortamda tek hiicre halinde suspanse edilerek, kultiir vasatinda (DMEM, 10% FBS,
5% HEPES tamponu, 2% L-glutamine,1% penisilin/streptomisin) yikanarak, 6 kuyucuklu hiicre kiltir pleytlerinde 37°C, %5 CO2
ortaminda inkube edilecektir. Her bir kuyucukta bulunan 5 milyon hiicre (alyuvarlar pargalanacaktir ve bu sayiya dahil degildir)
ELISPOT deneyi ile immunodominant oldugu belirlenen 1 adet NP spesifik ve 1 adet Gn spesifik peptitlerle ayri ayri uyarilarak
24 saat boyunca kultire edilecektir. Sonrasinda hiicre i¢i boyamada kullanilan salgilamayi engelleyerek hicre iginde sitokin
birikmesini saglayan Brefeldin-A eklenerek, 6 saat daha inkiibasyon devam edecektir. Ayni kosullarda antijenle uyariimamis
kontroller de olacaktir. Hicreler sayilacak ve akim sitometrisi boyama sollUsyonuyla (PBS + 10% FBS + 0.09 Sodyum Azide)
yikanarak, 2x10” hiicre/ml olacak sekilde reslisbanse edilecektir. 50-100 pl hiicre stspansiyonuna énce 1 ul Fc reseptor bloke
edici antikor eklenerek 4°C'de 15 dakika inklibasyondan sonra membrandaki antijenlere spesifik konjuge antikorlar eklenecek
(anti-fare CD3-FITC, anti-fare CD4-PE, anti-fare CD8-PE) ve 30 dakika daha inkibe edilecektir. Hiicre i¢i boyama igin 2 mi
FACS lysing soliisyon kullanilacaktir. 10 dakika oda sicakliginda inkubasyonun ardindan 5 dakika 500 g’de santriflij edilirek tst
sivi atilacaktir. 500 pl 1X FACS permeabilizing soltsyon eklenerek 10 dakika oda sicakliginda inklbe edilecektir. 3 ml boyama
solisyonun eklenmesini takiben 5 dakika 500 g'de santriflij edilerek Ust sivi atilacaktir. 100 pl boyama sollisyonu ve uygun
konsantrasyonda anti-fare interferon-gama-FITC eklenerek, 30 dakika karanlikta inkiube edilecektir. 3 ml boyama sollisyonun
eklenmesini takiben 5 dakika 500 g’de santriflj edilerek Ust sivi atilacaktir. 500 pl %1 parafomaldehit iceren PBS ile hiicreler
fikse edilecektir. Sonuglar, BD Accuri C6 Akim Sitometri cihazi kullanilarak elde edilecektir. T lenfosit tiplerinin aktivasyonunun
belirlenmesi igin asagida verilen ikili antikor kombinasyonlari kullanilacaktir.
1- CD3-FITC (veya CD3-PerCP) + CD4-PE kombinasyonu T lenfosit/Yardimci T lenfosit oraninin belirlenmesinde,
2- CD3-FITC (veya CD3-PerCP) + CD8-PE kombinasyonu T lenfosit/Sitotoksik T lenfosit oraninin belirlenmesinde,
3- CD3-PerCP + IFN-G-FITC kombinasyonu IFN-gama ureten T lenfositlerinin belirlenmesinde,
4- CD8-PE + IFN-G-FITC kombinasyonu IFN-gama ureten sitotoksik T lenfositlerinin belirlenmesinde,

5- CD4-PE + IFN-G-FITC kombinasyonu IFN-gama Ureten yardimci T lenfositlerinin belirlenmesinde.

B3.3. Sitokin ELISA
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Ydntem kisminda daha dnce anlatildigi Gizere, ELISPOT ve akim sitometrisi igin hazirlanan ve her bir peptit (1 adet NP ve 1 adet
Gn spesifik) ile ayri ayri stimile edilen dalak hiicrelerinin Ust sivilari alinarak asi doz gruplarinda, IFN-gama, TNF-alfa, IL-2, IL-4,
IL-5 ve IL-10 dizeyleri ticari ELISA kitleriyle belirlenecektir. Uretici firmanin talimatlari dogrultusunda ELISA testi
gerceklestirilecektir.

Su Uriinleri Calisma Alani Ornegi:

Givenlik onlemleri:

Asinin yapimi ve ilk asl denemelerinde, mutant bakterilerin ve mutant olmayan bakterilerin ¢evreye ve diger canlilara
bulagmasini énlemek icin yilksek giivenlik énlemleri alinacaktir. aroC mutant bakterilerin yapimi, KTU, Siirmene Deniz Bilimleri
Fakdltesi blinyesinde bulunan biyogivenlik seviye 2 molekdler biyoloji laboratuarinda (BS2L) yapilacaktir. Agilama calismalari
da yine ayni Fakiltede bulunan, su girisi ve cikisi tamamen kontrol altinda olan, kapali, klimali ve atik sularin UV’'den
gecirildikten sonra dogaya birakilacagi hem tath suyun hem de deniz suyunun bagli bulundugu akuatik toksikoloji laboratuarinda
yapilacaktir. Bdylece dogaya birakilan atik sularda bulunan mikroorganizma sayisi %99.9 oraninda azaltilmis olacaktir.

Kisaca yapilacak bitin islemler kontrol altinda ki laboratuarlarda yapilacak ve akvaryumlardan g¢ikan sular UV’den gegirildikten
sonra dogaya birakilacaktir. Asinin glvenligi laboratuarda test edildikten sonra saha denemeleri balik ciftliklerinde yapilacaktir.
Saha denemeleri igin yasal izin Tarim ve Koy Isleri Bakanhgindan alinmistir (Ekteki yasal izin belgesine bakiniz).

1. Y. ruckeri ve L. anguillarum bakterilerinin aroA ve aroC geninin mutasyona ugratiimasi:
1.1. Bakteri suslari ve besi yeri:

Proje yoneticisinin DPT projesini yurutlrken izole ettigi virtlent Y. ruckeri RB0O708 ve L. anguillarum LMG10861 suglari mutant
atenlie aglI yapmak igin kullanilacaktir. Konjigasyon igleminde donor olarak Escherichia coli C118Apir susu kullanilacaktir. E. coli
Luria-Bertani (LB) broth ve kati agar besi yerinde 37°C’de ve Y. ruckeri ve L. anguillarum ise brain heart infusion (BHI) broth,
BHI agar ve marine agarda (MA) 22°C’de ¢ogaltilacaklardir. Besi yerlerindeki segiciligi ve konjugasyonu belirlemek igin colistin
(12,5 pg/ml) ve chloramphenicol (30 ug/ml) besi yerine ekleneceklerdir.

1.2. Mutant bakterin elde edilmesi:

Y. ruckeri ATCC 29473'lUn taslak genom'u tamamlanmis ve L. anguillarum 775'in taslak genom'u ise tamamlanmak Uzeredir.
Tamamlanmak Uzere olan L. anguillarum’un aroA, aroB, aroC, aroD ve aroE gen sekansinin ekibimize verilecegine dair destek
mektubu ektedir.

- Y. ruckeri ATCC 29473: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=genomeprj&cmd=Retrieve&list_uids=29769
- L. anguillarum 775: http://www.reeis.usda.gov/web/crisprojectpages/211557.html

L. anguillarum genom projesini yiritmekte olan Dr. Jorge H. Crosa (Oregon Health and Science University) ile temasa gegmis
ve Dr. Crosa ile L. anguillarum aro gen sekanslarina erisim konusunda anlasma saglanmistir. . Dolayisi ile bu iki bakterilerin
aroA, aroC ve diger aro genlerine ulasim konusunda higbir sorun yasanmayacaktir. Bu genom sekanslari kullanilarak mutant
genler overlap uzatma ydntemiyle (Horton vd., 1989) elde edilecektir. Kisaca agiklamak gerekirse aroA ve aroC genlerinin
baslangi¢c kodonundan 100 baz cifti (bp) asagidan (genin igine dogru) ve 1000 bp yukarisindan iki primer (aroA-R01 ve aroA-
F01-1000; aroC-R01 ve aroC-F01-1000) ve yine bu genlerin bitis kodonundan 100 bp yukaridan (genin igine dogru) ve 1000 bp
asagisindan olmak uzere iki primer (aroA-FO1 ve aroA-R01-1000; aroC-FO1 ve aroC-R01-1000) dizayn edilecektir. Her bir gen
icin 4 primer olacak (6rnek, aroA-R01, aroA-F01-1000, aroA-F01 ve aroA-R01-1000) ve bu primerlerden Ust gen igi primerinin
sonuna (6rnek, aroA-R01'in sonuna) alt gen ici primerinin sekansi (6rnek, aroA-FO01 primerinin sekansi) komplement olacak
sekilde eklenecektir. Ayrica bitiin primerlerin sonuna, plazmid klonlamasinda kullaniimak Uzere Xbal restriksiyon enzimi
sekanslari (aaTCTAGA) eklenecektir. Bastaki iki a enzimin DNA'y1 daha verimli kesmesi igin eklenmektedir.

Bu primerlerden ikisi (6rnek, aroA-R01 ve aroA-F01-1000) genin st pargasini, dider ikisinde (6rnek, aroA-FO1 ve aroA-R01-
1000) genin alt parcasini amplifike etmekte kullanilacaktir. Amplifike edilen bu fragmentler belli oranlarda karistirilarak bir
sonraki overlap uzatma (extension) PZR'da template olarak kullanilacak bdylece genin ortasi elimine edilmis olacaktir.
Komplemetasyonda kullanilacak wild tip genler ise en Ust (6rnek, aroA-F01-1000) ve en alt (6rnek, aroA-R01-1000) primerler
kullanilarak elde edilecektir.

1.3. PZR sartlar:

PZR de template olarak kullanilacak bakteriyel DNA fenol kloroform yada bir ticari kitler yardimiyla izole edilecektir (Altinok vd.,
2008). Her bir PZR reaksiyonu 25 uL den olusacak olup igerisinde 2,5 uyL PZR bufer’i (10X), 1.5 mM MgCl,, 0.4 mM dNTP, her
primerden 0.4 mM, 0,5 U pfu DNA polimeraz ve 100 ng genomik DNA bulunacaktir. Reaksiyon toplamda 30 déngiide
tamamlanacak olup dongiiler 94°C’de 45 saniye denaturasyon, 56°C’de 30 saniye tutunma ve 72°C’de 2 dakika uzama seklinde
gerceklestirilecektir. PZR uzatma suresi amplifike edilecek fragmentin buytkligine gére 2 ila 4 dakika arasinda degisecektir.
Reaksiyon ilk donglye baglamadan 6nce 94°C de 5 dakika ve son dénglden sonrada 72°C de 10 dakika bekletilecektir. Elde
edilen drlnler %1’lik agarozda yurituldikten sonra gorintilenecektir. Belirtlen PZR yontemi overlap PZR icinde kullanilacak
fakat bu asamada template olarak bir 6nceki asamada uretilen st ve alt DNA fragmentleri kullanilacaktir.

1.4. aroA ve aroC geninin klonlanmasi ve E. coli’ye aktariimasi:

PZR ile elde edilen mutant genler agaroz jelde yuritllip, blylkliklerinin belirlenmesiyle PZR isleminin basarisi onaylanacaktir.
Elde edilen mutan ve wild tip genler uygun PZR temizleme kitleri (6rnek, QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) ile
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temizlendikten sonra Xbal enzimiyle kesilecektir. Genlerin klonlanacagi suicide vektér pDS142 de, Xbal enzimiyle kesilecektir ve
kesim yerlerinden fosfatlar Shrimp Alkaline Fosfotase (SAP) yardimi ile uzaklastirilacaktir. Bu asama, kesilen vektoriin bir
sonraki asamada kendi kendine ligate olmamasi ve klonlamanin verimliliginin artmasi agisindan dnemlidir. Son olarak Xbal
enzimiyle kesilen normal ve mutasyona ugramis genler ve plazmid, kit kullanilarak yada agaroz jelde yurutulerek temizlenecek
ve klonlama T4 Ligaz yardimi ile tamamlanacaktir.

Ligasyon reaksiyonundan 1-2 pl, elektroporasyon ydntemiyle E. coli C118Apir‘e 2.5 kV, 25 yF ve 400Q akimi kullanilarak
transfer edilecektir (Karsi ve Lawrence, 2007). Elektropor yapilan hiicreler igerisinde chloramphenicol (Cm) bulunan luria sivi
kiltirinde 1 saat biydtildikten sonra luria Cm igeren agara eklenecek ve 37°C’de 24 saat inkiibe edilecektir. Besi yerinde
¢ogalan Cm-direngli kolonilerden 10 kadar bir gece luria sivi ortaminda buiyttillp, igerdigi plazmid saflastirilacak ve hizli tarama
ve sekans prosedurleriyle klonlama yapilan rekombinant suicide vektoriin dogru fragmentleri icerip icermedigi kontrol edilecektir.
Dogru fragmentleri iceren suicide vektorini tasiyan bakteri kilturleri -80°C de dondurularak korunacaktir.

1.5. Bakteriyal konjugasyon:

Rekombinant suicide vektorler énce verici sus E. coli SM10Apir'e elektroporasyonla daha sonrada ekibimizin basari ile kullandigi
konjugasyon yéntemiyle (Karsi ve Lawrence, 2007) wild tip Y. ruckeri ve L. anguillarum'a aktarlacaktir. Kisaca, 1 ml verici (E.
coli SM10Apir) ve 1 ml alici bakteriler (Y. ruckeri ve L. anguillarum) ayr ayri santrifujle pelet haline getirilecek, peletlerden colistin
ve Cm antibiyotiklerini uzaklastirmak icin peletler 3 defa antibiyotik icermeyen BHI sivi ortami ile yikanacak, peletler 1:2
(Verici:Alici) karistirilacak ve antibiyotik igermeyen BHI kati besi yerine yerlestiriimis 0,45 uM filtre kagidi Uzerine aktarilacaktir.
25°C’de 24 saat inklbe edildikten sonra filtre kagidindaki bakteriler igerisinde colistin ve Cm bulunan BHI ile yikandiktan sonra
yine icerisinde ayni antibiyotikler bulunan kati BHI'ya yayilacaktir. Ayni sekilde 25°C’de 24 saat inkiibe edildikien sonra, Cm
direncli plazmitleri iceren Y. ruckeri ve L. anguillarum kolonileri secilecektir. Bu bakteriler daha sonra sukroz igeren besi
ortaminda buyutllerek ¢ift homolog rekombinasyona ugrayan bakteriler elde edilecektir. Suicide plazmidin Uzerinde bulunan
sacB geni sukroz bulunan besi ortaminda bakterilerin bliylimesini engellemektedir.

1.6. aroA ve aroC mutant bakterilerin fenotipik olarak belirlenmesi:

Potansiyel aroC mutant Y. ruckeri ve L. anguillarum ve wild tip Y. ruckeri RBO708 ve L. anguillarum LMG10861 ayri ayri 3
paralel halinde igerisinde hi¢ bir aromatic amino asit icermeyen LB’ye ekim yapilacaktir. Ayni zamanda mutan ayni bakteriler
icerisinde tirosin (40 pg /ml), triptofan (40 pg/ml), fenilalanin (40 pg /ml), ve p-aminobenzoik asit (dihydroxybenzoic asit; 10 ug
/ml) bulunduran M9 besi yerinde ekimi yapilacak ve 25°C de 48 saat inklibe edileceklerdir. (Hernanz Moral vd., 1998).

1.7. aroA ve aroC mutant bakterilerin genotipik olarak belirlenmesi:

Wild-tip Y. ruckeri RBO708 ve L. anguillarum LMG10861 ile bunlarin aroC mutant susu igerisinde tirosin, triptofan, fenilalanin, ve
p-aminobenzoik asit bulunduran M9 besi yerinde 25°C de 48 saat inkube edilecektir (Hernanz Moral vd., 1998). Mutantasyona
ugratilan bakterilerin gergcekten mutasyona ugrayip ugramadiklari, mutan bakterilerin mutasyona ugratilan genleri PZR ile
cogaltildiktan sonra hem buyikliiklerine hem de sekanslarina bakilarak belirlenecektir (Altinok vd., 2007; Altinok vd., 2008).

1.8. aroA ve aroC mutant bakterilerin istikrarliligi ya da geriye déniisiim olasiliginin belirlenmesi:

Asi olarak kullanilacak ve delesyonla aroA ve aroC mutant yapilan bakterilerin istikrarliiginin ne kadar devam ettigini belirlemek
icin aroA ve aroC mutant Y. ruckeri ve L. anguillarum 30 defa igerisinde tirosin, triptofan, fenilalanin, ve p-aminobenzoik asit
bulunan BHI broth da pasaji yapilacaktir (Thune ve Cooper, 2000). Kisaca agiklamak gerekirse, 24 saat inklibe edilmis
bakterilerin bulundugu tipten 50 pl alinarak yeni 2 ml’lik BHI broth tiptne aktarilacaktir. Bu islem G¢ replika halinde yapilacaktir.
Her bes pasaj sonunda her bir replikadan 500 ul alinarak 1,5 ml'lik santrifuj tuplerine aktarilacak, 4000 rpm’de 5 dakika santrifuj
edilecek, Ust kisimda bulunan sivi kisim atildiktan sonra peletlere 500 pl steril distile su eklenerek peletlerin suya gegmesi igin
kisa sureli vortekslenecektir. Bakteriler 10 dakika kaynatildiktan sonra tekraran 4000 rpm’de 5 dakika santrifij edilecek ve Ust
sivi kisim PZR’de kullanilacaktir. Yukarida agiklanan mutant bakterilerin elde edilmesi basligi altinda elde edilecek primerler ve
PZR sartlari kullanilarak aroC geninin amplifikasyonu yapilacaktir. Elde edilen Urinler %71’lik agarozda yurutuldikten sonra
goruntllenecektir. aroA ve aroC mutant bakterilerde bu gen bdlgesi olmayacagindan wild-tiple kiyaslandiginda daha kisa PZR
Urlini olusacaktir. Egder bakteriler aroA ve aroC mutant yapildiklari wild-tiplerine geri donerlerse beklenen bant biiytkligu her iki
bakteri icin yaklasik 1100 baz cifti olacaktir. aroA ve aroC mutant bakteriler pasajlar sonunda ebeveveynleri olan Y. ruckeri
RB0708 ve L. anguillarum LMG10861 suslarina geri dénerlerse asagida belirtilen B planina gegilerek diger aro genlerinin
mutasyonu yapilacaktir.

1.9. Mutant asinin stoklanmasi:
1.9.1. Uzun siireli stoklama:

Hazirlanan aroA ve aroC mutant Y. ruckeri ve L. anguillarum igerisinde tirosin, triptofan, fenilalanin, ve p-aminobenzoik asit
bulunan BHI ve marine broth’a inokiile edilecek, ve 22°C’de 80 rpm’de ki ¢alkalamali inkiibatérde 24 saat gogaltilan bakteriler, 5
ml'lik karyo tlplere aktarilacak, Uzerine final konsantrasyonu %20 gliserol olacak sekilde gliserol eklenecek ve -80°C’de
stoklanacaktir.

1.9.2. Baliklari agilamak igin kullanilacak mutant bakterilerin kisa streli stoklanmasi:

Yukarida stoklanan aroA ve aroC mutant Y. ruckeri ve L. anguillarum igerisinde tirosin, triptofan, fenilalanin, ve p-aminobenzoik
bulunan BHI ve marine broth’a inokile edilecek, ve 22°C’de 80 rpm’de calisan calkalamali inkibatorde 24 saat inklbe
edilecektir. inkiibasyon sonunda bakteriler ayri ayri 4000 rpm’de 5 dakika santrifilj edilecek, peletler PBS (8 g NaCl, 1.21 g
KoHPO,, 0.34 g KH2PO4, 1.000 ml deiyonize su iginde eritilip, otoklavda sterilize edilecektir) ile yikanacaktir. Yikanan peletler
PBS’de istenilen yodunlukta seyreltildikten sonra +4°C’de 1-2 hafta stoklanacaktir. Denemeler sirasinda bakteri yogunlugunun
belirlenmesinde MacFarland standardi kullanilacaktir.

2. Mutant Y. ruckeri ve L. anguillarum bakterilerinin baliklar lizerindeki viriilans ve efikasite 6zelliklerinin belirlenmesi:
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Asi denemelerinde kullanilacak baliklar Stirmene Deniz Bilimleri Fakiltesi Kulugkahanesinde bakteriyel enfeksiyonlara karsi
korumali sartlarda yetistirilecektir. Asi deneyleri 6ncesi her tiirlii bulagma ihtimaline kargi baliklarin alinacagi tanktan rastgele 10
balik alinarak Y. ruckeri ve L. anguillarum etkenleriyle enfekte olup olmadigini belirlemek icin (asagida 3.1’de agiklandigdi
sekilde) kanda antikor seviye tespiti yapilacaktir. Denemede antikor negatif drnekler kullanilacaktir.

2.1. aroA ve aroC mutant bakterilerin viriilanshginin belirlenmesi:

Mutasyona ugratilmamis wild-tip Y. ruckeri RB0708 ve L. anguillarum LMG10861 ile bu bakterilerin mutasyona ugratiimis
formlari arasinda virtlanstik farki olusup olusmadigi asagidaki sekilde belirlenecektir.

Yaklasik 15 g agirligindaki alabaliklar 250 litrelik (i¢ kapali devre sistemine alinacak ve iki hafta burada tutularak laboratuar
sartlarina alismalari saglanacaktir. Adaptasyon siliresince ve sonrasinda vicut agirliklarinin %3’G kadar ginde iki defa
yemlenecek ve 12 saat 1sik 12 saat karanlik fotoperiyot uygulanacaktir. Enjeksiyon yapmadan once baliklar 50 mg/L MS222 ile
bayiltilacaktir. Baliklarin yiizde ellisini 6ldiren dozun (LDso) bulunmasi igin, baliklar 16 gruba ayrilacak ve akarsu sistemine sahip
her bir akvaryuma (40L) 10’ar balik stoklanacaktir. Bu amagla, wild tip Y. ruckeri RB0708 BHI'a ve aroA ve aroC mutant Y.
ruckeri de igerisinde tirosin, triptofan, fenilalanin, ve p-aminobenzoik asit bulunan BHI'a inokile edilecek, 22°C’de ki 80 rpm’de
calisan calkalamali inkiibatérde 24 saat inkiibe edilecektir. inkiibasyon sonunda bakteriler ayri ayri 4000 rpm’de 5 dakika
santriflij edilecek, peletler fosfat tamponlu tuzlu su (PBS) ile yikanacaktir. Y. ruckeri RBO708 ile asi olarak kullanilacak aroA ve
aroC mutant Y. ruckeri PBS ile 1X102, 1X103, 1X10%, 1X105, 1X106, 1X107, 1X10® CFU oraninda ayri ayri seyreltildikten sonra
baliklara intraperitoneal (i.p.) enjeksiyon yontemiyle 100 pl sollisyon enjekte edilecektir. Diger bir grup olan 10 kontrol balida ise
sadece 100 pl PBS enjekte edilecektir (Lan vd., 2007). ). Kolonilerin belirlenmesinde MacFarland standardi kullanilacaktir.
Enfeksiyondan sonra baliklar 21 giin sureyle her giin gbézlemlenecek ve 6lmis baliklar akvaryumlardan hemen alinarak
bakteriyolojik ydnden incelenecektir (Kayis vd., 2009). Deney siresince suyun sicakligi 16-18°C civarinda tutulacak ve suyun
pH, amonyum, NO, ve sicaklik dederleri glinluk olarak dlctlecektir. Baliklar vicut agirliginin %3’0 kadar yemle giinde iki defa
yemlenecektir. Bu islem 3 paralel halinde yapilacaktir. LDso degeri de Reed ve Muench (1938)’e gdre belirlenecektir.

Bu islemlerin aynisi L. anguillarum igin tekrarlanacaktir. Bu baglamda baliklar bir ay sireyle Karadeniz’'in suyuna adapte
edildikten sonra denemelere baslanacaktir. L. anguillarum c¢ogaltiimasi igin ise i¢cin marine broth (MB) ve marine agar (MA)
kullanilacaktir.

2.2. aroA ve aroC mutant bakterilerin persistansinin belirlenmesi

Persistansin belirlenmesi icin ise 60 baligin her birine yukarda belirlenecek LDsy degeri kadar CFU/balik Y. ruckeri RB0O708
olacak sekilde 100 pl PBS soliisyonu IP olarak enjekte edilecektir. Ayni islem aroA ve aroC mutant bakteri igin tekrarlanacak
olup kontrol grubundaki baliklara sadece 100 pl PBS enjekte edilecektir. 24 saat araliklarla her bir gruptan 3’er balik yuksek
dozda (150 mg/L) MS222 ile bayiltildiktan sora baligin kuyruk ytzgecinden kan aseptik olarak alinacak ve sonra karaciger,
dalak, boébrek ve ince bagirsaktan alinan érneklerle beraber aseptik olarak igerisinde colistin bulunan TSA’ya ekilecek 22°C de
48 saat inkiibasyona tabi tutulacaktir (Lan vd., 2007). Boylece aroA ve aroC mutant Y. ruckeri ile wild tip Y. ruckeri RB0708’nin
baliklarin hangi organlarinda ne kadar siireyle kaldiklari tespit edilecektir.

Bu islemlerin aynisi L. anguillarum icin tekrarlanacaktir. Bu baglamda baliklar bir ay sureyle Karadeniz'in suyuna adapte
edildikten sonra denemelere baslanacaktir. L. anguillarum gogaltiimasi igin ise MB ve MA kullanilacaktir.

2.3. Asilama ve epriivasyon:

Denemelerde kullanilan baliklarin agirliklari yaklagik olarak 10-15 g olacaktir. Her bir denemeden énce baliklar laboratuar
sartlarina adapte edilecektir. Her bir gruptaki asilanan ve kontrol baliklari icin farkli akvaryumlar kullanilacak olup asilama ve
epruvasyon islemleri paralel yapilacaktir. Epriivasyondan sonra baliklarda gérilebilecek 6limler 30 gln sireyle gézlemlenerek
Olen baliklar rutin olarak bakteriyolojik yonden kontrol edilecektir. Ayrica her tirli asilama ve eprivasyon islemlerinden 6nce
baliklar 50 mg/L MS222 ile bayiltilacaktir.

2.4.0ptimum agi dozunun belirlenmesi:

Baliklar kirkarli alti gruba ayrilarak her bir grupta 4 akvaryum kullanilacak ve her bir akvaryuma da 10-15 g agdirliginda 15 balik
stoklanacaktir. Gruplardan birisi pozitif kontrol ve digeri de negatif kontrol olarak kullanilacagindan, pozitif gruptaki baliklara
sadece 100 pl PBS enjekte edilecekken negatif gruptaki baliklara higbir midahale edilmeyecektir. Enjeksiyon isleminin nasil
yapilacagd! yukarda aciklandigi sekliyle yapilacaktir. Diger dort gruptaki baliklar ise yukarda aroA ve aroC mutant bakteriler icin
belirlenecek LDso degerinden daha dustk dort farkl dozda aroA ve aroC mutant Y. ruckeri ip olarak verilecektir. Deneyler akarsu
sistemine sahip akvaryumlarda yapilacak olup, 30 gunlik deney siiresince suyun sicakligi 16-18°C civarinda tutulacak ve suyun
pH, amonyum, NO, ve sicaklik degerleri guinlik olarak olgulecektir. Baliklar vicut agirhiginin %3’l kadar yemle ginde iki defa
yemlenecektir. Otuz giinin sonunda baliklara yukarda bulunacak LDsy degerinin 30 kati fazla Y. ruckeri RB0708 100 yl PBS
icerisinde i.p. yontemiyle verilecektir. Baliklar 30 glin sureyle g6zlemlenerek dlen baliklar kaydedilecektir. Deney suresince dlen
baliklar rutin olarak bakteriyolojik yénden kontrol edilecektir.

Bu igslemlerin aynisi L. anguillarum’ igin deniz suyunda tekrarlanacaktir.

2.5. Asinin etkinliginin belirlenmesi:

Elde edilen aroA ve aroC mutant L. anguillarum ve aroA ve aroC mutant Y. ruckerinin alabaliklarda vibriosiz ve yersiniy6z
hastaliklarina karsgi koruma saglayip saglamadigini belirlemek igin laboratuar sartlarina adapte edilmis 10-15 g agirhgindaki
baliklar aroA ve aroC mutant L. anguillarum ve Y. ruckeri ile enfekte edilecektir. Bu amagla aroA ve aroC mutant bakteriler
yukarida agiklandigi gibi ¢ogaltilacak, santrifij edilecek, PBS ile yikanacak ve uygun dozda PBS ile seyreltilecektir. Baliklar
kirkarli alti gruba ayrilarak her bir grupta dort akvaryum kullanilacak ve her bir akvaryuma da 10 balik stoklanacaktir. Gruplardan
birisi negatif kontrol bir digeri de pozitif kontrol olarak kullanilacagindan, negatif gruptaki baliklara hicbir miidahale
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edilmeyecekken, pozitif gruptaki baliklara sadece 100 ul PBS ip olarak enjekte edilecektir. Diger dort gruptaki baliklara ise
yukarida belirlenen optimum dozda aroA ve aroC mutant Y. ruckeri ip olarak verilecektir. Enjeksiyon igleminin nasil yapilacagi
yukarda aciklandigi sekilde yapilacaktir.

Deneyler akarsu sistemine sahip akvaryumlarda yapilacak olup, deneme 30 giin siirecektir. Otuz giiniin sonunda negatif kontrol
haricindeki diger gruplardaki baliklara 10° CFU/balik Y. ruckeri RB0708 ip olarak verilecektir. Bu islem 3, 6, 9, 12 ay sonrasinda
tekrarlanarak 6len baliklar kaydedilecek ve 6limler oldugunda baliklardan triptik soy agar (TSA) ve marine agara ekim yapilacak
ve Olim sebebi arastirilacaktir. Bdylece elde edilecek mutant agilarin ne kadar sureyle koruma sagladigi da tespit edilebilecektir.
1, 3, 6, 9, 12 ay sonunda asilarin sagladigi goreceli korunma orani (RPS) asagdidaki formiil ile hesaplanacaktir.

RPS = [1-(Asili baliklardaki mortalite (%)/Kontrol grubundaki mortalite (%))] X 100

Bu deney de kapali ortamda bulunan akarsu sistemiyle ¢alisan akvaryumlarda yapilacaktir. Deney siresince suyun sicakligi 16-
18°C civarinda tutulacak ve suyun pH, amonyum, NO- ve sicaklik degerleri giinliik olarak &lgllecektir. Baliklar vicut agirhgmnin
%3’ kadar yemle giinde iki defa yemlenecektir.

Bu islemlerin aynisi L. anguillarum igin tekrarlanacaktir. Bu baglamda baliklar bir ay sureyle Karadeniz’'in suyuna adapte
edildikten sonra denemelere baslanacaktir.

2.6. Banyo (immersiyon) yéntemiyle asilama:

immersiyon yénteminde fazla miktarda bakteri kullanilacagindan biyogiivenlik agisindan ilk denemelerde immersiyon yéntemi
kullaniimayacaktir. Mutant bakterilerin glivenli oldugu belirlendikten sonra, saha denemelerinden hemen 6nce yukaridaki yontem
kullanilarak enjeksiyon yontemi yerine immersiyon yontemi denenecektir.

2.6.1. immersiyon yénteminde uygun dozun bulunmasi

Bu denemelerde 4-5 g’lik baliklar kullanilacaktir. Baliklar ortama adapte edildikten sonra aroA ve aroC mutant Y. ruckeri ile
asllanacaktir. Bu amagla baliklar kirkarli alti gruba ayrilarak her bir grupta ¢ akvaryum (40 L) kullanilacak ve her bir akvaryuma
da 10 balik stoklanacaktir. Gruplardan birisi negatif kontrol bir digeri de pozitif kontrol olarak kullanilacagindan, negatif gruptaki
baliklara higbir midahale edilmeyecekken, pozitif gruptaki baliklara sadece PBS eklenecektir. Diger dort gruptaki baliklar ise dort
farkli konsantrasyonda (1X102 CFU/ml, 1X10* CFU/ml, 1X10° CFU/mI ve 1X10° CFU/ml) aroA ve aroC mutant Y. ruckeri ile
banyo yaptirilacaktir. Deneyler akarsu sistemine sahip akvaryumlarda yapilacaktir. Deneme sirasinda akvaryumlara gelen sular
kapatilacak, ve su seviyesi de 15 L'ye dusurildikten sonra akvaryumlara aroA ve aroC mutant Y. ruckeri istenilen
konsantrasyonda eklenecektir (Altinok vd., 2007). 30 glnlik deney siresince suyun sicakligi 16-18°C civarinda tutulacak ve
suyun pH, amonyum, NO; ve sicaklik degerleri gunlik olarak oOlgllecektir. Baliklar vicut agirhginin %3 kadar yemle giinde iki
defa yemlenecektir. Otuz giiniiniin sonunda baliklar 1X10® CFU/mI Y. ruckeri RBO708 ile yukarida aciklandigi gibi banyo
yaptirilacaktir. Baliklar 30 gin slreyle gézlemlenerek dlen baliklar kaydedilecektir. Béylece elde edilecek sonuglardan farkl
yodunluktaki mutant Y. ruckerinin hangi konsantrasyonunun ne kadar koruma sagladidi gbreceli korunma orani ile
hesaplanacaktir. Negatif kontrol grubu hicbir sekilde ne asilanacak nede wild tip bakteri ile enfekte edilecektir. Negatif grubu
kullanmanin amaci deneme suresince olabilecek beklenmedik 6lim yada anormallikleri belirlemektir.

Bu islemlerin aynisi L. anguillarum’igin deniz suyunda tekrarlanacaktir.
2.7. Karma asi denemeleri:

Asi olarak kullanilacak aroA ve aroC mutant Y. ruckeri ile aroA ve aroC mutant L. anguillarum’un optimum dozlari kullanilarak
her ikisi birbirine karistirilacak ve asi olarak tekrar denenecektir. Bu baglamda aroA ve aroC mutant Y. ruckeri igerisinde tirosin,
triptofan, fenilalanin, ve p-aminobenzoik asit bulunan BHI'a inokdle edilirken aroA ve aroC mutant L. anguillarum da igerisinde
ayni miktarda tirosin, triptofan, fenilalanin, ve p-aminobenzoik asit bulunan MB’a inokile edilecek, 22°C’de 80 rpm’de ¢alisan
calkalamali inkiibatérde 24 saat inkilbe edilecektir. inkilbasyon sonunda bakteriler ayri ayri 4000 rpm’'de 5 dakika santrifiij
edilecek, peletler PBS ile yikanacaktir. aroA ve aroC mutant Y. ruckeri ile aroA ve aroC mutant L. anguillarum’un
konsantrasyonlari optimum dozu (CFU/ml PBS) 2 kati olacak sekilde PBS ile seyreltilecek ve sonrada ikisi birebir oraninda
karistirilarak +4°C de saklanacaktir.

Karma as| yukarda yapilan denemelerde elde edilen en iyi asilamama metoduna (immersiyon veya ip) gore denenecektir.

Laboratuar sartlarinda elde edilen en uygun asi konsantrasyonu en uygun ydntemle sahada balik ciftliklerinde denenecektir.
Saha calismasi icin Tarim Bakanligr'nin ilgili biriminden gerekli izin alinmistir (Bakiniz ek yasal izin belgesi).

Saha denemelerinde kullanilacak baliklarin daha 6énce Y. ruckeri ve L. anguillarum etkenleriyle enfekte olup olmadigini
belirlemek igin (asagida 3.1’de acgiklandigi sekilde) her bir gruptan 15 balik alinarak kanda antikor seviye tespiti yapilacaktir.
Denemede antikor negatif ornekler kullanilacaktir. Deniz ve tath suda yapilacak saha denemelerinde 50 ile 100 g arasinda
yaklagik 5000 balik asilanacaktir. Saha denemelerinde negatif kontrol grubu da kullanilacaktir.

Yersinia ruckeri ile yapilacak saha denemeleri tatl ve deniz suyunda ve L. anguillarum ise deniz suyunda yapilacaktir. Deniz
suyu ile yapilacak denemeler Trabzon, Yomra ilgesi aciklarindaki kafesler kullanilacaktir. Baliklar asilandiktan bir ay sonra
antikor seviyeleri Olgllerek yeterli antikor seviyesine sahip (bu oran laboratuar denemelerinde tespit edilen oran olacaktir) olanlar
denizdeki kafeslere nakledilecektir. Asilamadan sonraki 3. ve 6. aylarda baliklarda saha sartlarinda antikor seviyesinde olusan
degisimler belirlenecektir.

2.8. Istatistik analiz:

Asillamadan, serum antikor testinden ve gen ekspresyonundan elde edilen sonuglar ortalama + standart sapma olarak
verilecektir. Asilanan ve asilanmayan grup arasindaki istatistiki farkliliklar chi-square testi ve one-way ANOVA kullanilarak
yapilacaktir.
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3. aroA ve aroC mutant agilarin baliklarin bagisiklik sistemi lizerine olan etkilerinin belirlenmesi:

Elde edilen aroA ve aroC mutant L. anguillarum ve aroA ve aroC mutant Y. ruckerinin alabaliklarin bagisikhk sistemi tzerine
olan etkilerinin belirlenmesi igin laboratuar sartlarina adapte edilmis 25 g agdirliindaki baliklar aroA ve aroC mutant L.
anguillarum ve Y. ruckeri ile enfekte edilecektir. Bu amagla aroA ve aroC mutant Y. ruckeri yukarida agiklandigi gibi
cogaltilacak, santrifllj edilecek, PBS ile yikanacak ve uygun dozda PBS ile seyreltilecektir. Baliklar altmisarli dért gruba ayrilarak
her bir grupta alti akvaryum kullanilacak ve her bir akvaryuma da 10 balik stoklanacaktir. Gruplardan birisi negatif kontrol bir
digeri de pozitif kontrol olarak kullanilacagindan, negatif gruptaki baliklara higbir miidahale edilmeyecekken, pozitif gruptaki
baliklara sadece 100 ul PBS ip olarak enjekte edilecektir. Diger gruptaki baliklara ise yukarda belirlenen optimum dozda aroA ve
aroC mutant Y. ruckeri ip olarak verilecektir. Enjeksiyon igleminin nasil yapilacagdi yukarda agiklandigi sekilde yapilacaktir.

Bu deney de kapali ortamda bulunan akarsu sistemiyle galisan akvaryumlarda yapilacak olup, deneme 180 giin slrecektir.
Deney siresince suyun sicakligi 16-18°C civarinda tutulacak ve suyun pH, amonyum, NO; ve sicaklik deg@erleri giinlik olarak
Olgllecektir. Baliklar viicut agirhginin %3’'u kadar yemle giinde iki defa yemlenecektir.

Bu islemlerin aynisi L. anguillarum igin tekrarlanacaktir. Bu baglamda baliklar bir ay sureyle Karadeniz’'in suyuna adapte
edildikten sonra denemelere baslanacaktir.

Bu deneyin 3 aylik tekrari karma ag! i¢in kullanilacaktir.

Bu denemedeki baliklar humoral bagisikhgin ve bagisiklik sistemi gelisiminin gen ekspresyonu ile belirlenmesinde
kullanilacaktir.

3.1. Humoral badisikligin ELISA yéntemiyle belirlenmesi:

Asilama sonrasi alabaliklarda olusan antikor titresi Lunda ve ark. (2006) tarafindan tarif edilen ELISA yéntemiyle belirlenecektir.
Asllanan baliklarin kan serumunda Yersinia ruckeri'ye karsi olusan antikor seviyeleri agsilama sonrasi 1., 3. ve 6. ayda olusan
antikor miktari modifiye edilmis ELISA ile belirlenecektir (Magnadottir vd., 1998). Denemeye basladiktan 1, 3 ve 6 sonra her bir
gruptan 5 balik 150 mg/L MS222 ile bayiltildiktan sonra kuyruk kismi kesilerek kanlari ayri ayri heparinli tlplerde toplanacak ve
4000 rpm de 5 dakika santriflj edilerek serum kismi bagka bir tlpe aktarilacaktir. Plazma hemen calisilacaksa +4°Cde
stoklanacak aksi halde -20°Cde saklanacaktir.

Kisaca, 96 kuyucuklu mikrotiter platelerin i¢ ylizeyi 50mM karbonat tamponda (pH 9.6) 5ug/ml poli L-lizin (PLL, Sigma) ile 4°C'de
bir gece kaplanacaktir. Ayrica, serum fizyolojikie daha 6nceden hazirlanmis (ODgoo Nnm~0,4) inaktive Yersinia ruckeri hiicreleri
her bir kuyucuya 100 pl ilave edilecek, plateler santrifiij edilecek ve oda sicakliginda 30 dakika inkibe edilecek. Daha sonra,
plaklara % 5 yagsiz suttozu ile hazirlanmis PBS (pH 7.3) ilave edilerek 4°C'de bir gece inkiibe edilecek ve kullanilana kadar -
20°C'de derin dondurucuda stoklanacak. Alabalik serumu baslangicta 1:50 oraninda %5 yagsiz sittozu ile hazirlanmis PBS ile
sulandirildiktan sonra iki kat dilisyonlar yapilarak her bir kuyucuga 100ul ilave edilecek. Bagh antikorlar polyclonal tavsan-anti-
alabalik immmonoglobulin (Ig) anti serumuyla beraber oda sicakliginda 2 saat inklibasyondan sonra belirlenecek, bu olayi
takiben, % 5lik yagsiz suttozu iceren PBS de alkalin fosfatazla (Sigma) konjlige edilen goat-anti tavsan Ig ilave edilecek. Son
olarak, 1 mm MgCl, iceren pH 9.6 ayarlanmis ethanolamin buferda (1 mg/ml) p-nitrofenil fosfat subsrati eklendikten 45 dakika
sonra renk degisimi OD4os nm’de okunacaktir. Plaka, inkiibasyonlar arasinda %0.05 Tween 20 iceren PBS ile 3 kez yikanacak.

Bu iglemlerin aynisi L. anguillarum igin tekrarlanacaktir.
3.2. Bagisiklik sistemi gelisiminin gen ekspresyonu ile belirlenmesi:

Mutan bakterilerle infekte olmus 5 balikla, 5 infekte olmamis kontrol balik, 0. saat ile 8. saat, 1., 3., 7., 14. ve 30. giin sonrasi
ayni anda 150 mg/l MS-222 ile bayiltilacak, karaciger steril olarak alinacak ve -80°C’de RNA izolasyonu yapilana kadar
bekletilecektir. Olasi hasta baliklar bu denemede kullaniimayacaktir.

3.2.1. Toplam RNA izolasyonu ve cDNA sentezi:

Sonikatdr yardimiyla karaciger buzda homojenize edilecek ve toplam RNA, RNA kiti ile Uretici firmanin tavsiyesine gore ekstrakt
edilecektir. Genomik DNA ise Deoksiriboniileaz-l1 enzimi ile elemine edildikten sonra RNA konsantrasyonu spektrofotometrede
dlciilecektir. Uretici firmanin tavsiyesi dogrultusunda cDNA sentezi 400 ng toplam RNA ve 20uL reverse transcripsiton reagent’i
kullanilarak yapilacaktir. Rastgele hexamer primerleri reverse transkripsiyon reaksiyonunda kullanilacaktir. Sentezlenen cDNA
1:10 oraninda seyreltildikten sonra -20°C’de saklanacaktir.

3.2.2. Gen ekspresyonu:

Sitokinlerden IL-6, bazi akut faz proteinleri (SAA), komplement faktérler (C3, C5 ve faktér B)'yi kodlayan genlerin ekspresyonu
kantitatif real time PZR (qPZR) kullanilarak yapilacaktir (Raida ve Buchmann, 2009). Genlerin GenBank’daki sekanslarina gore
primerler ve gift yonli isaretlenmis TagMan1 problari, 5 HEX, FAM ya da CY 5 ve 3' BHQ1 yada BHQ2 edilip birlestirilecektir
(Raida ve Buchmann, 2009). Primerler ve problarin listesi tablo 1°de verilmistir.

Tablo 1.
GenBank
Gene accession Forward primer Reverse primer Probe
no
IL-6 DQ866150 ACTCCCCTCTGTCACACACC GGCAGACAGGTCCTCCACTA CCACTGTGCTGATAGGGCTGG
SAA X99387 GGGAGATGATTCAGGGTTCCA TTACGTCCCCAGTGGTTAGC TCGAGGACACGAGGACTCAGCA
C3 AF271080 ATTGGCCTGTCCAAAACACA AGCTTCAGATCAAGGAAGAAGTTC | TGGAATCTGTGTGTCTGAACCCC
C5 AF349001 TGGCAAGGACTTTTTCTGCT AGCACAGGTATCCAGGGTTG CTGGCAGGGATTGCATCAAATC
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Factor B AB044939 AGAGACTGGCAGCGTTTGAT AGAGCAGCGTACAGGTTGGT CACCGAAGCCACGGGAACAA
House-

keeping gene | AF498320 ACCCTCCTCTTGGTCGTTTC TGATGACACCAACAGCAACA GCTGTGCGTGACATGAGGCA
EF-1a

3.2.3. qPZR kondisyonu ve dbéngust: qPZR reaksiyonunda 6,25 yL Taq ready karisim, 3—6 mM MgCly, 0.5 pL forward ve
reverse primer (10 mM), 0.5 yL TagMan1 probe (5 mM), 2.5 pL seyreltik cDNA (1:10) ve 12.5 pL su kullanilacaktir. Reaksiyon
dongusti ise, ilk 2 dakika 94°C’de denaturasyon, akabilinde 30 donguiliik denaturasyon (94°C’de 30 saniye), tutunma ve uzama
beraber (60°C de 1 dakika) gerceklestirilecektir. Karacigerde yaygin olarak bulunan EF1-a genine ait primerler ve prob i¢ kontrol
olarak kullanilacaktir.

Bu igslemlerin aynisi L. anguillarum igin tekrarlanacaktir.
Orman Galisma Alani Ornegi :

A. Kullanilacak kagit hamuru tiirii: Selliloz asetat Gretiminde kullanilacak olan ¢ézunebilir kagit hamuru (bleached eucalyptus
dissolving pulp) Celltech Madrid/Spain firmasindan temin edilecektir. Bu firmadan 6n calismalari yapmak igin ¢6zlnebilir
hamur temini yapilmistir. Proje g¢alismasinin baglamasini takiben yeni temin islemi yapilacaktir. Calismaya baglamadan
6nceden sellloz asetat Uretiminde kullanilacak ¢ézunebilir kagit hamurlarina uygulanan standart testlerle birlikte 6zellikler
ortaya konulacaktir. Bu testler;

e Alfa selililoz igerigi: Alfa selliloz igerigi belirli kosullar altinda % 17,5’lik sodyum hidroksit ¢ozeltisi igerisinde hamurun
¢6ziinmeden kalan miktarinin ifade edilmesinde kullanilir. Bu degerlerin belirlenmesinde TAPPI T 203 cm-99 (2009)
standard kullanilacaktir. Alfa seliiloz igerigi ¢6zunur hamurun saflik oraninin ifade edilmesinde kullanilan bir degerdir.

e Viskozite ve polimerlesme derecesinin tayini: Hamurun viskozite veya polimerlesme derecesinin tayini selilozun molekdl
uzunlugunun tayin edilmesi agisindan 6nemli bilgiler tasir. Hamurun polimerlesme derecesi genellikle hamurun bazi
¢ozuciller igerisinde hazirlanmis olan ¢ozeltilerinin viskozitesinin belirlenmesiyle bulunmaktadir. Bu degerlerin belirlenmesi
icin SCAN-C 15:62 standardi kullanilacaktir. Seliiloz asetatin belirli kosullar altinda Uretilmesi nedeniyle, hamurun
polimerlesme derecesi elde edilen seliiloz asetatin polimerlesme derecesi lizerine bazi etkileri bulunmaktadir.

e Kalinti lignin miktari: Hamur igerisinde kalan kalinti lignin asetilasyon esnasinda lignin-asetatlarin olusumuna neden olur. Bu
da dretilen drinin o6zellikle ¢ozlculer igerisinde ¢dziinmesi Uzerine olumsuz etki eder. Yani sellloz asetat ¢ozeltileri
hazirlanirken ve daha sonrasinda film Uretilirken bazi safsizliklarin film icerisinde kalmasina neden olur. Kalinti lignin
miktarinin belirlenmesi igcin TAPPI T 220 om-06 yonteminin kullaniimasi planlanmaktadir.

e Rio,R1s, S10 ve Sig degerlerinin tespiti: R1o, R1s; S1o0 ve S1s degerleri belirli kosullar altinda hamurun % 10 ve 18’liksodyum
hidroksit ¢ozeltileri icerisindeki ¢ozunurllklerinin belirlenmesiyle elde edilir. Bu degerlerin belirlenmesi icin TAPPI T 235 cm
00 (2009) standardi kullanilacaktir. S1o ve S1g degerleri hamurun % 10 ve 18’lik sodyum hidroksit ¢ozeltisi igerisinde ytzde
olarak ¢bdziinen miktari, Rip, Rig ise ayni c¢Ozeltiler icerisinde ¢ézlinmeden kalan miktari ylizde olarak ifade etmekte
kullanilir. Genellikle % 10’luk ¢6zinurlik; hamur igerisinde bulunan disik zincir uzunluguna sahip sellloz miktarinin, %
18’lik ¢6zUnirlik ise hamur igerisinde bulunan hemisellloz miktarinin ifade edilmesinde kullaniimaktadir.

e Kristal yapi analizi: Kompozit bir malzeme olan odundan elde edilen hamurun kaynagina bagh olarak farkl kristalen yapiya
sahip bolimleri vardir. Seltlozun reaktifligi buylk olcide kristalen yapisi ile ilgilidir. Farkli kristalen yapisindaki bélgelerde
meydana gelen reaksiyon miktarlar farkli olacagindan bu hamurun sahip oldudu ortalama kristalen ve amorf bdlge
oranlarinin bilinmesi secilecek reaksiyon parametrelerinin belirlenmesi agisindan énemlidir. Hamurun sahip oldugu kristalen
ve amorf bolge oranlarinin belilenmesinde X-isini difraksiyon metodu kullanilacaktir. Taramalar 0°-40° arasinda yapilacak
olup; aci adimlari 0.05° olarak segilecektir.

Kristallik derecesi Segal yontemine gére (Gimugkaya v.d. 2003);

Crl = 100 [ﬂﬂl - J!lr,fmmrph

1oo2
Kristalit boyutlari ise Scherrer asitligine gére hesaplanacaktir.
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Yukardaki formallerde lo2) ve l(amorPHOus), kKristalen ve amorf bdlgelerde Olglilen x-isini degerleridir. Kristalit boyutu

esitliginde ise A x-1gini dalga boyu, k Scherrer sabiti (0.84), By kristalen yansimada elde edilen pik genisligi ve © kristal

yansimanin elde edildigi agidir (Gimuskaya v.d. 2007).

B. Seliiloz_Asetat Uretimi: Selilloz asetat uretimi ¢dziinebilir hamurun aktivasyonu, asetillendiriimesi, ¢oktiiriilmesi ve
yikanmasi seklinde siralanabilir.

» Aktivasyon kademesi: Calisma kapsaminda ¢ozinebilir kagit hamurunun aktivasyonu igin G¢ farkli kimyasal madde
denenecektir. Bunlardan birincisi asetik asit olup kontrol denemesi amacli kullanilacaktir. Digerleri etil asetat ve etil
laktatdir. Bu iki kimyasal cesitli calismalarda uretilen sellloz asetatin ¢ézindurtlmesinde kullanildidi literatiirde tespit
edilmistir. Ancak daha dnceki calismalarda etil asetat ve etil laktatin _aktivasyon amach kullaniimadidi belirlenmistir.
Kullanim orani 1 birim seliloz icin 100 birim aktivasyon kimyasali olarak planlanmaktadir.
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ETIL ASETAT ETIL LAKTAT
> Asetil kaynaklari: Calismalarda iki asetil kaynaginin kullanildigi goérilmektedir. Ayni sekilde bu calismada da asetik
anhidrit ve vinil asetat asetil kaynagi olarak kullanilacaktir. Asetil kaynaklarinin kullanim oranlari ise 1 birim sellloz igin
7-10 birim olarak planlamistir.

O O 0
ASETIK ANHIDRIT VINIL ASETAT

> Katalizérler: Sellloz asetat Uretimi sirasinda aktivasyon kademesinde katalizér olarak sirasiyla H2SOs, ¢inko klorur
(ZnClI2, potasyum asetat (CH3COOK) ve potasyum karbonat (K,CO3), denenecektir. Bu katalizérlerin kullanim
miktarlari Uretimde kullanilan seliloz miktarina gére tespit edilecek olup, genel itibariyle kullanim oranlari %5-20
arasinda dusunllmektedir. Calismada kullanilacak olan KoCO3; ve CH3COOK lilkemizde daha 6nceki galismalarda
odun modifikasyonu amagh asetillendirmede kullaniimigtir (Cetin ve Ozmen 2011;Cetin, v.d. 2011; Ozmen, 2012).

> Reaksiyon sicakligl ve sureleri: Sellloz asetat Uretimi sirasinda aktivasyon ve asetillendirme reaksiyonlari oda
sicakhginda (20 °C), 40 °C , 60 °C, 80°C ve 100°C lerde denenecektir. Sure sicakliga bagh olarak azaltilacaktir.
Genelde reaksiyon siiresi olarak 3 ile 72 saat arasinda degistirilecektir. Burada genel olarak optimal sicaklik ve sire
uygulamasinin belirlenmesinde selllozun ¢éziinme miktarlari ve DS miktarlar etkili olacaktir.
Sellloz asetatin uretim kademeleri asagida sekilde 6zetlenmistir.

2 3 i i ol va Slizma Kademeleri
| P — Asetilasyon Kademesi | | Komelsndirme, Cékelime ve Slizme Kademels |

iz Hamur
CézHamur MmN \\" /
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Su —t AN fivasyon oo dh

N ‘_..J Kimyasal ,(::11@ - _._._‘__,_, e | |

Kataliztr

Seliloz Asstat . /
Ghizedlisi _
su— |

Seliloz asetatin 6zelliklerin belirlenmesi:
= Sellloz asetatin kristal yapi 6zellikleri: Bu ¢zellikler ¢ézinebilir hamurda kullanilan yontemlerle birlikte tespit edilecektir.

Hesaplamalarda kullanilacak olan veriler x-igini diffraksiyonu yontemiyle elde edilecektir. Buradan elde edilecek
sonuglar sellloz asetatin ¢6zinurligld hakkinda 6nemli bilgiler verecektir. C6zinur hamurun Kristal yapisinin
belirlenmesinde kullanilan yéntemler burada da kulanilacaktir.

= Serbest asit miktarinin belirlenmesi: Klasik asetik asit yéntemiyle Uretilen selliloz asetatin blinyesinde yikamaya karsin
belirli miktarda asit kalmaktadir. Kalan bu asit seluloz asit filmlerinin kullanim émriiniin azalmasina neden olmaktadir.
Bunun nedeni serbest asit kalintisinin kullanim yerindeki nem ve sicaklikla birlikte hidroliz reaksiyonuna sebebiyet
vermesidir. Ayrica bu kalinti asit plastiklestirici olarak kullanilan polimerleri olan reaksiyonlari da etkilemektedir. Serbest
asit miktarinin belirlenmesi icin ASTM D 871-96 (2010) standart yontemi kullanilacaktir. Bu yontemde seliiloz asetatin
tukettigi alkali miktar tespit edilmektedir. Yontemde indikator olarak fenolfitaleyn kullanilirken, nétrallestirme igin 0.01 N
NaOH c¢ozeltisi kullaniimaktadir.

=  Substitisyon derecesinin (DS) Tayini, Bagdli Asit veya Asetil Miktarinin Tayini: Selliloz asetatin toplam siibstitisyon
derecesi Urliniin davranig 6zellikleri (izerinde buyik bir etkiye sahiptir. Ornegin seliloz mono asetat suda
¢Ozlinebilirken, triasetat ancak formik asit ve kloroform gibi ¢oziiciilerde ¢oziinebilmektedir. Bu nedenle sellloz asetatin
yapisinda tasidigi asetil ya da asetik asit miktarinin bilinmesi gerekir. Calismada bu islem igin FT-IR spektroskopik
yontemi ile birlikte kimyasal titrasyon ydntemi (ASTM D 871-96,2010) kullanilacaktir. Heterojen sabunlastirma ydntemi
olarakda adlandirilan bu yontemde %75lik etil alkol icerisinde ¢dztindurulen sellloz asetatin tGzerine 0.5 N NaOH ilavesi
yapllarak; fenolfitaleyn indikatoru esliginde 0.5N HCl ile titrasyonu gergeklestirilir.

= Viskozite ve polimerlesme derecesinin (DP) tayini: Polimerlesme derecesinin tayini icin ASTM D 871 -96 (2010)
standardinda yer alan i¢ viskozite yOnteminden faydalanilacaktir. Daha sonra bulunan viskozite degeriyle DP
hesaplanacaktir

= Kimyasal direng 6zellikleri (¢dziniirliik): Uretilen seliiloz asetatin farkl ¢dziiciiler karsisindaki ¢éziinme davranislarinin
incelenmesi duslnulmektedir. Bu ¢ozuctler aseton, piridin, formik asit, dimetil formamid gibi ¢ozlciler kullanilacaktir.
Konsantrasyonun 0,01 g/mL olarak alinmasi planlanmaktadir.

C.Seliiloz_Asetat Filminin_Uretimi: Seliiloz asetat Uretiminden sonra DS’ye bagli olarak uygun ¢éziiciiler
(etanol, aseton, piridin, DMF, dioksan gibi) tespit edilecektir. Coziinen selliloz asetat daha sonra petri
kaplarinin icerisine bosaltilarak vakumlu etiivlerde kurutulacaktir. Kurutma sicakligi kullanilan ¢dziclye
uygun olarak tespit edilecektir. Daha sonra elde edilen filmlerin petri kaplarin ayrilmasini saglamak icin kisa
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bir stire su igerinde bekletilecektir. Daha sonra asagidaki 6zellikleri belirlenecektir. Cozinurlik igleminde
konsantrasyon orani genel olarak %2-5 arasinda degistirilecektir.

Selloz Asela
Filmi

Gozlicd |}
Seliloz

100
Asatat —— O|

Partikidlen 0

Sabd Hizda Kanglima

Sellloz asetat filmlerinin 6zelliklerinin belirlenmesi:

. Yiizey 6zelliklerinin belirlenmesi: Uretilen seliiloz asetat filmlerinin yiizey 6zelliklerinin karakterize edilmesi, kullanim
alanlarina uygunluk bakimindan énemlidir. Bu amagla sellloz asetat filmlerin SEM (Scanning Electron Microscopy)
goruntileri Uzerinden yuzey 6zellikleri incelenecektir.

e Termal Ozelliklerin belirlenmesi: Sellloz asetat filmlerinin termal o6zelliklerinin belirlenmesi igin DSC (Differantial
Scanning Calorimetry) ile belirlenecektir. Bu amagla malzemenin kristallesme (T¢), erime (Tm), bozunma (Tq) sicakliklari
gibi bir takim 6zellikleri tespit edilecektir.

e Su buhari gecirgenligi: Selliloz asetat filmlerinin yapisal olarak en 6nemli 6zelliklerinden biri gecirgenlik 6zellikleridir.
Gegirgenlik miktarlarinin test edilmesi 0Ozellikle ambalaj malzemesi olarak kullanilabilmesi agisindan 6nem arz
etmektedir. Bu amagla su buhari gecirgenligi ASTM E96M12 standart yontemine goére belirlenecektir. Bu ydontem CacCl,
tuzunun sellloz asetat filminden gegecek olan su buharini absorplamasi ilkesine gore tasarlanmigtir. Tuzun su buharini
absorplama miktarina gore gegirgenlik hesabi yapilacaktir.

¢ Kopma ve uzama degerlerinin belirlenmesi: Bu analizler filmlerin kopma ve uzam miktarlarinin tespiti icin yapilacaktir.
Testler sirasinda ASTM D882 standart ydontemi kullanilacaktir.

e UV absorbans miktari: Filmlere uygulanacak bu test ASTM D 1746 standardina gére UV spektrometre ile 380-780 nm
dalga boylari arasinda gergeklestirilecektir.

6. PROJE YONETIMI, EKIP VE ARASTIRMA OLANAKLARI
6.1 PROJE YONETIMI
6.1.1. YONETIM DUZENI (is Paketleri (IP), Gérev Dagilimi ve Siireleri)
Projede yer alacak baslica is paketleri, her bir is paketinin kim/kimler tarafindan ne kadarlik bir zaman diliminde gergeklestirilecegi
hakkindaki bilgiler asagida yer alan lgs-Zaman Cizelgesi doldurularak verilmelidir. Her bir is paketinde goérev alacak personelin

niteligi (yUratlcu, arastirmaci, danisman, bursiyer, yardimci personel) belirtiimelidir. Gelisme ve sonug¢ raporu hazirlama
asamalari proje galismalarina paralel olarak yurutilmeli ve ayri bir is paketi olarak gdsteriimemelidir.
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Gida Galigma Alani Ornegi:

. Ii.iBi_T.lK ;
iS-ZAMAN CIZELGESI (*)

iP
No

iP
Adi/Tanimi

Kim(ler)
Tarafindan
Yapilacagi

AYLAR

10

1

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

1.1.

Proje icin gerekli olan
makine techizat ve
sarf maddelerinin
aliminin yapilmasi

Ydiriticu

Aragtirmaci

1.2,

Asmanin fenolojik
dénemlerin
izlenmesi, Yaprak ve
Toprak Analizlerinin
yapilimasi

Arastirmaci

21.

Bag bozumu ve
Uizimlerin toplanip
pilot isletmeye
tagsinmasi

Bursiyer

2.2,

Uziimlerin ezilme ve
preslenmesi,
fermantasyon takibi
ve sarap Uretimi

Ydriaticu

Bursiyer

3.1.

Ekstraksiyon
yontemlerin 6n
denemelerin
gerceklestiriimesi

Aragtirmaci

3.2

GC-FID igin Bornova
Misketine 6zel
standart c¢ozeltiler ile
aroma metodu
olusturulmasi

Bursiyer

3.3.

Genel Bilesim ve
renk analizlerinin
yapilimasi

Ydriticu

Bursiyer

3.4.

Serbest ve bagh
aroma maddelerinin
analizi

Arastirmaci

3.5.

Organik asitler ve
seker analizlerinin
yapiimasi

Bursiyer
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3.6 Fenol ilegiklerinin Ydraticu
“7* | analizinin yapilmasi
Bursiyer
3.6 GC-O analizlerinin, Arastirmaci
*7* | duyusal analizlerin
Bursiyer
Istatistiksel
analizlerin Ydraticu
4. | yapiimasi.Elde edilen | Arastirmaci
sonuglarin Bursiyer

degerlendiriimesi

(*) Cizelgedeki satirlar ve sutunlar gerektigi kadar genisletilebilir ve gcogaltilabilir.
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Veteriner Galigma Alani Ornegi:

TOBITAK

iS-ZAMAN CIiZELGESI

is Paketi Ad/Tanim

AYLAR

Yonetim

1

[ 2

[ 3

[ 4

[5

[ 6

[7

[ 8

[ 9

[10 J11 [12 [13 [14 J15 [16 [ 17 [ 18 [ 19 [ 20 [ 21 [ 22 [ 23 [ 24 [ 25 [ 26 [ 27 [ 28 [ 29 [ 30 |31 [32 [33 [34 [35 [ 36

Malzeme ve cihaz alimi

Cozeltilerin ve besiyerinin
hazirlanmasi

Primer dizayni ve mutan
bakterin elde edilmesi-

aroA ve aroC geninin
klonlanmasi ve E. coli'ye
aktariimasi

Bakteriyal konjugasyon

aroA ve aroC mutan
bakterilerin fenotipik ve
genotipik 6zelliklerinin
belirlenmesi

aroA ve aroC mutant
bakterilerin istikrarlilig
yada geriye dontisim
olasiliginin belirlenmesi

aroA ve aroC mutant
bakterilerin virtlanshiginin
belirlenmesi

aroA ve aroC mutant
bakterilerin persistansinin
belirlenmesi

Asilama ve epriivasyon

Optimum asi dozunun
belirlenmesi

Asinin etkinliginin
belirlenmesi

Deneme sirasinda
bakterilerin izolasyonu ve
identifikasyonu

Deney baliklarinda antikor
seviyesinin belirlenmesi

Mutant agilarin baliklarin
bagisiklik sistemi Gzerine
olan etkilerinin
belirlenmesi

immersiyon yéntemiyle
asllama denemeleri

Asinin sahada denenmesi
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iS-ZAMAN GiZELGESI
Tarim Galisma Alani Ornegi:

is Paketi Ad/Tanim AYLAR

1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 [11 |12 |13 [ 14 |15 [ 16 [ 17 | 18 | 19

Projede kullanilacak makine | X X X
techizat kimyasallar ve sarf
malzemesi vb.temini

Bitkilerin dogal alandaki X X
lokasyonlarinin  belirlenmesi
ve habitatdaki ¢icek yapilar

ve habituslarinin incelenmesi

Toplanan soganlarin X X X
boylandirilmast ~ ve  doki
kiltirt calismalart

Tlkbahar gezilerin X X

diizenlenerek soganlarin

toplanmast

Tatla denemelerinin X X

kurulmas:

Ciceklenme ile ilgili X X
morfolojik gbzlemlerin

yapilmasi

Yaprak ile ilgili ol¢imlerin
yapilarak denemenin ilk yilinin
hasat edilmesi

Denemenin  hasat  edilerek
verilerin degerlendirilmesi

Toplanan soganlarda ylizey X X X X X X X X X X X X X X X
sterilazasyonu, pul yapraklarin
kiltare alinmasi, Iz vitro hizlt
cogaltim calismalart

Olgunlagsmamis  embryolarin X X X X X X X X X X
In vitro da kiiltiire alinmasi
Olgun tohumlarada in vitro X X X X

cimlenme testleri

In  vitr©da  elde  edilen
soganciklarin - koklendirilmesi
ve dis sartlara alistirmak icin
farkli on muamalelerin
uygulanmast

In  vireda  elde  edilen
strgtinlerin koklendirilmesi ve
dis sartlara aligtirma
calismalart

Tarla ve  Laboratuvar
analiz sonuclarinin
degerlendirilmesi ve sonug
raporunun hazirlanmasi
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Orman Galigma Alani Ornegi:

TOBITAK

iS-ZAMAN GIZELGESI

is Paketi Ad/Tanim

AYLAR

-

10

1"

12

13

14 [ 15 |16 | 17 [ 18 | 19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

Mikorizal mantarlarin
toplanmasi

Mantarlarin saf kiltiirde
izolasyonu

Kat kiltirde misel
Uretimi

x| x| X|®

x| x| X|®

x| x| X"

x| x| x|

Tohum toplanmasi

x| X| x| X|®

Harg materyallerinin
hazirlanmasi ve
sterilizasyonu

Tohum ekimi ve mikoriza
agllama

Fidan bakim galismalari

Fidanlarin gézlem ve
Olglilmesi

Fidan kdklerindeki
mikorizal enfeksiyonlarin
hesaplanmasi

Sonuglarin
degerlendirilmesi ve
SONuG raporun
hazirlanmasi
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6.1.2. BASARI OLCUTLERI VE RiSK YONETIMI
Projenin tam anlamiyla basariya ulasmis sayilabilmesi igin is-Zaman Gizelgesinde yer alan her bir ana is paketinin hedefi, basari
olcutu (ne olgude gergeklesmesi gerektigi) ve projenin basarisindaki 6nem derecesi asagidaki Basan Olgiitleri Tablosu’nda

belirtiimelidir.

BASARI OLCUTLERI TABLOSU (*)

iPN ; . . Basan Olgiitii Heenn
o Is Paketi Hedefi (%, say), ifade, vb.) ngar@md?y
nemi (%)

1.1. | Proje igin gerekli olan makine teghizat ve sarf maddelerinin aliminin yapilmasi %100 %5
1.2. nglwlar\;\;rsmlfenolojik dénemlerin izlenmesi, Yaprak ve Toprak Analizlerinin %80 %5
2.1. | Bagd bozumu ve lziimlerin toplanip pilot isletmeye taginmasi %80 %5
2.2. | Uziimlerin ezilme ve preslenmesi, fermantasyon takibi ve sarap uretimi %100 %20
3.1. Ekstraksiyon yontemlerin 6n denemelerin gergeklestiriimesi %60 %5
3.2, gﬁ;—gzlir%i;\s?ornova Misketine 6zel standart ¢ozeltiler ile aroma metodu %90 %5
3.3. | Genel Bilesim ve renk analizlerinin yapilmasi %70 %5
3.4. | Serbest ve bagl aroma maddelerinin analizi %80 %5
3.5. | Organik asitler ve seker analizlerinin yapilmasi %80 %5
3.6. | Fenol ilesiklerinin analizinin yapiimasi %80 %10
3.6. | GC-O analizlerinin, duyusal analizlerin %80 %10
4. | istatistiksel analizlerin yapilmasi.Elde edilen sonuglarin degerlendiriimesi %100 %10

(*) Tablodaki satirlar gerektigi kadar genisletilebilir ve gogaltilabilir.
(**) Sttun toplami 100 olmalidir.

Projenin basarisini olumsuz yoénde etkileyebilecek riskler ve bu risklerle karsilasildiginda projenin basariyla yuritilmesini
saglamak icin alinacak tedbirler (B Plani) ilgili is paketleri belirtilerek ana hatlariyla agagidaki Risk Yoénetimi Tablosu'nda ifade
edilmelidir.

RiSK YONETIMi TABLOSU (*)

iP No En Onemli Risk(ler) B Plani
Secilen 3 farkli ybérede bulunan baglardan temel | Arastirma materyali UzUmler projeye destek veren ve
21. arastirma materyali olan Bornova misketi Uzimlerinin | belirtilen yorelerde baglar bulunan Sevilen ve Kavaklidere
saglikh bir sekilde elde edilememesi Sarap Isletmelerinden temin edilecektir.
192 Toprak analizleri ile ilgili olarak Ege Universitesi | analizier Cukurova Univeristesi Ziraat Fakiiltesi Toprak
L. Toprak Boliminde cihazlarda bir sorun yaganmasi Bélimiinde gergeklestirilebilir.
Uzlm ve garaplarda en§trumantal C|hazla}rla Yap!laca_k Analizler ayni cihazlara sahip Cukurova Universitesi
olan aroma maddeleri ve aroma aktif bilesiklerin | . » ;
. . . Biyoteknoloji Arastirma Merkezi laboratuarinda
tanimlanmasi, miktarlarinin belirlenmesi, fenol g . -
3. I . gerceklestirilecektir. Burada da herhangi bir sorun olmasi
bilesiklerinin tanimlanmasi ve miktarlarinin - . S e
. . . o < durumunda C.U. Fen-Edebiyat Fakiltesi Kimya Boéliminde
belirlenmesi, seker ve organik asitlerin dagihminin ve . -
: . ; I bulunan cihazlardan yararlanilabilir.
miktarlarinin belirlenmesi analizlerinde
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laboratuarimizda bulunan cihazlarda bir problem
olmasi

(*) Tablodaki satirlar gerektigi kadar genisletilebilir ve gogaltilabilir.

6.2. PROJE EKiBI
6.2.1. PROJE YURUTUCUSUNUN DIGER PROJELERI VE GUNCEL YAYINLARI

Proje yiritiicisiinin TUBITAK, iniversite ya da diger kurum/kuruluglarin destegi ile tamamlamis oldugu projeler ile su sirada
yuritmekte oldugu veya destek almak icin bagvurdugu projeler hakkinda asagidaki tablolarda yer alan bilgiler verilmelidir, Proje
degerlendirme sireci sirasinda destek karari ¢gikmasi ve/veya yeni bir basvuru daha yapilmasi durumunda derhal TUBITAK'a

yazlili olarak bildirilmelidir.

PROJE YURUTUCUSUNUN TUBITAK DESTEKLI PROJELERI (*)
Proje No Projedeki Gorevi Proje Adi Baslama-Bitis Tarihi Destek Miktar (TL)

(*) Tablodaki satirlar gerektigi kadar genisletilebilir ve gogaltilabilir.

PROJE YURUTUCUSUNUN DIGER PROJELERI (DPT, BAP, FP6-7 vb.) ()
Proje No Projedeki Gorevi Proje Adi Baslama-Bitis Tarihi Destek Miktar (TL)

(*) Tablodaki satirlar gerektigi kadar genisletilebilir ve ¢ogaltilabilir.

PROJE YURUTUCUSUNUN SON 5 YILDA YAPTIGI YAYINLAR (*)
Yazar(lar) Makale Bashgi Dergi Cilt/Sayi/Sayfa Tarih

(*) Tablodaki satirlar gerektigi kadar genisletilebilir ve ¢ogaltilabilir.
6.2.2. PROJE EKIBININ ONERILEN PROJE KONUSU iLE iLGIiLi PROJELERI

Proje ekibinin (proje yiriitiiciisii, arastirmaci, danisman) TUBITAK’a, herhangi bir kamu kurum ve kurulusuna veya Tiirkiye'nin
taraf oldugu uluslararasi anlagsmalara dayall olarak saglanan fonlara sunulmus olup 6neri durumunda olan, ylriyen veya
sonuglanmis benzer konudaki projeleri varsa bu projeler hakkindaki bilgiler ve 6nerilen projeden ne gibi farklari oldugu asagidaki
tabloda belirtilmelidir.

PROJE EKIBININ ONERILEN PROJE KONUSU iLE iLGILIi PROJELERI (*)
Adi ve Soyadi Projedeki Gorevi Proje Adi Baslama-Bitis Tarihi Onerilen Projeden Farki

(*) Tablodaki satirlar gerektigi kadar genisletilebilir ve gogaltilabilir.
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6.3. ARASTIRMA OLANAKLARI

Bu bdélimde projenin yurutilece@i kurum/kurulug(lar)da var olup da projede kullanilacak olan altyapi/ekipman (laboratuvar, arag,
makine-techizat vb.) olanaklar asagidaki tabloda belirtiimelidir.

MEVCUT ARASTIRMA OLANAKLARI TABLOSU (*)

Mevcut Altyapi/Ekipman Tiirii, Modeli

(Laboratuvar, Arag, Makine-Techizat vb.) Mevcut Oldugu Kurum/Kurulusg Projede Kullanim Amaci

(*) Tablodaki satirlar gerektigi kadar genisletilebilir ve gogaltilabilir.

7. YAYGIN ETKI

7.1. PROJEDEN BEKLENEN YAYGIN ETKI
Proje basariyla gerceklestirildigi takdirde projeden elde edilmesi dngorulen/beklenen yaygin etkilerin (bilimsel/akademik,
ekonomik/ticari/sosyal, arastirmaci yetistiriimesi ve yeni projeler olusturulmasi) neler olabilecegi diger bir ifadeyle projeden ne

gibi ¢ikti, sonug ve etkilerin elde edilecegi kisa ve net climlelerle asagidaki tabloda belirtiimelidir.

PROJEDEN BEKLENEN YAYGIN ETKi TABLOSU

Yaygin Etki Tirleri Projede Ongériilen/Beklenen Cikti, Sonug ve Etkiler

Gida ¢aligma alani 6rnegi:

Farkli LAB tirleri veya tur icerisindeki farkli bakteriler karbonhidrat
metabolizmasini baslangi¢c kiltlriin genetik kapasitesine goére
farkli metabolitlere, farkli miktarlarda donustirebilmektedir. Farkli
cevrelerden izole edilen izolatlar zaman igerisinde kazandiklari
genetik 6zellikler (kromozom veya plazmit) ile metabolit
dénusuminde baslangi¢ kilturt olarak kullanilan suglardan daha
etkin bir metabolik aktiviteye sahip olabilmektedirler. Metabolit
uretimleri incelenen dogal izolatlar (Str. thermophilus ve Lb.
plantarum) endistriye baslangi¢ kultiri olarak o6nerilebilecektir.

Dolayisiyla bu g¢alisma ile yodurt endistrisine, genetik 6zellikleri ve
Bilimsel/Akademik

(Makale, Bildiri, Kitap) aroma Uretim kapasiteleri belirlenmis aroma gelistirici suslar

kazandirilacaktir ve Universite sanayi isbirligini gelecekte

geligtirecektir.

Bakterilerden izole edilecek plazmitler, klonlama ve ekspresyon
kapasitelerine gore Lactococcus, Lactobacillus ve S. thermophilus.
tirlerinde klonlama vektorleri olarak kullanilabilecektir. Ayrica bu
plazmitlerin dar konakg! araligina sahip olabilme 6zellikleri ile asi
transferinde  kullanilabilme potansiyelleri vardir.  Plazmitler,
Gidalarda olusturulacak modifikasyon igin gidaya 6zgu vektor

olarak integrasyon 6zelliginden faydalanma potansiyeline sahip

olabilir. En 6nemli 6zellikleri olan fermente gida Uretiminde bazi

1001BF-01 Guncelleme Tarihi: 15/01/2013




@.

TheRiTAK

metabolitleri kodlama &zellikleri ile katki sadlayabileceklerdir.

Yapilacak projede, metabolik mihendislik teknolojisi ile S.
thermophilus’taki dort adet genin (adhB, als, pfl/pflA ve glyA) over
ekspresyon teknidi ile aromatik bilesenlerin daha fazla Uretimi
saglanacaktir. Bunun ile gida bilesenleri (diasetil, asetat vs.)
molekdler yolla uretilebilecek, ayni zamanda bu bilesenler gida
katki ve koruyucu maddesi olarak Onerilebilecektir. Yapilacak
calisma metabolit Gretim calismalarina temel teskil edebilecek ve
bu konuda yiksek lisans ve doktora &grencileri yetistiriimesine
zemin hazirlayacaktir. Proje ile gen¢ bilim insanlarina vyeni
molekiler tekniklerin kazandirilacak ve indeksli dergilerde

yayinlanacak giktilari olugturacaktir.

Ekonomik/Ticari/Sosyal

(Uriin, Prototip Uriin, Patent, Faydal Model, Uretim izni, Cesit
Tescili, Spin-off/Start- up Sirket, Gorsel/isitsel Arsiv,
Envanter/Veri Tabani/Belgeleme Uretimi, Telife Konu Olan Eser,
medyada Yer Alma, Fuar, Proje Pazari, Caligtay, Egitim vb.
Bilimsel Etkinlik, Proje Sonuclarini Kullanacak Kurum/Kurulus,
vb. diger yaygin etkiler)

Gida ¢aligma alani 6rnegi

Diger taraftan endistride halen kullaniimakta olan suslarin
metabolit retme sorunlari izole edilmis suslardaki plazmitler
aktarilarak ticari suslarin aroma sentez Oozellikleri arttinimig
olacaktir. Fermentasyonda kullanilan LAB’'In  olusturdugu
metabolitler, fermente sit Grinlerinde ideal fermentasyonu
olusturmasinin yaninda gidalari kiflere ve laktik olmayan gram
pozitif bakterileri karsi korumaktadir. LAB dogal olarak sadece
laktik asiti inhibasyon seviyesinde Uretmektedir ancak diger
metabolitlerinde inhibasyon seviyesinde olmasi gida gulvenligi
agisindan da 6nemlidir. izole edilecek ve genetik kapasitesi
aromatik metabolitler yénunden istenilen 6zellikte olan suslar tlke
ekonomisine katki saglayacak ve fermentasyon endstrinin

sorununu giderebilecek potasiyeldedir.

Su Uriinleri alani 6rnegi :

Bu projeyle, Tirkiye’de bakteriyel balik hastaliklari arasinda en
¢ok kayiplara sebep olan etkenlerden L. anguillarum ve Y.
ruckeriye kargl koruyucu atenue canli asi gelistirimesi
amagclanmaktadir. Boylece bu hastaliklardan kaynaklanan balik
kayiplari, ilag kullaniimasi sonucu olusan gevre Kirliligi, baliklarda
antibiyotik kalinti sorunlari, tedavi igin kullanilan giderlerle birlikte
tedavi etmek amaciyla kullanilacak isglcl azaltiimis olacagindan
ulusal ekonomiye énemli katki saglanacaktir.

Proje konusu, alanindaki TOVAG tarim grubu tarafindan belirlenen
ulke o6ncelikleri arasindadir.

Ayrica bu proje dinya genelindeki tim yersinioz ve vibriosiz
hastaliklarina karsgi  kullanilabileceginden balik Ureticilerinin
sorunlarina ¢6zim Uretebilecek nitelikte ve evrensel olma
6zelligine sahip olup sonuglarin ticarilestirime potansiyeli
yuksektir.

Calisma sonunda elde edilecek mutan canli asi balik yetistiricileri
tarafindan kolaylikla uygulanabilecektir.

Bu proje diger 6nemli Gram-negatif bakteri hastaliklardan korunma
projelerine bir érnek teskil edecek ve protokoller baska hastaliklar
icinde uygulanabilecektir.
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TheRiTAK

Bu proje Dogu Karadeniz Bélgesi’'nin en buyuk balik ureticilerinden
olan Seramet Alabalik AS isletmesiyle isbirligi halinde hazirlanmis
olup asi denemeleri bu isletmenin imkanlarn kullanilarak
yapilacaktir.

Gida ¢aligsma alani 6rnegi :

Projede izole edilen, genetik tanimlamalari, igerikleri belirlenen

Aragtirmac: Yetigtirilmesi ve Yeni Proje(ler) suslar, dogal suslar ve proje kapsaminda genetik modifikasyon ile

Olusturma olugturulacak suslar, numaralandirilacak ve laboratuarimizdaki
(Yksek Lisans/Doktora Tezi, Ulusal/Uluslararast Yeni Proje) mikroorganizma kiltir koleksiyonunda -80°C’de saklanacaktir.
Suslar bilimsel calisma yapacak bilim insanlarinin kullanimina

genetik icerikleri ile birlikte sunulacaktir.

7.2. PROJE CIKTILARININ PAYLASIMI VE YAYILIMI
Proje faaliyetleri boyunca elde edilecek giktilarin ve ulasilacak sonuglarin ilgili paydaslar ve potansiyel kullanicilara ulastiriimasi
ve yayllmasina yonelik yapilacak toplanti, g¢alistay, egitim, web sitesi, vb. ne tur faaliyetler yapilacagi asagidaki tabloda
belirtiimelidir.

PROJE CIKTILARININ PAYLASIMI VE YAYILIMI TABLOSU (*)

Faaliyet Turii

(Toplanti, Calistay, Egitim, Web sayfasi vb.) Paydas / Potansiyel Kullanicilar Faaliyetin Zamani ve Siiresi

(*) Tablodaki satirlar gerektigi kadar genisletilebilir ve gogaltilabilir.

BASVURU FORMU EKLERI

EK-1: KAYNAKLAR _
EK-2: BUTGE VE GEREKGESI

(*) EK-1 ve EK-2 hari¢ toplam 20 sayfayi gegen proje 6nerileri degerlendirmeye alinmadan iade edilir.
(Sayfa kontrolii sistem tarafindan yapilmayip, proje yiiriitiiciisiiniin sorumlulugundadir.)
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