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Rekombinant insan biiylime hormonunun (thGH) dogala 6zdes, ¢oziinebilir ve biyolojik
aktif yapida hiicre-dis1 bir mikroorganizmada iretilebilmesi igin, Once metabolik
mithendislik tasarimi yapilmistir. Serin alkali proteaz (SAP) geninin (subC) -pre
dizininin hGH mature peptit dizinini sentezleyen hGH geninin Oniine entegre
edilmesiyle, aragtirma grubumuzda bu ¢alismadan once olusturulan —pre(subC)::hGH
hibrit-geninin (999 bp), pRB373 E.coli-Bacillus shuttle plasmidine (5800 bp)
klonlanlanmast ile yeni bir rekombinant plasmid gelistirilmistir. Tasarlanan ve
olusturulan pRB373::pre(subC)::hGH plasmidinin hiicre-dis1 yedi proteaz geni silinmis
Bacillus subtilis WB700 ve, iki proteaz geni silinmis Bacillus subtilis 1A751 konak-
hiicrelerine transferi ile, hiicre-dis1t hGH {iiretim performansi olan yeni iki rekombinant
mikroorganizma gelistirilmistir. Ikinci arastirma programinda, hiicre-dis1 thGH {iretimi
yapan {i¢ r-B.subtilis ile biyoreaktdrlerde yapilan kiyaslamali iiretim deneyleri
sonucunda pMK4::pre(subC)::hGH tasiyan r-B.subtilis’in iiretim performans: en
yiiksek bulunmus ve hGH {iretimi igin se¢ilmistir. Arastirma programinin {igiincii
evresinde biyoreaktor isletme parametresi hidrojen iyonu derisiminin (pH) {iretime
etkisi aragtirllmigtir. Baglangic degeri pH,=6.75, 7.00, 7.25, 7.50, 7.75, 8.00, 8.25 olan
yedi kosulda, mikrobiyolojik-hava filtreli kesikli biyoreaktorlerde deneyler yapilmis ve
Chou = 0.021 kg m™ degeri ile pH,=7.50-7.25 aralig1 en iyi pH-isletim kosulu olarak
belirlenmistir. pH-kontrolunun hGH {iretimine olumsuz etki yaptig1 belirlendiginden,
dordiincii arastirma programinda, V=1.0 dm’ hacimli, karigtirma-, pH-, sicaklik-,
kopiik-, ¢oziinen oksijen derisimi- kontrollu biyoreaktorlerde Vg= 0.55 dm’, T=37 °C,
Qu/V=0.5 vvm, N=800 dk! isletim kosullarinda pH,=6.75, 7.25, 7.50, 8.00
degerlerinde pH-kontrolsuz deneyler yapilmistir. pH,= 7.50 olan pH-kontrolsuz kosulda
maksimum hGH derisimi t= 32 st’da 0.046 kg m™ olarak 6l¢iilmiistiir. Kesikli hGH
liretim prosesi siiresince biyoproses karakteristikleri ve dinamik yontem ile sivi faz
hacimsel kiitle aktarim katsayist Kya ve mikroorganizmanin hacimsel oksijen tiiketim
hiz1 -, Olgiilerek oksijen aktarim karakteristikleri belirlenmistir.
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ABSTRACT
Master Thesis

Extracellular Recombinat Human Growth Hormone Production by Metabolic Engineering and
Reaction Engineering Principles

Ozge Deniz YILMAZ

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemical Engineering

Supervisor: Prof. Dr. Giizide CALIK
Co-supervisor: Prof.Dr.Tunger H. OZDAMAR

Metabolic engineering design was carried out in order to produce mature, solvable and
biologically active extracellular recombinant human growth hormone (rhGH) in protease
deficient strains of Bacillus subtilis. —pre(subC)::hGH gene (999 bp) which was constructed in
our research group by amplification of subC signal DNA sequence and hGH mature peptide
sequence, was restricted from pMK4::pre(subC)::hGH and cloned to a new shuttle plasmide,
r-pRB373 (5800 bp). By the transformation of the constructed pRB373::pre(subC)::hGH
plasmid to the seven protease gene deleted Bacillus subtilis WB700 and two protease gene
deleted Bacillus subtilis 1A751 host-cells; two new recombinant microorganisms having the
capacity of hGH production are generated. r-B.subtilis carrying pMK4::pre(subC)::hGH is
chosen for rhGH production due to its higher production performance. In the second
stage of the research program, the effect of bioreactor operation parameter ie, hydrogen
ion concentration, pH on hGH production is investigated. Experiments are carried out in
microbiological-air filtered batch bioreactors at seven different initial pH conditions
6.75, 7.00, 7.25, 7.50, 7.75, 8.00, and 8.25 and the highest hGH production was
obtained as Cngu = 0.021 kg m> at pH, = 7.50-7.25. Since pH-control has unfavorable
effects on rhGH production in the third stage of the research pH-uncontrolled
experiments were carried out in pilot-scale; stirring rate-, pH-, temperature-, foam-,
dissolved oxygen concentration controlled bioreactors at Vg= 0.55 dm’, T=37 °C,
Qo/V=0.5 vvm, and N=800 rpm operation conditions at pH, = 6.75, 7.25, 7.50, 8.00.
Maximum hGH concentration is observed at t= 32 h as 0.046 kg m™~ at pH, = 7.50.
Along with the recombinant hGH fermentations, bioprocess characteristics and by the
measurement of liquid phase mass transfer coefficient, Kpa and oxygen consumption
rate —1, using the dynamic-method, oxygen transfer characteristics were found.

2008, 180 pages

Key Words: Human Growth Hormone, thGH, metabolic engineering, reaction
engineering, bioreactor operation conditions, pH effect, recombinant, Bacillus subtilis
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ONSOZ

‘Metabolik Miihendislik ve Reaksiyon Miihendisligi Prensipleriyle Hiicre-Dist
Rekombinant Insan Biiyiime Hormonu Uretimi’ konulu yiiksek lisans tezi Ankara
Universitesi Kimya Miihendisligi Béliimii, Biyokimyasal Reaksiyon Miihendisligi
Arastirma Grubunda siirdiiriilmiis ve tamamlanmistir. Arastirmalarrm TUBITAK
107M420 projesi ile ve yiiksek lisans bursu ile desteklenmistir.

Yiiksek lisans caligmalarima 2006 yilinda basladim, ilk iki donemimde derslerimi
tamamladim ve kaynak aragtirmami yaptim. Arastirmalarima, metabolik miihendislik
tasarimi ile olusturdugum genetik miihendisligi program ile bagladim. Aldigim dersler
sayesinde teorik olarak iyi bildigim bu teknikler ile rekombinant mikroorganizma
gelistirmem yaklasik bes ay siirdii. Genetik miihendisligi programimi hizli ve basarili
bir sekilde tamamlamanin heyacani ile reaksiyon miihendisligi aragtirma programina
basladim. Bu asamada uzun bir silire dar-bogaz yasadiktan sonra, aldigim ilk pozitif
sonuglar ile arastirmam hiz kazandi. Sonuglarin1 merakla bekledigim, aldigim pozitif
sonuclarda ¢ok mutlu eden, dar-bogazlarda ise ¢ok yipratici olan bu siirecin ardindan,
arastirma programim Temmuz 2008’de tamamlanmugtir.

Yiiksek lisans calismam siiresince bilgi ve tecriibesinden ¢ok yararlandigim,
yorumlariyla goéremedigim noktalar1 bana isaret eden, sakin ve yapici tavriyla
elestirilerinden ¢ok yararlandigim, aktardigi bilginin yani sira verdigi manevi destek ile
bu siirecte her zaman yanimda olan, danigsman hocam Sayin Prof. Dr. Giizide Calik’a
ictenlikle tesekkiir ederim.

Yiiksek lisans c¢alismam siiresince, arastirmamin her evresinde tartisma firsati
buldugum, arastirmami etkin sekilde devam ettirebilmem i¢in her tiirlii olanag: ve alt
yapiy1 hazirlayan, daha iyi yetismem adina dile getirdigi beklentilerinin zaman zaman
yapabilecegimin ¢ok {iistiinde oldugunu diisiinsem de, elestirileriyle hem arastirmama
hem de iyi bir kimya miihendisi olarak yetismeme ¢ok biiylik katkisi olan es-
damismanim, degerli hocam Sayin Prof. Dr. H. Tunger Ozdamar’a ¢ok tesekkiir ederim.

Aragtirma programima bagladigim ilk gilinden itibaren her zaman kendimi arastirma
grubunun bir {liyesi olarak gordiigiim, tecriibesinden ¢ok yararlandigim, metabolik
miihendislik tasarimindan baglayarak arastirmalarimin  her evresinde arastirma
programimin gelisimine ve gergeklesmesine es-danisman ilgisiyle katkilar yapan,
yorumlariyla arastirmama deger katan, tartismaktan ve fikrini almaktan asla
¢ekinmedigim ve aragtirmamin her siirecinde bana verdigi manevi destegi asla
unutmayacagim, degerli hocam Sayin Prof. Dr. Pmar Calik’a sonsuz tesekkiirii borg
biliyorum.

Lisans-listi 0grenciler arastirma programlarina baslarken, tecriibeli lisans-iistii
Ogrencilerin arastirmalarina katilarak yontemlerin uygulanmasinda ve sistemlerin
isletilmesinde tecriibe kazanirlar. Birinci yariyll sonrasinda yaz doneminde
calismalarinin son asamasinda, biyoreaktor sistemlerinin igletilmesiyle ilgili ¢alismalar
icin KYM Birgiil Sentiirk ve KYM Yasemin Demirci’ye; hocam Prof.Dr. Piar Calik’in
“Endiistriyel Biyoteknoloji ve Metabolik Miihendislik Laboratuvarinda (ODTU)”,
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genetik miihendisligi tekniklerini 6grenmemdeki destegi i¢in KYM M. Ali Orman’a;
basta MALDI-ToF MS sisteminin isletilmesini ve sonuclarin degerlendirilmesindeki
yardimlar1 i¢cin KYM Eda Celik’e ve; biyoreaktor deneylerim siiresince gece benimle
kalalarak eslik eden, manevi destegini hi¢cbir zaman esirgemeyen arkadasim KYM Pinar
Kocabag’a, tesekkiir ederim.

Iyi bir biyoreaktér miihendisi formasyonu da kazandigim i¢in mutluyum. Chemap ve
B.Braun biyoreaktor sistemlerinin revizyonunda sayin Ali Riza Yiicel’in (Proterm Ltd)
biiylik katkilarin1 unutamam. Biyoreaktor deneylerime baglamadan once, hemen her
ihtiyag duydugumda, aksamdan baglayarak neredeyse sabaha kadar, gece giindiiz
demeden uzun saatler siiresince verdigi teknik destek ile sistemleri tekrar igletmeye
alabildim ve arastirmalarimi siirdiirebildim. Ali Riza Yiicel beye icten tesekkiirii borg
biliyorum.

Yiiksek lisans calismalarimin her asamasinda bana destek olan, ikinci ailem olarak
gordiigiim KM Nihan Karako¢ ve KM Evrim Akylirek’e ¢ok tesekkiir ederim.

Son olarak, hayatimin her evresinde oldugu gibi yiiksek lisans ¢aligmam siiresince de
beni yalniz birakmayan, beni dinlemekten asla sikilmayan, aramizdaki 480 km
mesafaye ragmen hep yanimda hissettigim, uykusuz kaldigim geceleri benimle yasiyan,
bu stiregteki tiim hissetiklerimin gergek taniklart ve elde ettigim tiim basarilarin oldugu
gibi bunun da ger¢ek mimarlari olan, annem Ayse Yilmaz ve babam Ismail Yilmaz’a,
2.5 yil siiresince zaman bulamadigim tim islerimi goniil rahathigiyla emanet
edebildigim, benden kii¢iik olmasina ragmen fikirleriyle kararlarimda her zaman 6nemli
rol oynayan biricik kardesim Ozan Yilmaz’a sonsuz sevgimi ve tesekkiirlerimi
sunarim.

Ozge Deniz Yilmaz
Temmuz 2008
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SIMGELER DiZiNi

Abs Absobans

Cao Baslangic azot kaynag: derisimi, kg/m’

Cko Baslangi¢ karbon kaynag: derisimi, kg/m’

Coo Baslangi¢ glukoz derisimi, kg/m’

Cq Glukoz derisimi, kg/m’

Co Coziinmiis oksijen derisimi, mmol dm™

Cx Mikroorganizma derigimi, kg/m’

Chan hGH derisimi, kg/m’

E Artma faktori (=Kra/Kia, )

Kia S1v1 faz hacimsel kiitle aktarim katsayist, gt

N Karigtirma hizi, dk™

Na A bileseni i¢in molar kiitle aktarim akisi (OTR), mol m™s™
OD Oksijen ihtiyact ( tmax Cx/ Yxio), mol m3>s!
Qo/Vr Birim hacme gonderilen gaz hizi, vvm: hacim/hacim dk
To Oksijen titketim hiz1, mmol/dm” s

Ix Hiicre ¢ogalma hiz1, kg/m? st

Ip hGH iiretim hiz1, kg/m’ st

t Kalma siiresi, s veya st

T Sicaklik, °C

Vr Biyodoniisiim ortam1 hacmi, cm’

Yxs Substrat basina hiicre verimi

Yx0 Tiiketilen oksijen basina hiicre verimi

Yopi5 Tiiketilen substrat basina {iriin verimi

Yri0 Tiiketilen oksijen basina iiriin verimi

Yso Tiiketilen oksijen basina tiiketilen substrat verimi
A Dalga boyu, nm

u Spesifik cogalma hizi, s

Mmax Maksimum spesifik ¢cogalma hizi, st

n Etkinlik katsayis1
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1. GIRIS

Biyoteknoloji, yapisindaki bilimsel gercekler 18. yiizyila dek bilinmese de, insanlik
tarihi boyunca ekmek yapiminda, alkollii igeceklerin mayalandirilmasinda, tarim
bitkilerinin ve evcil hayvanlarin 1slahinda ytizyillardir kullanilmaktadir. Ancak bilinen
ilk tanimi1 1919 yilinda Karl Ershy tarafindan ‘biyolojik sistemlerin yardimyla
hammaddelerin yeni iiriinlere doniistiiriildiigii islemdir’ seklinde yapilmistir.
1950’1 yillardan itibaren gelisen molekiiler biyoloji ve molekiiler genetik bilimleri,
1970’lerden baglayarak biyoteknoloji alaninda da etkisini gdstermis ve modern
biyoteknoloji ortaya ¢ikmistir. Rekombinant DNA teknolojisi ve genetik miihendisligi
alanindaki gelismeler, genetik yapisi molekiiler diizeyde degistirilerek elde edilen
organizmalar kullanilarak verim ve secimliligin artirllmasina olanak saglamistir.
Biyoteknoloji alanindaki bu gelismelerin ardindan, 2004 yilinda ylriirlige giren
Cartagena Biyoglivenlik Protokolii’nde modern biyoteknoloji “rekombinant DNA ve
niikleik asidin hiicrelere ya da organellere dogrudan enjekte edilmesini iceren in
vitro niikleik asit teknikleri” ya da “geleneksel 1slah ve seleksiyonda kullanilmayan
teknikler olan ve dogal fizyolojik iireme veya rekombinasyon engellerinin
iistesinden gelen, siniflandirilmis familyanin 6tesinde hiicrelerin fiizyonu” seklinde

tanimlanmustir.

Mikrobiyal, bitki doku veya hayvan doku hiicreleri, enzimler ve diger biyoteknolojik
sistemlerin biyokatalizor olarak kullanimiyla biyokimyasal bir tepkime yoliziyle
iretilen triinlere biyoteknolojik iiriinler; bu iirlinlerin elde edildigi ve ¢esitli ayirma
islemleri ile istenen nitelige getirildigi proseslere de biyoteknolojik prosesler denir.
Biyoteknolojik proseslerle iiretim 20. ylizyilin son 40 yilinda kimya endiistrisinin biiyiik
gelisiminin en 6nemli alanlarindan olmustur. 20. yiizyilin son yirmi yilinda ise yeni
buluslarla basta farmasotik temel maddeler iiretiminde yeni tirlinlerle, daha sonra ise
biyokimyasal temel maddelerle ve enzimlerle farmasoétik, gida, deterjan endiistrisindeki
gelismelerin temel kaynagi olmustur. Biyoteknolojik prosesle tirtinler iireten sektorler:

1. Farmasotik Hammadeler Sektorii

2. Biyokimyasal Temel Maddeler Sektorler Grubu

3. Enzim Uretim Sektorii



4. Klasik Fermentasyon Uriinleri Sektdrler Grubu

5. Hayvancilik, Ormancilik, Tarim Sektorleri i¢in Biyoteknolojik Uriinler Uretim
Sektorleri

6. Biyoteknolojik Proseslerle Atik Aritimi ve Enerji Uretimi

seklinde gruplanmaktadir.

Biyoteknolojik proseslerle birim fiyati yiiksek olan amino asitler, organik asitler,
hormonlar, enzimler, antibiyotikler, biyopolimerler gibi bir ¢ok iiriiniin, diisiik basing ve
sicaklikta calisilan, igletme maliyeti diisiik sistemlerde, kiiglik 6lgekte iiretilebilmesi ve
aynmi isletmede birden fazla {riinliin {dretiminin gerceklestirilebilmesi nedeniyle
biyoteknolojik proseslerin endiistrideki 6nemi ve bu alandaki uluslararasi rekabet her
gecen giin artmaktadir. Biyoteknolojik tirtinler iiretiminde -sirasiyla- ABD, Japonya, AB
iilkeleri Almanya, Fransa, Ingiltere, Danimarka, Isveg, Isvigre, italya olmak iizere
Avrupa ilkelerinin bir kismi1 -iliniversitelerde yaptiklar1 temel ve endiistriyel
kuruluglarin arastirma merkezlerinde yapilan uygulamali arastirmalarla- buluslari
zamaninda endiistriye aktararak, biyoteknolojik {iriinlerin satis ile 2000 yilinda yaklasik
$20 Milyar degerini asan bir ticaret biiyiikligi elde etmislerdir. Amino asitler
sektoriinde Japonya, endiistriyel enzimler sektoriinde de AB Diinya lideridir.
Biyoteknolojik iirlinler iiretim gruplarindan farmasotik hammaddeler i¢inde farmasotik
proteinler sektoriinde ABD yeni iiriinlerle liderdir ve 2000 yili toplam satig1 yaklagik
$10 Milyar degerindedir. Tiirkiye klasik fermentasyon tiriinleri sektoériinde maya tiretimi

ve ihraci ile Fransa’dan sonra Diinya ikincisidir.

Biyoreaktor igletim kosullar1 ve {retim ortaminin gelistirilmesi, biyoteknolojik
proseslerde verim ve sec¢imliligi etkiliyen iki 6nemli parametredir. Bu faktorlerin yani
sira, iretimde kullanilacak mikroorganizmanin iiretim performansinin yiiksek olmasi
biyoteknolojik proseslerle iiretimin birinci kosuludur. 1980°’li yillarin basindan itibaren
gelisen rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak, dogal yapis1 hedef iirliniin liretimine
uygun olan mikroorganizmanin iiretim performansini artirmak veya dogal formuyla
iiretimi gergeklestiremiyecek bir mikroorganizmaya hedef {iriinii kodlayan geni tasiyan
plazmidi transforme ederek genetik mihendisligi yontemleriyle rekombinant

mikroorganizma gelistirerek tiretimi artirmak miimkiindiir.



Saglik sektorii i¢in biiylik 6nem tastyan farmasotik proteinler, hormonlar, antibiyotikler,
monoklonal antikorlar, asilar, immunodiyagnotistik testler, DNA problar1 ve dogum
oncesi kalitsal hastaliklarin tanisinda kullanilan kitler biyoteknolojik proseslerle;
optimum biyoreaktor isletim kosullarinin ve ortam bilesiminin belirlenmesinin yani sira,
rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak gelistirilen rekombinant
mikroorganizmalarin kullanilmasiyla diistik ilk yatirim ve isletim kosullarinda ytiksek
verim ve se¢imlilikte iiretilmektedir. Cizelge 1.1°de rekombinant DNA teknolojisi ile

tiretilen farmasoétik proteinler verilmistir.

Biyoteknolojik proseslerle terapatik protein {iretiminde mikro-biyoreaktor olarak gorev
yapan rekombinant mikroorganizmanin dogal olarak hiicre-dis1 iiretim potansiyelinin
olmasi, {liriiniin yan {irlinlerden ve hiicreden ayirilmasinda ek saflagtirma basamaklarini
gerektirmediginden iiretim maliyetini diislirmekte ve prosesi kolaylagtirmaktadir. Ayrica
proteinlerin sitoplazmadaki ¢d6ziiniirliiliikleri diisiiktiir, bu nedenle hiicre-igi ve
periplazmik iiretimde karsilagilan diger bir sorun da iirliniin stoplazmada ¢dziinmeyen
graniiller olarak kalmasidir (Kane and Hartley 1988, Chen et al. 1989). Kullanilan
mikroorganizmanin  patojenik olmamasi ve endotoksinler icermemesi de
mikroorganizma se¢iminde dikkate alinmasi gereken diger bir kriterdir. Bacillus tiiri
mikroorganizmalar hiicre-dis1 heterolog iiretim performanslari olmasi ve patojenik
olmamalar1 nedeniyle terapatik protein tiretimi i¢in 6nemli altarnatiflerdir. Bacillus tiirii
rekombinant mikroorganizmalar tarafindan iiretilen ve hiicre-digina salgilanan proteinler

Cizelge 1.2’°de verilmistir.

Biyoteknolojik proseslerle iiretilen terapatik biyomolekiiller icinde 6nemli bir yere sahip
olan hormonlar, 6zel bezler tarafindan kana salgilanan ve kan yolu ile ulastiklar1 organ
ve dokularda fonksiyon diizenleyici bir etki meydana getiren ve ¢ok diisiik miktarlari ile
etki yapan organik bilesiklerdir. Hormonlar, amino asit, polipeptit, protein veya steroid
yapida olabilirler. Hormon sentezi kontrol sisteminin en {ist basamaginda beyin tabanini
teskil eden ‘hipotalamus’ yer alir. Hipotalamusa varan herhangi bir sinirsel uyarim,
buradan mekanizmay1 isleten az miktardaki 6zel hormonlarin salinimina yol agcar.
Salinan hormon sinir lifleri aracilig1 ile hipofiz bezinin 6n lobuna ulagir.

Cizelge 1.1 Rekombinant farmasétik proteinler ve kullanim alanlari



Farmasotik Protein

Kullanim Alam

- Antitripsin
Adrenokortikotrofik hormon
Aeromonas Aminopepditaz
B-hiicre ¢ogalma faktorleri
Bone Morfogenetik protein-2
Kalsitonin

Koloni uyarici faktorler
Chorionic gonadotropin
Endorphins ve ankephalins
Endostatin

Epidermal ¢ogalma faktorii
Eritropoietin

Faktor VIII

Faktor X

Biiytime hormonu

Biiyiime hormon salgilama faktorii

Insiilin

Interferonlar (a, B, )
Interldkinler

Keratinocye biiytime faktorii
Limfotoksin

Leptinler

Makrofaj aktive edici faktor
Norotropik faktor

Sinir ¢ogalma faktorii
Platelet-derived ¢ogalma faktorii
Paratiroid hormonu
Prolaktin

Relaxin

Serum albumin
Somatomedin C

Doku plasminogen aktivator
Tlimor nekroz faktorii
Urogastron

Urokinaz

Emphysema tedavisi

Romatizmal hastaliklar tedavisi
Dizin analizinde

Bagisiklik diizensizlikleri tedavisi
Orthopedik hastaliklarin tedavisi
Osteomalacia tedavisi

Kan diizensizlikleri tedavisi
Anovulasyon tedavisi

Analjezik ajan

Angiostatin inhibitori

Yara tedavisinde hizlandirici
Anemi tedavisi

Koagiilasyon faktorii; hemofili tedavisi
Koagiilasyon faktorii; hemofili tedavisi
Biiylime hizlandirict

Biiylime hizlandirict

Diyabet tedavisi

Antiviral, Antitiimor, Antikanser ajan
Bagisiklik diizensizlikleri tedavisi
Biiyiimeyi diizenleyici

Antitiimor ajan

Metabolizmay1 diizenleyici
Antitiimor ajan

Epilepsi tadavisinde

Onarim hizlandirict
Atherosclerosis tedavisi

Endokrin sistemini diizenleyici
Siit bezlerinde salgiy1 diizenleyici
Dogum kolaylastirici

Plazma destekleyici

Biiylime hizlandirici

Trombolitik ajan

Antitiimor ajan

Antiiilser ajan

Trombolitik ajan

Hipotalamustan salinan her salgilama faktorii, hipofiz bezinin 6n lobundan 6zel bir

hormonun salimina yol acar.

Terapatik protein iiretim sektoriinde 6nemli yere sahip hormonlardan biri olan insan
biiyiime hormonu (hGH) beynin 6n lobunda bulunan somototropik hiicreler tarafindan,

iki hipotalamus hormonunun (growth hormone-releasing hormone; GHRH ve



somatostatin; GHIF) kontroliinde sentezlenen bir hormondur. hHG kondrosit ve
kartilag hiicrelerinde boliinmeyi hizlandirarak kol, bacak ve iskelette uzamayi,
somatomedin C (IGF1) iiretimini stimiile ederek dokularda biiylimeyi saglar. Ayrica,
yeni kas hiicrelerinin olusumunu hizlandirir, lipolizizi baglatarak viicutta yag oranini
diistiriir, protein sentezini hizlandirarak beyin haricindeki tiim i¢ organlarin biiylimesini
stimule eder, karacigerde glukoz tiikketim hizimi diisiirerek karbonhidrat metabolizmasini
diizenler ve bagisiklik sistemini stimiile eder. Ikinci boliimde verildigi gibi hGH nin bir

cok terapatik kullanim alan1 vardir.

Cizelge 1.2 Bacillus tiirleri tarafindan iiretilen ve hiicre-disina salgilanan rekombinant

proteinler

Bilesik

e Pertussis toksin alt-birimi

e [-laktamaz

e insan &ninsiilini (proinsiilin)

e «-galaktosidaz

e Iinsan epidermal cogalma faktorii
e Insan atrial a-faktorii

e insan serum albiimini

e (p-interferon

e Makrofaj plasminojen aktivatorii

e Staphilokinaz

hGH {iretimi 1985 yilina kadar insan kadavrasindan c¢ikartilan hipofiz bezinden izole
edilerek yapilmis, ancak bu yontemle iiretilen hormon miktarinin sinirli olmasi ve bu
sekilde elde edilen hGH nin Creutfeldt-jacobs, hepatit B, hepatit C hastaliklarina neden
olmasi yeni iiretim proseslerini gerektirmistir. Bu sorunlar 1985 yilinda genetik

mithendisligi prensipleri kullanilarak biyoteknolojik proseslerle hGH {iretilmesiyle



¢cOzililmiistiir. Giinlimiizde, r-hGH iireten kuruluslar, {iriin adlar1 ve birim fiyatlar

Cizelge 1.3’de verilmistir.

Siireli yayin literatlirlinde, insan biiylime hormonunun biyoteknolojik prosesle
tiretilmesi ilk kez 1979 yilinda gergeklestirilmistir (Goeddel et al. 1979). Hsiung et al.
(1986) ve Becker and Hsiung (1986) yaptiklar1 ¢alismada gelistirdikleri plazmitlerle
memelilere ait bir proteinin periplazmik bosluga direk salgilanmasimi ilk kez
gerceklestirmiglerdir. Chang et al. (1987) yaptiklar1 ¢alismada fosfat regiilasyonunun
farkli rekombinant mikroorganizmalarla hGH iiretimi {izerindeki etkisini
incelemislerdir. Kato et al. (1987) gelistirdikleri vektorle E.coli konak hiicresinde

hiicre-dis1 hGH {iretimini ilk kez gergeklestirmislerdir.

Hsiung et al. (1989) yaptiklari ¢alismada farkli sinyal peptitlerin ve IPTG derisimlerinin
hGH f{iretimi iizerindeki etkisini E.coli konak-hiicresinde incelemislerdir. Jensen and
Carlsen (1990) yaptiklar1 ¢aligmada farkli N-uglarinin gosterdigi kararliligi E.coli’de
incelemiglerdir. Franchi et al. (1991) yaptiklari c¢alismada bir hibrit plazmit serisi
olusturarak, Bacillus subtilis konak-hiicresinde farkli hGH onciillerinin sentezlenmesini
saglamislardir. Kajino et al. (1997) tarafindan, insan biiyiime hormonunu degrede eden
proteaz aktivitesini diisiirmek amaciyla, hiicre-dis1 proteaz aktivitesi diisiik olan Bacillus
brevis konak hiicrelerinde hiicre-dist hGH iiretimi gerceklestirilmistir. Uchida et al.
(1997) gelistirdikleri farkli plazmitlerde 20 kDa biiytikliigiinde hGH’nin periplazmik
tiretimini £.coli konak-hiicresinde incelemislerdir.

Cizelge 1.3 hGH iireten kuruluslar, {iriin adlar1 ve birim fiyatlar.

Zhang et al. (1998) E-coli konak-hiicresinde yiiksek hiicre derisimi, karbon kaynagi ve
¢Ozlinmiis oksijen seviyesinin hGH iiretimine etkisini arastirmislardir. Patra et al.
(2000), E-coli konak-hiicresinde stoplazmik olarak iirettikleri ¢oziinmez yapidaki
hGH’nin ¢oziiniirliliigiinii  artirmak i¢in  farkli tampon c¢ozeltilerin  etkisini
arastirmiglardir. Bylund et al. (2000), E.coli’de aerobik yari-kesikli fermantasyonla
hGH iiretimini arastirmiglar; fermantasyon siiresince olusan iiriin, yan-iiriin ve iirlin
kalitesi (degredasyon orani) profillerini belirleyerek glukoz besleme gradyenlerinin

Olcek-biiyiitmede iiriin kalitesinin degisimine etkisini incelemis; format birikimi,



Kurulus Uriin ad1 Birim fiyat ($/ IU)
Genentech Nutropin 13

Eli Lilly Humatrope 18

Pfizer Genotropin 22

Saizen Sereno 13
Serostim Sereno 10

Nova Nordisk Norditropin 18

Nova Nordisk Zorbitive -

Ferring Pharmaceuticals Zomacton 20
GeneScience Pharmaceuticals Jintropin 33

heterojenlik seviyesi ve hiicre pargalanmasi arasinda bir korelasyon olusturmuslardir.

Trevino et al. (2000) ve Eurwilaichitr et al. (2002) Pichia pastoris konak-hiicresinde
hGH {iretimini incelemiglerdir. Castan et al. (2002) yaptiklar1 ¢alismada yiiksek oksijen
ve karbondioksit derigimlerinin stokiyometrik ve kinetik sabitler iizerindeki etkisini
yari-kesikli fermantasyon ile E.coli konak-hiicresinde arastirmiglardir. Tabandeh et al.
(2004), 1s1l-indiikleme yontemi ile E.coli’de hGH {iretimini ve karbon kaynag: etkisini
arastirmislardir. Literatiirde hGH {iretimine iligskin son c¢alisma, aragtirma grubumuzda
yapilan (Sentiirk 2006); hGH firetimi i¢in ortam bilesen ve derisimlerinin, pH, hava giris
hizi, karistirma hizi gibi biyoreaktdr isletim kosullarinin {iriin- ve yan {iriin-
derisimlerine ve biyoproses oksijen aktarimi karakteristiklerine etkisinin Bacillus
subtilis’de incelenmesidir ve Bacilus tiirlerinde biyoreaktor isletim kosullarinin ayrintili

olarak incelendigi ilk ¢aligmadir.

Rekombinant hGH iiretimi i¢in 6nemli bir alternatif mikroorganizma olan Bacillus
prokaryotik yapida olmasi, dogal olarak hiicre-dis1 iiretim potansiyelinin yliksek
olmasi, patojen olmamasi, genomunun aydinlatilmis olmasi, fermentasyon
teknolojisinin iy1 bilinmesi ve fermentasyon siiresinin kisa olmasi nedeniyle heterolog
protein liretimi i¢in ¢ok 1iyi bir alternatiftir. Ancak ¢ok sayida avantaji olmasina karsin
Bacillus tiirlerinin yiiksek seviyede hiicre-dis1 proteaz aktivitesi gostermesi terapatik

proteinin proteolizizine neden olan ve iiretimini zorlastirilan ¢ok Onemli bir dar-



bogazdir. Bu durum proteaz enzimlerini kodlayan genlerin silindigi (protease-deficient)
mikroorganizmalarla nlenebilir. Sirasiyla alt1 ve yedi proteaz geninin inaktive edildigi
WB600 ve WB700 tiirleri sirasiyla, dogal mikroorganizmanin %0.3 ve %0.1°1 kadar

proteaz aktivitesi gosterirler.

Bu cercevede, ‘Metabolik Miihendislik ve Reaksiyon Miihendisligi prensipleriyle
hiicre-dis1 rekombinant insan biiyiime hormonu iiretimi’ konulu yiiksek lisans

aragtirma programinin kapsama:

1. Terapatik protein insan biiylime hormonunun (hGH) hiicre-dis1 iiretimi i¢in genetik
miihendisligi prensipleriyle yeni bir plazmit sistemi gelistirilmesi, gelistirilen plazmidin
proteaz aktivitesi diigiik Bacillus tiirlerine transformasyonu ile rekombinant
mikroorganizmalarin elde edilmesi;

2. Metabolik miihendislik aragtirma programiyla gelistirilen rekombinant Bacillus
tiirlerinden hGH tiretim kapasitesi en yliksek olanin belirlenmesi;

3. Secilen mikroorganizma kullanilarak, laboratuvar-6l¢cek biyoreaktorlerde farkli
baslangi¢ pH degerlerinin hGH iiretim performansina etkisinin arastirilmasi;

4. Pilot olgek-biyoreaktorlerde pH kontrolsiiz isletimin iiretim performansina etkisinin

biyoproses ve oksijen aktarimi karakteristikleriyle birlikte arastirilmasidir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI VE KURAMSAL TEMELLER

2.1 Siireli Yayimlarda insan Biiyiime Hormonu Uretimine iliskin Calismalar

Insan biiyiime hormonunun (hGH) genetik miihendisligi prensipleri kullamlarak
gelistirilen mikroorganizmalarca biyoteknolojik yontemlerle iiretilmesi ilk olarak,
genomu ilk aydimnlatilan mikroorganizma olan E.coli’de baglamistir (Goeddel et al.
1979, Ikehara et al. 1984, Gray et al. 1985, Becker et al. 1986). Rekombinant hGH’nin
hiicre-dig1  tiretimi, biyoreaktdr iiriin  karistmindan ayirma  islemlerini  ¢ok
kolaylastiracagindan ve iiretim maliyetini diisiireceginden hiicre-dis1 iiretim potansiyeli
olan ve genom analizi tamamlanmis olan Bacillus tiirleri ile hGH iiretimi litaretiirde yer
alan diger bir 6nemli alternatiftir (Franchi e al. 1991, Kajino et al. 1997). Okaryot bir
mikroorganizma olan Pichia pastoris ile hGH iiretimine iligkin ¢caligmalarda, hiicre-dis1
protein iretim kapasitesi olmasi nedeniyle alternatif yaklasim olarak Onemlidir
(Trevino et al. 2000, Eurwilaichitr et al. 2002, Calik et al. 2008). Insan biiyiime
hormonu iiretimine iliskin ¢alismalar konak-hiicrelere gore siniflandirilarak Cizelge
2.1-2.3’de, biyoreaktdr isletim kosullarinin etkisini inceleyen galismalar ise Cizelge 2.4

ve Cizelge 2.5°de 6zetlenmistir.

Literatiirde, insan biiyiime hormonunun biyoteknolojik proses ile ilk kez {iretilmesi
1979 yilinda gergeklestirilmistir (Goeddel et al. 1979). Bu c¢alismada, kimyasal olarak
sentezlenen hGH hibrit geni E.coli’de lac baslatici kontroliinde ekspres edilmistir.
Aragtirmada, c¢ift sarmalli (ds) hGH ¢cDNA, Hae III endoniikleaziyla kesilerek hGH’ nin
24-191 amino asitlerini de kodlayan 551 bp biiyiikligiindeki DNA pargas1 elde
edilmistir. Elde edilen DNA pargasi, ATG baslangi¢ kodonu ve hGH’yi 1-23 amino
asitlerini kodlayan kodonu iceren, kimyasal olarak sentezlenmis bir DNA adaptoriiyle
birlestirilmistir. Bu hibrit gen pHGH3 plazmidine klonlanarak, fMet-hGH {iretim
potansiyeli olan pHGHI107 plazmidi gelistirilmistir. Bircok bakteriyel proteinin N-
ucunda metiyonin bulunmadigindan, f-met uzaklastirilarak dogaliyla ayni biiytikliikte

ve immiinolojik 6zelliklere sahip hGH iiretilmistir.



Ikehara er al. (1984) kimyasal olarak sentezledikleri metiyonin ve 191 amino asitten
olusan hGH’yi kodlayan geni E.coli triptofan (trp) baslatict kontrolii altinda E.coli’de
ekspres etmiglerdir. Calismada gelistirilen alti plazmidin; phGH-1, pGH-L8, pGH-L9,
pGH-L11, pGH-L13, pCT-1 hGH, iiretim miktarlari radyoimmiinoassay (RIA)
yontemiyle Ol¢iilmiis ve en yiliksek iiretim orant pGH-L9 plazmidinde 168.7 pg/ml

olarak belirlenmistir.

Gray et al. (1985) gelistirdikleri iki plazmidi {iretim oranlar1 ve osmotik basing altinda
insan biiylime hormonunu periplazmik bosluga salgilamalar1 agisindan kiyaslamislardir.
hGH’yi kodlayan dizin gelistirilen ilk plazmitte, pPreHGH207-2, E-coli trp promotir1 ve
pre-hGH sinyal peptiti kontrolii altinda; ikinci plazmitte ise phoA promotir1 ve pho-
hGH sinyal peptiti kontroliinde ekspres edilmistir. Arastirmada hGH derisimi RIA
yontemiyle Olgiilmiis ve ilk plazmit kullanilarak {iretilen 450 ng/ml/Asso hGH’nin
%76’s1, ikinci plazmit kullanilarak tiretilen 230 ng/ml/Asso hGH nin ise %82’si osmotik
basing altinda periplazmik bosluga salgilanmistir. Saflastirilmis hormonun N-terminal
dizin analizinde, her iki plazmitle tiretilen hGH’nin de dogaliyla ayn1 yapida phe-pro-
thr-ile dizini tagidiklari, monomer yapida olduklari ve ayni disiilfiir baglarini icerdikleri

gorilmiistiir.

Hsiung et al. (1986) ve Becker and Hsiung (1986) insan biiyiime hormonunu ve ompA
sinyal peptitini ekspres eden pOmpA-hGH1 ve pOmpA-hGH2 vektorlerini
gelistirmiglerdir. Memelilere ait bir proteinin periplazmik bosluga direkt salgilanmasi
ilk kez bu ¢alismada basarilmistir. Bu amacla ompA sinyal peptiti kullanilarak, 10-15
pg/Asoo hGH  iretilmistir. Uretilen hormonun %78’1lik kismi periplazmik bosluga
salgilanmis, ancak bunun %72’sinin dogaliyla ayni1 yapida oldugu goriilmiistiir. Daha
once yapilan ¢aligmalarda sitoplazmik iiretim sonucunda gdzlenen, proteinin N-ucunda
metillenme ve diisiik ¢oziiniirliikten kaynaklanan ¢okelti olusumu periplazmik {iretim
sonucunda Onlenerek dogaliyla ayni ikincil yapiya sahip hGH iiretimi

gergeklestirilmistir.

Chang et al. (1987) yaptiklar ¢alismada, yiiksek miktarda insan biiylime hormonunu
periplazmik bosluga salgilatabilmek amaciyla, hGH’yi kodlayan gen ile entrotoksin II
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sinyal peptitinin bilesiminden olusan hibrit geni, alkali fosfataz promotir1 kontroliinde
(phoA) E.coli’de ekspres etmistir. Calismada gelistirilen iki plazmit, phGH4R ve
phGH4L nin insan biiyiime hormonu fliretim potansiyelleri farkli derisimlerde fosfat
iceren ortamlarda, E.coli 294 ve E.coli W3110 mikroorganizmalari kullanilarak
kiyaslanmis ve her iki plazmidin de diisiik fosfat derisimli ortamda ve E.coli W3110
mikroorganizmasi kullanildiginda daha verimli g¢alistig1i goriilmistiir. E.coli W3110
mikroorganizmasimin fosfat derisimindeki artistan %11 etkilendigi goriiliirken, ayni
kosullarda E.coli 294, %19 oraninda etkilenmistir. Bu durum E.coli W3110’un fosfat
regiilasyonuna daha az hassas oldugunu gostermistir. En yiiksek hGH iiretim orani,
phGH4L plazmidiyle, diisiik fosfat derisimli ortamda, W3110 kullanildiginda 15
pg/ml/Assg olarak dl¢iilmiistiir ve dogaliyla ayni yap1 ve aktifliktedir.

Kato et al. (1987) gelistirdikleri pShGH1 vektoriiyle, E.coli konak-hiicresinde hiicre-disi
hGH f{iretimini ilk kez ger¢eklestirmislerdir. Bu amagla tasarlanan p8hGHI tasidigi
penisilinaz sinyal peptitinin aktivitesiyle hGH’nin mikroorganizmanin i¢ zarindan
gecmesini saglarken, kil geni ve eks-baslaticinin aktivitesiyle de dis zar1 gecerek,
tretilen 20.5 pg/ml hGH’nin 11.2  pg/ml’sinin kiiltiir ortamina salgilanmasini
saglamistir. Bu caligmada tasarlanan diger bir vektér olan, pPShGHI11, kil geni
tasimadigindan, toplam hGH iiretiminin 8.4 pg/ml’ye ve hiicre-disina salgilanan hGH
miktarinin da 1.4 pg/ml’ye distigli gorilmistir. pPShGHI11 vektorii tasiyan
mikroorganizmalarla tiretim gerceklestirildiginde, toplam hGH’nin %80’i periplazmik
boslukta kalirken, p8hGH1 tasiyanlarda , toplam insan biiylime hormonunun %55’1
hiicre disina salgilanmistir. Uretilen hGH’nin N-ucu amino asit dizininin ve biyolojik

aktivitesinin dogaliyla ayni oldugu goriilmiistiir.

Nakayama et al. (1988) gelistirdikleri phGHS526 plazmidini Bacillus subtilis’e
transforme ederek, hGH’nin hiicre-dis1 tiretimini gerceklestirilmislerdir. Calismada
gelistirilen ilk plazmit, phGH324, transkripsiyon terminatdrii icermediginden ndtral
proteaz terminatdrii tagtyan phGH526 plazmidi gelistirilmis ve her iki plazmit Bacillus
subtilis MTS500 konak-hiicresine transforme edilerek hGH iiretim potansiyelleri
arastirtlmistir. phGH526 plazmidini tasiyan hiicrelerde 40 mg/L hGH kiiltiir ortamina
salgilanirken, phGH324 tasiyanlarda bu oranin 10 kat azaldig1 goriilmiistiir. Baglaticilar
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ve sinyal peptitleri ayn1 olan bu iki plazmidin farkli {iretim potansiyellerine sahip
olmalari, notral proteaz teminatOriiniin aktivitesinin onemini gostermistir. Calismada
ayrica ¢oziinmiis oksijen derisiminin, hGH iiretimine etkisi de incelenmis ve ¢oziinmiis
oksijen seviyesi arttiginda, hGH iiretiminde dislis go6zlenmistir, yiiksek hiicre
yogunlugunun ise iiretimi pozitif etkiledigi goriilmiistiir. Uretilen hGH, dogaliyla ayni

yapida ve biyolojik aktivitededir.

Hsiung et al. (1989) insan biiylime hormonunu FE-coli konak-hiicresinde {iiretim
ortamina salgilatmak amaciyla, /lac represoriiniin regiile ettigi E-coli llp-lac
promotir/operon sistemini igeren, pOmpA-hGH2 ve PJL3 vektorlerini gelistirmislerdir.
Uretim ortaminda diisiik konsantrasyonda IPTG varliginda BPR ve ompA-hGH hibrit
proteinlerinin ekspres edildigi ve hGH’nin kiiltiir ortamina salgilandig1 goriilmiistiir.
Arastirmada optimum IPTG konsantrasyonu 20 pM olarak belirlenmis ve bu kosulda
hGH iiretimi 4.5 pg/ml/Assp hiicre olarak ol¢iilmiistiir. ompA sinyal peptitini tasiyan
pOmpA-hGH2 vektoriinlin ortama salgiladigi hormon kolon kromatografi yontemiyle
tek basamakta saflagtirilarak, %98 saflikta, dogaliyla ayn1 yapida hGH elde edilmistir.

Jensen and Carlsen (1990) yaptiklar1 aragtirmada farklt N-ucu amino asit uzantilarini
tastyan hGH’nin E-coli’de sitoplazmik iiretimini arastirmiglardir. Arastirmada N-ucu
uzantilar1 arasinda en yiiksek kararliligi gosteren MAE-hGH’nin hGH {iretim
performansi en yiiksek alternatif oldugu goriilmiistiir. Tanimli ve kompleks ortamlarda
hiicre ¢ogalma profilleri  dikkate alinarak, aragtirmalar zengin ortamda
gergeklestirilmistir. Karbon kaynaginin etkisi incelenmis ve yiiksek glukoz
derisimlerinde = hGH  {retiminin  distiigli ~ gozlenerek,  baslangic  glukoz
konsantrasyonunun yiiksek oldugu kesikli iiretim yerine, glukoz derisimini stirekli
diisiik tutacak sekilde sabit besleme hiziyla glukoz beslenen yari-kesikli sistem
kullanilmasimin verimi 3 kat artirdig1 belirlenmistir. Ayrica glukoz besleme hizi 4.2
g/L st degerini astifinda kesikli sistemdekine benzer bir glukoz inhibisyonu oldugu
goriilmiis; en yiiksek verime glukoz besleme hizinin hiicre ¢ogalmasiyla dogru orantil
sekilde, tstel olarak artirildigr sistemde ulagilmistir. Kompleks iiretim ortami
kullanildiginda ortamda bulunan hiicre 6ziitii ve fosfatin diger bir kisitlayici basamak

oldugu goriilmiistiir. Glukoz besleme stratejisi gelistirilerek ve ikinci kisitlayici
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basamagin, dogru zamanlamayla asilmasi sonucunda 2000 mg/L hGH {iretimi
basarilmistir. Diger bir parametre olan sodyum asetat derisiminin hGH {iretimine etkisi
incelenmis ve sodyum asetatin ¢ogalmaya ve dolayisiyla hGH iiretimine, inhibe edici
etkisi oldugu gozlenmistir. Ayrica, fermentasyon sonucunda ortamun pH’indaki
degisimi 6nlemek amaciyla kullanilan tuzlardan kaynaklanan asit ve bazlarin liretime
etkisi arastirilmis ve tuzlarin da iiretime negatif etkisi oldugu goriilmiistiir. Uretilen
hormonun N-ucundaki amino asit uzantilart DAPI proteolitik enziminin aktivitesiyle

uzaklagtirilmig ve dogala 6zdes hGH iiretimi basarilmistir (Jensen and Carlsen 1990).

Franchi et al. (1991) yaptiklar1 ¢alismada bir hibrit plazmit serisi olusturarak, Bacillus
subtilis konak-hiicresinde farkli hGH Onciillerinin sentezlenmesini saglamiglardir. Bu
calismada, polipeptitin ¢oziinlirliilligiiniin artirilmasi, iiretilen hormonun daha kolay
yontemlerle saflagtirilmasi ve hormonun dogal yapisinda bulunmayan dizinlerin etkin
bir sekilde uzaklastirilmasiyla dogal yapisinda hGH {iretimi hedeflenmistir. Bunun igin,
hGH’nin N-ucundaki farkli biiyiikliikteki uzantilarin ¢oziiniirliiliige etkisi incelenmis,
uzun terminallerin ¢oziiniirliligi dislrdigli goriilmiis ve en yiiksek ¢ozilintirliiliik
degerleri pSM291 ve pSM274 plazmitlerini tasiyan konak-hiicrelerin iirlinlerinde
strastyla %70 ve %80 olarak Olgiilmiistiir. Saflastirma islemi hibrit polipeptit ile ondan
daha bazik olan yigin proteinleri arasindaki yiik farkindan yararlanarak
kolaylagtirilmistir. Dogal yapisinda hGH iiretimiyse, hormonun N-ucundaki amino asit
dizininin, kendisini tanityan proteaz faktor Xa aktivitesiyle uzaklastirilmasi sonucunda
saglanmigtir. Saflastirmanin ardindan iiretilen hormonun %90°1 geri kazanilmis ve jel

filitrasyon kromatografisi yontemiyle %98 homojenlikte hGH tiretimi basarilmistir.

Kajino et al. (1997) yaptiklar1 arastirmada, insan biiyiime hormonunu degrede eden
proteaz aktivitesini diisiirmek amaciyla, hiicre-dis1 proteaz aktivitesi diistik olan Bacillus
brevis konak-hiicrelerinde hiicre-dis1 hGH iiretimi gerceklestirilmistir. Bu c¢aligmada
gelistirilen plazmitler B.brevis HPD31 ve B.brevis 31-OK konak-hiicrelerine transforme
edilerek, proteaz aktivitesini inhibe eden kimyasallarin ve sinyal peptit
modifikasyonlarinin hGH iiretimi iizerindeki etkisi arastirilmistir. Elde edilen sonuglar,
EDTA’nin proteaz aktivitesini inhibe etmek i¢in en uygun kimyasal oldugunu

gostermistir. B.brevis 31-OK konak-hiicresi kullanildiginda, EDTA’nin proteaz
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aktivitesini tamamen Onledigi goriiliirken, 4 kat fazla proteaz aktivitesi gésteren HPD31
konak-hiicrelerinde ayni1 verim elde edilememistir. Sinyal peptit modifikasyonun hGH
tretimine etkisini arastirmak amaciyla gelistirilen farkli plazmitler, 31-OK konak-
hiicresine transforme edilerek verimleri kiyaslanmistir. Elde edilen sonuglar, MWP
sinyal peptitinin R2L4 sinyal peptitiyle degistirilmesi sonucu, hiicre-disina salgilanan
hGH’nin 12 kat arttigi goriilmiistiir. Proteaz aktivitesinin inhibe edildigi kosullarda,
sinyal peptitte yapilan regiilasyonlar ve optimum ortam kosullarinin belirlenmesiyle 240
mg/L hGH {iretimi bagarilmistir. Hiicre disina salgilanan hormon biyolojik olarak aktif

ve dogaliyla ayn1 yapidadir.

Uchida et al. (1997) gelistirdikleri plazmitlerde hGH’nin periplazmik {iretimini E.coli
konak-hiicresinde incelenmislerdir. Arastirmada gelistirilen tim plazmitlerle tretilen
hGH’nin fizikokimyasal yapisi ve etkisi tam olarak aciklanamamis olan 20-kDa
blyiikliiglinde hGH oldugu goriilmistiir. Gelistirilen pGHV40, pGHV42, pGHV45,
pGHR10, pGHR12, pGHR13 plazmitlerinde hGH derisimi sirasiyla 2.1, 28.2, 30.9,
76.1, 28.6, 32.1 mg/L olarak dl¢lilmiistiir.

Zhang et al. (1998) E-coli konak-hiicresinde yiiksek hiicre derisiminin, karbon
kaynaginin ve ¢oziinmiis oksijen seviyesinin hGH {iretimi iizerindeki etkisini
aragtirmislardir. Karbon kaynagi olarak glukoz ve gliserol kullanilarak yapilan
arastirmada, gliseroliin daha etkin bir karbon kaynagi oldugu goriilmiistiir. Coziinmiis
oksijen %25’in altindaki degerlerde hiicre konsantrasyonunu artirirken, tistiindeki
degerlerde etki etmemistir. Hiicre yogunlugu yiiksek ortamda fermentasyon siiresinin 16
saatten 10 saate diistiigii ve hiicre yogunlugunun 38.6’dan 118.8 g/L’ye c¢iktig

gorilmiistiir.

Shin et al. (1998) yiiksek verimde saflastirilmis hGH iiretimi amaciyla, insan timor
nekrosis faktor-alfanin N-terminal pentapeptit dizini, histidin tag ve enterokinaz kesme
konumundan olusan flizyon partneri kullanarak yeni bir protein {iiretim sistemi
gelistirmiglerdir. Fiizyon proteini gen ekspresyonunun baslangicinda ¢oziinebilir bir
yapida tretilirken, E-coli sitoplazmasinda ¢oziiniirliliigii giderek diismektedir. Cokelti

olusturan protein, pH’in alkali degerlere getirilmesiyle ¢oziiniir hale getirilerek afinite
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kromatografi yontemiyle homojene yakin bir formda saflastirilmistir. T7 promotir
kontroliinde, yar1 kesikli isletimle, yiiksek hiicre derisiminde insan biiylime

hormonunun iiretimi 9 g/L.’ye kadar ulagsmustir.

Patra et al. (2000) yaptiklart ¢alismada, insan biiyiime hormonunu E-coli konak-
hiicresinde, ¢dziinmeyen yapida ekspres etmislerdir. Uretilen hormonu ¢dziiniir hale
getirmek i¢in farkli tampon ¢ozeltileri denenmis ve en iyi sonu¢ pH 12.5°de, 2 M iire
iceren 100 mM tris tamponunda, 1.6 g hGH /ml olarak belirlenmistir. Ayrica, diigiik
derigimde {lire igeren tamponda ¢dziilen hGH’nin dogal ikincil yapisin1 kaybetmedigi ve
proteinin geri kazanim veriminin artti§1 goriilmiistiir. Uretilen hGH, iyon degisim
kromatografisi yontemiyle saflastirilmis ve jel filitrasyon kromatografisi ile saf
monomerik hGH biiyiikligline gore ayirilarak elde edilmistir. 10 saatlik yar1 kesikli
fermentasyon ile, 25 g/L hiicre derisiminde, 1.6 g/L hGH iiretilmistir. Uretilen
hormonun %350’si monomerik yapida ve biyolojik aktiviteye sahip hGH olarak

saflastirilmistir.

Bylund et al. (2000) yaptiklar1 ¢calismada E.coli’de aerobik yari-kesikli fermantasyonla
hGH iiretimini arastirmiglardir. Arastirmada, yari-kesikli fermantasyon siiresince olusan
iiriin, yan-iiriin ve iirlin kalitesi (degredasyon orani) profilleri belirlenmis, ayrica glukoz
besleme gradyenlerinin Slgek-biiylitmede iiriin kalitesine etkisi arastirilmis, format
birikimi, heterojenlik seviyesi ve hiicre pargalanmasi arasinda bir korelasyon
olusturulmustur. SDR (scale-down reactor) ve pilot-6l¢ek reaktorler verim, tiriin kalitesi
ve yan-lirlin olusumu ac¢isindan karsilagtirilmistir.  Laboratuvar-dlgekte  kiiciik
hacimlerde yan-iirlin olarak asetat olusumu gozlenmezken, format olustugu
goriilmistiir, ayrica 6lgek biiylidiikce format olusum oraninin attigi ve prosesin erken
evrelerine kaydigi goriilmiistiir. SDR kullanildiginda format olusum oraninin ve protein
degredasyon seviyesinin diistiigli gorlilmiistiir. Asetatin  oksijensiz veya oksijen
kisitlamal1 fermantasyonlarda ve glukoz derisimin yiiksek oldugu iiretim ortamlarinda
genellikle prosesin baglangic asamalarinda tiretildigi ve daha sonra formata dontistigi
gozlenmistir. Sonug olarak, glukozun oksijen kisitlamasiyla birlikte kritik parametre
oldugu ve SDR ile iiretimde hGH degredasyonunun %30 diistiigii ve verimin %80

artt1g1 belirlenmistir.
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Trevino et al. (2000) Pichia pastoris ile yaptiklar1 ¢calismada 40X (alkol oksidaz 1)
promotirt ve Saccharomyces cerevisiae o-faktor sinyal dizini kontrolii altinda hGH’yi
liretim ortamina salgilatarak tiretmiglerdir. Oksijen kisitlamali indiiksiyon ile 11 mg/L
hGH fretilirken, yliksek hiicre yogunluklu kiiltiir ortaminda bu miktar 49 mg/L’ye
yiikselmis ve kiiltiir ortamina salgilanan toplam proteinin %40’inin hGH oldugu

belirlenmistir.

Castan et al. (2002) yaptiklar1 calismada yiiksek oksijen ve karbondioksit derisimlerinin
stokiyometrik ve kinetik sabitler {izerindeki etkisini yari-kesikli fermantasyon ile E.coli
konak-hiicresinde aragtirmiglardir. Karbondioksit derisimi arttiginda maksimum
biiylime hiz1 diiserken, asetik asit iiretimi artmustir. Oksijen derigimi arttiginda ise tistel
biliylime fazi uzamis, bilyiime hizi artmis, buna karsin glukoz basina spesifik oksijen
titkketim hiz1 artmis ve proses sonunda verim diigsmiistiir. Rekombinant hGH {iiretiminde,
oksijence zenginlestirilmis ortamda (%40 oksijen) glukoz besleme hizi ve ortam
derisimi iki katina ¢ikartildiginda hiicre derisimi sadece %77 artmis ve proses sonunda
protein degredasyonu diismesine ragmen toplam tiriin %50 azalmigtir. Oksijen derisimi
artirtlincaya kadar ¢ok diisiik seviyede olan format ve asetik asit olusumuysa sirastyla
0.35 g/L ve 0.43 g/L’ye yikselmis, bu artisin hiicrelerin parcalanmasindan
kaynaklandig1 diisiiniilmiistiir. Sonug olarak, referans ortamda 100 au hGH fiiretilirken

bu miktar oksijence zenginlestirilmis ortamda 37 au’ya diismiistir.

Eurwilaichitr et al. (2002) Pichia pastoris konak-hiicresinde yaptiklar1 calismada
E.coli’den alman hGH c¢cDNA’sinin ilk 20 amino asitinin Saccharomyces cerevisiae ve
Pichia pastoris’den alanlarla degistirerek, PCR ile glutamik asit ve alanin (glu-ala)
icermeyen sentetik hGH genini sentezlemislerdir. Arastirmada Pichia pastoris’de
karbon kaynagi olan metanoliin farkli konsantrasyonlar1 ve farkli indiiksiyon stireleri
denenerek optimum kosullar, {i¢ giin indiiksiyon siiresi ve %3 (v/v) metanol derisimi
olarak belirlenmistir. Bu kosullarda ulasilan en yiiksek hGH derisimi 190 mg/L olarak

Olciilmiis ve tiretilen hGH’nin dogala 6zdes yapida oldugu goriilmiistiir.
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Soares et al. (2003) yaptiklar1 ¢alismada E.coli konak-hiicresinde rekombinant insan
bliylime hormonunun periplazmik {iiretimine etki eden parametreleri incelemislerdir.
Arastirmada APy promotir1 kontrolii altinda 4 farkli sinyal-peptit iceren vektdrlerin
tiretim performanslart karsilastirilmistir. Sonuglar 6 saat, 40-42°C’de, zengin ortamda
fermentasyon ile DsbA sinyal dizini tastyan vektoriin W3110 mikroorganizmasinda en
ylksek hGH {iretim kapasitesine sahip oldugunu gostermis ve hGH {iiretim oran1 dogal
hGH sinyal dizinini tasiyan referans vektore oranla 2.5 kat artirilarak 3.9ug/ml/Aggo

olarak dl¢iilmiistiir.

Tabandeh et al. (2004) yaptiklar1 ¢alismada 1sil-indiikleme yontemi ile E.coli’de hGH
tiretimini ve karbon kaynagi etkisini arastirmislardir. Hiicre yogunluklari tanimli ve
zengin ortamda sirasiyla 25 ve 60 g/L olarak Olciiliirken, fermentasyon siiresi zengin
ortamda 41 saatten 32 saate diigmiistiir. Zengin ortamda 2 g/ rekombinant hGH
tiretilmig, karbon kaynagi olarak glukoz yerine gliserol kullanilarak ve {istel besleme
stratejisi uygulanarak bu miktar 2.7 g/L’ye yiikseltilmis, ayrica hiicre derisimi de 100
g/L’ye ulagmistir.

Calik et al. (2008) yaptiklart ¢alismada Pichia pastoris konak-hiicresinde hGH
tiretimini gergeklestirecek ve iiriiniin saflagtirtlmasini kolaylastiracak bir ekspresyon
sistemi tasarlamislardir. Bu amagla hGH cDNA’sinin 5’ ucuna; EcoRI restriksiyon
enzim konumu, 6xhis tag dizini, Faktor Xa proteaz taniyici dizini PCR tepkimesi ile
eklenmis ve elde edilen hibrit dizin pPICZoA plazmidine klonlanmistir. Tasarlanan
sistem ile, 24 saat fermentasyon sonucunda 115 mg/L hGH derisimine ulagilmistir.
Uretilen hormon, his-tag dizini tasimasindan yararlanilarak, afinite regine ile %85
oraninda saflastirilmistir.  Saflastirllmis hormonun MALDI-ToF MS ile analizi
sonucunda, standart hGH’den 1573 Da daha biiyiik oldugu goriilmiistiir, bu farkin N-
ucuna eklenen 12 amino asitten kaynaklandig: diisiiniilerek saflagtirilmig hormon Faktor
Xa proteaz ile inkiibe edilmistir. Faktor Xa proteaz ile inkiibasyondan sonra, %88
saflikta hGH elde edilmis ve yapisinin dogala 6zdes oldugu MALDI-TOF MS analizi ile

ispatlanmugtir.
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Cizelge 2.1 hGH iiretimiyle ilgili kaynak aragtirmasi; konak-hiicre: E.coli

Mikroorganizma Plazmit (ler) Promotir | Sinyal peptit| Ortam Chan " l:etlm Chqﬂ olg:u.m Sonuglar Kaynak
tipi yontemi
E.coli 294 pHGH107 lac - - Hiicre-igi RIA 2.4 pl/ml metillenmis hGH {iretilmistir. | Goeddel et al.
1979
phGH-1
pGH-L8 En yiiksek hGH iiretim oran1 pGH-L9
E.coli HB101 pGH-L9 trp - - Hiicre-ici RIA plazmidi kullanilarak, 168,7ul/ml Ikehara et al.
pGH-L11 metilenmis hGHolarak elde edilmistir. 1984
pGH-L13
pCT-1
pPreHGH207-2 plaz-mitiyle 450,
pPreHGH207-2 trp pre-hGH pAPH-1 plazmidiyle 230 ng/ml/Ass Gray et al.
E.coli 294 pAPH-1 phoA pho-hGH Zengin Periplazmik RIA dogaliyla ayn1 yapida hGH iiretilmistir. 1985
Becker and
10-15 pg hGH/ Agg periplazmik olarak | Hsiung 1986;
E.coliK-12 pOmpA-hGHI Ipp-lac ompA Zengin Periplazmik RIA iretilmistir ve toplam hGH’nin %72’si Hsiung et al.
RV308 pOmpA-hGH2 Hiicre-igi ELISA periplazmik bosluga salgilanmustir. 1986;
Hsiung et al.
1989
kil geni ve Ex promotir tagiyan p8hGHI1
Hiicre-dis1 plazmidi kullanildiginda hiicre zarinin
E.coli HB101 p8hGH1 Ex-K Bacillus Zengin Hiicre-ici RIA gecirgenligi artmig ve iiretilen hGH nin Kato et al.
pPShGHI11 Ex alkalophilic Periplazmik %551 (11.2mg/1) hiicre-disina %42’ 1987
periplazmaya %3’{i sitoplazmaya
salgilanmustir.
Diisiik fosfat derisimli ortamda phGH4L
plazmidi ve w3110 konak-hiicresi
E.coli 294 phGH4R phoA STII Zengin Periplazmik RIA kullanilarak 15.4 pg hGH/ml/ Assg Chang et al.
E.coliW3110 phGHA4L iiretilmistir. Uretilen hGH’nin %901 1987
periplazmik bosluga salgilanmustir.
E.coli MC1061 pAT153 Sentetik - Zengin Hiicre-ici ELISA Yar kesikli glukoz besleme stratejisi Jensen and
promotir kullanilarak 2000mg/l MAE-hGH Carlsen 1990

iretilmistir.




Cizelge 2.1 devam.

pGHV40 ompA En yiiksek hGH iiretim oran1 pGHR10
pGHV42 npr plazmidi ve W3110 konak-hiicresi
E.coli 294 pGHV45 tac npr Zengin Periplazmik ELISA kullanilarak 76.1 mg/1 olarak elde Uchida et al.
E.coli W3110 pGHR10 npr edilmistir ancak tim plazmitlerle 1997
pGHR12 npr iiretilen hGH nin 20 kDa biiyiikliigiinde
pGHRI13 npr oldugu goriilmiistiir.
E.coli BL21 pT2GH lacUVS5 - Zengin Hiicre-ici Western blot | 9 g hGH /1 sitoplazmik olarak Shin et
SDS-PAGE | iiretilmistir, iiretilen hGH’nin %80’ nin al.1998b
sitoplazmada ¢oziinmedigi gorillmiistiir.
Coziinmiis oksijen %20-25 seviyesinde
E.coli k802 - - - Zengin Hiicre-igi ELISA tutularak ve glukoz yerine gliserol Zhang et al.
kullanilarak hiicre derisimi 38.6’dan 1998
118.8 g/I’ye yiikselmistir.
E.coli W3110 pRB322 derivatif - - Taniml Hiicre-igi HPLC En yiiksek iiretim orani pilot-6l¢ek Bylund ef al.
biyoreaktdrde 75.8 au olarak 2000
Olclilmiistiir.
E.coli M15 pQE 60-hGH T5 - Zengin Hiicre-igi SDS-PAGE | 1.6 g hGH/I iiretim gergeklestirilmistir. Patra et al.
Uretilen hGH nin tamam pH 12.5’de 2 2000
M iire varliginda 100 mM tris
tamponunda hiicre i¢inde ¢ozliniir
formda elde edilmistir.
E.coli W3110 pRB322 derivatif - - Tanimli Periplazmik HPLC 100 au hGH ftretilmistir. Castan et al.
2002
E.coli RRI En yiiksek hGH iiretim miktart DsbA
E.coli W3110 DsbA sinyal peptiti kullanilarak RB791 konak-
E.coli HB2151 pRK248clts APL npr Zengin Periplazmik HPLC hiicresinde 420 pg/ml olarak elde Soares et al.
E.coli RB791 STII edilmistir. 2003
E.coli TP2339
E.coli BMH7118
Karbon kaynagi olarak glukoz ve Tabandeh et
E.coli A6-5 pET21-hgh T7 - Taniml Hiicre-ici ELISA gliserol kullanilarak sirastyla 2 ve 2.7 g al. 2004.
pGP1-2 APL Zengin hGH/1 iiretilmistir.
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Cizelge 2.2 hGH iiretimi ile ilgili kaynaklar; konak- hiicre: Bacillus tiirleri

. . . . . ChGH ChGH olg:um
Mikroorganizma Plazmit (ler) Promotir Sinyal peptit Ortam iiretim tipi | _yéntemi Sonuclar Kaynak
B.amyloliquefaciens | B.amyloliquefaciens Notral proteaz
B.subtilis MT500 phGH324 Dogal proteaz Dogal proteaz Zengin | Hiicre-dist EIA sonlandirici igeren
phGH526 geninin promotir geninin pre- sinyal phGH526 plazmidi Nakayama et
dizini dizini kullanilarak 40 mg al. 1988
hGH/I1 hiicre-digina
salgilanmigtir.
pSM214
B.subtilis SMS118 pSM215 - pSM212 Zengin Hiicre-i¢i | Western blot Franchi et al.
pSM274 1991
pSM250
MWP sinyal peptiti
R2L4 sinyal peptitiyle
pNU211hGH MWP degistirilerek hGH
B.brevis HPD31 pNU211L4hGH pNU211hGH L4 Zengin | Hiicre-dis1 ELISA iretimi 12 kat Kajino et al.
B.brevis 31-OK pNU211R2L4hGH R21L4 arttirllmistir (148 1997
pNU211L15hGH L15 mg/ml). Uretim ortami
ve igletim parametreleri
optimize edilerek hGH
iiretim miktari 240
mg/1’ye kadar
yiikselmistir.
En yiiksek hGH derisimi
B.subtilis 1A751 | pre(subC)::hGH::pUC19 SAP geninin SAP geninin (subC) | Tanimli | Hiicre-dist Kapiler Qy/Vg=0.5 vvim, N=800 | Sentiirk 2006
B.subtilis 1A179 | pre(subC)::hGH::pMK4 promotir dizini pre- sinyal dizini elektroforez | dk™' kosulunda 70 mg/1

olarak elde edimistir.
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Cizelge 2.3 hGH iiretimi ile ilgili kaynaklar; konak-hiicre: Pichia pastoris

. . . . . ChGH ChGH olgzum
Mikroorganizma Plazmit (ler) Promotir Sinyal peptit Ortam iiretim tipi yontemi Sonuglar Kaynak
Oksijen kisitlamali indiksiyon ile 11
P.pastoris GS115 | pPICO9hGH22K AOX1 S.cerevisiae Zengin Hiicre-dis1 | Western-blott | mg hGH /1, ytiksek hiicre Trevino et al.
a-faktor yogunluklu kiiltiir ortaminda 2000
49 mg hGH/I iiretilmistir.
72 saat indiksiyon siiresi ve %3 Eurwilaichitr
P.pastoris KM71 phGHI1 - MFa-1 Zengin Hiicre-dis1 | SDS-PAGE | (v/v) metanol derigimi ile ulagilan et al. 2002
PhGH2 en yiiksek hGH derisimi 190 mg/1
olarak 6l¢iilmiistiir.
24 saat fermentasyon sonunda 115
mg/l hGH derigimine ulagilmistir.
Uretilen hormon his-Tag afinite
SDS-PAGE | yontemi ile %85, ardindan
P.pastoris X33 pPICZaA AOX1 - Zengin Hiicre-dis1 uydulanan Faktor Xa proteaz Calik et al.
Western-blott | inkiibasyonu ile %88 saflikta elde 2008

edilmistir. Saflastirilmis Giriiniin
dogala 6zdes yapida oldugu
MALDI-TOF analizi ile
ispatlanmustir.
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Cizelge 2.4 hGH iiretimiyle ilgili kaynak arastirmasi; biyoreaktor isletim parametreleri: E.coli

Biyoreaktor isletim kosullar: Besleme | Uretim SONUCLAR
Mikroorganizma | Biyoreaktor/ T pH Vi N [Q,/V |DO%| Tiri |Ortamy/ hGH hGH Chgu | Cxc | Ca |KAYNAK
Isletim () (dm*) | (dk™) |Vvm Karbon iiretim olciim g/l g/l g/l
Tiirii kaynag tipi metodu
Kesikli 30 | 7.2 - >500 1 >20 - 0.4 30 10
E.coli MC1061 Kemostat 30 | 7.2 1.3 > 500 1 >20 | Sirekli 0.12 30 1.6 | Jensen and
Yari-kesikli 30 | 7.2 - > 500 1 >20 | Siirekli | Kompleks/ | Sitoplazmik | ELISA 1.0 40 2-3 Carlsen
Geri Glukoz 1990
Yari-kesikli 30 7.2 - >500 1 >20 | besleme 2.0 40 0
stratejisi
E.coli Stirekli: | Kompleks/ SDS-
BL21(DE3) Yari-kesikli 37 | 6.75 - - - 40 dinamik Glukoz Sitoplazmik | PAGE/ 15* 70 0 Shin et al.
Western 1998a.
blott
Kompleks/ SDS-
E.coli BL21 Yari-kesikli 37 | 6.75 - - - 40 | pH-stat Glukoz Sitoplazmik | PAGE/ 9 90 0 Shin et al.
Western 1998b
blott
Lab. Olgek 30 | 7.0 9 1000 1.4 - Siirekli 64.6 90 0
Yari-kesikli Bylund et
E.coli W3110 SDR 30 | 7.0 - 1000 1.4 - Stuirekli | Kompleks/ | Sitoplazmik | HPLC 75.8 80 20 al. 2000
yari-kesikli Glukoz
Pilot-6lgek 30 | 7.0 3000 205 1.4 - Stirekli 41.7 95 30
Yari-kesikli
E.coliK-12 Yari-kesikli: 34 | 7.0 4 <1000 1 20 Siirekli - 75 0.5 Castan et
W3110 Hiicre iiretimi Tanimmly | Sitoplazmik | HPLC al. 2002
Yari-kesikli: 34 | 7.0 6 <1000 | 20 Stirekli Glukoz 37au - 0.7
hGH iiretimi
pH-stat Tanimly/ - 25 - Tabandeh
glukoz et al. 2004
E.coli A6-5 Yari-kesikli 30 | 7.0 - 400- 1 >40 | pH-stat | Kompleks/ | Sitoplazmik | ELISA 2 60 2
900 glukoz
Stirekli: | Kompleks/ 2.7 100 1
Dinamik | gliserol
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Cizelge 2.5 hGH iiretimiyle ilgili kaynak aragtirmasi; biyoreaktor isletim parametreleri: Bacillus subtilis

Biyoreaktor isletim kosullar: Uretim SONUCLAR
Mikroorganizma | Biyoreaktor | T pH A\ N Q,’V | DO% | Besleme | Ortamy/ hGH hGH Chgu Cxc KAYNAK
Isletim (C) (dm’) | (dk™") | Vvm Tiirii | Karbon | iiretim olciim g/l g/l
Tiirii kaynag tipi metodu
B.subtilis MT500 Kesikli 30 6-7 1 - - 0-70 0.006 - Nakayama
- Taniml/ | Hiicre-disi Western etal. 1988
glukoz Blott
Yari-kesikli | 30 | 6.5-7 4 - - 0-10 0.04 0.35
500 0.5 0.036 1.3
Western
B.subtilis 1A751 Kesikli 37 7.25 0.55 700 0.5 - Kesikli Tanimli/ | Hiicre-dist blott 0.054 175 Sentiirk
800 0.5 Glukoz 0.07 1.9 2006
Kapiler
800 0.7 Elektroforez | 0-00 2.1
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2.1.1 Hidrojen iyonu derisimi: pH etkisi

Mikroorganizmalar, ortamdaki hidrojen iyonu derisimi degisse de, hiicre-i¢i pH
degerlerini korurlar. Ancak pH degistiginde, hiicre g¢eperi boyunca olusan proton
gradyenini sabit tutabilmek i¢in harcanan Gibbs serbest enerjisi nedeniyle hiicre
metabolizmasinda degisim olur. Bagka bir deyisle, biyokimyasal reaksiyonlarin
gerceklestigi mikrobiyoreaktorler olan mikroorganizmalar, her ne kadar hiicre-i¢i pH
degerlerini sabit tutma yetenegine sahip olsalar da, ortam pH’1nin degismesi, hiicre-i¢i
metabolik akilarda sapmaya neden olur. Endiistriyel biyoteknolojik tirlinlerin iiretiminde
kullanilan farkli tiir mikroorganizmalarin, hiicre-i¢i pH degerleri ve metabolik yol izleri

farkli oldugu i¢in, her bir mikroorganizma tiirii i¢cin optimum {iretim ortam1 pH’1 veya

pH aralig: farkhidar.

Ortam pH’ina bagli olarak hiicre-i¢i tepkimeler ve hizlar1 degisecegi i¢in, baslangic
ortam pH’1, ve kontrollu/kontrolsuz pH isletim stratejileri verim ve secimliligi etkiler.
Baz1 biyoprosesler i¢in kontrollii pH stratejisi verim ve se¢imliligi artirirken, bazilarinda
kontrolsuz pH artirir (Calik et al. 2002). Bu nedenle, kullanilacak pH araligi ve

stratejisi, mikroorganizmaya ve iiriine spesifik olarak belirlenmelidir.

Siireli yayinlarda hGH {iretimine iliskin caligmalara bakildiginda biyoreaktor isletim
parametrelerinin incelendigi ¢ok az calisma oldugu goriilmektedir (Nakayama et al.
1988, Jensen and Carlsen 1990, Shin et al. 1998a., Shin et al. 1998b., Bylund et al.
2000, Castan et al. 2002, Tabandeh et al. 2004). Bu calismalarin tamaminda, optimum
pH aralig1 incelenmeksizin veya sonuglarda sunulmaksizin bir pH degeri secilmis ve bir
calisma hari¢ (Nakayama et al. 1988) kontrollu igletim stratejisi kullanilmistir. Ayrica,
insan biiylime hormonu iiretimi iizerine yapilan ¢alismalarin hi¢ birinde pH’in iiriin,
yan-iiriin, oksijen aktarimi ve metabolik akilar iizerindeki etkisi incelenmemistir. hGH
tiretimine iliskin ¢aligmalarda kullanilan pH degerleri ve pH isletim stratejileri Cizelge

2.6’da Ozetlenmistir.

Literatiirde, Bacillus tiirlerinde pH’in biyoproses siiresince iiriin, yan-iiriin, oksijen

aktarimi1 ve metabolik akilar {izerinde etkisinin ayrintili olarak incelendigi ii¢ ¢alisma
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yer almaktadir (Calik et al. 2002, Calik et al. 2003, ileri and Calik 2006). Calik et al.
(2002), yaptiklar1 ¢alismada kontrollu ve kontrolsuz pH isletim stratejilerinin dogal
Bacillus licheniformis ile serin alkali proteaz (SAP) firetimi {izerindeki etkisini
arastirmislardir. Caligsmada, baslangic pH’1 etkisi 7.0-7.5 araliginda incelenmis ve bu
aralikta en yiiksek SAP aktivitesinin elde edildigi pH 7.25 kosulunda kontrollu pH
igletim stratejisi uygulanmistir. Calismada elde edilen sonuglar, baslangi¢ pH’inin
degismesinin; glukoz tiikketim hizini, hiicre derisim profillerini, ¢dziinmiis oksijen
konsantrasyonlarini, SAP aktivitesini ve yan-iiriin dagilimlarini degistirdigini
gostermistir.  Ayrica, aynt pH degerinde, pH kontrolsuz isletimden pH kontrollu
isletime geg¢ilmesinin de benzer sekilde proses verimini ve se¢imliligini degistirdigi
gorlilmiistiir. Aymi aragtirma grubunun 2003 yilinda yayinladiklart calismada
rekombinant Bacillus licheniformis ile, pH 6.8-7.25 araliginda SAP {iretimi i¢in
optimum kosullar belirlenmistir. Bu iki ¢alismadan elde edilen bulgular, Cizelge 2.7’ de
Ozetlenmistir. Maksimum SAP aktivitesi, pH 7.1 kosulunda kontrolsuz isletim ile
A=900 U cm” olarak bulunmustur, aym pH degerinde kontrollu isletime gegildiginde
aktivite 720 U cm e diiserken, kontrolsuz isletimde baslangic pH’1 7.0 segildiginde
gdzlenen maksimum SAP aktivitesi 700 U cm™e diismiistiir. Arastirma sonuglari acik¢a
gostermektedir ki, belli bir biyoteknolojik {irtiniin iiretimi i¢in se¢ilen pH degerinin dar
bir aralikta degismesi dahi, proses verimi ve se¢imliligi {lizerinde Onemli fark

yaratabilmektedir.

Ileri and Calik (2006), Bacillus tiirlerinde pH’1n hiicre-i¢i ve hiicre-dis1 metabolitler
tizerindeki etkisinin incelendigi tek calismadir. Bu c¢alismada, Bacillus licheniformis
konak-hticresi ile B-laktamaz biyoprosesi igin pH stratejisinin hiicre-i¢i ve hiicre-dis1
metabolitler lizerindeki etkisi pH 6.5-7.5 araliginda kontrollu pH stratejisi ile ve pHo
7.5°da kontrolsuz pH stratejisi ile arastirilmistir. En yiiksek enzim aktivitesi A= 57 U
cm” olarak kontrolsiiz pH stratejisiyle elde edilirken, kontrollu pH stratejisi kullanilarak
pH 6.75 ile bu degere ¢ok yakin olan A= 54 U cm™ p-laktamaz aktivitesine ulasilmustir.
Calismada, N, K ve H' profilleri c¢ikartilarak, sistemde membran boyunca
elektrapotansiyel gradyeni sabit tutan N'-K~ pompasinin yani sira N'-H" pompasinin
oldugu belirlenmistir. Hiicre-igindeki toplam amino asit ve organik asit derigsimlerinin,

hiicre-disina salgilanandan sirastyla 580- ve 20 kat fazla oldugu goriilmiistiir. Uretim
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ortami1 pH’1nin artmasinin, hiicre disina salgilanan iki temel yan-iiriinden asetik asit

derisimini artirirken, laktik asit derigimini diistirdiigii belirlenmistir.

Bacillus tiirleri ile yapilan ¢alismalar (Calik et al. 2002, Calik et al. 2003, Ileri and
Calik 2006) incelendiginde, aym1 mikroorganizma kullanilsa dahi, optimum pH
degerinin ve isletim stratejisinin farkli prosesler i¢in farkli oldugu goriilmektedir. Bu
sonug, insan biiyiime hormonu {iiretimi prosesi i¢in pH incelemesinin literatiirdeki

boslugunu ve dnemini isaret etmektedir.

Cizelge 2.6 hGH iiretimiyle ilgili kaynak arastirmasi; kullanilan pH degerleri ve isletim

kosullari

Mikroorganizma |pH |PHisletim KAYNAK
stratejisi

E.coli 72 Kontrollu Jensen and Carlsen 1990
E.coli 7.2 Kontrollu Zhang et al. 1998
E.coli 6.75 | Kontrollu Shin et.al. 1998a,b
E.coli 7.0 Kontrollu Patra et al. 2000
E.coli 7.0 Kontrollu Bylund ez al. 2000
E.coli 7.0 Kontrollu Castan et al. 2002
E.coli 7.0 | Kontrollu Tabandeh ez al. 2004
Bacillus subtilis 6-7 | Kontrolsuz Nakayama et al.1988
Pichia pastoris 5.8 Kontrollu Travino et al. 2000
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Cizelge 2.7 Bacillus tiirii mikroorganizmalar ile SAP iiretiminde pH isletim kosulu etkisi

Mikroorganizma QO%R E;g:ll: (I? o) (kgC ) (kg?r?% (k(gjﬁ’) KAYNAK
pH Kontrolsuz
pHo=7.00 170 2.3 0.03-0.85 | 0.06-0.30
pHo=7.25 390 1.7 0.05-1.20 | 0.02-0.50
250 di pHo=7.50 330 1.6 0.06-1.45 0.03-0.45 | Calik et al.
B.licheniformis pH Kontrollu 2002
tvvm T pH=7.5 GP 310 13
pH=7.5 PP 240 1.7
pH=7.5 EP 35 12
pH Kontrolsuz GP | PP | GP | PP
pHo=6.80 700 25 1050 | 025 | 030 [0.20
pHo=7.10 900 25 1023|013 | 038 [0.20
250 dic! pHo=7.25 850 25 | 1.52 | 0.13 | 0.45 [0.56| Calik et al.
r-B.licheniformis pH Kontrollu 2003
GHVISLzabe) | 02V R 450 25 025|060 | 0.14 [0.10
pH=7.10 720 25 1015 | 1.50 | 0.15 |{0.40
pH=7.25 620 25 | 024 | 1.10 | 0.15 {0.90

Agap ¢ SAP aktivitesi
PP: Uretim fazi

GP: Cogalma fazi

Coa : Toplam organik asit derisimi (hiicre-dis1)
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EP: Tiim fermentasyon siireci

Cx: hiicre derisimi

Caa : Toplam amino asit derigimi (hiicre-dist)



2.1.2 Oksijen aktarimi etkisi

Aerobik fermentasyon proseslerinde mikrobiyal hiicreye oksijen aktarimi, metabolik
akilarin degismesi ve metabolik yolizlerinin etkilenmesi nedeniyle iiriin olusumunu
etkiler. Bu nedenle mikroorganizmanin fizyolojisiyle ilgili biyoreaktor performansinin
belirlenmesi i¢in mikroorganizma oksijen ihtiyacinin aydinlatilmas1 gerekmektedir.
Genel olarak, metabolik yolizlerinin ve hiicre ¢ogalma profillerinin analizine gore bazi
biyoprosesler yiiksek oksijen aktarim hizi gerektirirken, bazilar1 i¢in diisiik oksijen

aktarim hizi se¢ilmesi gerekir (Calik et al. 1998).

Siireli yayinlarda insan biiyime hormonu iiretimine iligkin ¢aligmalar incelendiginde
oksijen aktariminin biyoproses verimi {izerine etkisinin incelendigi bir ¢alismanin yer
almadig1 goriilmektedir (Cizelge 2.4 ve Cizelge 2.5). hGH iiretimi ile ilgili
caligmalardan ikisinde ¢oziinmiis oksijen %20°de tutulurken (Jensen and Carlsen 1990,
Castan et al. 2002), li¢ calismada %40’da tutulmustur (Shin et al. 1998a,b, Tabandeh et
al. 2004), ancak bu c¢aligmalarin hi¢ birinde karistirma hizinin ve hava giris hizinin iiriin
verim ve se¢imliligi lizerine etkisi arastirilmamigtir. hGH iiretimi prosesi i¢in oksijen
aktarim etkisinin incelendigi ilk ¢alisma arastirma grubumuzda yapilmistir, bu
calismada N= 500, 700, 800 dk™' karistirma hizlarinda Qo/Vr= 0.5, 0,7 vvm hava giris
hizlarinda oksijen aktariminin verim ve se¢imlilik iizerindeki etkisi, tanimli ortamda 1 L
hacimli biyoreaktorlerde arastirilmistir (Sentiirk 2006). Bu ¢alismada hGH iiretimi igin
en uygun oksijen aktarim kosulu, 800 dk karistirma hizi ve 0.5 vvm hava giris hiz1

olarak belirlenmistir.

Oksijen aktarim hizinin iiriin verim ve se¢imliginin yani sira, yan-iiriin dagilimlarini ve
metabolik akilar1 etkiledigi bilinmektedir. Calik et al. 1998, Bacillus tiiri
mikroorganizma kullanilan biyoprosesler i¢in oksijen aktarim stratejisinin iiriin ve yan-
iiriin dagilimlarina etkisinin ayrintili olarak incelendigi ilk ¢alismadir. Bu caligmada,
Bacillus licheniformis mikroorganizmasi ile SAP iiretim prosesi i¢in oksijen aktariminin
etkisi, taniml1 ortamda, 3.5 dm® hacimli biyoreaktorlerde, 1 vvm hava giris hizinda N=
150, 500, 750 dk™' karistirma hizilarinda incelenmis, kosullar sirastyla diisiik- (LOT),
orta- (MOT) ve yiiksek- (HOT) oksijen aktarim kosulu olarak adlandirilmistir. En
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ylksek SAP aktivitesi, MOT kosulunda 441 U cm” olarak bulunmustur. Calismada
farkli oksijen aktarim kosullari i¢in, substrat tiiketim hizinin biyokiitle tiretimiyle dogru
orantilt olmadig goriilmiistiir. Bu sonu¢ karistirma hizinin degismesinin hiicre
metabolizmasini degistirdigini isaret etmektedir. Hiicre derisimi ve ortamdaki amino
asit derisimlerinin LOT ve HOT kosullarinda, MOT kosulundaki degerlerinden daha
ylksek oldugu goriilmiistiir. Bu sonu¢ ortamda bulunmayan amino asitlerden bir veya
daha fazlasinin hiicre metobolizmas1 iizerinde regiile edici etkisi oldugunu isaret
etmektedir. Bu calisma, oksijen aktariminin hiicre metabolizmasi iizerindeki etkisininin
gostererek, oksijen aktarim stratejisinin biyoprosese spesifik olarak belirlenmesinin
gerekliligini isaret etmektedir. Bu calismay1 takiben yapilan iki c¢alisma ile, Bacillus
licheniformis ile SAP {iretimi i¢in biyoproses siiresince hiicrenin gosterdigi metabolik
davranis analiz edilmis ve oksijen aktariminin metobolik akilarin dagilimmi nasil
etkiledigi aragtirilarak, iiretimi kisitlayan muhtemel darbogazlar tahmin edilmistir (Calik
and Ozdamar 1999, Calik et al. 1999). Oksijen aktarrminin metabolik yolizlerine
etkisinin bilinmesi, verim ve se¢imliligin diigmesine neden olan regiilasyonlarin
aydinlatilmasinin yolunu acar. Uretimi artirmasi beklenen metobolitlerin akilarmin
metabolik miihendislik teknikleriyle artirilmasi veya verimi artiracak metabolitlerin
ortama eklenmesi ile ortam tasarimina gidilmesi mimkiindiir. Ancak bu tip bir
metabolik tasarimin veya ortam tasariminin yapilabilmesi i¢in, metabolik yolizlerinin

oksijen aktarimina gosterdigi tepkilerin iyi analiz edilmesi Onciil kosuldur.

Oksijen aktarim hiz1 biyoprosese spesifik olarak degismekle birlikte, bir biyoprosesin
farkli evreleri farkli oksijen aktarim hizlarina gereksinim duyabilir. Calik et al. 2000,
yaptiklar1 c¢alismada, Bacillus licheniformis ile SAP iiretimi biyoprosesi i¢in,
Qo/Vr=0.2, 0.5, 1.0 vvm hava giris hizlarinda, N= 150, 500, 750 dk! karistirma
hizlarinda oksijen aktarim stratejisinin {iriin ve yan-iiriin olusumu iizerindeki etkisini
arastirmislardir. Bu ¢alismada, en yiiksek SAP aktivitesi, Q,/Vr=0.5 vvm, N=750 dk!
(MOT3>) kosulunda 500 U cm™ olarak gdzlenmistir. Calismada, {iriin ve yan-iiriinlerin
farkli indirgenme derecelerine sahip olmalar1 nedeniyle fermentasyon ortaminda proses
siiresince meydana gelen degisim gbz Oniine alinarak, iki asamali oksijen aktarim
stratejisin verim lizerine etkisi arastirilarak, hiicreler iiretim fazina gelinceye dek hiicre

cagalmasinin en yiiksek oldugu diisiik oksijen aktarim kosulunda (Q,/Vr=0.2, N=750
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dk™), tretim evresinde ise SAP iiretiminin en yiiksek oldugu orta oksijen aktarim

hizinda ¢alisilarak (Qo/Vr=0.5, N=750 dk'l) SAP iiretimi 0.36 kat atirilmistr.

Fermentasyon proseslerinde kiitle aktariminin etkisinin gdstergeleri olan oksijen
tiketim hizinin ve oksijen transfer katsayilarinin belirlenmesi dnemlidir. Biyoproses
karakteristiklerinin zengin ortamda belirlenmesi gii¢ oldugundan bunlarla bir dlgiide
iligkili olan oksijen aktarim karakteristikleri de sistematik arastirmalarda oOncelikle
tanimli ortamda belirlenir (Calik ef al. 1998). ve Calik et al. (2004), rekombinant
Bacillus licheniformis mikroorganizmasi ile karbon kaynagi olarak melas iceren zengin
ortamda SAP {iretim biyoprosesi icin oksijen aktarim etkisini arastirmiglardir.
Calismada, Q,/Vr=0.2, 0.5, 0.7, 1.0 vvm hava giris hiz1 ve N= 500, 750 dk! karistirma
hizlarinda ¢alistimistir. En yiiksek SAP aktivitesi Q/Vrk= 1.0 vvm, N= 750 dk’
kosulunda 2418 U cm™ olarak 48. saatte gozlenmistir. Ancak Qo,/Vg= 0.5 vvm, N= 750
dk™ kosulunda bu degere yakin bir aktiviteye (2250 U cm™) 36. saatte ulasilmistir. Bu
nedenle bu kosul en iyi oksijen aktarim kosulu olarak belirlenmistir. Zengin ortamda
bulunan en iyi oksijen aktarim kosulunun, tanimli ortamda bulunan ile benzer oldugu

gorilmiistiir.

Oksijen aktarimina iligkin literatiirde yer alan c¢aligmalar incelendiginde, oksijen
aktariminin hiicre metabolizmasi ve proses verimi lizerinde 6nemli etkisi oldugu agikca
goriilmektedir. Diger biyoproseslerde oldugu gibi, insan biiylime hormonu iiretimi
prosesi i¢in de verim ve se¢imliligin artirilabilmesi icin uygun oksijen aktarim
stratejisinin belirlenmesi gereklidir. Bu nedenle, hHG iiretimine iliskin ¢aligmalarda
oksijen aktariminin etkisinin incelenmemis olmasi literatiirdeki boslugu isaret
etmektedir. Bacillus tiirlerinde SAP {iiretimi i¢in yapilan ¢alismalar, Bacillus tiirleri ile
hGH iiretimine de 1s1k tutmaktadir, bu ¢alismalarin tamaminda orta oksijen aktariminin
uygun oldugu sonucuna varilmistir (Calik et al. 1998, Calik et al. 1999, Calik et al.
2004). Bu sonug, arastirma gurubumuzda tamamlanan bir ¢alisma ile hGH iiretimi i¢in
de dogrulanmistir (Sentiirk 2006). Yine de optimum oksijen aktarim stratejisinin
belirlenebilmesi i¢in daha dar bir aralikta inceleme yapilmasi gereklidir. Optimum
oksijen aktarim1 kosulunda metabolik akilarin incelenmesi ile dar bogazlarin

belirlenmesi, ileriki ¢aligmalarda uygun metabolik miihendislik tasarimi veya ortam
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tasarimi yontemleri ile hGH iiretiminde verim ve sec¢imliligin artirilmasina olanak

saglayacaktir.

2.2 Biyoteknolojik Prosesler ve Mikro-biyoreaktorler: Mikroorganizmalar

Biyoteknolojik prosesler agagidaki gibi gruplanir:
A. Biyodoniisiim Prosesleri
1. Enzim katalitik tepkimeler
2. Dinlenen (resting) hiicrelerle biyodoniisiim tepkimeleri

B. Biyoprosesler / Fermentasyon Prosesleri

Biyoproses ile iiretim bir karbon (6rnegin: melas, soya, glukoz, vd) kaynaginin girdi
olarak kullanilmasiyla uygun bir organizma ile hiicre i¢cinde olusan ¢ok sayida tepkime
sonucunda gerceklestirilmektedir. Endiistriyel biyoteknolojik {iriinlerin biyoproses ile
tiretiminde genellikle mutant ve/veya genetik olarak modifiye edilerek {iretim kapasitesi
artirtlmis mikroorganizmalar kullanilir. Biyoproseslerde biyoreaktor isletim kosullarinin
kolay gergeklestirilebilir olmasi ve yapilar1 karmagik olmayan biyoreaktor sistemlerinin
kullanilabilmesi &nemli avantajlaridir. Istenen {iriiniin yanisira biyoreaktdr {iriin
karisimindan ayirilmasi gereken ¢ok sayida yan iiriin -amino asitler ve organik asitler,
proteinler, iiretim potansiyeli olmayan hiicre- olusmasi biyoproseslerin 6nemli
dezavantajlar1 olabilirler. Bu nedenle fermentasyon prosesleriyle yiiksek verim ve
secimlilikte istenen iirliniin iiretimi i¢in en uygun biyoreaktor isletim kosullarinin
belirlenmesinin yanisira metabolik miihendislik teknikleriyle mikroorganizmanin
fonksiyonlarmin ve bdylece iiretimdeki darbogazlarin belirlenmesi ve bu darbogazlarin
genetik miithendisligi teknikleriyle asilacak sekilde mikroorganizma gelistirilmesi
gerekmektedir. Sonu¢ olarak, metabolik miihendislik ve genetik miihendisligi
teknikleriyle gelistirilen mikroorganizmalar kullanilarak biyoproses ile iiretimde yan
iirtin olusumu minimuma indirilerek yiiksek verim ve se¢imlilikte istenen iiriin iiretimi

gergeklestirilebilir.

Biyodoniisiim proseslerinde ise tek veya bir-ka¢ basamaktan olusan enzimatik bir

tepkime ile katalizor olarak mikroorganizmanin iirettigi spesifik bir enzimin ya da
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dinlenen (resting) hiicrenin -enzim deposu olarak- kullanilmasiyla {iretim
gerceklestirilir. Bu proseslerde verim ve sec¢imlilik yiiksek olmaktadir. Ancak bu
proseslerde kullanilan enzimlerin tek substratlart vardir ve bu substratlarin hem az
bulunmasi hem de genellikle pahali olmasi prosesin dezavantajlar1 arasinda yer

almaktadir.

Biyoteknolojik proseslerde istenen nitelikte ve nicelikte {iriin iiretmenin birinci kosulu
onu {iretebilen uygun mikroorganizmayr se¢mektir. Mikroorganizmalar farkli iirlin
tiretebildikleri gibi, ayni {iriinii tiretebilen farkli mikroorganizmalar da bulunmaktadir.
Biyoteknolojik iiriinlerin {iretiminde verim ve se¢imliligin artirilmasi igin isletim
kosullart ve ortam bilesimi ne kadar degistirilirse degistirilsin istenen {iriiniin {iretimi
kullanilan mikroorganizmanin kapasitesi ile smirlhidir. Giiniimiizde seleksiyon,
mutasyon ve genetik miihendisligi teknikleriyle verim ve sec¢imliligi yiiksek

mikroorganizmalar gelistirilmektedir.

2.3 Bacillus Tiirleri ve B.subtilis

Bacillus, prokaryot sinifindan, aerobik, spor olusturabilen, ¢ubuk sekilli, gram
pozitif bir bakteri tiiriidiir. Bacillus tiirli bakteriler, toksik olmayan hiicre duvarina sahip,
tek membrani olan, iirettigi proteinleri (enzimleri) hiicre disina aktarabilmek i¢in uygun
mekanizmalara sahip, genellikle patojen olmayan mikroorganizmalardir. Bacillus 0.3-
2.2 um capinda ve 1.2-7.0 um uzunlugundadir. Bacillus’larin guanin+sitozin (G+C)
bilesimi %32-62 arasinda degisir. Bunlarin ¢ogu yan taraflarinda bulunan kirbag ile
kendiliginden hareket edebilirken bazilar1 hareket edemezler. Bacillus’lar tek
hiicrelidirler ve ikiye boliinerek c¢ogalirlar. Bacillus tiirii bakteriler stoplazmalarinda
spor bulundurma potansiyeline sahiptirler. Sporlar yiiksek ve diisiik sicaklik, kuraklik,
osmoz, radyasyon ve kimyasal etkilere karsi vejetatif hiicrelerden daha direnclidirler.
Cevre kosullarinin uygun olmadig1 durumlarda bu tiir bakteriler kotii dis etkenlere karsi
korunabilmek icin spor olustururlar. Spor uygun besi yerinde ve ¢evre kosullarinda
bulundugu zaman aktif olarak faaliyet gdstermeye baslar. Bunlarin metabolizmasi,
siddetli solunum, siddetli fermentasyon ya da hem solunum hem de fermentasyon ile

organik  substratlarin  dissimilasyonunu saglar. Molekiiler oksijen, solunum
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metabolizmasinda terminal elektron alic1 olarak gérev yapar. Bu, bazi tiirlerde azot ile
yer degistirebilir. Genel olarak, spor olusturan Bacillus’lar toprakta bulunurlar. Bazi
tiirleri patojeniktir ve toksinler iireterek hastaliga neden olurlar (Calik 1998, Buchanan

and Gibbson 1974).

Rekombinant mikroorganizma kullanan fermentasyon endiistrisinde konak hiicre
olarak kullanilan Bacillus endiistriyel 6nemi olan bir mikroorganizmadir. Bacillus’lar
degisik karbon kaynaklarini kullanarak, ¢ok yiiksek pH ve sicakliklarda ekstrem
kosullarda kararlilig1 yiiksek triinleri tiretebilmektedirler. Diger mikroorganizmalara
kiyasla molekiiler genetik tekniklerle daha kolay manipiile edilebilirler, metabolitleri ve
proteinleri hiicre disina transfer etme kapasiteleri yiiksektir ve endiistriyel {iretim i¢in
secimli olmalarinin bir diger nedeni de kolaylikla ¢ogalabilmeleridir. Bu grubun tirettigi
ana irilinler; hidrolitik enzimler, antibiyotikler, hasarat ilaglari, niikleotitler, vitaminler

ve diger biyomolekiillerdir (Arbige et al. 1993).

Bacillus aragtirmalar igin; genetik, biyokimyasal ve fizyolojik seviyede en iyi
tanimlanmis prokaryotik organizma olmasi nedeniyle Bacillus subtilis kullanilir. B.
subtilis, lizerinde en fazla calisma yapilmis gram-pozitif prokaryottur. B. subtilis i¢in
bircok plazmit gelistirilmis ve uygun plazmit-vektor sistemleri gelistirmenin farkl
evrelerinde farkli problemlerle karsilagilmistir. Dogal olarak transformasyonla
plazmitleri alma potansiyeli olan B. subtilis endojen plazmitler igermez. Diger bazi
Bacillus suslar da konakgilar iizerinde kolaylikla secilebilir fenotipler vermeyen gizli
plazmitler icerirler. B. subtilis plazmidi ilk olarak Staphylococcus aureus kokenli
plazmitler kullanilarak elde edilmistir. Bunlarin birka¢1 B. subtilis’de replike olur ve
antibiyotik diren¢ saglayan proteinleri iiretir. B. subtilis i¢in bugiinkii plazmitlerin ¢ogu
yine S. aureus plazmitlerine dayanir. Bagarili klonlama kaydedilmesine ragmen, diistik
klonlama verimleri ve plazmit kararsizligi nedeniyle bu plazmitlerin B. subtilis igin
uygun olmadigir bulunmustur. Gram-pozitif bakterilerden kiiciik plazmitlerin tek zincir
bir DNA araiiriinii yoluyla, muhtemelen “rolling-circle” replikasyon ile replike olmalari

onemli bir bulgudur (Bron 1990).
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2.4 Tasimim Mekanizmalari

Metabolizma substratlarinin, iirlinlerin ve yan {irlinlerin hiicre-i¢ine ve hiicre-disina
taginmalari; hiicrenin ¢ogalabilmesi, istenen iiriinleri iiretebilmesi ve fonksiyonlarini
yerine getirebilmesi i¢in dnemlidir. Hiicreler, i¢inde ¢esitli proteinlerin yerlesik oldugu
plazma membranlar ile c¢evrilidir. Bu membranlar, bazi maddelerin gecisini
kolaylastirirken bazilarmin gegisini engeller. Ornegin iyonlar ve gesitli metabolitler
gibi hidrofilik maddelere karsi gegirgen degildir. Membranin bu 06zelligi secici
gecirgenlik olarak adlandirilir. Hiicre igindeki tepkimelerin gerceklesebilmesi igin
girdilerin hiicreye tasimmimi, Uriinlerin ve hiicre i¢inde istenmeyen ve gerekenden fazla

derisimde bulunan maddelerin hiicre disina aktarimi gereklidir (Erincin 1998).

Maddelerin hiicre-dis1 veya hiicre-i¢ci membranlardan gegislerinin oldugu mekanizmalar,

tasimim mekanizmalart olarak adlandirilir. Ug farkli tasinim mekanizmasi vardir:

a. Serbest yayimnma
b. Kolaylastirilmis yayinma
c. Aktif tasinim.

Ik iki mekanizmada, maddeler derisim gradyenine gore yiiksek derisimden diisiik
derigsime dogru tasiirlar. Bunlar pasif proseslerdir ve ekstra bir enerji destegine gerek
duymazlar. Aktif tasinimda maddeler, derisim gradyenin ters yoniinde -derisim artis
yoniinde- de taginabilirler ve Gibbs serbest enerji girisine ihtiya¢ duyarlar. Bakterilerde
bazi substrat ve metabolik iiriinler i¢in taginim mekanizmasi Cizelge 2.8’de verilmis
(Erincin 1998, Nielsen and Viladsen 1994) ve ii¢ tasimim mekanizmast asagida

incelenmistir.

a. Serbest yaymmma: Bir maddenin serbest yaymmma ile membrandan taginimi fi¢

basamaktan olusur.
1. Maddenin hiicre-dis1 ortamdan membran fazina tasinimi
2. Lipid membran boyunca molekiiler yayinma

3. Lipid membran fazindan sitoplazmaya taginim.
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Cizelge 2.8 Bakterilerde bazi metabolitlerin tasinim mekanizmalari

Bilesik

Tasimim Mekanizmasi

Amino asitler
Glukoz
Laktoz
Gliserol
Etanol

Laktik asit
Asetik asit
Karbondioksit
Oksijen

Su

Aktif taginim

Aktif taginim

Aktif tasinim

Serbest ve kolaylastirilmis yayimnma
Serbest yayinma

Serbest yayinma ve aktif taginim
Serbest yayinma

Serbest yayinma

Serbest yayinma

Serbest yayinma

Serbest yayinmada taginim hizi ve net aki, membrandan gecen maddenin derigim
gradyeni ile dogru orantilidir. Eger membran maddeye karsi gecirgense ve membranin
bir tarafindaki derisimi diger taraftan yliksekse, madde azalan derisim gradyenine gore
membrandan ge¢me egiliminde olacaktir. Hiicre-i¢i ve hiicre-dis1 derisim farki ne kadar
fazla ise yiiriitlicii kuvvet o kadar yiiksek olacagindan yaymma da o denli hizli olacaktir.
Ayrica membranin her iki tarafindaki sivilarin farkli hidrostatik basinglari, sivinin
ylksek basingtan distligiine pasif hareketi icin ylriitiici bir kuvvet saglayabilir.
Yiiriitiicii kuvvete aldiris etmeksizin gegirgen membranlar boyunca pasif yayinma
sadece, tasinim prosesi icin serbest enerjideki degisiminin (AG) negatif oldugu yonde

kendiliginden meydana gelir. Serbest yayinma sematik olarak Sekil 2.1°de gosterilmigtir

(Erincin 1998, Bailey and Ollis 1986).
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hiicre-disi hiicre zar hiicre-ici

Sekil 2.1 Serbest yayinma

b. Kolaylastinlmis yayinma: Hiicre zarmmin yapisindan dolayr her kimyasal ve

biyokimyasal madde aymi kolaylikla difiizlenememektedir. Genellikle zardaki
gozeneklerden otirii, kiigilk molekiillerin yaymmmasi1 kolay oldugu halde daha biiytik
molekiillerinki daha gii¢ olmaktadir. Ancak pek ¢ok metabolit kolaylastirilmig yayinma

ile hiicre zarindan daha kolay ve hizli difiizlenebilmektedir.

Kolaylastirilmig yayinma, enerji gerektirmeyen mekanizmalarla bir bilesigin, tastyict
proteinler yardimiyla membrandan gegisinin yer aldigi proseslerdir. Kolaylastirilmis
yaymmada, diflizlenen madde hiicre zarindan bir tasiyict molekiil ile birlesir ve zarin
icinde kolaylikla tasiarak oteki ucta tasiyicidan ayrilir. Sitoplazmik membranda ¢ok
sayida bulunan, permeazlar ve tasiyici proteinler olarak bilinen bu molekiiller,
substratlarina membranlarin dis yiizeyinde baglanir ve membrandan tasiyici-substrat
kompleksinin ayrildig1 i¢ yiizeye gecislerini saglayarak, substrati hiicre igine birakir.
Kolaylastirilmig yayinma, substratin yiiksek derisimden diisiik derisime azalan derisim
gradyeni boyunca tasinmasi agisindan serbest yayinmaya benzerdir. Ancak serbest
yayinmaya kiyasla daha hizli bir prosestir. Bilesik, ancak uygun bos bir tastyici
oldugunda membrana girebilir. Substrat spesifik tasinim mekanizmast olan
kolaylastirilmis yayinmada substrat-tagiyict protein etkilesimi, enzimatik tepkime
mekanizmalarina uyar. Kolaylastirilmis yayinma 6karyotik mikroorganizmalar (6rnegin
fungi) icin genel, ancak bakteriler/prokaryotlar i¢in az rastlanan bir taginim
mekanizmasidir. Fungide/6karyotlarda bu mekanizmayla taginan en 6nemli maddeler

glukoz ve diger sekerlerdir. Prokaryotlarda ise bu maddeler diger mekanizmalarla -aktif
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tasinim veya grup transfer sistemi ile- tagimirlar. Sekil 2.2°de kolaylastirilmis yayinma

goriilmektedir (Erincin 1998, Nielsen and Villadsen 1994).

c. Aktif tasimim: Aktif tasinim, molekiillerin derisim gradyenleri veya iyonlarin

elektrokimyasal gradyenler olusturarak membrandan taginiminin  gergeklestigi

proseslerdir.

Aktif taginim, tasinim prosesinde tasiyict proteinlerin rol oynamasi acisindan
kolaylastirilmis difiizyona benzer. Ancak kolaylagtirllmig difiizyonun tersine, taginim
derisim gradyeninin artan yoniinde olabilir. Aktif tasiim serbest enerji tiiketimi
gerektiren bir prosestir. Taginim prosesi i¢in gereken enerji, ATP molekiiliindeki yiiksek
enerjili fosfat baglarmin parcalanmasi ile veya proteinin yiizeyindeki tastyic1 olarak
gorev yapan diger bir yiiksek enerjili bilesigin hidrolizi ile saglanabilir (birincil aktif
taginim) veya proses, tersinmez olarak kendiliginden yiiriiyen (AG<0), azalan derisim
gradyenine gore hareket eden ikinci bir maddenin esanli taginimina baglanabilir (ikincil
aktif tasinim). Ikincil aktif tasimm sistemleri, glukoz ve diger sekerler icin ve nétral
amino asitler icin belli dokularda bulunurlar. Glukoz, serbest ve kolaylagtirilmis
yaymma disinda Na® iyonlart yardimi ile aktif tasmmaya da ugramaktadirlar.
Bakterilerde ise glukoz, enzimler yardimi ile glukoz-6 fosfata doniistiiriilerek aktif
taginmast gergeklestirilir. Bu taginma igin gerekli enerji ATP — ADP doniismesinden

saglanir. Sekil 2.3 de aktif tasinimin semas1 goriilmektedir (Erincin 1998).

hiicre-disi hiicre zari hiicre-ici
° e “ e ¢

[ ] . [ ] { V\ [ ]

o T [T e e °

o o
® o ¢ ° L T ¢
. o _,Cp
tasiyici protein

Sekil 2.2 Kolaylastirilmis yayimnma
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hiicre-disi hiicre zan hiicre-ici
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ATP — ADP + Enerji
Sekil 2.3 Aktif taginim

2.5 Bacillus Tiirlerinde Hiicre-Disina Tasimim

Hiicrelerin yasam siirecinde yukarida incelenen mekanizmalarla degisik maddeler
sitoplazmaya girer ve igeride olusan metabolitler disar1 ¢ikar. Her maddeye 6zgii olarak
meydana gelen bu gegislerde hiicre duvari, hiicre zar1 ve diger kisimlardan olusan hiicre
zarfinin rolii biiyliktiir. Bacillus tlirlerinde bu zarfin yapisi1 ve fonksiyonlari ile Bacillus

hiicrelerinin proteinleri salgilamasi asagida incelenmstir.

2.5.1 Bacillus hiicre zarfinin yapisi ve fonksiyonu

Bacillus hiicresi yapisal olarak c¢ok basit bir organizmadir. Bacillus’larin hiicre zarfi
(cell envelope), sitoplazmik membran, hiicre duvari ve bazi tiirlerde (B. brevis gibi) S-
tabakasi olarak adlandirilan ve proteinlerden olusan bir dis tabakadan meydana gelen
katmanlar halinde bir yapidir. Hiicre zarfinin primer fonksiyonu, sitoplazmayi
cevrelemek, korumak ve ¢evreyle arasindaki madde tasinimini kontrol etmektir. Cubuk
seklinde olan Bacillus’lar, yiiksek bir ylizey/hacim oranina sahiptirler. Bu, yiiksek hizda
besin transferini ve kokal seklinde olanlarindan daha yiiksek hizda ¢ogalmalarini saglar.
Fakat, cubuk sekilli olanlar kokal sekillilerden daha az kararlidirlar (Bailey and Ollis
1986).
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Bacillus tiirlerinin sitoplazmik zari, sitoplazmayi1 sarar ve hiicre metabolizmasinda
onemli bir yer tutar. Membran; sentez, enerji meydana getirme, sinyal transdiiksiyon,
¢Oziinen translokasyon ve faj baglama konumudur. Hiicre zar1 besinlere karsi yari
gecirgen Ozelliktedir. Kuru hiicre agirliginin yaklasik %5-10’unu olusturur. Bu zarin
baslica %50 protein, %28 yag, %15-20 karbonhidrat i¢eren bilesimi ve ¢ift katmanli bir
yapisi vardir. Stoplazmik membran fosfolipitler ve proteinlerce zengindir. B. subtilis ve
diger cogu Bacillus tiirlerinde, fosfotidil etanolamin esas fosfolipittir ve toplam lipit
agirhginin %20-40’1n1 olusturur. Diger fosfolipitler, kardiolipin ve fosfotidil gliserol
icerirler. Cogu tiirler hi¢ ya da ¢ok az doymamis yag asidi tretir. Toplamin yaklasik
%80’ini teskil eden dallanmis yag asitleri, zar akiciligini muhafaza etmek icin
onemlidir. Kii¢iik oranlarda bulunan izoprenoit lipitler, peptitoglikan ve teikoik asit gibi
duvar polimerlerinin sentezi i¢in lipit tasiyicilar olarak davranirlar. Sitoplazmik
membranin en dnemli gorevlerinden biri ¢dziinen translokasyonudur. Cogu durumlarda,
sok-etiketleme deneylerini tasarlamak veya belirli direng 6zelliklerini ve salgilama
fenotiplerini belirlemek i¢in, Bacillus hiicrelerinde salgilama kinetigini belirlemek i¢in

onemlidir (Harwood et al. 1990).

Bacillus tiirlerinin hiicre duvarlari, sitoplazmik membranlar1 koruyan ve cevreleyen,
dinamik olarak degisken ve esnek yapilardir. Hiicre duvarlar hiicrelerin ¢ogalmasinda,
morfogenesiste, hiicre bdliinmesinde, genom segregasyonunda, hiicre ve c¢evre
etkilesiminde ve materyallerin hiicre-i¢i ve disina taginiminda dnemlidir. Bacillus’larin
hiicre duvar kalinligr 20-50 nm arasindadir. Bacillus tiirlerinin ve diger gram pozitif
bakterilerin hiicre duvari, ¢apraz bagli yar1 gecirgen bir makromolekiildiir. Bacillus
tiirlerinde, bu temel olarak peptitoglikan ve teikoik ve teikuronik asitler gibi anyonik
polimerlerden olusur. Bu anyonik polimerler duvara ampifilik 6zellikler kazandirir.
Bunun yaninda peptitoglikan-anyonik polimer kompleksine kovalent baglarla veya
kovalent olmayan etkilesimlerle bagli degisik oranlarda protein, notral polisakkarit,
lipoteikoik asit ve hiicre duvar1 kompleksinin polielektrolit jel yapisinin parcasi olan
katyonlar hiicre duvarinda bulunurlar. Duvarin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri 6zellikle
sinirlt gozenekliligi ve yuklii gruplarin yiiksek derisiminden dolay1 duvar, sitoplazmik
membran ile mikrogevre arasindaki materyallerin sinirsiz taginimini engelleyebilecek

ozelliktedir. Duvarin, katyon baglama (iyon degisimi) ve membran-bagli enzim
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sistemlerinin etkinligi i¢in uygun iyonik ortam olusturma islevi vardir. Duvarin bilesimi
ve yapisi kiiltiir kosullari ile degisir ve sonug olarak onun gozenekliligi ve iyon-degisme
kapasitesi de degisebilir. Bu degisikliklerin, protein salgilama ve otoliziz gibi diger ilgili
hiicresel fonksiyonlari etkilemesi beklenebilir (Archibald et al. 1993).

B.subtilis’in hiicre duvari yaklagik 12 farkli protein igerir. Bunlardan sadece birkaginin
fonksiyonu bilinir. Bunlar, hiicre duvari bilesenlerini degrade eden ve normal ¢ogalma
ve hiicre boliinmesi i¢in gerekli olan otolitik enzimlerdir. Cesitli Bacillus tiirleri -B.
subtilis disinda- peptitoglikanin disinda protein tabakalarina sahiptir. Bunlar genellikle,
bakterinin en distaki tabakasi olarak diizenli bir kafes olusturan, bir veya iki protein
icerir. Bu tabakalar sadece gram-pozitif bakteriler i¢in tipik degildir. Cogu gram-negatif
bakteriler de bu tabakalara sahiptir. Bu tabakalar gecirgendir ve proteinleri bir taraftan
obiir tarafa gecirmek icin yeterli biiyiikliikte gozenekler igerir (Archibald et al. 1993).
Hiicre duvarimi olusturan makromolekiiller olan peptitoglikan ve anyonik polimerlerin

yapilar1 agagida incelenmistir:

a. Peptitoglikanlarin molekdil yapilari: Adindan da anlagilacag: gibi peptitoglikanlar iki

kisimdan olugsmuslardir:

1. Peptit kismu,
ii. Glikan yani polisakkarit kismi.
Glikan yani polisakkarit, birbirlerine [-1,4-glikozid baglariyla baglanmis, N-

asetilmuramik asit ve N-asetilglikozamin birimlerinden olusur. Her muramik asitin
karboksil grubu, kisa bir peptitin N terminal aminoasiti ile bir amid bag1 olusturur. Cogu
Bacillus tiirlerinde bu peptit bes amino asitten olusur. N-terminal amino asiti L-
alanindir ve diger amino asitler sirayla D-glutamik asit, mezo-diaminopimelik asit ve iki

D-alanindir.

b. Anyonik polimerler: Cogu Bacillus suslarinin duvarlari, teikoik ve/veya teikuronik

asit polimerlerini icerir. Bu anyonik polimerler hiicre duvar1 yapisinin yaklagik yarisini
olusturur ve kovalent olarak bagli olduklar1 peptitoglikan katmaninin dis tarafinda
bulunurlar (bunlar, glikan zincirindeki N-asetilmuramik asitin C-6 daki hidroksil

grubuna fosfodiester bagi ile baglanirlar). Bunlar, teikuronik asitlerde karboksil gruplari
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ve teikoik asitlerde fosfat gruplari olmak {izere yiiklii gruplara sahiptir. Bu gruplar hiicre
duvarmin net yiikiine ©onemli olarak katkida bulunurlar ve bunlar arasindaki
elektrostatik etkilesimler duvarin polielektrolitik bir jel yapisina sahip olmasiyla
sonuglanir. Hiicre duvarinda bulunan anyonik polimerlerin tipleri ve bilesimleri
cogalma kosullariyla degisir. Bacillus hiicrelerinin duvarinda en ¢ok bulunan anyonik
polimer teikoik asittir. Teikoik asitlerde en ¢ok gozlenen yapi, gliserol fosfat
polimeridir. Bacillus hiicre duvarlarindaki teikoik ve teikuronik asit miktarlari, sirasiyla

fosforus ve uranik asit bilesimlerini hesaplayarak belirlenir.

Bunlarin disinda Bacillus hiicreleri yaklasik %1-2 oraninda lipoteikoik asit igerirler. Bu
asitin ¢cogu membranla birlesir fakat bazilar1 ya duvarda hiicre yiizeyinde ya da kiiltiir
ortaminda serbest olarak bulunur. Lipoteikoik asitler yap1 olarak hiicre duvarlarinda
bulunan 1,3-poligliserol fosfat teikoik asitine benzerler. Fakat, onlar bir fosfodiester-
bagl glikolipid veya agil gliserol yoluyla sitoplazmik membrana baglanirlar (Archibald
et al. 1993).

2.5.2 Bacillus tiirlerinde proteinlerin salgilanmasi

Bir proteinin salgilanmasi, onun sentez konumu olan sitoplazmadan hiicre disina
transfer edilmesidir. Salgilanan proteinler ilk olarak sinyal peptitli preproteinler olarak
sentezlenir. Bu sinyal peptit, salgilanacak proteinleri sitoplazmik olanlardan ayirt eder
ve proteinlerin salgilanma yoluna yonelmeleri i¢in gereklidir (proteinlerin salgilanmasi
icin gereklidir). Bu yonlendirme, sinyal peptitin membrana ya direkt olarak ya da
sitoplazmik protein bilesenlerinin i¢inde ¢oziinerek baglanmasiyla meydana gelir

(Harwood et al. 1990).

Salgilanan proteinler, sitoplazmada genellikle son iiciinciil sekillerini alamazlar. Cilinkii
saperonlar olarak adlandirilan ¢oziilebilir proteinler, onlarin katlanmasmi etkiler ve
preproteinleri kismen katlanmamig, translokasyon i¢in yeterli konformasyonda
muhafaza ederler. Translokasyon, proteinin sitoplazmadan ya membrana ya da
membranin i¢ine transfer edildigi bir basamak olarak tanimlanir. Proteinlerin

katlanmasinin Onlenmesi protein salgilanmasi i¢in ¢ok Onemlidir, ¢iinkii eger
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translokasyondan once proteinin ii¢linciil yapisini almasina izin verilirse, protein daha
fazla salgilanamaz. Sinyal peptit, saperon ya da her ikisi yoluyla, “precursor” onun
spesifik membranina yoénelir. Bundan sonra, membrandan 6biir tarafa translokasyon
bilinmeyen bir stille meydana gelir. Translokaz olarak adlandirilan membran protein
kompleksi, salgilanan proteinlerin sitoplazmik membran ve endoplazmik retikulum
membranindan Obiir tarafa transferine aracilik eder. Sinyal peptit, translokasyon prosesi
stirasinda spesifik bir proteaz, sinyal peptitaz tarafindan uzaklastirilir. Translokasyondan
ve sinyal peptitin ayrilmasindan sonra, salgilanan proteinler onlarin katlanmasi
tamamlanana kadar membrana birlesmis olarak kalir. Bu katlanmalar spesifik saperonlar
tarafindan desteklenmektedir. Bu saperonlardan bazilar1 basarili translokasyon i¢in de

gereklidir (Harwood ef al. 1990, Simonen and Palva 1993).

Bacillus’lar gram pozitif oldugundan dolay1, bu tiirler salgilama calismalar i¢in E. coli,
S. cerevisiae ve memeli hiicrelerinden farkli bir model gosterirler. Bacillus salgilamasi

calisilan ilk bakteriyel salgilama sistemidir.

Bacillus turleri hiicre-disina biiyiik miktarlarda protein salgilayabilme potansiyeline
sahip oldugundan, alkali proteaz ve a-amilaz gibi endiistriyel enzimlerin iiretimi igin
kullanilmaktadir. Bacillus tiirlerinde homojen ve heterojen proteinlerin salgilanmasi
hakkinda ¢esitli makaleler yaymlanmustir. Cesitli salgilama vektorleri yapilmis ve ¢ogu

proteinlerin {iretimi ve salgilanmasina yardim edilmistir (Simonen and Palva 1993).

Cogu calismalarda B. subtilis konak-hiicre olarak kullanilmistir. Ciinkli rekombinant
DNA c¢alismasi i¢in gerekli olan vasitalar, B. subtilis i¢in diger Bacillus tiirlerinden daha
iyl gelistirilmistir. B. subtilis’de protein salgilama hakkindaki ¢alismalardan toplanan

bilgiler, diger endiistriyel Bacillus’lara uygulanabilir.

Genel olarak Bacillus’larin basit besin ihtiyaclari, fermentasyon teknolojileri hakkinda
bilgilerin varolmasi, S-tabakasi proteinleri igeren B. brevis’de optimum ¢ogalma
kosullar1 altinda 12 mg/ml’e kadar varan protein salgilama potansiyeli ile birlestiginde

bu organizmalar1 ekonomik isletme i¢in uygun yapar ve bircok Bacillus egzoenzimleri,
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Ornegin amilazlar ve alkali ve ndétral proteazlar endiistriyel 6lgekte iiretilir (Simonen and

Palva 1993) .

Hiicre-dis1 proteinlerin hiicre-i¢inden hiicre-disina taginimlari kompleks bir prosestir.
Hiicre-iginde serin alkali proteaz sinyal peptit, propeptit ve protein (serin alkali proteaz)
olmak ftizere ii¢ kisimdan olusur (Sekil 2.4). Hiicre-dis1 enzimlerin N terminalinde
bulunan sinyal peptitlerin kritik fonksiyonlari, hiicre-dis1 proteinin hiicre membranindan
hiicre-digina transferini saglamaktir. Sinyal peptitler ii¢ boliimden olusur:

i. N terminal ug bolge,

i1. hidrofobik ¢ekirdek ve

iii. C terminal boliimii.
N terminal ucunda bulunan amino asitlerin sayis1 2-7 arasinda degisir ve bu amino

asitlerin ortalama net yiikii 2-3.1 arasindadir. Sinyal peptitin pozitif yiiklenmis N
terminal ucu, hiicre duvarinin negatif yiiklii fosfolipit tabakasi ile etkilesir. Hidrofobik
cekirdek glisin veya prolin amino asitlerinden biriyle sonlanir ve 16zin, izol6zin, valin,
alanin ve fenilalanin gibi yiiksiiz amino asitlerden olusur; bu boliimiin gorevi, hiicre
membrantyla etkilesmesi (span) ve translokasyonu (tasinimi) baglatmasidir. Sinyal
peptit polar amino asitler iceren C terminal boliimiiyle son bulur. Sinyal peptit
enzimden ya translokasyon sirasinda ya da translokasyondan hemen sonra ayrilir (Sekil
2.5). Alkali proteaz enzimi yapisinda, sinyal peptit ve enzim arasinda propeptit adi
verilen bir boliim de bulunmaktadir. Propeptit sadece gram pozitif bakterilerde bulunur
ve yapisinin biiyiik boliimiinii yiiklii amino asitler igerir. Propeptitin protein yapisinda
bircok gorevi vardir. Bunlar; sinyal peptit ayrildiktan sonra membranda aski olarak
bulunmak, hiicre duvarindaki katyonlarla etkilesmek bdylece proteinin ¢oziintirliigiinii
artirmak, proteinin ti¢ boyutlu yapisin1 almasini saglamak ve proteinin N terminal ucunu
proteolitik hidrolizden korumaktir (Nagarajan 1993). Sinyal peptit SAP enziminden

sinyal peptitazlar tarafindan ayirilir (Erincin 1998).

0000000000000

Sinyal peptit  Pro peptit SAP

Sekil 2.4 Hiicre-igindeki SAP’1n sematik gosterimi
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B. subtilis, yukarida anlatilgig1 gibi peptitoglikan ve teikoik yada teikuronik asitten
olusan kalin bir hiicre duvarina sahiptir ve bu hiicrenin etrafinda negatif ytiklii bir kafes
olusturur. Cevreye salgilanan proteinler hiicre duvarini ge¢cmelidir. Bacillus ve yabanci
kaynagin ¢ogu proteinleri, kiiltiir ortaminda kisa bir radyoaktif soktan sonra ortaya
cikarlar. Proteinlerin duvari nasil gectigi yada salgilanan proteinler icin 6zel kanallar

olup olmadig1 bilinmemektedir.

Hizli olarak salgilanan proteinlere ilaveten, uzunca bir siire duvarda kalan bir grup
salgilanmis proteinler vardir. ‘Pulse-chase’ deneyleri bu proteinlerin kiiltiir ortamina
yavas olarak birakildigini gosterir. Bu gibi proteinler, ya biiytikliikleri ve sekilleri ya da
yiiklerinden dolayr hiicre duvarma yakalanmis olabilirler. Onlar sitoplazmik
membrandan disartya dogru meydana gelen hiicre duvari biiyiimesi ile sitoplazmik

membrandan disari itilebilirler.

ocooclooodesesee
I's 4 Sa
Sinyal-peptit Pro-peptit SAP

hiicre duvar

|

D%m..«"% )

hiicre duvari hiicre duvari

Sekil 2.5 Serin alkali proteaz enziminin hiicre-digina taginimi
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Heterojen proteinlerin salgilanmasinda, hiicre duvarina potansiyel bir engel olarak 6nem
verilmemistir. Ancak, Bacillus hiicre duvari en azindan bazi yabanci proteinler igin
siddetli bir engel olusturur. Ornegin insan serum albiimini B. subtilis’de tasinir, ancak
bu, hiicre duvarmin peptitoglikan tabakasi uzaklastirilmadik¢a kiiltir ortamina
salgilanmaz. Bacillus hiicre duvarinin, S. aureus protein A ve Streptococcus protein
G’nin salgilanmasini da geciktirdigi ortaya cikar. B. subtilis’den baska Bacillus tiirleri
ya da farkli zayif hiicre duvarina sahip olan diger dizinler, hiicre duvarina yakalanmis
proteinlerin salgilanmasi i¢in daha uygun konak hiicre olabilirler. Ornegin; B. brevis, B.
subtilis’den daha ince bir peptitoglikan tabakasina sahiptir ve bu proteinlerin hiicre
duvarindan gegerek salgilanmasini kolaylastirir. Ayni zamanda, belirli hiicre duvari
mutantlari {iretim konakgilar1 olarak uygun olabilirler. Ornegin, hiicre duvar1 yapisinda
etkili oldugu varsayilan, ¢esitli Bacillus tiirlerinin bazi antibiyotik-diren¢ mutantlarinin
uygun dogal tiirlerden daha fazla miktarda egzoenzim salgiladigi kaydedilmistir

(Simonen and Palva 1993).

2.6 Genetik Miihendisligi Teknikleri ve Molekiiler Tasarim

Endiistriyel biyoteknolojik iirlinlerin iiretiminde darbogaz olusturan ve kritik bir
basamak olan mikroorganizma gelistirilmesinde genetik miihendisligi ve rekombinant
DNA teknolojisi uygulanmasi ve gelisimi i¢in DNA yapisinin ve fonksiyonlar1 ile
biyokimyasal reaksiyon miihendisligi temellerinin  bilinmesi gerekmektedir (Calik

1998).

2.6.1 Niikleik asitler

Niikleik asitler (DNA, RNA), yasam bilgilerini igeren, bunlar1 saklayan ve proteine
doniistiiriilmesini gerceklestiren biyopolimerlerdir. Iki tiir niikleik asit vardir. Bunlar;
deoksiriboniikleik asit (DNA) ve riboniikleik asit (RNA)’dir. Niikleik asitler diger
polimerlerde oldugu gibi, dehidrasyon sentezi ile birlesen monomerlerden olusmustur.
Niikleik asit monomerleri -niikleotitler- {i¢c birimden olusmustur. Bunlar bir azotlu baz,
bir seker ve bir fosforik asittir. Sekil 2.6’da bir niikleotit biriminin yapist gosterilmistir

(Lehninger 1979).
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a. Azotlu bazlar: N iceren halka seklindeki bazlardir. Niikleotitlerde bulunan azotlu

bazlar piirin ve pirimidin bazlar1 olarak iki gruba ayrilirlar.

1. Pirimidin bazlari: Pirimidin, 1,3-diazindir yani benzen (6’11 karbon) halkasinin 1- ve
3- yerlerinde iki azot molekiilii bulunur. Bunun tiirevleri timin (T), sitozin (C) ve urasil

(U) dir. Sekil 2.7°de pirimidin bazlarinin formiilleri gésterilmistir.

¢
HN™ C—CHy
W= seker
ﬁ (y/&\_"/ i
HO*IP*O\ & / m- baz
H H W= fosfat
H/ \C—C/ \‘l
| |
H H

Sekil 2.6 Niikleotit biriminin yapist

ii. Pirin bazlari: Piirin halkasi, imidazol ve pirimidin halkalarinin kaynasmasiyla
olusmustur. Bunun tiirevleri adenin (A) ve guanin (G) dir. Sekil 2.7°de piirin

bazlarinin formiilleri gosterilmistir.

Bu azotlu bazlar kisaca ilk harfleri ile gosterilirler. Her niikleik asit sadece dort tiir
niikleotit molekiillerinden olusur. DNA’da urasil i¢eren niikleotit, RNA’da ise timin

bazini i¢eren niikleotit bulunmaz (Lewin 1994).

Primidin Purin

| z

/C-':\\
HE M MH & IS

I | l | HE, | HE. |

1
o
| Baz
P

v .. .
? Seker: Nikleotid

Deoksiriboz

Sekil 2.7 Piirin ve pirimidin bazlar
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b. Bes karbonlu monosakkarit: Niikleik asitlerin yapisina giren seker bes karbonlu bir

pentozdur. Fakat pentozun molekiil yapis1 iki tip niikleik asitte farkli olur. D-riboz
seklinde oldugu zaman, niikleik asit, riboniikleik asit (RNA), 2 deoksi-D-riboz oldugu
zaman da deoksiriboniikleik asit (DNA) adin1 alir. Cekirdek baz D-riboz halkasinin 1-3
konumuna baglanmis ise niikleosit, 2 deoksi-D-riboz halkasinin 1-B konumuna
baglanmis ise buna deoksiniikleosit denir. Bu iki pentozun molekiiler yapis1 incelenirse,
aralarindaki fark riboz’da iki numarali karbona bagli hidroksil grubu oldugu halde
deoksiriboz sekerinde bu konumda hidrojenin bulunmamasidir; bu nedenle ikincisi
“oksijensiz” anlaminda “deoksi” on-eki kullanilarak adlandirilmistir (Stryer 1995,

Lewin 1994).

c. Fosfat iyonu: Niikleik asitlerin fosfat kismi, fosforik asidin diesteri seklindedir. Bu

niikleik asitlerin, uzun zincirlerini 3’-5" yerlerinden birbirine baglar. Fosfodiester
kisminda fosfora bagh serbest bir -OH grubu bulundugunda pH ~2 olan giiglii bir asittir
(Lewin 1994).

Genetik bilgi, DNA yapisindaki bazlar tarafindan taginirken; seker ve fosfat gruplari ise
DNA’nin yapisinin olugmasinda rol oynarlar (Stryer 1995). Niikleik asit dizini seker
fosfat omurgasi iizerine oturur. Fosfat monosakkarit omurgast DNA molekiiliiniin dis
kismindadir ve yapisindaki fosfat gruplari nedeniyle negatif yiik tasirlar. Niikleotitlerin
birbirine fosfat baglariyla -5’-ucundan 3’-ucuna-baglanmasi sonucunda olusan zincir

yapt DNA molekiiliiniin primer (birincil) yapisini olusturmaktadir (Sekil 2.8).

DNA ikincil yapisi primidin ve plirin bazlar1 arasinda gergeklesen diizlemsel hidrojen
baglariyla olusur. A ile T iki hidrojen bagi ile, G ile C ii¢ hidrojen bagiyla birbirlerine
baglanirlar (A=T, G=C). Iki zincirin birbirlerine hidrojen bagiyla baglanmalari
sonucunda ortaya ¢ikan yapiya ise DNA’ nin sekonder (ikincil) yapisi denir (Sekil 2.9).
DNA’nin tersiyer yapisi sarmal yapinin ortaya ¢ikmasidir. Bu yapida DNA molekiili
saga ve sola kivrilarak ii¢ boyutlu yapisini olusturur (Sekil 2.10).
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Sekil 2.10 DNA’ nin ii¢ boyutlu yapisi

2.6.2 DNA yapisi ve fonksiyonu

Sekil 2.9 DNA’nin ikincil yapisi

Cift helis DNA, c¢ift sarmalli yapida polimerik bir makromolekiildiir. DNA ipliksi

molekiiliin temel birimi bir organik -adenin(A), sitozin (C), guanin (G) veya timin (T)-

iceren niikleotittir. Bazin, deoksiriboz sekerinin 1’-karbon atomuna, fosfat grubunun da

deoksiriboz sekerinin 5’-karbon atomuna baglanmasiyla DNA molekiiliiniin monomerik

birimi niikleotit olusur. Bir niikleotit deoksiriboz sekerinin 3’°-hidroksil gruplarmin ve
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komsu nitikleotitin 5’-fosfat gruplarinin fosfodiester baglar1 olusturmasi ile binlerce
niikleotitten olusan birincil yapidaki ipliksi DNA makromolekiilii olusur. Ipliksi DNA
molekiilii iizerinde bir niikleotit sarmal DNA’da karsit ipliksi DNA makromolekiilii
tizerinde karsisinda bulunacak niikleotiti belirler; ¢iinkii dort baz (A, C, G ve T) iki
spesifik eslesmis ¢ift olusturabilir: adenin (A) yalniz timin (T) ile (A=T), ve guanin
(G)’de yalmz sitozin (C) ile (G=C) eslesebilir. DNA’daki adenin miktar1 timin
miktarina, guanin miktar1 da sitozin miktarina esittir. Ancak toplam A+T miktarinin,
toplam C+G miktarina orani her tlir mikroorganizma i¢in farklidir. DNA’nin bilesimi
onun G+C miktari ile tanimlanabilir. Bu, farkl tiirler i¢cin %26-%74 araliginda degisir.
Replikasyon olarak adlandirilan DNA’nin enzimatik sentezi sirasinda, mevcut her DNA
ipligi bir kalip DNA gorevi yiiklenerek yeni bir ipliksi makromolekiiliin olusmasini
saglar. Adenin ile timin ve guanin ile sitozin baz-eslesme kosulu yeni sentezlenen
ipliksi molekiiliin niikleotit dizininin dogru olmasini saglar. DNA replikasyonu prosesi
siiresince, her niikleotit dizinine uygun olarak enzimatik tepkime ile -uzayan DNA
ipliksi polimer molekiiliiniin- deoksiriboz 3’-hidroksil grubu gelen niikleotitin 5’-fosfat
grubuna baglanir. Cift helis DNA molekiiliiniin iki ipliksi molekiilii zit yonlere
(antiparalel) gider; boylece DNA polimerinin bir ucunda 3’-hidroksil grubu ve diger
ucunda ise 5’-fosfat grubu bulunur. Cift sarmal yapidaki DNA molekiiliiniin uzunlugu
genellikle eslesmis niikleotitlerin sayisi ile tanimlanir; kisaca baz ¢iftleri sayisidir. Bir
baz-¢ifti mertebesi icin ‘b’, binler mertebesi i¢in ‘kb’, milyon mertebesinde i¢in ‘Mb’
megabaz ciftleri sayisi uzunluk birimi olarak kullanilir. Bir organizmanin yapisinin
olusmasi ve biyokimyasal fonksiyonlari, DNA’da kodlanmis bulunan bilgiye dayanir.
Genetik bilginin 6zgiin birimlerine ‘GEN’ denir. DNA’daki bilgi igerigi niikleotitlerin
0zglin dizinine baghdir. Herhangi bir gen otomatik olarak fonksiyon gdsteremez,
fonksiyonunu gostermesi veya pertiitbe edilmesi icin hiicre bilesenleri tarafindan
bilgilendirilmelidir. Her gen kararli bir yapiya sahiptir ve disaridan bir etki geldigi
taktirde etkilerden dolayr degisimler olabilir. Gen dizininde meydana gelen
degisikliklere mutasyon denir. Mutasyon genetik bilgi yapisindaki bilgi degisimine
neden olur (Lewin 1994).

Mikroorganizmalarin ve Okaryotik hiicrelerin DNA biiyiiklikleri Cizelge 2.9°da

verilmigtir. Bakterilerde ve yiiksek organizmalarda genetik bilgiyi bir jenerasyondan
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Cizelge 2.9 DNA molekiil biiyiikliikleri

Polimer Molekiil ¢capi, D
DNA (Mikroorganizma) 20 A

DNA (Yiiksek organizma)* 110 A

DNA polimeraz 200 A

RNA polimeraz 100 A

Protein (50.000 dalton) 50 A

* Hayvan hiicrelerinin kromozomu bakteri kromozomundan yaklasik 50 kat biiyiiktiir. Bir insan
kromozomu bir bakteriden daha biiyiiktiir.

diger bir jenerasyona c¢ift-sarmal yapidaki DNA tasir (dsDNA). Bazi bakteriyel
viriislerde ise genetik bilgi tek DNA (ssDNA) dizini ile taginir (Lewin 1994).

2.6.3 Mikro-reaksiyon miihendisligi ve mikro-ayirma Islemleri

Genetik miihendisligi ile ilgili tekniklerde, tepkimeler ng mertebesinde DNA ve girdiler
V=20-50pL tepkime karisimi kullanilarak mikro-reaktorlerde yapilir. Tepkime sonrasi
DNA pargalar1 tepkime karisimindan mikro-ayirma islemleri ile (spesifik adsorpsiyon,
iyon degisimi, ekstraksiyon, ¢oOktiirme vd) ayirilir. DNA'nin kimyasal yapisinin
aydinlatilmas1 ve hiicre igindeki biyokimyasal tepkime kosullarinin bulunmasiyla,
bir¢ok tepkimeyi hiicre-disinda reaksiyon miihendisligi teknikleri kullanilarak mikro-
reaktorlerde gerceklestirmek igin gelistirilen yontemler molekiiler biyoteknolojide hizli
gelismenin temelini olusturmustur. Bir DNA molekiiliinii kimyasal olarak “DNA
Sentezleyici” veya “Gen Makinas1” ad1 verilen cihazlarla standart olarak sentezlemek,
DNA Dizin Analiz Cihaziyla gen/DNA dizinini analizlemek, Polimeraz Zincir
Tepkimesiyle (PCR) gen sentezleyerek derisimini artirmak mikro-reaksiyon
miithendisligi prensiplerine uygun olarak gelistirilen mikro-reaktdr sistemlerinde

gergeklestirilir (Calik 1998).

a. DNA’nin kimyasal sentezi: DNA sentezleyicide sentez biyokimyasal tepkimeler ile

degil kimyasal bir proses ile, DNA’nin 5’-hidroksil ucundan baslayarak niikleotitlerin
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sirayla baglanmasi prensibiyle, tiim tepkimeler kontrollu gézenekli cam (KGC/CPG) ile
dolgulu bir tek kolonda, kalma siiresi farkl tepkimelerin ardisik olarak yapilmasiyla
gerceklestirilir. Gelistirilen dolgulu kolon mikro-reaktdr sisteminde ardisik tepkimeler
ve tepkimeyi izleyen yikama islemleri bilgisayar kontrollu olarak yapilir. Kolondaki
tepkime Oncesinde adenin, guanin ve sitozin amino gruplar sirasiyla benzoil, izobiitiril
ve tekrar benzoil gruplar1 eklenerek tiirevleri yapilir ve DNA zincirinin olugmasi igin
yapilan tepkime sirasinda yan-liriin vermeleri Onlenir (timinin amino grubu
olmadigindan tiirevi yapilamaz). DNA molekiilii hangi uzunlukta sentezlenecekse herbir
ardisik tepkime i¢in girdiler kolona pompalanir; tepkimeden sonra yikama ile tepkimeye
girmeyenler uzaklagtirilir ve ikinci basamak tepkimeye gegcilir. Niikleositler, KGC-
silisyum gruplarina bagli hidroksil gruplarina baglanan, ara molekiil (spacer) ad1 verilen
ucunda birinci niikleositin 3’—ucundan bag yapabilecegi fonksiyonel grup bulunan
tagiyict pellet lizerinde, ardisik tepkimelerle istenen dizinde DNA zincirinin olusmasi

i¢in sirasiyla tepkimeye sokulur (Glick and Pasternak 1994).

b. Gen dizininin belirlenmesi: DNA dizini iki yontemle belirlenebilir:

1. DNA dizin analiz cihazinda dogrudan belirlenebilir,

2. Protein yapisindan yola ¢ikarak bulunabilir. Bu yontemde protein molekiilii kiiclik
pargalara boliiniir ve protein dizini protein analiz cihazinda analiz edildikten sonra
protein yapisindan niikleik asit (DNA) dizinine genetik kodlardan yararlanilarak

gecilebilir.

DNA dizin analizinin temeli Sanger veya dideoksi yontemine dayanir. Bu yontemde
ssDNA kalip (template) olarak kullanilir ve primerler yardimiyla ssDNA’larin kopyalar1
tiretilir. Burada kullanilan primerler klonlamanin yapildigr vektoriin  polilinker
bolgesinden segilir. Genellikle mavi/beyaz koloni yontemi ile se¢imi yapildigi igin
kullanilan primerler p-galaktosidaz enziminin gen dizininden secilir. Kullanilan
primerler gen sentezi 3’-ucundan 5’-ucuna dogru ilerlemelidir. Primerler yardimiyla
genin sentezlenmesi icin DNA polimeraz ve dNTP’lere gerek duyulur. Dizin analizi
yapabilmek i¢in ortama hem dNTP’ler hem de ddNTP’ler eklenir. Kalibin kopyasi
tiretilirken DNA polimeraz enzimi her ddNTP eklediginde sentez orada duracaktir.

Ciinkii ddNTP’lerin 3’°-ucu sonra gelecek ANTP’nin 5’-ucu ile fosfodiester bag1 yapacak
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konuma sahip degildir. Pratikte her bir tepkime kabina dort tiir ANTP’ de konur, ancak
ddNTP’lerden sadece bir tanesi tepkime ortamma eklenir. Ornegin; dort dANTP ve
ddATP'nin bulundugu bir tepkime kabinda, DNA dizininin sentezi, polimer her ddATP
ile karsilastiginda duracaktir. Ortamda hem ddATP hem de dATP bulundugu i¢in iki
niikleotit ayn1 yer i¢in yarisacaklar ve tepkimeler sonunda degisik uzunlukta olan -
hepsinin sonu ddATP ile biten- polimer zincirleri senetzlenebilecektir. Bu tepkime
ddATP ile yapildigir gibi diger ddNTP-ddCTP, ddGTP, ddTTP- ile farkli tepkime
kaplarinda yapilip agaroz jelde elektroforetik ayirma ile ayirildiktan sonra polimerin
biiytlikliigiine ve son niikleotit bazina bakilarak dizin tayin edilebilmektedir. Giiniimiizde
ise her bir dANTP farkli bir floresans madde ile isaretlenmekte ve veriler de lazer

tarayicisi ve bilgisayarlar tarafindan giivenle islenebilmektedir (Watson et al. 1992).

c. Polimeraz zincir tepkimesiyle (PCR) gen derisiminin artirilmasi: Polimeraz zincir

tepkimesi (PCR:Polymerase Chain Reaction) spesifik bir DNA'min belirli uzunluktaki
bir hedef bolgesinin dizinini (kalip) hiicre disinda yiiksek derisimde cogaltmak ig¢in
etkili bir yontemdir. Hedef DNA dizininin derisimi, PCR tepkimesi ile her dongiisii ii¢
basamaktan olusan ¢ok sayida (30-60 dongii) ardisik dongii ile iistel olarak artirilir. PCR
ile gen derisiminin artirilmasimin temeli DNA polimeraz enzimi ile ssDNA'nin kalip
olarak kullanilmasiyla DNA par¢asinin derigiminin artirilmasidir. PCR ile hedef genin
derisiminin artirilabilmesi i¢in hedef genin her iki ucundaki DNA dizininin
tamamlayicis1 olan, uygun kosullarda hedef ssDNA'min uglarina baglanabilen, 3’-
hidroksil ug¢larindan sentezin baglamasini ve devam etmesini saglayan ve klonlama i¢in
uygun restriksiyon enzim konumlarini igeren yaklasik 20-30 niikleotitten olusan iki
sentetik oligoniikleotit primer (ileri primer ve geri primer) tasarlanir (Sekil 2.11).
Birbirinden 1s1 etkisiyle ayirilmig iki DNA zinciri de -primerler yardimiyla- ¢ogaltilmasi
sirasinda kalip olarak kullanilabilmektedir. Bir PCR prosesindeki her dongii i 6nemli

basamaktan olusmaktadir (Watson 1992). Bunlar:
1. dsDNA’dan ssDNA olusmasi: PCR sisteminde ilk basamak, tepkime karigiminin

sicakliginin 94°C’ye cikarilmasiyla dsDNA’dan ssDNA olustugu basamaktir. Hedef
DNA'ya ek olarak tepkime kabinda primerler, dort ANTP ve Taq DNA polimeraz
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enzimi de bulunmaktadir. Sicaklik 94°C'ye cikarildiktan sonra tepkime kabi1 1dk bu

sicaklikta bekletilir.

Primerlerin baglanmasi: Ikinci basamakta, sicaklik 94°C’den primerlerin yapigma
sicakligina (~50-60°C) diisiiriiliir. Boylece primerler hedef DNA {izerindeki spesifik
bolgelerine baglanirlar.

DNA sentezi (ds DNA’nin olusmasi): Son basamak olan ii¢lincli basamakta, sicaklik
Tag DNA polimerazin katalitik fonksiyonu i¢in optimum olan 72°C’ye ¢ikartilir ve
boylece herbir primerin 3’-hidroksil grubundan DNA sentezi baslar. DNA
sentezinin tamamlanmasi i¢in gerekli siire hedef DNA'nin biiyiikliigiine (1dk/kb)

bagli olarak degisir (Sambrook and Russell 2001).

PCR: POLYMERASE CHAIN REACTION

lelonlanacals

hedef gen DNA kaynag
Kalip DNA 3 o B
D enaturasyon
- 94 % 1 dk
5" 0 3"
3 5
primerlerin yapigmas:
50-635 %0, 1 dk
) e T
g - = DONGLIST
3 1"’ - 5
P olimeriz asyon
¥ T2, 1-3 dk
. - e 5°
ilk dongna 4 — 3
sonunda g
2dsDNA . __ 5 — 3 )
kopyas1 i 1
olugur
v

bu dangi 2035 kez tekrarlamr,

her dongiide kalip DNA miktar
2 katina gikar

Sekil 2.11 PCR tepkimesiyle gen derisiminin artirilmasi.
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¢. Gen derisiminin 6lcimi

Gen derigimi;
1. Jel elektroforetik, ve
2. UV spektrofotometrik

yontemlerle belirlenebilir.

DNA molekiiliinlin net yiikii -yapisindaki fosfat iyonlar1 nedeniyle- negatiftir. DNA
molekiilleri -molekiil agirliklarindaki farklar nedeni ile- jel elektroforez cihaziyla, bir
elektrik alan uygulanarak ayirilirlar. Uygulanan elektrik alan i¢inde molekiil agirligi en
kii¢iik olan DNA en hizli, en biiyiik olan da en yavas hareket eder. DNA molekiillerinin
ayirilmasinda jel olarak agaroz c¢ok kiicik DNA pargalarinin ayirilmast i¢in de
poliakrilamit kullanilir. Agaroz derisimi %0.7-1.2 (a/h) arasinda amaca gore degisir. Jel
elektroforezin isletilmesi sirasinda voltaj 125V’u asmamalidir. Bu degerin iizerinde
jelin yapist bozulur ve elektroforez ¢ozeltisinde buharlasma meydana gelir. Jel
elektroforez cihazinda jelin 6rnek haznelerinden birine isaretleyici (marker) yiiklenir.
Isaretleyicide bulunan bantlar ve biiyiikliikleri bellidir. Bu sayede kosturulan jel igin
uzakliga karst molekiil agirhigr grafige gecirilerek kalibrasyon yapilir ve istenen genin
molekiil agirlig1 yapilan bu kalibrasyon ile bulunur. Ornekleri jele yiiklerken, yiikleme
boyasinin kullanilmas1 gerekmektedir. Ciinkii yiikleme boyasindaki bromofenol mavisi
300bp DNA ile ayn1 hizla hareket eder ve boylece DNA bantlariin yaklasik yerleri ve
cihazin igletme siiresi belirlenir. Jelde DNA pargalarinin elektroforetik kosturulmasi
tamamlandiktan sonra jel etidyum bromiir (EtBr) c¢ozeltisinde bekletilir ve DNA
parcalar1 EtBr ile boyanir; boylece UV 15181 altinda bantlar gozlenebilir. Genin veya
DNA pargalariin derigimi ve molekiil agirliklari, bilinen isaretleyici DNA pargalarinin
bant iizerindeki konumlar1 ve yansittiklari 151k siddeti ile kiyaslanarak hesaplanir (Calik
1998). Hem DNA hem de RNA derisimi spektrofotometre ile tayin edilebilir. Niikleik
asitler, UV-spektrofotometrede 260nm dalga boyunda en yiliksek oranda 11k
absorpsiyonu yaparlar. Derigim tayin edilirken DNA’nin veya RNA'nin saflagtirilmis
olmasina dikkat edilmelidir; ¢linkii bulunan derisim ortamda bulunan tiim DNA ve

RNA'"in derisimi olacaktir (Smith and Wood 1991).
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d. Restriksiyon enzimleri ve se¢imi: Belli bir gen dizininden hedef DNA parg¢asinin

ayirilmasini saglamak tizere kullanilan yontem DNA molekiillerinin uygun restriksiyon
endoniikleaz enzimleri ile kesikli mikro-reaktorlerde enzimatik tepkimelerle
kesilmesidir. Bakteriler tarafindan yabanci DNA'lar1 yok etmek icin sentezlenen bu
enzimlerin diger endoniikleazlardan en Onemli farklari DNA’da daima belli hedef
dizinleri secebilmeleri ve hep aynmi dizinde 6zgiil ve 6zglin kesme yapabilmeleridir.
Etkilerine gore ii¢ farkli restriksiyon enzim sinifi bulunmaktadir. Tiim endoniikleaz
enzimleri, niikleik asitler arasindaki fosfodiester baglarin1 keserler. Bunlardan
endoniikleaz enzimi II grubunda olanlar gen klonlamasinda kullanilmaktadir. Bu
enzimler DNA’nin genellikle 4 ile 8 adet baz igeren kismini segerler ve hedef dizini
taniyarak kesme yaparlar. Spesifik DNA'lar1 kesen 150°den fazla endoniikleaz enzimi
izole edilmis durumdadir (Calik 1998). Yaptiklar1 kesme bi¢cimine gore kiit (blunt) ya da
yapigkan (sticky) ug¢lu DNA pargalar1 olusur, bazi restriksiyon enzimleri ve kesme

bigcimleri Cizelge 2.10'da gdsterilmistir.

Cizelge 2.10 Restriksiyon enzimlerinden bazilarmin izole edildikleri

mikroorganizmalar, hedef dizinler ve kesim bi¢imi

Enzim Hedef dizin Mikroorganizma
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Sekil 2.12 Restriksiyon enzimleri ile kiit/yapiskan uglu kesme tepkimesi

Restriksiyon enzimleri spesifik olarak bir niikleotit sekerinin 3’-karbonunun oksijeni ile,
komsu niikleotit sekerinin 5’-karbonuna bagli fosfat grubu arasindaki interniikleotit bagi
koparir. Restriksiyon enzimleri ile DNA molekiiliini kesme islemi Sekil 2.12’da
gosterilmistir. DNA'nin kesiminde kullanilan restriksiyon enzimlerinin se¢imi klonlama

prosesinin tasariminda énemli bir basamaktir.

e. Plazmitler ve Ozellikleri: Bakterilerdeki temel genetik bilgiler kromozomda bulunur.

Bakterilerin ¢ogu biiylik DNA kromozomuna ek olarak, bazi 6zelliklerini genetik kontrol
altinda tutan, sitoplazma ic¢inde serbest olarak bulunan, kendi kendilerini replike edebilen 1-
100kb biiyiikliiglinde plazmit (vektor) adi verilen dairesel DNA molekiilleri igerir (Sekil
2.13). Plazmitler, i¢inde bulunduklar1 konake1 hiicre ile uyum i¢inde yasarlar. Plazmitlerin
en onemli 6zelligi, bakteri kromozomundan bagimsiz olarak replike olabilmeleri ve kendi
replikasyonlarini kontrol edebilmeleridir (Kalender 2000). Plazmitlerin biiytikligii idealde
10kb’1 gegmemelidir. Ciinkii biiyiilk DNA molekiillerinin saflagtirma sirasinda kirtlma
olasilig1 vardir, ayrica biiyiikk plazmit molekiilleri ¢ok zor manipiile olurlar. Plazmitler
genellikle bir veya bir kag¢ gen tasirlar, ve bu genler konak¢1 bakterinin belirli karakteristik
ozellikleri godstermesine neden olurlar. Ornegin; kloramfenikol veya ampisilin gibi
antibiyotiklerin toksik derisimlerinde bakterilerin yasamlarini siirdiirebilme kabiliyetleri
genellikle bakterilerde bulunan plazmitlerin tasidigi antibiyotik direng genleri ile
saglanmaktadir. Plazmitler hiicrede sabit ve karakteristik bir kopyalama sayisinda

muhafaza edilirler. Yani bu say1 nesilden nesile sabit olarak
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Sekil 2.13 Plazmitlerin (vektorlerin) genel yapilari

kalir. Kopyalama sayis1 plazmitlerde bulunan genler tarafindan belirlenir fakat konake1

hiicre ve ¢ogalma kosullarindan etkilenir (Kalender 2000).

Genellikle bakteriyel plazmitler hiicre i¢inde dairesel DNA molekiilleri olarak bulunurlar.
Plazmitler kopyalama sayisina gore diisik (low) kopyalama sayili ve yiiksek (high)
kopyalama sayili olarak iki gruba ayrilir. Bu smiflandirma oldukga genistir, plazmitlerin
transfer sekli, sikligi, antibiyotik direngliligi gibi baz1 6zelliklerine gore daha detayli bir

siiflandirma yapmak miimkiindiir.

. lefthanded &
¢- rotation, ligate

Relaxed covalently Relaxed, nicked,
closed DNA circular DNA.

Negatnvely supercmled.
covalently closed DNA

Sekil 2.14 Hiicrede bulunan plazmit sekilleri
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Asagida verilen 4 grup plazmit digerlerine oranla daha iyi incelenmistir (Kalender 2000):

1. F plazmidi: F plazmit ilk kesfedilen plazmittir ve ¢ok genis olarak calisiimistir. Bu
plazmitler konjugasyon ile bir mikroorganizmadan diger bir mikroorganizmaya kendilerini

transfer edebilmeleri nedeniyle 6nemlidir.

2. R plazmitleri: Antibiyotiklere kars1 direng 6zelligini yoneten genleri igeren plazmitlerdir.
Bunu tasiyan bir bakteri hangi antibiyotige karsi direngli ise o ortamda rahatlikla

yasayabilir. Bir plazmit birden fala antibiyotige kars1 direngli olabilir.

3. Col plazmitleri: Col plazmitleri bakterilerde "colicin" yapimini yoneten genetik bilgiyi
tastyan plazmitlerdir. Colicinler, degisik bakteri tiirleri tarafindan salgilanan ve genellikle
ayni tiiriin diger elemanlarina o6ldiiriicii etkisi olan antibiyotik benzeri maddelerdir. Degisik
bakteri tiirleri tarafindan olusturulan ve birbirine benzeyen bu maddelere genel olarak

"Bacteriocine" de denilmektedir.
4. Rekombinant plazmitler: Bu plazmitler, dogal olarak iki veya daha fazla plazmitten
tiiretilen pargalarin yeniden birlestirilmesi ile yapilan hibrid plazmitlerdir. Bunlar yaygin

olarak klonlama vektorleri olarak kullanilir (Kalender 2000).

f. Klonlama : Ligasyon tepkimesi: Klonlama islemi, mikro-reaktorlerde sivi ortamda Taq

DNA polimeraz enzimi ile DNA molekiilleri arasinda fosfodiester bagi olusturularak
gergeklestirilir (Sekil 2.15). Bu tepkimenin olugmasi i¢in ortamda ayni restriksiyon
enzimleri ile kesilmis -ayni uglara sahip- plazmit DNA ve klonlanmak istenen genin
bulunmas: gerekmektedir. Ligasyon tepkimesi, genetik miihendisligi teknikleri icinde
kisitlayict basamagi olusturmakta, reaksiyon miihendisligi prensipleri ile tepkime
kosullarinin  gelistirilmesi  klonlama prosesinin  diisiik olan basar1  olasiligini
ylikseltebilmektedir. Ligasyon tepkimesi sonunda olusan {riinler lineer ve gevsemis
(relaxed) plazmit olduklari i¢in bunlarin transformasyonu siiperheliks (supercoiled)

plazmide kiyasla daha zor olur. Ligasyon tepkimesi sonunda elde edilen {iriinler gen
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transfer teknikleri ile uygun konak hiicrelere transfer edilirler (Calik 1998, Bloom et al.

1996).

Ligasyon tepkimesinin ger¢eklesmesi i¢in ortamda ng mertebesinde makromolekiil DNA
bulunur. Makromolekiillerin klonlanmasi1 i¢in klonlanmasi gereken iki makromolekiiliin
klonlanmas1 gereken uglarinin karsi karsiya gelmesi gerekmektedir. Bu olasiligin diisiik
olmasi klonlama tepkimelerinin gergeklesme olasiligii da azaltmaktadir. Ligasyon
tepkimesinde ortamda bulunan vektoriin ve genin derisimi ¢ok onemlidir. Vektoriin ve
genin derisimleri DNA parcalarinin biiyiikliigiine goére degistiginden bunlarin uygun

derisimleri optimize edilmelidir (Bloom ez al. 1996).

a-

fosfat . .
hidroksil
E+R+T+T+[:
EcoRTemds 4 Ligation
ol e b " - T-»T-=C-» »G-s—fA-# T T-e-C-e
p  (cohesive) Amnealing
G -—[:+T+1+n+n* ‘[:4 o C&T-*T% s Q=G

;[:+1—-—T+n+n*

EcoRI enzimi ile
liesilmis plasmid - EcoRI enzimi ile kesilmis

NA pargast

rekombinant
DNA

Sekil 2.15 Ligasyon tepkimesi

g. Genin hiicreye transferi: Bakteriler sadece laboratuvar kosullarinda degil, dogada da

genetik yapilarint degistirirler. Bakterilere plazmit transferi asagidaki ii¢ mekanizma ile

ger¢eklesmektedir. Bunlar;
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1. Transformasyon,
2. Konjugasyon ve

3. Transdiiksiyondur.

Bakterilerin tiimiine yukaridaki her ti¢ mekanizma ile de plazmit transferi yapilamaz.
Ornegin, konjugasyon, sadece gram negatif hiicrelerde gerceklestirilirken, gram pozitif
bakterilerde gerceklesmez. Bazi1 baktarilerde de transformasyon dogal olarak
gergeklesirken, bazilarinda gen transferi i¢in Onislemlerin uygulanmasi gerekir. Dogada
meydana gelen transformasyonlar ise, bakterilerin yabanct DNA’lara kars1 kendilerini

korumak i¢in tirettikleri endoniikleazlar sayesinde sinirlidir.

Transformasyon yontemi genetik ¢alismalarda en ¢ok kullanilan yontemler grubudur. Bu
yontemde bakteri hiicreleri DNA molekiiliinii i¢ine alirlar (Lewin 1994). Dort farkli

transformasyon yontemi vardir. Bunlar;

i. Dogal aktarim,
ii. Indiiklenmis aktarim,
iii. Protoplast transformasyonu, ve

iv. Elektroporasyondur.

Dogal aktarim yonteminde bakteri kendiliginden yabanci DNA’y1 iistel ¢ogalma fazinin
baginda alir. Bakterinin i¢ine aldigt DNA pargasi, kromozomal DNA’nin bir boliimiiyle
ayni dizine sahipse, kromozoma entegre olur ve kromozom ile birlikte ¢cogalarak varligin

stirdiirtir. Bacillus tiirii bakterilere gen bu yontemle transfer edilebilmektedir.

Indiiklenmis aktarim yonteminde bakteri hiicreleri dnislemlerden gegirildikten sonra

DNA transferi yapilir (Sekil 2.16). Bu yontem ile ilgili farkli protokoller bulunmaktadir.
Bunlardan en uygunu ve en ¢ok kullanilani, E.coli hiicrelerinin CaCl, ile yikanmasi ve
+4°C’da bekletildikten sonra plazmit DNA ile ayni ortama konulup, 42°C'da 1-2 dakika

bekletilerek 1s1 sokuyla plazmit DNA’nin hiicreye transferidir. Transfer yapildiktan sonra
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hiicreler kat1 ortamda uygun bir segici antibiyotik kullanilarak ¢ogaltilirlar. Bu yontemde
hiicrenin, istenen DNA molekiiliinii hangi mekanizma ile igine aldig1 halen

bilinmemektedir.

Sekil 2.16 ind plazmidin durumu

Protoplast transformasyon yonteminde bakterilerin hiicre duvar1 kismen - lizozim enzimi
ile- enzimatik olarak hidroliz edilir. Ortamda osmotik stabilizatorlerin -sakkaroz gibi-
bulunmas1 durumunda, hiicrelerin pargalanmalar1 Onlenir. Transformasyon sirasinda
ortamda hiicre ve DNA ile birlikte uygun oranda PEG kullanilmasi durumunda, yiiksek
verimde transformasyon gergeklesir ve istenen DNA parcasi istenen mikroorganizmanin
kromozomal DNA'sina girmis (fused edilmis) olur. Transfromasyon basamagindan sonra
hiicreler santrifiijlenerek PEG uzaklastirilir fakat hiicre cogalmasi stabilizator varliginda
gergeklestirilir. Transformasyon i¢in diger bir teknik de elektroporasyondur. Bu yontemde
pulse etkiyle yliksek voltaj uygulanarak DNA istenen hiicreye transfer edilir. Bu yontemde

de hiicrenin hangi mekanizma ile DNA’y1 aldig1 heniiz bilinmemektedir (Glazer 1995).

h. Geni tasityan plazmitlerin aranmasi: Transformasyon isleminden sonra, istenen geni

tastyan hiicrelerin uygun yontemlerle se¢imi gerekir. Transformasyon sonunda ortamda ¢ok
fazla koloni bulunacag1 i¢in segici isaretleyici (selective marker) gereklidir. En yaygin
yontem antibiyotiklere karsi direng saglayabilecek gen tasiyan plazmitlerin klonlamada
kullanilmasidir. E.coli ile yapilan ¢aligmalarda genellikle ampisilini etkisiz hale getirecek
geni -amp'- tasiyan plazmitler tercih edilmektedir. Transformasyon isleminden sonra

koloniler secici isaretleyici gorevini yapacak antibiyotigi igeren ortamda c¢ogaltilirlar.
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Plazmidi tasiyan hiicrelerin hepsi bu ortamda yasama kapasitesine sahiptir. Antibiyotik
iceren ortamda yasayabilen hiicrelerin hepsi klonlamada kullanilan plazmidi tasimalarina
ragmen klonlanmasi1 amaglanan geni tasima olasiliklar1 ¢ok diisiiktiir. Kontrol amac1 ile her
bir hiicre tekrar ¢ogaltilir ve hiicrelerden plazmit izolasyonu yapildiktan sonra plazmitler

uygun restriksiyon enzimleri ile kesilerek istenen geni tasiyip tasimadiklari kontrol edilir.

Plazmidin &zelliklerine bagli olarak geni tasiyan plazmidi se¢me yontemleri de degisir.
Diger bir yontem de iki antibiyotige karsi diren¢ saglayan plazmit kullanimidir. Bu
yontemde klonlanmak istenen gen, antibiyotige karsi direng saglayan genlerden birini
pertiirbe edecek sekilde klonlanir. Istenen geni tasiyan mikroorganizma ise asagidaki

yontemle segilir:

1. Transformasyondan sonra hiicreler, klonlamadan etkilenmemis antibiyotigi igeren

ortamda ¢ogaltilirlar.

2. Ikinci asamada, bu hiicreler iki ayr1 ortamda gogaltilirlar. Birinci ortam geni pertiirbe
edilen antibiyotigi igerir, ikinci ortam ise klonlamadan etkilenmemis genin antibiyotigini

igerir.

3. Birinci ortamda c¢ogalmayan, ikinci ortamda c¢ogalabilen hiicrelere klonlama
gergeklesmistir. Ciinkii birinci antibiyotikli ortamda hiicrenin ¢ogalmamasi antibiyotigi
etkisiz hale getirecek genin fonksiyon gostermemesi demektir. Bu durum antibiyotigi
etkisiz hale getiren genin icine bir baska -yanlis- niikleik asit dizininin girmesi ile
miimkiindiir. Dogru koloniyi se¢gmek i¢in -bir onceki Onceki ydntemde oldugi gibi-
alternatif her hiicre tekrar ¢ogaltilir ve hiicrelerden plazmit izolasyonu yapildiktan sonra
plazmitler uygun restriksiyon enzimleri ile kesilerek istenen geni tasiyip-tasimadiklari

kontrol edilir.
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Klonlanmig plazmidi tagiyan koloninin se¢iminde en ¢ok kullanilan yontemlerden biri, lacZ
genini tagiyan plazmitlerin kullanimidir. Genin iirettigi -galaktosidaz enziminin galaktozu
par¢alama fonksiyonundan yararlanilmaktadir. Bu yontemde galaktozun analogu X-gal (5-
bromo-4-kloro-3-indolil-B-D-galaktosid)  substrat olarak kullanilmaktadir. Plazmit
tarafindan [(3-galaktosidaz iiretilip ve substrat hidroliz edildiginde hiicrelerin rengi bu
substrat analogunun kromatografik 6zelliklerinden dolayr mavi olmaktadir. /acZ geni, gen
yapisina herhangi bir niikleik asit dizininin sokulmasiyla pertiirbe edildiginde J3-
galaktosidaz enzimi sentezlenemeyecegi ve substrat analogunu pargalayamayacagi icin
kolonilerin rengi beyaz olacaktir. Bu isaretleyici igeren plazmitlerde lacZ geni iginde bir
poliklonlama konumu bulunur ve klonlama islemleri bu bélgeye yapilir. Koloniler bu
yontemle renklerine gore segilir ve tiim yontemlerdeki gibi restriksiyon analizleriyle genin
varligi kontrol edilir. Sekil 2.17°de pUC19 plazmidi gosterilmistir. Bu vektoér, hem
ampisilin diren¢ genini tasimakta hem de /acZ genini tagimaktadir. Bu vektore benzer ¢cok

sayida vektor temin edilebilir.

Verimi en yiiksek olan yontem ise koloni hibridizasyon (hybridisation) yontemidir. Bu
yontemde radyoaktif izotop iceren dNTP’ler kullanilarak, klonlanmasi istenen gen
radyoaktif olarak isaretlenerek prop hazirlanir. Prop hazirlamak i¢in ssDNA kalip olarak
kullanilir. ssDNA’nin karsilik gelen zinciri klenow enzimi ile olusturulur. Ortamdaki
niikleik asitlerden birisi radyoaktif izotop tasir. Geni tasiyan plazmidi igeren
mikroorganizmalar nitroseliiloz filtreler lizerine adsorplanir ve bu filtre radyoaktif prob ile
hibridize edilir ve bir sonraki asamada ya X-ray filmine radyoaktif maddenin 1sinlar
aktarilir veya 0zel bir goriintii analiz (Molecular Imager) cihazinda radyoaktif 1s1ma ile
olusan sinyalden yararlanarak klonlanmis geni igeren plazmidin aktarildig1 mikroorganizma

segilir (Sambrook et al. 1995).
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Sekil 2.17 pUC19 plazmidi

2.7 insan Biiyiime Hormonu (hGH )

Hormonlar insan viicudunun diizenleyici birimleridir. Hormonlar, protein ve yaglar gibi
belirli bir gruba girmeyen mesaj tasityict 6zel maddelerdir. Kan yoluyla viicudun en uzak
bolgesine kadar tasinirlar. Her hormonun viicutta etkiledigi hiicre, doku, organ farklidir.
Kandaki miktarlar1 az olmasina ragmen biyolojik etkileri oldukga yiiksektir. Hormonlarin
salgilanmas1 ve parcalanmasi enzimler tarafindan olmaktadir. Sinir sistemi ile birlikte
koordinasyon ve biitiinlestirme gorevini yaparlar. Viicudun i¢ dengesinin kurulmasinda

(homeostaside) gorev alirlar.

Somatotropin olarak da bilinen insan biiylime hormonu (hGH, human Growth Hormone),
beynin 6n lobunda bulunan hipofiz bezlerindeki somatotropik hiicreler tarafindan
sentezlenir. hGH ozellikle uzun kemiklerin ve kaslarin biiylimesini kontrol eder. Bu
hormon 191 amino asitten meydana gelmis bir polipeptittir. Biiylime hormonu, viicudun
tiim olarak biiyiimesini dogrudan degil, dolayl olarak etkiler (Pekin 1980). Insan biiyiime
hormonunun yapisi, sentezi, fizyolojik ve metabolik etkileri ile {iretimi ve kullanim onay1

asagida incelenmistir.
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2.7.1 Yapisi ve dogal sentezi

22 kDa molekiil agirliginda, kiiresel bir protein olan hGH’yi kodlayan gen DNA’da
kromozom 17 {izerinde bulunmaktadir. Makromolekiiliin polimerik yapisinda 35, 165, 182
ve 189 numarali konumlarda bulunan dort tane sistein molekiilii hGH nin aktif molekiil
konformasyonundaki iki disiilfit bagini olusturmaktadirlar (Cys®>-Cys'® ve Cys'*2-Cys'®).
Bu yap1 Sekil 2.18’de sematik olarak gosterilmistir. Tek bir polipeptit zincirden olusan
hGH’nin ikincil yapist a-heliks seklindedir ve izoelektrik noktas1 pI= 5.1’dir (Goeddel ez
al. 1979).

Kromozom 17 {izerinde bes tane biiyiime hormon geni bulunmaktadir. Bunlardan ikisi-
hGH-N (normal) ve hGH-V (varyant)- birbirine benzer yapiya sahiptir. Aralarindaki
farklihik farkli olan 13 amino asitin polipeptit zincirinde farkli dagilmasindan ileri
gelmektedir. hGH-N geni hipofiz bezinde, hGH-V geni ise plasentada ekspres
edilmektedir. hGH-V geninin 22kDa, 25kDa ve 26kDa olmak {izere ii¢ formu mevcuttur.
hGH-N geninin ise 22kDa ve 20kDa‘luk iki izoformu vardir. Cocuklarda ve yetiskinlerde
hGH'nin sirkiile eden formu hipofiz bezlerinde iiretilen hGH-N gen iirtintidiir. Hipofizdeki
toplam hGH’nin yakalasik %90’m1 22kDa’luk, %10’u 20kDa’luk formu olusturmaktadir.
22kDa’luk formundaki 32-46 arasi amino asitler 20kDa’luk formunda yoktur. Saglikli
biiyiimenin gergeklesebilmesi icin metabolik ve fizyolojik ag¢idan 22kDa’luk hGH formu

gereklidir. 20kDa’luk formun insanda biiyiime iizerindeki etkileri bilinmemektedir.

Biiylime hormonunun salgilanmasi iki hipotalamus hormonunun -growth hormone-
releasing hormone (GHRH) ve somatostatin (GHIF) - kontroliinde gerceklesmektedir.
GHRH biiyiime hormonunu stimiile edici; GHIF ise biiylime homonunu inhibe edici etkiye
sahiptir.

Fizyolojik ve metabolik etkileri

hGH’nin temel fonksiyonu iskelet ve yumusak dokunun biiyiimesini saglamaktir. Bliylime

birbiri ile ilgili bir kistm metabolik olaylar ve organizmanin beslenme durumu ile ilgili olan
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kompleks bir prosestir ve ¢esitli hormonlarin koordineli olarak ¢alismasini gerektirir. hGH
dokular tizerinde direkt ve indirek olmak iizere iki ayr1 etki mekanizmasina sahiptir. Direkt
etkileri hGH’nin hedef hiicreleri iizerinde bulunan reseptdriine baglanarak
gerceklestirmektedir. Indirek etkileri ise karaciger ve diger bazi dokulardan hGH’ye cevap
olarak salgilanan Insulin-like growth factor-1 (IGF-1) hormonu aracihigiyla gerceklesir.
Biiylime hormonunun biiylimeyi destekleyici etkilerinin ¢ogu, onun hedef hiicreleri
tizerinde etki gdsteren IGF-1’e dayanmaktadir. Salgilanan IGF-1 hormonu; kikirdak

hiicrelerinin ¢ogalmalarini stimiile ederek kemiklerin, kas hiicrelerinin ¢ogalmasini ve

farklilagmasini saglayarak kaslarin biiyiimesinde rol almaktadir.

W O,
0 61 6 0 6. 0.

(Ser) 2
FROBOe0OY
D
G ) Cer)Eys Giy) fh)
Sekil 2.18 22kDa’luk hGH’nin amino asit dizini
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Biiyiime hormonu, amino asit katabolizmasini geciktirip bunlarin viicut proteinlerine
cevrilmesini hizlandirarak protein metabolizmasini;  trigliseritlerin pargalanmasini ve
oksidasyonunu stimiile ederek yag kullaniminin artirilmasiyla yag metabolizmasini; anti-
insiilin aktiviteye sahip olmasi1 sayesinde de karbonhidrat metabolizmasini etkilemektedir.
Gelisme caginda yiiksek seviyede salgilanan hormonun viicuttaki miktar1 yaslanma ile
azalmaktadir. hGH’nin en yogun salgilandigi periyot derin uykunun baslamasindan hemen
sonradir.

Basta biiyiime geriligi olmak iizere kemik kiriklari, yanik tedavisi, mide kanamalari,
yaralarin iyilestirilmesi, beslenme yetersizliginden dolay1 adalelerin gelismemesi gibi pek
¢ok terapatik kullanimi mevcuttur. Kalp-damar hastaliklari, sismanlik, saglarin
beyazlamasi ve ciltte kirisikliklar gibi yaslanma belirtilerinin ¢ogu yaslanmayla birlikte
biliylime hormonundaki azalmayla ilgilidir. Fazla salgilanmasi durumunda geng yastakilerde
dev hastalig1 (gigantizim) yaslilarda ise burun, dudak, alin ve kafatasinin yumusak
dokularinin kalinlagmasi, el ve ayak kemiklerini, ¢ene, alin gibi ¢ikint1 kisimlarin fazla
bliylimesi olarak ortaya ¢ikan akromegaliye neden olmaktadir. Az salgilanmasi durumunda
bliylime gecikmesi (clicelik-dvarfism) goriilmektedir. hGH’nin metabolizma iizerindeki
etkilerinden dolay1 yaglanma siirecini yavaslatilabilecegi belirlenmistir. Bu amagla ‘anti-

aging’ adi altindaki ¢aligmalar hiz kazanmstir.

hGH’nin biyolojik ve fizyolojik aktiviteleri ile protein, yag ve karbonhidrat mekanizmasi

tizerindeki etkileri nedeniyle terapatik protein iiretiminde dnemli bir yere sahiptir.

2.7.3 Uretimi ve kullanim onay1

1959°dan 1985 yilina kadar insan kadavrasindan ¢ikartilan hipofiz bezinden izole edilmis
olan biiyiime hormonu Creutfeldt-jacob hastaligina bagli 6liimler ortaya ¢ikmasi sebebiyle

genetik mithendisligi teknikleriyle hGH’yi kodlayan genin klonlanmasiyla elde edilen

rekombinant hGH’nin biyoteknolojik proseslerle {iretimi i¢in arastirmalara hiz verilmistir.
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Rekombinant DNA teknolojisindeki gelismelerle, insan biiylime hormonunu kodlayan gen
ilk olarak Goeddel et al. (1979) tarafindan klonlanmigtir. Bunun {izerine hayvansal
formlar1 insanlarda inaktif tek hormon olan hGH'nin, molekiiler biyoteknolojik tekniklerle
rekombinant iiretimi i¢in yapilan endiistriyel biyoteknolojik arastirmalar hiz kazanmustir.
1985’te Genentech (ABD) tarafindan Protropin {iriin-ad1 verilerek iiretilen ve pazarlanan
rekombinant hGH’ye ABD Food and Drug Administration (FDA) tarafindan ilk lisans
verilmistir. Dogal hGH 191 amino asitten olusmaktadir; ancak, Genentech tarafindan
tiretilen hGH N-ucunda metiyonin bulundurmaktadir ve 192 amino asite sahiptir. 1986’da
Eli Lilly tarafindan 191 amino asitten olusan rekombinant hGH Humatrope iiriin-adiyla
tiretilmis ve farkli bir kimyasal yapiya, sonug olarak farkl etkilere sahip oldugu icin FDA

tarafindan lisans verilmistir.

Biyoteknolojik proseslerle hGH iiretim ile ilgili ilk caligmalar konak hiicre olarak E. coli
miroorganizmasi ile gergeklestirilmistir (Gray et al. 1985, Becker et al. 1986, Chang et al.
1987, Kato et al. 1987). Fakat hiicre disina salgilanan hGH’nin dogaliyla ayn1 6zellikler
gostermesi, bu oOzellige sahip Bacillus hiicrelerinin kullanildigi  ¢aligmalarin = hiz

kazanmasina neden olustur (Franchi et al. 1991, Kajino et al. 1997).

2.8 Biyoproses Karakteristikleri

Biyoteknolojik tiretimlerde kullanilan ve biyoreaktor igindeki mikro-biyoreaktorler olan
hiicreler hedeflenen iiretim icin kosullar1 gelistirilmesi ve optimize edilmesi gereken
ortamlarda, genetik kontrol mekanizmalarinin etkisi altinda binlerce enzim tarafindan
katalizlenen c¢ok sayidaki metabolik reaksiyonu hiicre iginde gerceklestirerek ve
hiicreigi/dis1 arasinda farkli mekanizmalarla yiiriiyen transferler yaparak substratlari
tiiketirler; kendilerini ve metabolik iiriinleri iiretirler. Hiicre kinetigi yani substrat tiikketim,
hiicre {iriin ve yan-liriin iiretim kinetikleri hiicreleri sirasiyla ¢ok bilesenden ve tek
bilesenden olugsmus "yapisal" (structured) ve "yapisal olmayan" (unstructured) yaklagimlarla
tanimlanabilir. Farkli ozelliklerde heterojen hiicre topluluklart "ayrik" (segregated),

ortalama ortak oOzelliklere sahip hiicre topluluklar1 "birlesik" (unsegregated) olarak
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nitelendirildiginde; ayrik hiicreleri dikkate alan yapisal model yaklasimi, ger¢cek durumu
yansitirken ortak ozelliklere sahip hiicrelerin tek bilesen gibi diisiiniildigi modeller ideal
bir durumu tanimlarlar. Genel olarak hiicre kinetigi proseste ulagilmak istenen temel amaca
uygun gerekli anahtar degiskenlere bagli olarak kullanishh matematiksel modellerle

tanimlanmalidir (Bailey and Ollis1986).

Kesikli biyoreaktorlerde hiicre derisiminin zamanla degisimi "¢ogalma egrisi" genel olarak

S-egrisi (sigmoid) seklindedir ve "gecikme", "listel ¢ogalma" ve "duraklama" fazlarini igerir.

Hiicre tiretim hizi, r asagida verilen Monod denklemiyle hiicre derisimi Cy'e baglanabilir:

Burada p, spesifik ¢ogalma hizidir. p degerini substrat derisimine baglayan Monod,
substrat, iiriin inhibisyonu gibi modeller mevcuttur. Karbon kaynaginin tiiketim hizi, -rs ve

Uirlin tiretim hizi, 1, ise sirastyla:

- dCy (2.2)
S
dt
. dC p
p it 2.3)

Tiiketilen substrat basma iiretilen hiicre veya iiriin ise asagidaki verim katsayilari ile

tanimlanabilir:

y e 4G

x/s — 1y _dC:S' (2.4)
v ~ g ~ de

PIs— _p —dcy
(2.5)

Benzer sekilde tiiketilen oksijen bagina iiretilen hiicre verimi ise,
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(2.6)

I'x

Y

x/o B
seklinde tanlmlann%stlr.

Farkli verim katsayilarinin tanimlari birimleri ile birlikte Cizelge 2.11'de verilmistir.
Kesikli biyoteknolojik proseslerde spesifik c¢ogalma hizi ve verim katsayilar
mikroorganizmanin ¢ogalma hizi ve yasam fonksiyonlarina bagli olarak proses boyunca
degisim gosterebilecekleri gibi dogal olarak kullanilan karbon kaynagina bagli olarak da
degisebilirler. Cizelge 2.12'de farkli substratlar igin bakterilerin verim katsayilar1 yer

almaktadir.

Eger verim faktorii tanimlanan proses i¢in yaklasik olarak sabitse, proses stiresince hiicre
ve substrat derisimindeki degisiklikler sadece stokiyometri temel alinarak belirlenebilir. Bu
durumda biyoreaktor tasarimindan gelen etkiler ihmal edilerek degiskenlerden biri digeri
cinsinden ifade edilebilir. Ancak biyoteknolojik proseslerde verim katsayisinin sabit
oldugunu kabul etmek, mikroorganizmanin yasamsal faaliyetleri de géz dniine alindigindan
miimkiin degildir. Bu nedenle proses veriminde mikroorganizmanin ¢ogalma hizina ve

yasamsal islevlerine bagli olarak biyoproses

Cizelge 2.11 Farkli verim katsayilarinin tanimlar1 (Blanch and Clark 1997)

Sembol Tanim Birim
Y. Olusan hiicrenin mol C miktarinin
xs tiiketilen substratin mol C miktarina orani
olusan hiicrenin agirhginin tiiketilen

mol hiicre (mol substrat)’

o -1
Yus substratin agirlhigia orani g hiicre (g substrat)
. olusan hiicrenin mol C miktarmin tiiketilen . o1
Y0 S ) mol hiicre (mol oksijen)
oksijenin mol C miktarina orani
Yoo olusen ' hi}crel}in agirhgmin  tiiketilen ¢ hiicre (g oksijen)”
oksijenin agirligina orani
. olusan iriiniin mol C miktarmnin tiiketilen - 1
Yos substrat mol C miktarina orani mol {irtin (mol substrat)
Y olusan {riiniin agirhigimin tiiketilen substrat o firiin ( g substrat)”

agirligina orani
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Cizelge 2.12 Farkli substratlar igin bakterilerin verim katsayilari (Bailey and Ollis 1986)

Yx/s; Yx/o;

Substrat g hiicre (g substrat)’ g hiicre (g oksijen)
Malat 0.34 1.02
Asetat 0.36 0.70
Glukoz bilesikleri 051

. : 1.47
(melas, nisasta, seluloz)
Metanol 0.40 0.44
Etanol 0.68 0.61
[zopropanol 0.43 0.23
n-Parafin 1.03 0.50
Metan 0.62 0.20

siresince degisim gozlenir. Bu durumda mikroorganizmanin substrat tiiketimini belirlemek
icin Urlin olusumu ve hiicre ¢ogalmasi yaninda hiicrenin yasam fonksiyonlarinin da

dikkate alinmasi gerekir (Bailey and Ollis 1986).

2.9 Biyoreaktor Isletim Parametreleri

2.9.1 Sicakhk

Biyoproses ortamimin sicakligi cogalma hizinda etkili oldugu gibi karbon ve enerji
kaynaklarinin kullaniminda da etkilidir; substratlardan hiicre ve {iriin olusum verimlerini
degistirebilir. Sicaklik diisiince daha fazla enerjiye gereksinim olacag i¢in karbon ve enerji
kaynagimin verimi de diiser. Ayrica sicaklik azaldik¢a g¢ogalma sirasindaki magnezyum,
potasyum ve fosfat verimlerinde diismeler gézlenmistir. Bazi hallerde biyoproses ortaminin
sicaklig1 ile birlikte mikroorganizmalardaki yolizlerinde de degisiklikler oldugu
gozlenebilmistir (Pekin 1980). Her mikroorganizmanin g¢ogalmasinin/iiriin iiretiminin
maksimum oldugu bir optimum sicaklik/sicaklik araligi vardir. Istenilen iiriiniin verimini ve

secimliligini artirmak icin mikroorganizmanin aktif oldugu optimum sicaklik degerinde
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veya araliginda c¢alisilmalidir. E. coli mikroorganizmalari ile hGH iiretiminde Jensen and
Carlsen (1990), Byund et al. (2000) ve Caston et al. (2002) 30 °C’de, Shin et al. (1998a-b)
ve Tabandeh et al. (2004) ise 30 °C’de sicaklik etkisini incelemeden, ya da sonuglarini
sunmadan yapilan ¢alismislardir. Siireli yayin literatiiriindeki tek Bacillus tiirleri ile hGH
liretimi  arastirmasinda Nakayama et al. (1988) 30 °C’de sicaklik etkisini incelemeden

calismislardir.

2.9.2 pH

Ortamdaki hidrojen iyonu derisimi hiicrenin metabolik faaliyetlerine bagl olarak degisir ve
hiicre disindaki degisimlere ragmen hiicre, i¢ pH degerini sabit tutar. Hiicre-i¢i ve -dis1
arasindaki proton gradyeni ise kiitle aktarimindan enerji iiretimine, pek ¢ok metabolik
fonksiyon i¢in gereklidir (Nielsen and Villadsen 1994). Bu nedenle hiicre dis1 pH’in
degeri/aralig1 hiicre fazla ya da az enerji harcayarak proton gradyenini korumaya calisacagi
icin metabolik faaliyetleri, dolayisiyla da tiretim verimini degistirecektir. Sonug olarak
biyoiiretim sirasinda verim ve se¢imlilik agisindan dis ortamin pH’in1 belli degerde ya da

aralikta tutmak gerekebilir (Pekin 1980).

Biyoproses stiresince pH degisimi metabolik yolizindeki degisimlerin ve sapmalarin 6nemli
bir gostergesidir. Karbonhidratlar, 6rnegin glukoz kullanildiginda, hiicre-igi tepkimelerle
olusan organik asitlerin ve amino asitlerin ortama salgilanmasiyla birlikte ortam pH’inda
diisme, ortama salgilanan metabolitlerin tekrar hiicreye transferi ve kullanimiyla da artig
gozlenir. Ortam pH’ma bagh olarak hiicre-i¢i tepkimeler ve hizlar1 degistiginden,

biyoteknolojik iriinlerin {iretiminde kullanilan mikroorganizmalar, ¢ogalma ve istenen

tirliniin iiretimi igin fakli optimum pH degeri ya da araligina sahip olabilirler.

Nakayama ef al. (1988), Jensen and Carlsen (1990), Byund et al. (2000) ve Castan ef al.
(2002), Shin et al. (1998a-b), Tabandeh et al. (2004) E.coli ve Bacillus tiri

mikroorganizmalar ile hGH iiretimini pH etkisini incelemeden ¢alismislardir.
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2.9.3 Oksijen aktarimi

a. Onemi ve mekanizmasi: Oksijenin girdi olarak kullanildigi aerobik proseslerde

mikrobiyal hiicreler solunum, ¢ogalma, iiriin sentezi gibi metabolik faaliyetlerini
siirdiirebilmek i¢in temel girdilerden biri olan oksijene ihtiya¢ duyarlar. Bu nedenle
¢ogalma ve iiretim ortamindaki ¢oziinmiis oksijen derisimi ve oksijenin aktarim hizi
onemlidir. Oksijenin aktariminin eksikligi ya da fazlalig1 tirlin verimi ve secimliligini
etkiler. Bir biyoteknolojik proseste oksijen gereksinimi ve aktarimi, mikroorganizma
tirtiyle, iretim ortaminin fiziksel Ozellikleri ile, biyoreaktor ve karistiric
konfigiirasyonuyla ilgilidir. Karigtirmal1 biyoreaktorlerde oksijen aktarimi igin oksijen/hava
giris hiz1 ve karistirma hizi ile birlikte 6nemli biyoreaktor isletim parametreleridir. Aerobik
tiretim proseslerinde mikrobiyal hiicrelere oksijenin aktarim hizi, biyolojik doniisiim
hizinin belirlenmesinde 6nemli bir kisitlayict etkendir. Ciinkii biyokimyasal reaksiyonlarin
hizlar1 iiretim ortamina aktarilan oksijenin aktarim hizina oranla genel olarak daha

yiiksektir (Bailey and Ollis 1986).

iki film teorisine gore biyoproses ortamindaki bir gaz kabarcigindan mikrobiyal hiicreye
oksijenin aktarimi Sekil 2.19°da goriildiigli gibi sekiz basamakta gergeklesir (Bailey and
Ollis 1986).

v
I. Film II. Film 4
\ [‘4}‘( tabakasi tabakasi -\/\
! Hiicre

Baz ;;' / toplulug
kabarcign Y ._ f ,
Illl II| ll Bivokimyasal
[ reaksivon
1 \,j I }Lﬂ hucre
Y | e
/ ~. @
F \
'
/
7 Siviyigini @ o
lcre
// zan
Gaz-sivi Swi-hiicre
araylzeyi topluluiu

Sekil 2.19 Iki film teorisine gére bir gaz kabarcigindan mikroorganizmaya oksijenin

aktarim mekanizmasi
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. Oksijenin gaz yigiindan gaz-sivi ara ylizeyine aktarimi
. Gaz-siv1 ara yiizeyde ¢ozlinme (gaz fazdan siv1 faza gegis )
. Coziinmiis gazin durgun siv1 filminde aktarimi

. Coziinmiis gazin iyi karigan siv1 yiginda aktarimi

1
2
3
4
5. Coziinmiis gazin mikrobiyal hiicre y1ginina bitisik durgun siv1 filminde aktarimi
6. Coziinmiis gazin durgun s1vi film tabakasina bitisik hiicre kiimesine aktarimi

7. Hiicre y1ginindan hiicreye aktarim

8

. Hiicre duvarindan gegis ve reaksiyon konumuna aktarim

Oksijenin su igerisindeki ¢oziiniirligii diisiiktiir. Bu nedenle oksijen aktariminda gaz
filminin direnci sivi film direncine kiyasla ihmal edilebilir diizeydedir. Biyoproses
ortaminda karigtirma hizinin veya havalandirma hizinin artirilmasiyla hava kabarciklari
cevresindeki film direncleri kirilarak oksijenin biyodoéniisiim ortamindaki aktarim hizi
artirilabilir. Hiicre kiimeler olusturmuyorsa altinc1 adim ortadan kalkacaktir. Hiicreler ara
ylizeylere adsorplanma egiliminde olduklarindan ¢oziinmiis oksijen tek bir sivi film

direncini asmak durumunda kalabilir.

Oksijenin biyoproses ortamindaki ¢oziinme hizi hava kabarciklar1 ¢evresinde yeni filmin
olusma hizi ile kontrol edilir. Eger biyoproses ortamui iyi bir sekilde karistirilamiyor ve sivi
faz icinde derisim profilleri 6nemli ise sivi yigindaki oksijen aktarim direngleri de hizi
kisitlar. Bu nedenle sivi fazdaki tiim oksijen aktarim direnclerini azaltmak i¢in biyoproses
ortami mekanik ve/veya gaz girisi ile karistirilmalidir. Bu durumda, oksijen molekiillerinin
biyoproses ortaminda mikrobiyal hiicrelere taginimi hem molekiiler aktarim hem de

konvektif aktarim ile gergeklesir (Bailey and Ollis 1986).

Hiicre kiimesi i¢inde difiizyon ve arayiizeylerden (gaz-sivi, sivi-hiicre kiimesi ve hiicre zar1)
gecis direng olusturmuyorsa birim hacim basina gazdan siviya oksijen aktarim hizi, sivi faz

hacimsal kiitle aktarim katsayisi cinsinden asagidaki gibi tanimlanabilir:

OTR=N ,a = KLa(C: - Co)
2.7
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Oksijenin sudaki ¢oziiniirligi diisik oldugundan toplam kiitle aktarim katsayisi Kya sivi

tarafi kiitle aktarim katsayis1 kpa’ya esit olacaktir.

b. Oksijen aktarim karakteristikleri: Aerobik fermentasyon proseslerinde mikrobiyal

hiicreye oksijen aktarimi, metabolik akilarin degismesi ve metabolik yolizinin etkilenmesi
nedeniyle iiriin olusumunu etkiler. Bu nedenle mikroorganizmanin fizyolojisiyle ilgili
biyoreaktér performansinin belirlenmesi i¢in mikroorganizmanin oksijen ihtiyacinin
aydinlatilmas: gerekmektedir. Denklem (2.7) ile tanimlanan gazdan siviya oksijen aktarim
hiz1 ise hem gaz hiz1 ve karistirma hiziyla belirli fizikokimyasal 6zelliklere sahip siv1 fazda
yaratilan karistirma etkilerine hem de sivi fazda oksijenin mikroorganizma tarafindan
tikketim hizina baghdir. Bu nedenle oksijen tiikketim hiz1 ve kiitle aktarim katsayis1 “oksijen

aktarim karakteristikleri” olarak adlandirilirlar.

b.1 Oksijen tiiketim hizi: Aerobik biyoreaktorlerin tasarimi ¢ogunlukla prosesi kontrol

eden basamak belirlenerek yapilir. Bu basamak oksijen aktarim hizi, oksijen tiiketim hiz1 ya
da baska bir substratin tiiketim hiz1 olabilir. Miimkiin olan en yiiksek oksijen aktarim ve
tiketim hizlar1 belirlenip kiyaslanarak ilgili parametrelerden hangisinin hiz kisitlayici
oldugu bulunabilir. Maksimum oksijen aktarirm hizi C,=0 kosulundaki Naa degeridir
(Namaxa= kra C, ). Oksijenin maksimum tiiketim hiz1 ise Denklem (2.1) ve (2.6)’dan OD=
CxMmax/Yx/o olarak bulunur. Burada Cy hiicre derisimini, Yy, tliketilen 1 g oksijene karsilik
olusan hiicreyi gosterir. Oksijenin maksimum tliketim hizinin, maksimum oksijen aktarim
hizina oram1 Da sayisint verir, Da= OD/OTRy,.x . Oksijen tiikketim hizinin, maksimum

oksijen tiiketim hizina oram ise etkinlik saysina esittir, [ [Ir,/OD .

Eger maksimum oksijen aktarim hizi maksimum oksijen tiiketim hizindan daha biiytikse,
artan oksijen tiikketimi icin esas diren¢ mikrobiyal metabolizmadir ve biyoproses
biyokimyasal tepkime ag1 kisitlamali olur. Bu durumun tersi gegerli ise C, yaklasik sifir ve
biyoproses kiitle aktarim kisitlamali olur. Ara durumlarda prosesi her iki adim da kontrol
edebilir. Gergekte durum yukaridaki yaklagimdan ¢ok daha karmasiktir. Sivi fazda oksijen

derisimi kritik degerinin iizerinde ise hiicre metabolizmasi oksijene doymus durumdadir ve
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solunum zincirinden gegen tiim elektron ciftleri oksijen tarafindan alimir. Bu durumda

metabolizma i¢inde bagka bir adim prosesin hizin1 kisitlayacaktir (Bailey and Ollis 1986).

Pek ¢ok faktor mikroorganizmanin oksijen ihtiyacini etkileyebilir. Biyoprosesteki oksijen
tikketim hizi mikroorganizmanin fizyolojik ozelliklerine ve ortamdaki karbon kaynagina
baghdir. Karbon kaynaklar1 i¢inde glukoz genelde diger karbonhidratlardan daha hizli
metabolizmaya girer. Ornegin Penicillium igin gozlenen oksijen ihtiyaci laktoz, sukroz ve
glukoz igin sirastyla 4.9, 6.7, 13.4 mol dm™ st'dir. Oksijen tilketiminin énemli bir kismin
hiicre kendini ¢ogaltmak icin kullanirken yasamsal islevleri, biyosentez ve iiriin olusumu
icindeki oksidasyon tepkimeleri i¢in de oksijen gerekmektedir. Dolayisiyla metabolik
stokiyometri yardimiyla c¢ogalma i¢in oksijen tiiketim hizi, substrat tiiketim hiziyla

dogrudan iligkilendirilebilir (Bailey and Ollis 1986).

Aerobik proseslerde mikroorganizmanin lstel ¢ogalma fazi sirasinda oksijen tiikketim hizi
artar ve oksijen aktarim hizi yeterli degil ise ortamdaki ¢oziinmiis oksijen seviyesi,
mikroorganizmanin oksijene olan ihtiyacindan dolay1 azalir. Biyoproseste kalma siiresiyle
birlikte ortamda hiicre birikimi ve iiriin olusumunun artmasi sonucu viskozitenin artmastyla
ise oksijen aktarim hizi ve buna paralel olarak da oksijen tliketim hiz1 azalmaya baslar.
Durgunluk fazi sirasinda ise hiicrenin oksijen ihtiyaci azalir ve bu gereksinimin biiyiik bir
kismin1 yasamsal fonksiyonlar olusturur. Oksijen tiiketim hizinin azalmasiyla da ortamdaki

¢Oziinmiis oksijen derisimi artar (Atkinson and Mavituna 1991).

b.2 Sivi-faz kiitle aktarim katsayisi: Oksijenin sivi faz hacimsal kiitle aktarim katsayisi

(Kra), biyoreaktorlerde gaz-sivi kiitle aktarim hizin1 gésteren onemli bir parametredir. K a,
mikroorganizma  tiiriine, fermentasyon ortaminin  fizikokimyasal  6zelliklerine,
biyoreaktoriin ve karigtirma sisteminin tasarimina, karistirma ve havalandirma hizlarina
baghdir (Aiba et al. 1973). Coziinmiis oksijenin metabolizmaya yeterli hizda aktarilip
aktarilamadiginin bilinmesi, oksijen aktarim katsayilarinin belirlenmesi ile miimkiindiir.

Rainer (1990) biyolojik ve biyolojik olmayan sistemlerde sivi faz hacimsal kiitle aktarim
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katsayisinin (Kpa) deneysel olarak belirlenmesi i¢in 6l¢iim yontemlerini “dogrudan” ve

“dolayli” yontemler olmak tizere iki grupta simiflandirmistir:

1. Dogrudan Olgiim Yéntemleri

i Dinamik Yontem
ii. Gaz Dengesi Yontemi
ii. Suirekli Kultiir Yontemi

2. Dolayli Olgiim Yontemleri

i Gaz Cikis Yontemi

ii. Elektrot-Momentum Y 6ntemi
iil. Siilfit Oksidasyon Yontemi
iv. Glukoz-Oksidaz Y ontemi

. CO, Yontemi

1. i. Dinamik yontem

Dinamik Yontem biyoreaktorlerde sivi faz kiitle/oksijen aktarim katsayisinin (Kpa)
deneysel belirlenmesi amactyla yaygin olarak kullanilan yontemdir. Kolay uygulanabilir
olmasi1 ve gaz igerisindeki bilesenlerin analizlerine ihtiya¢ duyulmamasi ydntemin
avantajlar1 arasindadir. Yatigkin olmayan kosulda, kesikli biyoreaktoérde sivi faz i¢in kiitle

korunum denklemi kurulursa Denklem (2.8) elde edilir:

Kpa(C,y ~Cp)+r "Cy _4% (2.8)
0 dt
Yontem biyoreaktore gonderilen havanin kisa siireli olarak kesilmesi ve Sekil 2.20’de
goriildigl gibi, bir oksijen elektrodu ile ¢ozlinmiis oksijen derisiminde once azalmanin;
havanin tekrar sisteme verilmesi ile de artisin incelenmesi prensibine dayanmaktadir
(Rainer 1990). Havanin kesildigi t, anina kadar biyoreaktérde ¢ozlinmiis oksijen derisimi

yatigkin kosulda C gibi bir degerdedir ve t; aninda hava yeniden verilmektedir. t, Anindan

t; anina kadar zamanla ¢oziinmiis oksijen derisimindeki azalma gozlenir.

71



HaVId Ilesilir

11 T

Hava verilir

t zaman

Sekil 2.20 Dinamik Yontem uygulamasinda ¢6ziinmiis oksijen derisiminin kalma siiresi
ile derisimi

Burada oksijen aktarimi ger¢eklesmediginden Ky a(C,*- C,) terimi sifira esittir ve Denklem

(2.8) Denklem (2.9)’a indirgenir:

dc,
yr =——

0 dt (2.9)
Denklem (2.9)’dan oksijen tiiketim hizi -r,; Denklem (2.10)’dan ise birim hiicre kiitlesi

basina oksijen tiiketim hizi -r,"' bulunabilir.

r =r"C
o o * (2.10)

t; aninda hava gonderilmesi ile ¢ozlinmiis oksijen derisiminin zamanla artis1 gézlenir. Bu

durumda Denklem (2.8) gegerlidir. Denklem (2.8) ve (2.9)’dan yaralanilarak,

ac, rdt)-r :c, |

grafigi elde edilir (Sekil 2.21); grafigin egiminden Kja hesaplanir. Yontemin bu tez
kapsaminda uygulanigt “3. MATERYEL VE YONTEM” béliimiinde verilmistir.
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Egim=-1/K; a

—_—

(dCy/dt)-r,

Sekil 2.21 Dinamik Yontem ile siv1 faz hacimsal kiitle aktarim katsayisinin belirlenmesi

Biyoreaktorde havanin kesilmesi ile ¢oziinmiis oksijen derisiminde hemen azalma olmaz.
Biyoreaktorden ¢ikan hava kabarciklarinin uzaklagmasi gaz tutma (hold-up) nedeniyle
zaman alir. Yiiksek karistirma hizlarinda, sivi tizerindeki ara yiizeyden Oolgiilebilen
biiyiikliikte oksijen aktarimi da meydana gelmektedir. Bu etkiyi azaltmak i¢in hava

kesildigi zaman karigtirma hizi diisiiriillmelidir.

Kra; kalma siiresi, gaz hizi ve karistirma hiziyla degisir ve karistirma hiz1 arttikga artar.
Biyoprosesin gecikme ve {listel ¢ogalma evrelerinde sivi-faz hacimsal kiitle aktarim
katsayisi, biyoproses periyodlarina bagli olarak degisim gostermektedir. Biyoproses
ortaminin reolojik Ozelliklerinin proses siiresince fazla degismedigi kosullarda, Kipa’nin
momentum yayinirhgmin kiitle yayinirligina orant olan Schmidt sayisindaki degisimden
etkilenmedigi diistiniilebilir. Tepkimeli bir sistemde, tepkime ve gaz-sivi1 kiitle aktariminin
birlikte yer aldigi proseslerde kiitle aktarimi g¢ok sayida parametreye bagli olarak
degisebilir. Bunlardan biri tepkime hizinin proses siiresince degisimi; digeri ise kiitle
aktarim alaninda bulunan kiiglik pargaciklardir (mikroorganizma). Bu nedenle
mikroorganizmanin  bulundugu ortamda sivi  faz kiitle aktarim katsayisinin
mikroorganizmanin oksijen tiiketim hizina, boyutlarina ve derisimine bagli olarak

degismesi beklenebilir (Calik ef al. 1997).
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Biyotepkime ortaminin karistirilmas: ve havalandirilmasi kopiik olusumuna neden olur.
Biyoproses ortamina kimyasal kopiik gidericilerin katilmas1 gaz-sivi ara yiizeyinde kiitle
aktarim direnglerini olumsuz yonde etkiler. Yiizey geriliminin artmasi ile gaz kabarcigi ara
ylizey alan1 azalir. Bu nedenlerle kopiik kontrolu igin kimyasal kopiik gidericilerin
kullanilmasi kiitle aktarim katsayisinda azalmaya neden olur (Aiba 1973). Ayrica iiriin ve
mikroorganizma derisiminin artmasi nedeniyle viskozitenin artmasi da kiitle aktarim

direnglerini artiracagi i¢in Kya’y1 azaltir.

2.10 Metabolik Miihendislik

Biyoteknolojik proseslerde iiretim kompleks bir tepkime sistemi iizerinden mikro-
biyoreaktdr olarak gorev yapan hiicre igerisinde ardisik paralel, ¢cok sayida tepkime ile
ger¢eklesmektedir. Hiicre i¢inde meydana gelen c¢ok sayida biyokimyasal tepkime ve
tepkimelerin birbirleri ile olan etkilesimlerini gosteren biyotepkime yolizlerine metabolik
yolizi denir. Metabolik miihendislik, istenen iiriiniin yiiksek verimlilik ve se¢imlilikte
tiretimi i¢cin genetik miihendisligi teknikleriyle hiicre iginde meydana gelen spesifik
biyokimyasal tepkimelerin uygun bir sekilde modifikasyonu veya bunlara yeni tepkimelerin
eklenmesiyle hiicrenin 0Ozelliklerinin dogrudan gelistirilmesi olarak tanimlanmaktadir
(Stephanopoulos et al. 1998). Kisaca; metabolik miihendislik, hedeflenen 6zel amaca
ulasmak i¢in miihendislik prensipleriyle metabolik tepkime yolizlerinin analizlenmesi ve
tasarlanmasidir (Yang et al. 1998). Molekiiler biyolojik teknikler, analitik yontemler ve
matematiksel araclarda son on yilda meydana gelen gelismelerle endiistriyel- ve medikal-
biyoteknolojik amagclar i¢in metabolik miithendislik yaklagiminin gelismesine ve bu alan ilgi
olusmasma neden olmustur (Stephanopoulos 1998). Hiicre icerisinde istenen iiriin
tiretiminde hiz kisitlayici tepkime(ler) metabolik miihendislik yaklagimi ile belirlenir. Hiz
kisitlayic1 tepkime(ler) belirlendikten sonra, genetik miihendisligi teknikleriyle istenen
biyomolekiilii (protein, amino asit ve antibiyotik, vitamin vd) iretebilen rekombinant

mikroorganizma gelistirilerek verim ve se¢imlilik artirilabilir.

Metabolik miihendisligin bir ¢ok uygulama alanlar1 vardir. Bunlar:
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» Proteinler, amino asitler, organik asitler, vitaminler ve antibiyotikler vb. biyokimyasal
tirtinlerin iiretiminde verim ve se¢imlilgin artirilmasinda,

» Yeni driinlerin tretiminde (6rnek; mikroorganizmalarda ve bitkilerde biyopolimer
sentezi),

» Farmasotik iiriinlerin iiretiminde ara-iiriinler olan kiral bilesiklerin iiretiminde,

» Medikal alanda, gen-terapi ve beslenme startejileriyle hastaliklarin kontrolii igin
hedeflerin belirlenmesi ve tiim organ ve dokularin metabolizmalarinin analizidir

(Stephanopoulos et al. 1998).

Biyoteknolojik iiriinlerin verim ve se¢imliliginin artirilabilmesi i¢in istenen lirlinii iiretecek
hiicrenin yapisinin ve fonksiyonlarinin bilinmesi gerekir. Biyoproseslerle herhangi bir
biyoteknolojik {iriiniin iiretildigi mikro-biyoreaktor olarak goérev yapan hiicrelerde ¢ok
sayida kimyasal tepkime gerceklesmektedir. Hiicre ¢ogalmasi da hiicre i¢cinde gergeklesen
bu tepkimeler sonucu meydana gelir. Bu tepkimeler genel olarak substratlarin kiigiik
molekiillere pargalanarak pek ¢ok hiicre-i¢i metabolitin sentezi igin girdilerin olustugu
tepkimeler, kiiciik molekiillerin polimerleserek daha biiyiikk molekiilleri olusturdugu
tepkimeler, makromolekiillerin birleserek hiicre organellerini olusturdugu tepkimeler ve
substratlarin ve olusan metabolitlerin hiicre-iginden hiicre-digina veya hiicre-disindan
hiicre-igine aktarimini i¢ermektedir. Hiicre-iginde gergeklesen bu tepkimeler icin gerekli

Gibbs serbest enerjisi yine bu tepkimelerle olusur (Nielsen and Villadsen 1994).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Mikroorganizma

Asagida tiir adlar1 ve numaralar1 verilen mikroorganizmalar United States Department of
Agriculture Northern Regional Research Laboratory (NRRL, ABD), American Type
Culture Collection (ATCC, ABD), Deutsche Sammlung Von Mikroorgaismen Und
Zellkulturen GmbH (DSM, Almanya)’dan, ve Bacillus Genetic Stock Center (BGSC Ohio
State University, ABD) dondurularak-kurutulmus olarak getirtilmis ve -20 °C’da derin-
dondurucuda korunmustur (Cizelge 3.1).

Bu mikroorganizmalardan, B. subtilis 1A751 ve B. subtilis WB 700’{in sirasiyla, alkali

proteaz enzimlerini kodlatan iki geni (apr, npr) ve yedi geni silinmistir.

Mikroorganizmalar, % 0.5 pepton, %]1.5 soytripton, 0.001 kg m> MnSO42H,0
bilesimindeki su ig¢inde hazirlanan ve 121°C ve 1.2 atm’de doygun buharla 20 dk siireyle
sterillenen V=0.5 ml ¢6zeltide 30 °C’da 30 dk ¢alkalanarak canlandirilmis ve canlandirma
ortaminda 30 dk bekleyen hiicreler, canlandirma ortam bilesimine ek 15 kg/m’ kati
agar iceren petri kaplarina steril kosullarda aktarilmistir. Kati agar ortamlar asagidaki
yontemle hazirlanmisgtir:

Cizelge 3.1 Arastirmada kullanilmis olan mikroorganizma ve plazmitler

Mikroorganizma Kaynak/Referans

E.coli XL1Blue ATCC 31538, Bullock et al. 1987
B. subtilis 1A751 BGSC

B. subtilis WB 700 Wu et al. 1991

Plazmit Kaynak/Referans

pUC19 Yanisch-Peron ef al. 1985

pMK4 Briicknet et al. 1992
-pre(subC)::hGH::pUC19 Sentiirk 2006
-pre(subC)::hGH::.pMK4 Sentiirk 2006
-pre(subC)::hGH::.pMK4 Bu ¢aligma
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1. Yukarida bilesimi verilen ¢ozelti, homojen hale gelinceye kadar manyetik karistirict ile
karigtirilarak kaynatilir;
2. Ortam berrak hale geldiginde, daha dnceden hazirlanmis mikrobiyolojik hava filtreli tiip-

lerin herbirine 6 ml konulur ve sterillenir;
3. Tiipler sterilizasyon isleminden sonra egilerek, agarin donmas1 beklenir; egik agar tiipleri

4°C 'da korunur.

Hazirlanan kat1 ortamlara mikroorganizma 6ze ile steril kosullarda aktarildiktan sonra 30°C
'da 18 saat inkiibatorde g¢ogaltilmistir. Mikroorganizmalarin yaglanmalarini ve zamanla
aktivitelerini kaybetmelerini 6nlemek icin kati ortamda gogaltilmis aktif mikroorganizmalar
mikrobanka aktarilarak -20°C 'da saklanmustir.

3.2 Genetik Miihendisligi Yontemleri

Bacillus tiirleri ile insan biiylime hormonunun (hGH) {iretimi i¢in, proteaz genleri silinmis
Bacillus tiirlerinde kullanilmak {izere plasmit gelistirilmesi i¢in ii¢ ayri metabolik
miihendislik tasarimi yapilmis ve detaylar1 EK 1°de verilmistir. Ug alternatif icin Nar
bilgisayar programi ile tasarlanan primerlerin tasarim detaylar1 EK 2’de ve genetik
mithendisligi yontemlerinde kullanilan isaretleyiciler (Marker) ise EK 3’de gdsterilmistir.
Metabolik tasarimlar iginden, Tasarim I segilerek uygulanmistir. hGH'nin Bacillus
tiirlerinde {iretilip hiicre-disina aktarilabilmesi i¢in Bacillus hiicre-dis1 enzimlerinden SAP
geninin subC -pre dizininin hGH gen dizininin Oniine entegre edilmesi ile arastirma
grubumuzda gelistirilen -pre(subC)::hGH (Sentiirk 2006) geninin pRB373 plazmidine

klonlanmas1 seklindeki Metabolik Tasarim I, 6zetle Sekil 3.1°de gosterilmistir.

3.2.1 Kromozomal DNA izolasyonu

Kromozomal DNA'nin Bacillus tiirlerinden izolasyonu i¢in asagidaki yOntem

uygulanmstir:

1. Kati ortamdan 30 ml hacimli LB ortamina (EK 4) aktarilan hiicreler 30°C 'da 12 st (bir
gece) cogaltilir.

&3



EcoRI Khal prefubC):hGH T

Toal | l

Restriksiyon enmitnletiyle (Zhal,
pRES73 EcoRI) kesim

'

pre(subC) hGH —‘

5800 bp

Restriksiyon enzimleri Genin plasmit ile iki

(EcoRI, Xbal) ile kgsim ugctan birlesmesi (ligasyon)

Xhal

EcoRI EcoRI

pre(subC) - hGH

Eekombinant Plasmid
{6.T Kb}

Sekil 3.1 pRB373::pre(subC)::hGH (r-pRB373) plazmidinin tasarimi

2. Hiicrelerin ¢ogaldiklar1 ortam 3000g 'de 10 dk santrifiijlenir, siv1 alindiktan sonra

hiicreler 5 ml SET tamponu (EK 4) i¢inde tekrar siispansiyon haline getirilir.
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3. Son derisimi 1 mg/ml olacak sekilde ortama lizozim enzimi eklenir ve 37°C 'da 60 dk
stireyle tepkime gerceklestirilerek hiicre duvari parcalanir.

4. 1/10 hacim oraninda ortama %10 'luk SDS eklenir ve hemen ardindan derisimi 0.5
mg/ml olacak sekilde proteinaz-K eklenerek iki saat siireyle -arasira ¢alkalayarak- 4°C
'da tepkime gerceklestirilir.

5. Cozelti hacmmin 1/3% kadar SM NaCl; sonra ¢6zelti hacmi kadar kloroform eklenir ve
oda sicakliginda 30 dk siireyle karistirilir.

6. Iki fazli karistm 4500g 'de 15dk santrifiijlenir ve sulu faz Pasteur pipetiyle tiipe alinir.

7. Sulu fazdaki kromozomal DNA {izerine hacmi kadar izopropanol eklenir; siispansiyon
4500g 'de 15dk santrifiijlenir. DNA %70 EtOH ile yikanir ve vakum altinda kurutulur.
DNA uygun miktarda TE tamponu (EK 4) icinde ¢oziilir ve -20°C 'da saklanir
(Posprech ve Neumann 1995) .

3.2.2 DNA derisiminin belirlenmesi

DNA molekiillerinin ayirilmasinda jel elektroforez, jel olusturma maddesi olarak agaroz;
jel ¢ozeltisi olarak da TBE tamponu (EK 4) kullanilmistir. Agaroz derisimi 1.0-1.7 (a/h)
arasinda amaca gore degistirilmistir. Jel elektroforez cihazinin isletim voltaji 100 V 'tur. Bu
islemden sonra jel biiyiikliigline gore 20-50ul EtBr (10mg/ml) ile boyanarak UV 15181
altinda fotografi ¢ekilmis ve isaretleyiciden yararlanilarak her bandin derisimi 260nm dalga

boyunda UV-spektrofotometre ile absorbans 6l¢iimleri kiyaslanarak hesaplanmastir.

3.2.3 PCR cihaziyla gen derisimlerinin artirilmasi

Izole edilen gen dizinlerinin dogru yapida olup olmadig, izole edilen genin kalip DNA
olarak kullanildig1 polimeraz zincir tepkimesi (PCR) reaksiyonu ile belirlenmistir. PCR

reaksiyon karigiminin agoroz jelde kosturulmasiyla dogru yerde (999 bp) bant veren

koloniler secilmistir. PCR kosullar1 ve bilesimi agagida verildigi gibidir:
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Polimeraz zincir tepkimesi (PCR) icin tepkime bilesimi:

dNTPler (1 mM) 10 pul
10 X PCR tamponu (MgSOj4’1ii) Spul
Kalip DNA 3ul
-pre(subC) ileri primeri 1 ul
hGH geri primeri I ul
pfu DNA polimeraz (2.5 U/ul) 1 pl
dH,O 29 ul
Vr=50 ul

PCR sisteminde mikroreaktorlerin isletim programu:

T)= 94°C,2dk 3 1 dongii
Tl(denatﬁrasyon) =94 OC, 1 dk

Ta(yapismay™ 55°C, 1 dk 35 dongii
T3(sentez): 72 OC, 1 dk

Ts= 72 °C, 5 dk } 1 dongii
Ty= 4°C, 1 dk

3.2.4 Restriksiyon enzimleri ile kesme ve ligasyon reaksiyonlari

Izole edilen r-pUC19 ve pRB373 plazmitleri tepkime bilesimi asagida verilen kosullarda
once 3 saat siire ile EcoRI restriksiyon enzimi ile kesilmis daha sonra tepkime ortamina
Xbal enzimi eklenerek tepkimeye 12 saat siire ile devam edilmistir. Tepkime siiresinin
tamamlanmasinin ardindan, tepkime bilesimi 15 dk 65 °C’de inkiibe edilerek restriksiyon
enzimleri inaktif hale getirilmistir. Hibrit-genin izolasyonu ig¢in, tepkime bilesiminin
tamami agoroz jelde kosturularak, hibrit-gen r-pUCI19 plazmidinden ayrilmistir.
Kosturmadan sonra Fermentas DNA Ekstraksiyon Kiti ile hibrit-gen jelden ekstrakte
edilmistir. Yapiskan-ug kesimi i¢in tepkime kosullar1 asagidaki gibidir:
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r-pUC19’un EcoRI ve Xbal ile yapiskan-u¢ kesimi icin tepkime kosullari:

r-pUC19 plazmidi (48 ng) 14 ul
Tampon A (tango buffer) 4 ul
EcoRI enzimi (10U/ pl) 1 pul
Xbal enzimi (10U/ ul) 1 ul
T=37C%t=12st V=20 pl

PRB373’iin EcoRI ve Xbal ile yapiskan-ug kesimi i¢in tepkime kosullari:

pRB373 plazmidi (450 ng) 14 nul
Tampon A (tango buffer) 4 ul
EcoRI enzimi (10U/ pl) 1 pul
Xbal enzimi (10U/ pl) 1 ul
T=37C%t=12st V=20 pl

r-pUC19°dan ekstrakte edilen hibrit-genin yukarida verilen kosullarda kesilerek klonlama
icin uygun molekiiler yapiya getirilen pRB373 plazmidine verilen kosullarda sub-
klonlamas1 ligasyon tepkimesi ile gergeklestirilmistir. Klonlamanin basar1 olasili§inin
artirllmasi i¢in iki farkli gen/vektdr oraninda (G/V=3, G/V=5) kosullar1 asagida verilen

ligasyon tepkimesi paralel olarak gerceklestirilmistir:

Hibrit-genin pRB373’e klonlanmast icin ligasyon tepkime kosullari:

G/V=3 G/V=5
Hibrit-gen 72 ng 120 ng
pRB373 plazmidi 24 ng 24 ng
Ligasyon tamponu (10 X) 1 pul 1 ul
ATP (10 mM) 1 pl 1 ul
T4 DNA Ligaz (5 U/ul) 1 ul 1 pul
dH,O V=10 ul olacak sekilde belirlenmistir.

T=16C°, 16 st
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3.2.5 Plazmit DNA'nin E.coli’ye transferi: CaCl, yontemi

Klonlama isleminden sonra geni tasiyan plazmit DNA E.coli’ye asagida verilen CaCl,

yontemi ile transfer edilmistir:

1.

2.

10.

11.

12.

13.

E.coli LBA kati1 ortaminda, 37°C de bir gece (~ 12 saat) ¢ogaltilir.

Kati ortamdan 5 ml hacimli LB ortamina aktarilir ve 37°C’da bir gece daha inkiibe

edilir.

. LB ortaminda ¢ogaltilan hiicrelerden 1 ml alinarak 100 ml yeni LB ortamina aktarilir ve

37°C sicaklikta 4 st 250 dk™'da iistel gogalma faz1 basina kadar tekrar ¢ogaltilir.

Cogalan hiicreler steril, soguk 100 ml’lik santrifiij tiiplerine konulur ve tiipler buz

tizerinde 10 dk tutularak 0°C ’a sogutulmasi saglanir.
Hiicreler 4000 g’de, 4°C’da 10 dk santrifiijlenerek ¢oktiiriiliir.

S1v1 kisim atilir; ¢oken hiicreler santrifiyj tiipii kagit havlu iizerinde ters ¢evrilerek 1 dk

kurutulur.

. Hiicreler 10 ml, 0.1M CaCl, ile siispansiyon haline getirilir ve buzda bekletilir.

. Siispansiyon 4000 g’de, 4°C’da 10 dk santrifiijlenerek hiicreler tekrar ¢oktiiriiliir.

S1v1 kisim dokdiliir ve hiicreler santrifiij tlipti kagit havlu lizerinde ters gevrilerek 1 dk

kurutulur.

Coken hiicreler 4 ml, 0.1M CaCl, iginde tekrar siispansiyon haline getirilir ve
buzda bekletilir.

Mikropipetle 200 ul silispansiyon Eppendorf tiipiine alinir ve tiipe DNA (10 ml
hacminde 50 ng’dan fazla olmayacak sekilde) eklenir, yavas yavas asagi yukari
cevrilerek karistirilir ve 30 dk buzda bekletilir.

Daha sonra tiipler 42°C’daki su banyosuna alinarak 90 saniye bekletilir ve 1s1 sokuyla
plazmit DNA’nin hiicreye transferi saglanir. Bundan sonra tiipler hizli bir sekilde buz
banyosuna alinir ve 1-2 dk hiicrelerin ¢okmesi i¢in beklenir.

Her tiipe 800 pul LB ¢ozeltisi eklenir ve 37°C’da, 45 dk su banyosunda inkiibe
edildikten sonra LBA ve segici antibiyotigi i¢eren petri kaplarinin her birine uygun

hacimde (~250 pl ) aktarilir (Sambrook 1995).
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3.2.6 E. coli’den plazmit DNA izolasyonu

E.coli’den plazmit DNA izolasyon yotemi asagida verilmistir:

1. 12 st (bir gece) LB ortaminda ¢ogaltilmis hiicreler, 12,000g'de 30 s santrifiijlenir.

2. Berrak kisim atildiktan sonra hiicrelerin {izerine ¢ogaltilmis hiicrelerden 1ml tekrar
eklenir ve Onceki basamaktaki gibi tekrar santrifiijlenir.

3. Berrak kisim tekrar atilir ve hiicreler iizerinde kalan az miktardaki sivi da mikropipetler

yardimiyla alinir; hiicreler buz lizerine yerlestirilir.

>

Hiicreler 4°C sicakligindaki, 100ul Cozelti I (EK 4) ile tekrar siispansiyon haline

getirilir.

5. Uzerine 200 pl yeni hazirlanmis Cézelti 11 (EK 4) eklenir; Eppendorf tiipii ara sira asagi-

yukari ¢evrilerek 5 dk karistirilir.

Uzerine 150pul  4°C sicakliginda Cozelti 11 (EK 4) eklenir ve 5dk buz icerisinde

bekletilir.

. 12,000g 'de, 4°C 'da 5 dk santrifiijlenir; berrak kisim temiz bir tiipe alinir.

. Berrak ¢6zelti hacminin %10°u kadar 3M NaAc ve 2 kati kadar saf EtOH eklenmis ve —
20°C 'da 10 dk bekletilir.

9. Plasmit DNA 12,000 g 'de, 4°C 'da 5 dk santrifiijlenerek ¢oktiiriiliir.

&

[ BN |

10. Berrak kisim dokiilmiis ve ¢oken plasmit DNA vakum altinda kurutulur.
11. Kuruyan pellet amaca gore ya 100 ul TE tamponu (EK 4) (pH=8) veya dH,O ile
¢oziiliir ve -20°C 'da saklanir (Sambrook 1995).

3.2.7 DNA'nin agaroz jelden ekstraksiyonu

Jelde ayrilan gen pargalarindan klonlama tepkimesinde kullanilacak olan1 UV-15181 altinda

jelden kesilerek alinmis ve Fermentas DNA Ekstraksiyon Kit ile ekstrakte edilmistir.

Istenen DNA molekiiliinii iceren jel parcasi uygun cozeltilerle karistirilarak 55°C 'de
¢Oziilmiis, ¢ozeltiye gegcen DNA molekiilii ortama eklenen toz halindeki silika partikiillere

adsorplanmistir. DNA molekiillerini tagiyan silika tozlar1 yikanmis ve eliiasyon tamponu
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ile eliiasyon islemi gergeklestirilerek klonlama tepkimesinde kullanilacak DNA molekiilleri

saf olarak elde edilmistir.

3.2.8 Plazmit DNA'min Bacillus tiirlerine transferi: Elektroporasyon

Hedef geni tastyan E.coli-Bacillus shuttle vektorii Bacillus subtilis’lere asagida acgiklanan

elektroporasyon ve dogal transformasyon yontemleriyle aktarilmistir. Dogal

transformasyon yonteminin elektroporasyondan farki elektrik soku uygulanmamasidir.

Elektrokompotent hiicrelerin hazirlanmasi :

1.
2.

Hiicreler Sml’lik LB sivida 37°C ve 180rpm kosullarinda bir gece ¢ogaltilirlar.

5 ml’lik LB sivida ¢ogaltilan mikroorganizmanin 250 ul ’si 50 ml’lik LB s1v1 igeren
yeni ortamlara aktarilir ve 1.basamak ile ayni kosullarda 3 st ¢ogaltilir.

4000rpm ve +4°C’de 15 dk santrifiijlenerek ayirilan hiicreler 1 mM HEPES (pH=7.0)
tamponu ile iki kez yikandiktan sonra soguk elektroporasyon tamponu (%25 PEG ve
0.1M mannitol) ile de iki kez yikanir. Yontemin uygulandig: siirecte hiicrelerin soguk
olmasi gerekir.

Hiicreler baslangic ¢ogalma ortami hacmimin 1/200°4  kadar hacimli  soguk

elektroporasyon tamponu ile siispansiyon haline getirilir ve +4°C’de 10 dk bekletilir.

DNA 'nin hiicrelere Elektroporasyonla aktarilmasi :

1.

Elektroporasyon cihazi belirlenen voltaj degerine ayarlanir. Baslangig voltaj degeri
16kV/cm olabilir (1mm’lik kiivetler i¢in 1600 V kullanilmistir).

40 ul elektrokompetent hiicre iceren tiipe 5 pl’den daha az plazmit DNA (100 ile 500ng
arasinda) eklenir ve karistirilir.

Hiicre/DNA karisimi 6nceden sogutulmus kiivet igerisine konur ve kiivetin dist
kurulandiktan sonra elektroporasyon cihazinin kiivet tutucusuna (holder) yerlestirilir.
Elektrik soku uygulanir ve hiicrelerin 2-3 dk dinlenmesi i¢in beklendikten sonra iizerine
0.5 ml LB s1vi1 eklenir ve 37°C’de 3 st bekletilir.

Uygun segici antibiyotigi iceren LB agar {izerine yayilir ve 37°C’de inkiibe edilir.
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3.2.9 Bacillus 'tan miniprep plazmit DNA izolasyonu: Alkali liziz yontemi

Bacillus’tan plazmit DNA izolasyonu asagida verilen yontem kullanilarak yapilmstir.

Yontem uygulanirken kullanilan ¢ozeltilerin bilesimleri EK 4’de verilmistir (Harwood and

Cutting 1990).

10.

11.
12.

13.

Deney tiipii veya 25ml’lik erlenlerde bulunan, secici antibiyotik iceren 2.5ml’lik LB
stvi-ortama plazmit DNA’nin izole edilecegi mikroorganizmadan tek koloni aktarilir.
Mikroorganizma 37°C ve 200rpm kosullarinda bir gece ¢ogaltilir.

Cogalan hiicrelerin 1.2ml’si 10,000rpm ve oda sicakliginda 1dk santrifiijlenir. Sivi
kisim dokiiliir ve kalan sivinin tamami bir mikropipet yardimiyla uzaklagtirilir.

Hiicreler 1.2ml TSE tamponu (EK 4) ile tekrar slispansiyon haline getirilerek yikanir.
3.basamak tekrarlanir.

Hiicre pelleti 2mg/ml egg-white lizozim iceren (kullanmadan hemen 6nce toz olarak
eklenmis) 500 pl Cozelti A (EK 4) ile siispansiyon haline getirilir.

10s vorteks islemi ile homojenizasyondan sonra T=37°C’de hiicreler parcalanincaya
kadar (10-20 dk) inkiibe edilir. Bu basamak kritiktir ve slispansiyon viskoz olmalidir.
Karisim buz iizerine konur ve oda sicakliginda bekletilen Cozelti-B’den (EK 4) 400 pl
eklenir, 10s vorteks islemi ile homojenizasyondan sonra 4 dk buz iizerinde bekletilir.
Stispansiyon gercekte berrak olmalidir; eger berrak degilse vorteks islem basamagi
tekrarlanir.

300 pl Cozelti-C (EK 4) eklenir ve 10s vorteks isleminden sonra buz iizerinde 5 dk
bekletilir.

16,000 rpm ve +4°C kosullarinda 6 dk santrifiijlenir. Katinin biiyiik kism1 dibe ¢oker,
bir kismu1 ¢6zeltide kalir.

S1vi kismin ~ 600 pl’si Iml mikropipetle yeni Eppendorf tiipline alinir.

600 ul fenol/kloroform/izoamilalkol (25/24/1) karisimi eklenir, 10s vorteks islemi
uygulanir ve 1 dk sonra islem tekrarlanir.

Fazlar1 ayirmak i¢in 16,000 rpm ve +4°C kosullarinda 6 dk santrifiijlenir.
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14. ~ 500 pl sulu (iist) faz 1 ml mikropipetle yeni tiipe alinir. Ara-faz ve alt-fazdan
¢ekilmemesine dikkat edilir.

15. 500 pl kloroform/izoamilalkol (24/1) eklenir, 5 s vorteks isleminden sonra 16,000 rpm
ve +4°C kosullarinda 2 dk santrifiijlenerek fazlar ayrilir.

16. 14. basamaktaki gibi yaklasik 450 pl iist-faz yeni tiipe alinir.

17. 1 ml %96 etanol (oda sicakliginda) eklenir, karistirilir ve buz lizerinde 10 dk bekletilir.

18. 16,000 rpm ve +4°C kosullarinda 10 dk santrifiijlenerek DNA pellet haline getirilir.

19. S1v1 kisim 4. basamaktaki gibi uzaklastirilir; pellete dokunulmamalidir.

20. 1 ml %80 etanol eklenir. Genellikle DNA pelleti tiiplin bir tarafinda sabit kalir. Eger
kalmazsa, ya da herhangi bir siiphe olursa, 1dk tekrar santrifiijlenir. Sivi kisim 19.
basamaktaki gibi uzaklastirilir.

21. 20.basamak tekrarlanir.

22. Pellet vakumda kurutulur ve 25ul TE tamponunda ¢6ziiliir.

23. 1 ul RNaz eklenir ve 37°C’de 20 dk inkiibe edilir. DNA —20°’de saklanir.

3.3 Rekombinant Bacillus Tiirleri ile hGH Uretimi

Gelistirilen mikroorganizmalar ile hGH fiiretimi ¢aligmalar1 kapsaminda mikroorganizma

kaynagindan baslayarak asagida verilen ortamlar/sistemler kullanilmustir.

3.3.1 Mikrobank (mikroorganizma saklama sistemi)

1.8 cm’ hacimh 25 adet kimyasal reaksiyondan gegirilmis mikroorganizmalari tutucu
ozellikte porlu yapiya sahip seramik boncuk ve mikroorganizmalarin kolayca ve homojen
olarak boncuklara yapismasini saglayan Cryoprezervatif sivi igeren tiiplere (PRO-LAB,
MicrobankTS) kati ortamda cogaltilmis aktif mikroorganizma aktarilmig, bir siire
calkalandiktan sonra sisedeki gliserol atilmig, mikroorganizmalarin gozenekli boncuklara

adsorpsiyonu saglanmigtir. Tiipler derin dondurucuda, -20°C’da saklanmustir.
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3.3.2 Kati cogalma ortam

Rekombinant Bacillus tiirleri ile yapilan hGH iiretim deneylerinde kullanilan kati1 ¢ogalma
ortamimin bilesimi Cizelge 3.2’de verilmistir (Calik 1998). Rekombinant Bacillus
mikroorganizmalarinin aktarilacagi kati cogalma ortamlarina sterilizasyon isleminden sonra
plazmidin korunmasi i¢in ortamdaki derisimi 7pg/cm’ olacak sekilde kloramfenikol
eklenmis; 30 cm’ ortam petri kabina bosaltilmistir. Petrideki ortam donduktan sonra
mikrobanktan alinan boncuk ile steril kosullarda mikrorganizma aktarilmis ve 37°C’da 24

st inkiibatorde (Fischer) ¢ogaltilmistir. Hiicreler ¢ogaltildiktan sonra 4°C’da saklanmustir.

3.3.3 On s1vi cogalma ortam

Mikroorganizma c¢ogalmasi ve hGH iiretiminde kullanilan 6n s1v1 ortamin bilesimi Cizelge
3.3'de verilmistir (Calik 1998). On sivi ortam 7 pg/cm® kloramfenikol igermektedir. Kati
ortamda  gogalmalarim1 tamamlayan hiicreler, Vg=150 cm’ hacimli mikrobiyolojik hava
filtreli kesikli biyoreaktdrde bulunan bilesimi Cizelge 3.4 'de verilen V=30 cm’ hacimli 6n
stvi ortama Oze ile steril kosullarda aktarilmis ve 37°C, karistirma lizi N=200 dk™' olan

orbital karigmal1 inkiibatérde (B.Braun, Certomat BS-1) 3 st cogaltilmiglardir.

Cizelge 3.2 Rekombinant Bacillus tiirleri i¢in kat1 ¢ogalma ortami

Kati cogalma ortami A Kati cogalma ortam B
BILESEN  DERISIM (kgm™) |BILESEN  DERISIM (kg m’
Et 6ziitii 3 %)

Pepton 5 Pepton 5

Agar 15 Soyton 15
Agar 15
MnSO4.2H,0 0.001
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Cizelge 3.3 Rekombinant Bacillus tiirleri i¢in 6n s1vi ¢ogalma ortami

Bilesen Derisim, kg m>
Soyton 15.0

Pepton 5

CaCl, 0.1
Na,HPO, 0.25
MnS04.2H,0 0.01

3.3.4 Sivi cogalma ortam

On-sivi ortamda ¢ogalan mikroorganizmalar pipet yardimiyla steril kosullarda bilesimi
Cizelge 3.5°de (Calik 1998) verilen V=500 cm’ hacimli mikrobiyolojik hava filtreli
biyoreaktorde bulunan V=100 cm’  hacimh ve 7pg/em’ kloramfenikol igeren sivi
ortamlara 1:10 6lgek bliylitme oraninda aktarilmistir. Aktarma yapildiktan sonra hiicreler
karistirma hizi N=200 dk™" olan orbital karismali inkiibatérde 37°C sicaklikta ¢ogaltilmis ve

arastirtlan parametrelerin etkisi incelenmistir.

Cizelge 3.4 Rekombinant Bacillus tiirleri i¢in s1vi ¢ogalma ortami

Bilesen Derisim, kg m’
Glukoz 8.0
(NH4),HPO4 4.71
KH,PO4 2.0
Na,HPOg4 0.043
NaH,PO4 5.63
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3.3.5 Olcek biiyiitme adimlar1 ve biyoreaktér sistemi

hGH iiretiminde kullanilan pilot 6lgek biyoreaktdr sitemi Sekil 3.2'de verilmistir. Birinci
basamakta mikroorganizma mikrobanktan kat1 ortama aktarilmis, ikinci basamakta kati-
ortamdan On-sivi ¢ogalma ortamina, iiclinclii basamakta 1/10 asilama orani ile 6n-sivi
cogalma ortamina; dordiincii basamakta ise 1/10 asilama orani ile iiretim ortaminin yer

aldig1 pilot 6lgek biyoreaktore aktarilmistir.

hGH iiretim deneyleri, laboratuvar- ve pilot-6l¢ek olmak tizere iki farkl Slgekte yapilmistir.
Laboratuvar-lgekte bilesimi Cizelge 3.3'de verilen iiretim ortami kullanilarak Vr=33cm’
caligma hacimli mikrobiyolojik hava filtreli tam karistirmali kesikli biyoreaktorlerde
N=200dk™ karistirma hizi, T=37°C sicaklikta yaklasik t=32 st siireyle hGH iiretimi
gergeklestirilmistir.

Pilot 6lgekte yapilan hGH iiretim deneylerinde asi, bilesimi Cizelge 3.4'de verilen baslangi¢
pH degeri pH,=7.25 olan Vg=500cm’ haciml biyoreaktdr iiretim ortamima 1/10 oraminda
aktarilmistir. Bu adimda kullanilan biyoreaktor sistemindeki (B.Braun Biostat Q, Almanya)
biyoreaktorlerin herbiri Vg=1dm® toplam hacimli, iki adet Rushton tiirbin karistirici ile
mekanik karigtirmali, pH, sicaklik, ¢éziinmiis oksijen ve karigtirma hizi kontrollu pilot
6lcek kesikli biyoreaktdr sistemleridir. Sterillenen biyoreaktdrlerde iki engel, iki adet tiirbin
tipi kanstirici, ve nokta- delikli halka-sekilli gaz dagiticisi olan bir gaz giris borusu
bulunmaktadir. Sicaklik kontrolu ceketten sicakligi T=-10-18°C'e ayarlanabilen sogutmali
su sirkiilatorii (Eyela CA 111, Japonya) ile yapilmis; reaktdre beslenen hava ise Larfon

(Italya) yapimi yagsiz-hava kompresorii ile pompalanmustir.

3.3.6 Pilot-olcek biyoreaktorde iiretim

hGH iiretimi i¢in kullanilan 4'lii biyoreaktor sisteminin (B.Braun Biostat Q, Alamanya)

hazirlanmasinda izlenecek adimlar asagida sirastyla anlatilmistir (Ozgelik, 2003):

1. Temiz ve saf su ile dolu olarak birakilmis olan biyoreaktdrler bosaltilir.
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. Her reaktoriin pH elektrodu reaktor baglantilarindan sokiilerek ayri bir beher iginde
pH=7.0 ve pH=4.0 olan Mettler Toledo 'nun standart tamponlar1 ile sirasiyla
kalibrasyonlar1 yapilir ve elektrotlar yerine takilir.

Sterilizasyon isleminden &nce biyoraktorler 450 cm’

glukoz  igermeyen iiretim
ortamlar1 (Cizelge 3.4) ile, ceketleri ise saf su ile doldurulur. pH elektrodu ve oksijen
elektrodunun kablolar1 elektrodlardan ¢ikarilir ve baglanti yerleri uygun bir sekilde
sterilizasyon sirasinda zarar géormemeleri i¢in kapatilir. Reaktdrlerin hava ¢ikiglari agik
olmali, gaz-¢ikis sogutucu ucuna filtre baglanmig olmalidir. Asit ve baz siseleri asit ve
baz ¢ozeltileriyle doldurulduktan sonra reaktorlerle baglantilar1 yapilir ve hortumlar
kiskaglanir. A¢ik olan hortum uglar1 ve sicaklik probu baglanti1 kablosunun ucu uygun
sekilde kapatildiktan sonra reaktorler ikiserli gruplar halinde T=121 °C sicaklik, P=1.2
atm kosullarinda t=20 dk siire ile buhar sterilizatériinde (Hirayama HA 240 MII)
sterillenir.

Sterillenen reaktorler dikkatle sogutulduktan sonra ana iiniteye ve kontrol iinitesine
baglantilar1 yapilir.

. Aym giin hazirlanmis ve buhar sterilizatériinde (Hirayama HA 240 MII) 121°C ve 20
dk siireyle sterillenmis olan {iretim ortaminin diger bileseni (glukoz ¢dzeltisi)
Vr=500cm’ olacak sekilde steril enjektérler yardimiyla silikon hortumlarla —steril
kosullarda biyoreaktorlere aktarilir.

. Biyoreaktorler belirlenen isletme kosullarinda (sicaklik, karistirma hizi ve hava giris
hiz1) calistinlmak {izere kontrol sistemine istenen degerler girilir ve sicaklik ve
karistirma hizlariin kontrollar1 aktif hale getirilir.

. Oksijen elektrodlariin kalibrasyonu i¢in biyoreaktdr ortamina, 6nce N, gazi
gonderilerek oksijen uzaklastirilir ve ¢oziinmiis oksijen doygunluk degeri %0'a
ayarlanir. Daha sonra hava gonderilerek sabit kalan deger %100 doygunluk degerine
ayarlanir. Cogunlukla tek noktada yani %100 doygunluk degerinde kalibrasyon yapmak
yeterlidir.

. Oksijen elektrodlar: kalibre edildikten sonra 6n sivi ortamda ¢ogaltilan mikroorganizma

biyoreaktore asilanir.
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9. Mikroorganizma derisimi 1.2 kg m~ degerine ulastiginda (t=4 st) sisteme 0.744 M
proteaz inhibitor kokteyli (Sigma P-2714) eklenir.
10. Isletim sirasinda -gerektiginde- kopiik giderici olarak sterillenmis %0.5 (h/h) Antifoam

A (Sigma 5758) ¢ozeltisi gereken miktarda steril kosullarda sisteme enjekte edilir.

Sekil 3.2 Pilot dlgek biyoreaktor sistemi
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3.4 Analitik Yontemler

Laboratuvar ve pilot 6lgekli biyoreaktorlerde gergeklestirilen biyoprosesler siiresince farkli
kalma siirelerinde alinan 6rneklerin 6nce mikroorganizma derisimi 6l¢iilmiis, daha sonra
tiretim ortami1 10dk stireyle 12,000g *de 4°C sicaklikta santrifiij cihaz1 ( Hermle Z 323 K,
Almanya) ile santrifiijlenerek hiicreler ayrilmistir. Ortamdan alinan mikroorganizmalardan
ayirilan sivi faz 0.45 pm gozenekli filtrelerden siiziildiikten sonra sivi ortamdaki hGH ve

glukoz asagida agiklanan yontemlerle analizlenmistir.

3.4.1 Mikroorganizma derisimi

Mikroorganizma derisimi UV-spektrofotometrede (Shimadzu UV 160A) tiirbidimetrik
olarak absorbans Ol¢limiiyle belirlenmistir. Belli derisimde mikroorganizma igeren ortamlar
icin 400-600 nm arasinda dalga boyu taramasi yapilmis ve bu dalga boyu araliginda mik-
roorganizma derigiminin belirlenmesi i¢in farkli dalga boylarinda kalibrasyon egrileri hazir-
lanmistir. 600 nm dalga boyu i¢in olusturulan kalibrasyon egrisinin digerlerine gore daha
hassas oldugu bulunmus ve daha sonraki asamalarda hiicre derisiminin 600 nm dalga

boyunda belirlenmesine karar verilmistir (EK 5).

3.4.2 Glukoz derisimi

Indirgenmis seker -glukoz- derisimi A=505nm UV sperktrofotometrede glukoz oksidasyon
metoduyla 6l¢iilmiistiir (Boyact vd 2005). Denklem 3.1°de D-glukozun glukoz oksidaz
enzimi katalizorliiglinde oksidasyonundan peroksit olusumu tepkimesi verilmistir. Denklem
3.2’de ise 4-aminoantiplirin ve fenollin  peroksidaz katalizorliglindeki tepkimesi

gosterilmistir. Tepkime sonucunda kirmizi renk gézlenmektedir.

D-glukoz + O, + H,Q  Gkezoksidaz Glykonat + H,0, (3.1)
H,0; + 4-Aminoantipiirin + Fenol % Iminokinon + H,O (3.2)
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Once derisimi bilinen miktarlarda glukoz igeren ortamlar kullanilarak kalibrasyon egrisi
hazirlanmigtir. Olusturulan kalibrasyon egrisi EK 6’da verilmistir. Kalibrasyon egrisinin ve

orneklerin analizinde kullanilan yontem asagida verilmistir:

1. Ornekler derisimleri 0.1 g/L veya daha diisiik olacak sekilde seyreltilir.
2. 2 ml analiz ¢Ozeltisine 0.05 ml 6rnek ¢ozeltisi eklenir.
3. Oda sicakliginda 20 dk veya 37 °C 10 dk inkiibe edilerek tepkime gergelestirilir ve

505nm dalga boyunda UV-spektrofotometrede ¢ozeltinin absorbansi dlgiiliir.

3.4.3 hGH derisimi

hGH derisimi, tanimlanan bir elektrik alan i¢inde iyon veya yiiklenmis kolloidlerin farkli
go¢ hizlarina bagli ayirma yapan kapiler elektroforez cihaziyla (CE; Quanta 4000E,
Waters) belirlenmistir. hGH derisiminin belirlenebilmesi i¢in analizlerde 75 p ¢apinda, 60
cm uzunlugunda kapiler ayirma kolonu kullanmilmistir. Tastyic1 faz, ¢ift tuz Z1-Metil
(Waters) iceren 100 mM'lik borat tamponudur; ¢ift tuz kapiler yilizeyine protein
adsorpsiyonunu azaltmak i¢in kullanilmistir (Calik et al. 1995). Analizlerde enjeksiyon
sirasinda Orneklerin ve tampon ¢ozeltinin bulundugu karusel yukar1 kalkmakta; yaratilan
yiikseklik farkiyla (Ah) olusan hidrostatik basing etkisiyle enjeksiyon yapilmaktadir. 12 kV
giic kullanarak 30 dakika siireyle analiz siirdiiriilmiis ve elektroferogramlar alinmistir.
CE'de analizlere baslamadan Once standart verilerek, derisimi bulunacak hGH’nin kalma
siiresi ve cihazin performansi kontrol edilmistir. Kalibrasyon grafigi, derisimleri bilinen
hGH (Humatrope, Elli Lilly, Fransa) ornekleri standart olarak CE'de analiz edilip derisim-

alan egrisi olusturulmasi ile hazirlanmistir (EK 7).

Kapiler elektroforezde hGH analiz kosullar1 toplu halde asagidadir:

- Kolon : Silika (SiO;) kapli kapiler kolon
- Kolon boyutlar :60cm x 75um

- Gli¢ kaynag1 : Pozitif

- Isletme voltaji : 12kV
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- Enjeksiyon tiirti : Hidrostatik basing

- Enjeksiyon hacmi : 10pL
- Enjeksiyon siiresi : 30s
- Analiz sicakligi :15°C

- Kullanilan tampon : Modifiye Borat tamponu pH=10
- Dedektor, dalga boyu : UV, 214nm
- Analiz siiresi : 20 dk.

3.4.4 hGH tayini: Dot-blott

Uretilen hGH’nin yapisim1 dogrulamak amaciyla kullanilan Dot-blott ydntemi asagida

verildigi gibidir:

1. Uygun biiyiikliikteki membran (milli-pore Immobilan), metanol ile 15 saniye ve
ardindan saf su ile 20 saniye yikanir.

2. 10 ml standart ve 20 ml numune membran kurumadan, membrana yiiklenir.

3. Yiklenen numune tam olarak kuruduktan sanra, membran 2-3 kez 1X-TBST
tamponuyla yikanir.

4. Membran yaklastk 1 saat TBST-milk icinde yaklasitk 1 saat siireyle devamli
karistirilarak (25 C°, 60 rpm ) bekletilir.

5. Membran 3 kez (toplamda 30 dakika olacak sekilde) 1X-TBST tamponu ile yikanir.

6. Membran 1.5 saat oda sicakliginda veya 1 gece +4 C°’de, primer antikor (Poliklonal
Rabbit Anti-Human Growth Hormone, BioMeda, ABD) igeren TBST-milk ile
bekletilir.

7. Membran 5. basamaktaki gibi tekrar yikanir.

8. Membran 1.5 saat, oda sicakliginda, sekonder antikor (Horseradish Peroxidase Label
Goat-Anti Rabbit IgG (H+L), BioMeda, ABD) iceren TBS-milk ile devamh
karistirilarak (25 C°, 60 rpm ) bekletilir.

9. Membran 5. basamaktaki gibi tekrar yikanir.
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10. Membran 5 ml substrat ¢ozeltisinde (S10 HRP Substrate-Chromogen (DAB tablets)

Kit, BioMeda, ABD) renk olusumu goézleninceye kadar bekletilir.

3.4.5 hGH molekiil biiyiikliigii: SDS-PAGE

En yaygin kullanilan elektroforez tiplerinden biri olan SDS-PAGE ile iiretilen ve protein

yapisindaki hGH’nin beklenen molekiil biiyiikliigiinde olup olmadig1 asagidaki yontemle

belirlenmistir:

1.

2.

Analizlenecek olan protein ¢ozeltisi esit hacimda 6rnek yiikleme tamponu (EK 8) ile
karistirilarak kaynar-su banyosunda 2-3 dakika inkiibe edilir. Protein molekiillerinin {i¢
boyutlu yapisindaki kuvvetler 1sitilarak yok edilir ve boylece protein molekiilleri diiz
zincir haline gecerler. Ornek yiikleme tamponundaki gliserol, yiiklenecek protein
¢Ozeltisinin yogunlugunu artirarak jelin kuyucuklarinin dibine ¢cokmesini saglar.
Jelin yiiklenecegi SDS-PAGE jel yiikleme tanki hazirlanir. Jel, "Slab" denilen iki cam
tabaka arasinda hazirlanir. Cam tabakalarin iki yanina jelin arzu edilen kalinlig1 (0.5-1
mm) Olgiisiinde birer "spacer" yerlestirilir. Camlar kiska¢ yardimiyla sikica tutturulur.
Jelin alt kisminin gelecegi yere de yine ayni kalinlikta dip "spacer"1 yerlestirilir ve
kiska¢ yardimiyla sikistirilir. Herhangi bir sizint1 olup olmadig: su ile kontrol edilir.
S1zint1 olmadigindan emin olunduktan sonra hazirlanmis olan resolving jel (EK 8) bir
enjektor yardimiyla dokiiliir. Jeli dokerken hava kabarcigi olugsmamasina dikkat
edilmelidir. Polimerizasyon havadaki oksijenden etkilenecegi i¢in jel polimerlesmek
tizere iki cam arasina doldurulduktan sonra iizerine pipet yardimiyla su ile doyurulmus
biitanol konur. Polimerlesmeden sonra jel iizerindeki biitanol saf su ile yikanarak
uzaklastirilir. Sonra polimerlesmis olan resolving jelin iizerine stacking jel (EK 8)

dokiiliip lizerine tarak yerlestirilir.

3. Polimerlesme tamamlandiktan sonra jelin {ist kismina yerlestirilmis olan tarak ¢ikartilir

ve iki cam arasinda bulunan jel bu durumda tanka yerlestirilir. Sonra tanka kosturma
tamponu eklenir ve 40 mA sabit akim verilerek proteinler kosturulur. Jelde yiiriitiilen

protein bantlarinin molekiiler agirliklarinin belirlenebilmesi igin jele molekiiler agirligi
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bilinen standart protein bantlarina sahip isaretleyici yiiklenir. Sekil 3.3°de poliakrilamid

jele orneklerin yiiklenmesi gosterilmistir.

(A) sample loaded onto gel
by pipette

cathode . .
plastic casing

Sekil 3.3 SDS-PAGE modiiliine yerlestirilmis jele 6rnek yiiklenmesi

3.4.6 hGH molekiil bityiikliigii: WESTERN-BLOTT

Metabolik  miihendislik arastirma programi ile gelistirilmis olan Bacillus tiirlerini
kullanarak biyoreaktdr iiretim ortamina sentezlenen hGH’nin aktif/dogru yapida olup
olmadigimi belirlemek ve derigimini 6lgmek igin Western-Blott yontemi kullanilmistir.
Western-Blott yonteminin uygulanabilmesi i¢in ilk asamada iiretim ortamima salgilanan
tim proteinlerin ayirildigt SDS-PAGE yontemi uygulanmalidir. Ayirilan proteinlerin
uygun bir yolla tanimlanmasina dayanan ve aranan spesifik proteinin derisiminin de
belirlenebildigi yontem asagida verilmistir (Towbin et al. 1979, Sambrook et al. 2001,
Burnette 1981):

1. SDS-PAGE Elektroforez yontemiyle kosturulmus olan jel, transfer tamponunda (EK 8)
~15dk bekletilir. Nitroseliiloz membran, siinger ve filtre kagidi, jel ile ayn1 biiyiikliikte
olacak sekilde kesilir ve bir kapta transfer tamponu ile islatilir. Bu islemden sonra
Western-Blott kasedinin igine sirasiyla bir kat siinger, filtre kagidi, poliakrilamid jel,
membran, filtre kagidi ve siinger yerlestirilir (Sekil 3.4).

Hazirlanmis olan Western-Blott kasedi tanka yerlestirilir. 200mA’de Ist siireyle negatif

yiiklii olan jeldeki proteinlerin nitroseliiloz membrana transferi saglanir. Transfer
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sonunda membran ponso kirmizist ile 5 dk boyanarak transferin kontrolii
gerceklestirilir. Boya tersinirdir. Boyanmis olan membran suyla yikanip PBS
¢ozeltisinde (EK 8) birkag¢ dakika bekletilerek boya silinir.

3. Transferin kontroliinden sonra proteinlerin bulundugu yerlerin disindaki alanin bloke
edilebilmesi i¢in membran (IPVH 15150 Immobilan-P, Millipore, ABD) bir gece
tween20 igeren siitte (EK 8) bekletilir. Sonra siit dokiiliir ve tween20 TBS ile yikanir.
Yikamak icin hazirlanan TBS iige boliiniir: Birinci yikama 15 dakika, ikinci yikama 10
dakika ve tigiincii yikama 5 dakika siireyle yapilir.

4. Yikamis olan membrana primer antikor (A10 Poliklonal Rabbit Anti-Human Growth
Hormone, BioMeda, ABD) ilave edilip 1 saat karistiricida bekletilir.  Primer antikor
hedef proteini taniyan bir antikor olmalidir. Siire sonunda proteine baglanmamis olan
primer antikorlar1 ortamdan uzaklastirmak amaciyla tween20 iceren TBS ile {i¢ asamali
yikanir.

5. Yikama isleminden sonra sekonder antikor enzim kompleksi (SJ29096 Horseradish
Peroxidase Label Goat-Anti Rabbit IgG (H+L), BioMeda, ABD) ilave edilip 1 st.
karigtiricida  bekletilir. Sekonder antikor primer antikorun antijenidir. Sekonder
antikorun seyreltilmesi TBST (EK 8) ile yapilir. Seyreltme i¢in 10 ml hacim yeterlidir.
Sulandirim antikorun yogunluguna gore yapilir (1/1000- 1/10000 gibi). Bir saatlik
bekletme sonunda primer antikora baglanmamis olan sekonder antikorlarin ortamdan
uzaklastirilmasi i¢in tween20’li TBS ile ii¢ asamal1 yikama yapilir.

6. Yikama sonunda ortama ilave edilen substrat (S10 HRP Substrate-Chromogen (DAB
tablets) Kit, BioMeda, ABD) enzim kompleksi tarafindan parcalanarak reaksiyon
gerceklesir. Bu asamada ortama ilave edilen boya (4 kloro-1 naftol) ile reaksiyonun
gerceklestigi yerlerde olusan bantlarin siddetine gore goriintii analiz sistemi ile hedef
proteinin varligi belirlenir. Reaksiyonun oldugu yerler primer antikorun yani hedef
proteinin bulundugu yerlerdir. Goriintii analiz sistemine baglanan bir bilgisayar
programu aracilig1 ile de hedef proteinin derisimi belirlenir.

CATHODE )

Filler Papar/
Cathode Bufler

SDS-PAGE pe
Transfer Membrane

Filter Paper’
Ancde Bulfer 1§
Filter Paper’

Amode Bulier |

Sekil 3.4 Proteinlerin poliakrilamid jelden membrana aktarimi
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3.4.7 hGH yapis1 ve molekiil biiyiikliigii: MALDI-ToF MS

Uretilen hGH yapist MALDI-LR (Waters-Micromass,UK) sistemi ile Ankara Universitesi

Biyoteknoloji Enstitiisii Merkez Laboratuvarinda belirlenmistir. Spekturumlar; puls azot

gaz lazeri ile (337 nm), kiiclik kiitle gecisinde, 15 kV voltaj uygulanarak, pozitif dogrusal

modda alinmistir (Calik et a/.2008). Bu amagla;

Uriin karigimindan alinan 6rnekler EK 9°da verilen ydntemle saflastirilir.

3ul, 10 mg ml™! derisimdeki sinopinik asit matrisi, %50 asetonitril, %50 TFA
¢oOzeltisinde ¢oziliir.

Yaklasik 10 pmol pl™” derisimdeki 1 pl rnege bu ¢ozeltiden 1 pl eklenir.

Karisim hedef (target) plakaya yiiklenir ve hava akiminda “kuruyan damlalar” (dried
droplet) yontemi ile kurutulur (Karas et al. 1998).

Spektrum, 100-200 sinyalin toplamiyla elde edilir ve molekiiler agirlik, sinyallerin
toplamindan elde edilen pikin merkez noktasi baz alinarak Savitzky-Golay algoritmasi
ile belirlenir.

Molekiiler agirlik standarti olarak, Sitokrom c ve standart hGH kullanilir.

3.4.8 Hiicre-ici hGH analizi

Hiicre-i¢i hGH analizi asagidaki yontemle yapilmustir:

1.

Uretim ortamindan 1 ml &rnek bir Eppendorf tiipiine alinir. Santrifiijlendikten sonra sivi
faz ayrilir ve kalan hiicre -55C de saklanir. Analiz i¢in hiicrenin {izerine, 100 mM NaCl,
10 mM Tris-Cl-pH 8.0, ImM EDTA, 10% gliserol 1 mM proteaz inhibitér kokteyli
(Sigma, p-2714) bilesimindeki hiicre liziz tamponundan 0.5 ml eklenir ve sivi
seviyesini gegmeyecek kadar cam boncuk konur.

Eppendorf tiipleri 20 s vortekslendikten sonra 30 s buzda bekletilir, bu islem ii¢ kez
tekrarlanir.

Eppendorf tiipleri, +4°C’de 3000 g’de 2 dk santriifiijlendikten sonra hiicre bilesenlerini
iceren s1v1 faz alinir.

Sivi faz 12,000g’de 5 dk daha santriiriijlenir, varsa kati safsizliklardan ayirilir.

S1vi faz da hGH 6l¢limii uygun yontemle yapilir.
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3.5 Siv1 Faz Kiitle Aktarim Katsayis1 ve Oksijen Tiiketim Hiz

Pilot 6lcekte hGH iiretim prosesi boyunca sivi faz hacimsal kiitle aktarim katsayis1 ve
oksijen tliketim hizi Bolim 2.8’de prensibi agiklanan yontemle belirlenmistir. Yontem,
dinamik kosullarda oksijen ic¢in kurulan kiitle korunum denklemi yorumlanarak,
biyoreaktore gonderilen havanin kisa silire kesilmesi ve bir oksijen elektrodu yardimiyla
biyotepkime ortamindaki ¢oziinmiis oksijen derisimindeki azalmanin, daha sonra havanin
sisteme tekrar verilmesi ile oksijen derisimindeki artisin zamanla 6lgiilmesi prensibine

dayanmaktadir.

Uretim ortamina as1 yapilmadan dnce fiziksel oksijen aktarim katsayisi; asilama yapildiktan
sonra ise kimyasal tepkimeli oksijen aktarim katsayisi belirlenmistir. Biyoreaktore beslenen
hava mikroorganizmanin biyolojik faaliyetlerini etkilemeyecek sekilde, kisa siireli olarak
kesilmistir. Yiizey havalandirma etkisini azaltmak amaciyla karistirma hizi N=20-50 dk™
arasinda tutulmus ve zamanla biyoreaktor i¢inde sivi-fazda ¢oziinmiis oksijen derisiminin
dogrusal azalmasindan yararlanilarak mikroorganizmanin oksijen tiketim hizi, 1,
hesaplanmistir (Denklem 2.9). Siv1 tarafi hacimsal kiitle aktarim katsayisinin belirlenmesi
icin incelenen oksijen aktarim kosullarinda sisteme tekrar hava verilerek ¢oziinmiis oksijen
derisimdeki dogrusal olmayan artig Ol¢iilmiistiir. Denklem 3.4'1in diizenlenmesi ile
((dCy/dt)-1,, C,) grafiginin egiminden K;a degeri hesaplanmistr. Ornek grafikler ve drnek
bir hesap EK 9'da goriilmektedir.
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4. DENEY VE BULGULAR

Bu c¢alismada yasam siiresince insan metabolizmasinda iiretilen hGH’nin, metabolik
mithendislik arastirma programi kapsaminda tasarlanan ve gelistirilen rekombinant Bacillus

tiirli mikroorganizmalar kullanilarak biyoreaktor ortaminda tiretilmesi amacglanmistir.

‘Metabolik miihendislik ve reaksiyon miihendisligi prensipleriyle hiicre-dis1 rekombinant
insan biilyiime hormonu iiretimi’ konulu yiiksek lisans g¢aligmasinin birinci arastirma
programinda hiicre-dis1 proteaz aktivitesi inhibe edilmis, hGH {iretim performansina sahip
rekombinant plazmit ve mikroorganizma(lar) gelistirilmesi hedeflenmistir. ikinci arastirma
programi  kapsaminda, hGH iiretim performanst en yiiksek olan rekombinant
mikroorganizma se¢ilmis ve arastirma programini tigiincii asamasinda bu mikroorganizma
ile 6.75, 7.00 7.25, 7.50, 7.75, 8.00, 8.25 baslangi¢ ortam pH’1 kosullarinin hGH {iretim
performansina etkisi laboratuvar-dlgek biyoreaktorlerde arastirilmistir.  Arastirma
programinin son asamasinda; 6.75, 7.25, 7.50, 8.00 baslangi¢ ortam pH’1 kosullarinin hGH
tiretim performansi, proses siiresince oksijen ve pH profilleri, hiicre derisimleri ve substrat

tilkketimi, ve biyoproses karakteristiklerine etkisi pilot-dl¢ek biyoreaktorlerde arastirilmastir.

4.1 hGH Uretim Performansina Sahip Mikroorganizma Gelistirilmesi

Bacillus tiirii mikroorganizmalarin proteaz enzimlerini liretmesi, terapatik protein olan hGH
tiretiminde onemli bir dar bogaz olusturmaktadir. Bu nedenle, proteaz aktivitesi inhibe
edilmis mikroorganizmalar ile hGH tiretimi i¢in, Bacillus subtilis WB 700 konak-hiicresine
transforme edilmek iizere rekombinant pRB373::pre(subC)::hGH (r-pRB373) plazmidi
tasarlanmis ve gelistirilmistir. Gelistirilen plazmidin Bacillus subtilis WB 700 ve Bacillus
subtilis 1A751 mikroorganizmalarina transferi ile hGH {iretim potansiyeline sahip iki yeni

rekombinant mikroorganizma gelistirilmistir.
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4.1.1 Hibrit genin pRB373 plazmidine klonlanmasi

Rekombinant plazmit gelistirilmesi igin, hibrit-genin arastirma gurubumuzda daha 6nce
gelistirilen r-pUC19 (pUC19::pre(subC)::hGH) plazmidinden restriksiyon enzimleri ile
kesilerek alinacagi ve ayni restiksiyon enzim konumlarindan kesilen pRB373 plazmidine
ligasyon tepkimesi ile klonlanacagi sekilde genetik miihendisligi tasarimi yapilmistir.
Hibrit-genin r-pUC19 plazmidinden kesilerek alinmasi ve pRP373 plazmidine klonlanmasi
icin kullanilacak restriksiyon enzimleri EcoRI (SGAATTCS) ve Xbal (SVTCTAGA3) olarak
secilmistir, r—pRB373 plazmidinin tasarim semas1 Sekil 3.1°de verildigi gibidir.

Hibrit-genin pRB373 plazmidine klonlanmasi igin, ilk basamakta hibrit-gen, daha 6nce
gelistirilmis olan r-pUC19 (3586 bp) plasmidinden izole edilmistir. Bu amagla, plazmidin
derisimi E.coli’de artirilmis ve agaroz jelde kosturularak, plazmit jelden ekstrakte edilmistir
(Sekil 4.1). Ikinci basamakta, pRB373 (5800 bp) plazmidinin izolasyonu plazmidi tasiyan
E.coli’de gogaltilip agaroz jelde kosturmak suretiyle yapilmistir (Sekil 4.2).

25160
9416
6557
4561

2532
2027

Sekil.4.1 r-pUC19 izolasyonu (48 ng) Sekil 4.2 pRB373 izolasyonu (450 ng)
1.Marker (ADNA/HindIll), 3. r-pUC19 1.Marker (\DNA/HindIll), 5.
pRB373 plazmidi
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Izole edilen r-pUC19 ve pRB373 plazmitleri tepkime bilesimi iigiincii béliimde verilen
kosullarda EcoRI ve Xbal restriksiyon enzimleriyle kesilerek hibrit-genin klonlanlanacagi

bolge olusturulmustur.

Hibrit-genin (990 bp) izolasyonu igin, tepkime karisiminin tamami agoroz jelde
kosturularak, hibrit-gen r-pUCI19 plazmidinden ayrilmis (Sekil 4.3) ve jelden ekstrakte

edilmistir.

r-pUC19°dan ekstrakte edilen hibrit-genin ii¢lincii boliimde verilen kosullarda kesilerek
klonlama i¢in uygun molekiiler yapiya getirilen pRB373 plazmidine (Sekil 4.4) sub-
klonlamasi ligasyon tepkimesi ile gergeklestirilmistir. Klonlamanin basar1 olasiliginin
artirtlmasi i¢in iki farkli gen/vektdr oraninda (G/V=3, G/V=5) ligasyon tepkimesi paralel
olarak gergeklestirilmis, G/V=5 kosulunda klonlama basarilmistir.

25130
9416
6557
4561
2522

2027
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Sekil 4.3. r-pUC19 kesme tepkimesi sonucu; 1. Isaretleyici (ADNA/HindIll); 2-4: kesik r-
pUC19; 3: kesik pUC19; 5: Isaretleyici (DNA ladder Low Range Marker)
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Klonlamanin ardindan, hibrit-gen tasiyan r-pRB373 (pRB373::pre(subC)::hGH)
plazmidini igermesi beklenen ligasyon tepkime karigimi plazmit tasimayan E.coli XL1-Blue
konak-hiicresine CaCl, yontemi ile aktarilmis ve segici antibiyotik iceren LB-kat1 ortama

yayilarak koloni olusumu gézlenmistir.

pRB373 plazmidi /acZ genini icermediginden olusan kolonilerden rekombinant olanlarin
mavi/beyaz koloni olusumu yontemiyle se¢ilmesi miimkiin olmamistir. Bu nedenle, olusan
kolonilerin rekombinant olup olmadigi, kolonilerden izole edilen plazmidin agaroz jelde
kosturulmasi ve rekombinant olmayan pRB373 plazmidinin biiyiikliigii ile kiyaslanmasi ile
belirlenmistir. Buna ek olarak her bir koloniden izole edilen muhtemel r-pRB373
plazmitlerinin kalip DNA olarak kullanildigi, kosullar1 materyal yontemde verilen PCR
reaksiyonu gerceklestirilerek, plazmidin hibrit-geni tasiyip tasimadigi belirlenmistir. Hibrit-
genin derisimi, dizinleri EK 1°de verilen —pre(subC) dizini ileri primeri ve -hGH dizini geri

primerleri kullanilarak, artirilmistir.

PCR reaksiyonunun ardindan, reaksiyon karisimi agoroz jelde kosturularak, rekombinant
kolonilerden izole edilen plazmitler ile gergeklestirilen PCR reaksiyonu sonucu jelde
kosturulan tepkime ortaminda hibrit-gen dizinine ait bant olusumu goriilmistiir.
Rekombinant olmayan kolonilerden izole edilen plazmitler ise hibrit-gen tasimadigindan,
PCR ile gen derisiminin artirilmasi miimkiin olmamis ve agaroz jelde hibrit-gen dizinine ait

bant gozlenmemistir (Sekil 4.5).

4.1.2 Gelistirilen r-pRB373 plazmidinin Bacillus tiirlerine transformasyonu

Hibrit-genin pRB373 Bacillus-E.coli shuttle plazmidine klonlanmasinin ardindan, r-
pRB373 E.coli XL1-Blue’da ¢ogaltilip izole edilmis, proteaz genleri silinmis Bacillus grubu
mikroorganizmalardan Bacillus subtilis WB700, Bacillus subtilis 1A751 konak-hiicrelerine
elektroporasyon yontemi ile transforme edilmistir. Elde edilen kolonilerin rekombinant
plazmidi tasiyip tasimadiginmi kontrol edebilmek i¢in, Bacillus tiirlerinden plazmit

izolasyonlar1 yapilmis ve izolasyon iirlinleri kalip olarak kullanilarak PCR ile hibrit gen
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sentezlenmistir. r-pRB373 plazmidinin transforme edildigi iki konak-hiicreden izole edilen

plazmitlerin kontrolii i¢in yapilan PCR’a ait jel goriintiilerinden (Sekil 4.6), her iki hiicreye

de transformasyonun basarili oldugu belirlenmistir.

23160
9416
6557

2522
2027

Sekil 4.4 EcoRI enzimi ile
kesilmis pRB373 ve r-pRB373
plazmidlerinin  jel goriintiisii;
1: Isaretleyici (\DNA/HindIll);
2: kesik pRB373; 3: kesik r-
pRB373
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Sekil 4.5 pRB373 ve r-pRB373’iin PCR
oncesi ve sonrasinda jel goriintiisii; 1-3: r-
pRB373 ile PCR; 4: pRB373 ile PCR; 5:
Isaretleyici (DNA Ladder Low Range); 6:
r-pRB373, 7: pRB373; 8: Isaretleyici
(ADNA/HindIII)
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Sekil 4.6 Hibrit-genin PCR gériintiisii 1: Isaretleyici (DNA ladder Low Range Marker); 2-
4: Hibrit-gen r-pRB373 (B.subtilis WB 700’den izole); 5-8: Hibrit-gen r-pRB373
(B.subtilis 1A751°den izole)

Boylece metabolik miihendislik arastirma programi cergevesinde, proteaz enzimlerini
kodlayan genleri silinmis Bacillus tiirii mikroorganizmalarda hGH iiretimi i¢in kullanilmak
tizere rekombinant pRB373::pre(subC)::hGH plazmidi tasarlanmis ve gelistirilmistir.
Gelistirilen rekombinant plazmid, Bacillus subtilis WB700 ve Bacillus subtilis 1A751
konak-hiicrelerine transforme edilerek hiicre-dist hGH iiretim performansi olan yeni

rekombinant mikroorganizmalarin gelistirilmesi basarilmistir.

4.2 Uretilen hGH Yapisinin Belirlenmesi

Gelistirilen mikroorganizmalarin {irettikleri hGH’nin yapisinin ve molekiiler agirliginin
dogrulugu; bilesimi liclincii bdliimde verilen tanimli ortamda laboratuvar-dlgek
biyoreaktorlerde iic rekombinant mikroorganizma ile yapilan deneylerde, fermentasyon
ortamindan t=30 st’de alinan ve saflastirilan Orneklerin MALDI-ToF MS sistemi ile

analizlenmesiyle sinanmaistir.
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Oncelikle hGH standarti analizleri yapilmis ve m/z 22126 (22126 Da) degerinde hGH piki
gozlenmistir (Sekil 4.7a, (a)). Standart olarak kullanilan hormonun molekiil agirligi, 22125
Da olarak verilmistir. MALDI-ToF MS analizleri sonucunda belirlenen m/z 22126
degerindeki pikin [M+H]" iyonuna ait oldugu ve dolayisi ile, standart proteinin molekiiler
agirhiginin cihaz ile dogru tespit edildigi gozlenmistir. Rekombinant B.subtilis 1A751
(pMK4 tastyan) konak-hiicresinin tirettigi hGH’nin molekiiler agirlig1 ise 22133 Da olarak
belirlenmistir (Sekil 4.7a, (b)). Standart hGH ile kiyaslandiginda bu 6l¢iimiin %0.03 farkl
oldugu goriilmiis, bu oranda hatanin biiyilk molekiillerin MALDI-ToF MS sistemi ile

analizinde kabul edilebilirdir.

Ucg farkli rekombinant mikroorganizma ile (r-pMK4 tasiyan B.subtilis 1A751, r-pRB373
tastyan  B.subtilis 1A751 ve r-pRB373 tastyan B.subtilis WB700) firetilen hGH’nin
MALDI-ToF MS sistemi ile analiz sonuglar1 ise standart ile kiyaslamali olarak Sekil
4.7b’de goriilmektedir. Bu analizde standartta m/z 25772 degerinde bir pik daha
belirlenmis; bu sistemin fento-mol mertebesinde hassasiyet ile dl¢lim yaptigr dikkate

alinarak, bu pikin ihmal edilebilir mertebede safsizlik oldugu diistiniilmiistiir.

Sekil 4.7b’de goriildigi gibi B.subtilis 1A751 (pMK4 tasiyan) ve B.subtilis WB 700
(pRB373 tastyan) mikroorganizmalar1 ile iiretilen hGH’nin molekil agirligi 9%0.03,
B.subtilis 1A751 (pRB373 tasiyan) mikroorganizmasi ile lretilen ise %0.06 oraninda
standart hGH’den farklidir. Daha once de belirtildigi gibi bu hata araliginda her ii¢
mikroorganizma ile iiretilen hGH’nin molekiiler agirliginin dogala 6zdes oldugu
diistiniilebilir. Diger yandan, standart hGH’de oldugu gibi, rekombinant mikroorganizmalar
ile tiretilen hGH’de de 25.8 kDa biiyiikliigiinde bir pik belirlenmistir (Sekil 4.7b). Her ne
kadar bu piklerin biiylikligli standarttakine cok yakin olsa da, standartta bu pikin
tekrarlanabilir sekilde elde edilememesi, daha once de belirtildigi gibi, standartta veya

tabakada safsizlik olduguna isaret etmistir.
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Sekil 4.7a  MALDI-ToF MS analizi. (a) standart hGH, (b) B.subtilis 1A751 (r-pMK4
tastyan) ile iiretilip saflastirillan hGH
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Sekil 4.7b MALDI-ToF MS analizi. (a) standart hGH, (b) B.subtilis 1A751 (r-pRB373
tasiyan) ile iiretilip saflastirilan hGH (¢) B.subtilis WB 700 (pRB373 tasiyan)

ile uretilip saflastiritlan hGH (d) B.subtilis 1A751 (pMK4 tastyan) ile tretilip
saflastirilan hGH
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Gelistirilen mikroorganizmalar ile {iretilen hormonun molekiil agirliginin, standart hGH’ye
0zdes oldugu MALDI-ToF MS sistemi ile belirlenmis; laboratuvar- ve pilot-6lgek
deneylerinde, prosesde t=32 st’de alinan Orneklerin sirasiyla, Dot-blott ve WESTERN-
BLOTT yontemleri ile analizlenmesiyle ise tiretilen hormonun dogru yapida olup olmadig:

simanmistir.

Pilot-6l¢ekte gerceklestirilen deneylerde, proses sonunda {iriin analizi WESTERN-BLOTT
yontemi ile yapilmis ve membranda hGH’nin gozlenebilmesi i¢in Poliklonal Mause Anti-
Human Growth Hormone, Horseradish Peroxsidase Label-Goat Anti-Mause IgG antikor-
antijen cifti kullanilmistir. Boylece farkli antikor-antijen ¢ifti ile yapilan analiz sonucunda
da, hGH’nin istenen yapida oldugu belirlenmis ve WESTEN-BLOTT goriintiileri Sekil

4.8’de verilmistir.

Rekombinant Bacillus hiicreleri ile hiicre-dist hGH iiretimi igin, gelistirilen plazmidlerden
ve mikroorganizmalardan en yiiksek performansa sahip olaninin belirlenmesi igin
laboratuvar-6lgekte gergeklestirilen deneylerde, proses sonunda iiriin analizi Dot-blott
yontemi ile yapilmis ve membranda hGH’nin go6zlenebilmesi i¢in Poliklonal Rabbit Anti-
Human Growth Hormone, Horseradish Peroxsidase Label-Goat Anti-Rabbit IgG antikor-
antijen ¢ifti kullanilmistir. Analizler sonucunda, Boliim 4.3’de de goriildiigii gibi, tiretilen
hormon bu antijen-antikor ¢iftine baglanmis ve Dot-blott goriintiilerinde verildigi gibi

dogru yapida oldugu belirlenmistir (Sekil 4.9, Sekil 4.10).
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Sekil 4.8 Pilot-6lcek biyoreaktorde farkli baslangic pH’1 kosullarinda iiretilen
hGH’nin WESTERN-BLOTT ile yapisal konfirmasyonu. 1: standart hGH; 2:
isaretleyici (PageRuler™ Prestained Protein Ladder); 3: standart hGH; 4: pH, 6.75;
5: pH, 7.25; 6: pH, 7.50; 7: pH, 8.00

4.3 hGH Uretim Performanslarinin Kiyaslanmasi

Metabolik miihendislik arastirma programi dogrultusunda gelistirilen rekombinant
mikroorganizmalarin hGH {iretim performanslari, kendi i¢lerinde ve arastirma grubumuzda
daha once gelistirililen (Sentiirk 2006) pMK4.::pre(subC)::hGH (r-pMK4) plazmidini
tastyan rekombinant Bacillus subtilis 1A751 mikroorganizmasi ile kiyaslanarak en yiiksek
hGH iiretim performansina sahip mikroorganizma, arastirma programinin devaminda

kullanilmak tizere secilmistir.

4.3.1 r-pRB373 ve r-pMK4 plazmitlerinini tasiyan B.subtilis 1A751 hiicrelerinin

kiyaslanmasi

Farkl1 plazmitler igeren mikroorganizmalarin iiretim performanslari, Cizelge 3.4’de verilen
ortam bilesiminde, Vg=110 cm’ ¢alisma hacimli mikrobiyolojik hava filtreli laboratuvar-
olgek biyoreaktorlerde, T=37 °C, N=200 dk! isletme kosullarinda gerceklestirilen liretim

deneyi ile kiyaslanmistir. hGH iiretimi igin gerceklestirilen proseste, farkli plazmitler
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tastyan Bacillus subtilis 1A751 tiirii rekombinant mikroorganizmalarin hGH {iretim
performanslar1 kiyaslanirken, farkli kati c¢ogalma ortamlari ve r-pRB373 tasiyan
mikroorganizmalar ig¢in iiretim ortamina eklenen antibiyotik derisiminin etkisi
incelenmistir. Prosesin 32. saatinde alinan 6rnekler, Dot-blott yontemi ile analizlenerek
Cizelge 4.1°de verilen kosullarda mikroorganizmalarin hGH {iretim performanslari
gozlenmistir. En yiiksek hGH derisimi ~ 20 mg/L olarak r-pMK4 tastyan B. subtilis 1A751
mikroorganizmasi ile Uretilmistir (Sekil 4.9; 1-2). hGH iiretiminin kullanilan her iki kati
ortamda inkiibe edilen mikroorganizmalarda ayni oldugu belirlenmistir (Sekil 4.9; 1-2).
Ayni kosullar altinda, r-pRB373 tasiyan hiicrelerin ise r-pMK4 tasiyanlarin yaklasik yarist
kadar hGH irettigi goriilmistiir (Sekil 4.9; 9-10). r-pRB373 tasiyan rekombinant
mikroorganizma i¢in optimum kanamisin konsantrasyonu 3.5 pg/ml olarak belirlenmis ve
bu derisimin iistiinde, mikroorganizmanin hGH iiretmedigi goézlenmistir. r-pMK4 tasiyan
mikroorganizmalarda hiicre-i¢i iiretim gozlenirken, r-pRB373 tasiyanlarda hiicre-i¢ci hGH

tiretimi gézlenmemistir.

Cizelge 4.1 Rekombinant plazmitlerin kiyaslanmasinda kullanilan kosullar

Ornek No | Plazmit olftz:\tlln Antibi{:;i/l;(ll)erisimi

1 r-pMK4 A 78

2 r-pMK4 B 72

3 r-pRB373 | A 5®

4 r-pRB373 | A 3.5°
5 r-pRB373 | A 2.5
6 r-pRB373 A 5°(K)
7 r-pRB373 B 5° (K)
8 r-pRB373 B 5P

9 r-pRB373 | B 3.5
10 r-pRB373 | B 2.5°

# Segici antibiyotik; kloramfilnikol,

®Secici antibiyotk; kanamisin,
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Sekil 4.9 r-pRB373 ve r-pMK4 plazmitlerinini tasiyan B.subtilis 1A751
mikroorganizmalarinin hGH {iretim performanslarinin kiyaslanmasi; 1-2;
r-pMK4 tastyan B.subtilis 1A751, 3-10; r-pRB373 B.subtilis 1A751

4.3.2 Farkh Bacillus tiirlerinin kiyaslanmasi

Farkli plazmitler igeren, Bacillus subtilis 1A751 ve Bacillus subtilis WB700 hiicrelerinin
iiretim performanslari, Cizelge 3.4’de verilen ortam bilesiminde, Vr=110 cm’ calisma
hacimli mikrobiyolojik hava filtreli laboratuvar-olgek biyoreaktorlerde, T=37 °C, N=200
dk isletme kosullarinda gerceklestirilen proses ile kiyaslanmistir. Deney setinde ayrica,
farkli hacimlarda (100, 150, 200 pl) proteaz inhibitorii (Sigma P-2714) eklenerek, inhibitor
derisiminin ve {iretim ortamma eklenen, 0.25 kg m~ MgSO,.7H,0, 0.001 kg m”
FeS04.7H,0, 0.001 kg m™ ZnSO,4.H,0, 7.5x10” kg m” MnSO4.H,0, 1.0x10° kg m™
CuS04.5H,0 bilesimdeki tuz ¢ozeltisin hGH iiretim performansina etkisi arastirilmistir.

Deney setinde incelenen parametreler, Cizelge 4.2°de verildigi gibidir.

r-pMK4 plazmidini tasiyan B.subtilis mikroorganizmasinin her dort kosulda da hGH
iiretimini gergeklestirdigi Dot-blott analizi ile gdzlenmistir (Sekil 4.10; 7-10). Uretim
ortamina; verilen kosullarda tuz ¢oOzeltisi eklenmesinin iiretimi negatif etkiledigi
gorilmiistiir (Sekil 4.10; 7). En yiiksek hGH derisimi, liretim ortamina 200 pl proteaz
inhibitori eklenendiginde ~22 mg/L olarak r-pMK4 plazmidini tagiyan B.subtilis 1A751
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mikroorganizmasi ile gozlenmistir (Sekil 4.10; 10). Diger mikroorganizmalar ile hGH
tiretiminin gerceklestiZi MALDI-ToF MS analizi ile belirlenmesine karsin, Dot-blott
yontemiyle Dbelirlenebilecek derisimin altinda kaldigr goriilmiistiir. Bu  sonuglar
dogrultusunda hGH iretimi icin r-pMK4 plazmidini tasiyan B.subtilis 1A751

mikroorganizmasi ii¢lincii arastirma programi igin sec¢ilmistir.

Cizelge 4.2 Rekombinant mikroorganizmalarin kiyaslanmasinda kullanilan kosullar

Ornek No Mikroorganizma/plazmit inhilzl.)l;(t)itii?iz(ul) CiiTz:lztisi
1 B.subtilis WB 700 (r-pRB373) 25 +
2 B.subtilis WB 700 (r-pRB373) 50 +
3 B.subtilis WB 700 (r-pRB373) 50 -
4 B.subtilis 1A751 (r-pRB373) 100 -
5 B.subtilis 1A751 (r-pRB373) 150 -
6 B.subtilis 1A751 (-pRB373) 250 -
7 B.subtilis 1A751 (r-pMK4) 100 +
8 B.subtilis 1A751 (r-pMK4) 100 -
9 B.subtilis 1A751 (r-pMK4) 150 -
10 B.subtilis 1A751 (r-pMK4) 200 -
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Sekil 4.10 Farkli mikroorganizmalar ile hGH {iiretimi; Dot-blott goriintiisii

4.4 Laboratuvar-Olcekte pH Etkisi

Ikinci arastirma programinda secilen rekombinant mikroorganizma ile hGH iiretimi
prosesinde baglangic pH’min etkisi arastirilmistir. Cizelge 3.4’de verilen ortam bilesiminde,
Vg=110 cm’ cahsma hacimli mikrobiyolojik hava filtreli laboratuvar-6lgek
biyoreaktorlerde, T=37 °C, N=200 dk™', C5=8.00 kg m™ kosullarinda gerceklestirilen
deney seti ile, baslangic hidrojen iyonu derisiminin hGH iiretim performansi, hiicre
derisimi ve substrat derisimine etkisi, pH,=6.75, 7.00, 7.25, 7.50, 7.75, 8.00, 8.25
degerlerinde arastirilmistir. Baslangig pH degerleri 10 M KOH ile istenilen degere

getirilmistir.

r- B. subtilis ile hGH iiretimi prosesi boyunca baslangic pH’inin hiicre derisimine etkisi
Sekil 4.11°de verilmistir. Proteaz inhibitoriiniin eklendigi t=7 st’e kadar hiicre derisimi hizli
artmis, t=7 st’den sonra t=16 st’e kadar artmaya devam etmis, 20 st’den sonra durgunluk
fazina ulagmistir. Proses siiresince en yliksek hiicre derisimi t=20 st’de pH,=7.50 kosulunda

1.40 kg m™ olarak belirlenmistir.

Glukoz derigiminin kalma siiresi ve pH, ile degisimi degisimi Sekil 4.12°de verilmistir.
Proses siiresince farkli pH, degerinde glukoz profillerinin tek bir egri ailesi gibi davrandigi
goriilmektedir. Glukoz derisiminin hiicre derisiminin hizli arttig1 ilk 7 st’de hizli diistiigii ve

tiim kosullar i¢in maksimum hGH derisim araliginda kalan t = 23-27 st araliginda, glukoz
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derisimde ikinci bir hizli diisiis oldugu goézlenmistir. Daha sonraki saatlerde diisiisiin
yavasladig1 ve proses sonunda tiim kosullarda, glukozun %85’inden fazlasinin tiiketildigi

gorilmiistiir.

Proses siiresince, hGH derisiminin kalma siiresi ve pH, ile degisimi Sekil 4.13’de verildigi
gibidir. En yiiksek hGH derisimi t=28 st’de, pH,=7.25 ve pH,=7.50 kosullarinda birbirine

3 olarak belirlenmistir. Tiim kosullarda

cok yakin derisimlerde, yaklasik 0.021 kg m
maksimum hGH derisimine t=28 st’de ulasilmis, bu saatten sonra, hGH derisiminde diisiis
gozlenmistir. Baslangi¢c pH’1nin segilen ug¢ kosullarinda, pH, = 6.75 ve pH, = 8.25°de, elde
edilen maksimum hGH derisimininde diisiis olmustur. Maksimum hGH derisiminin, hiicre
derisimi ile parallelik gostermedigi, yliksek hiicre derisimine ulasilan, pH, = 8.00
kosulunda maksimum hGH iiretiminin daha az hiicre derisimine sahip olan pH,=7.25

kosulunun altinda kaldig1 gortilmiistiir.

1.6

Sekil 4.11 r- B. subtilis ile hGH iiretiminde hiicre derisiminin kalma siiresi ve baslangi¢
pH’1 ile degisimi. V=0.11 dm’, N=200 dk ', T=37 °C, Cg,=8.0 kg m™

120



—2—6.75

0 5 10 15 20 25 30 35

t, st

Sekil 4.12 r- B. subtilis ile hGH iiretiminde glukoz derisiminin kalma siiresi ve baslangi¢
pH’1ile degisimi. V=0.11 dm®, N=200 dk ', T=37 °C, Cg,=8.0 kg m™
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Sekil 4.13 r- B. subtilis ile hGH iiretiminde hGH derisiminin kalma stiresi ve
baslangi¢ pH’1 ile degisimi. V=0.11 dm’, N=200 dk ', T=37 °C, C,=8.0 kg m™
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4.5 Pilot-Olcekte pH Etkisi

Laboratuvar-6l¢ek reaktdrlerde baglangi¢ ortam pH’inin hGH iiretim performasi tizerindeki
etkisinin arastirilmasinin ardindan, dort baglangic ortam pH’1 kosulu pilot Olgek
biyoreaktdrde sinanmak iizere secilmistir. Bu kapsamda, Vg = 0.55 dm’ calisma hacimli
pilot dlgek biyoreaktdrde, T = 37 °C, N = 800 dk', V/Q, = 0.5 vvm, Cg, = 8 kg m™
kosullarinda, pH, = 6.75, 7.25, 7.50, 8.00 degerlerinde baslangi¢ ortam pH’inin ¢dziinmiis
oksijen ve pH profilleri, hiicre, glukoz, iiriin derisimleri ile oksijen aktarimi ve biyoproses

karakteristiklerine etkisi arastirilmistir.

Proses siiresince pH profilleri gézlenmis ve tiim kosullar i¢in hiicre derisiminin hizli arttig
t = 4 st’e kadar ortam pH’mnin hizla diistiigii, ve bu diisiisiin 27 saatte kadar devam ettigi, bu
saatten sonra ise pH degerlerinde hafif bir yiikselis oldugu goriilmiis ve t = 32 st’ten sonra
profillerde degisim gozlenmemistir (Sekil 4.14). En yiiksek pH degisiminin en yiiksek
baslangi¢c pH’1 olan pH, = 8.00 kosulunda oldugu (ApH=0.96) ve azalan baslangi¢ pH
degerleri i¢in, proses siiresinceki pH diisiisiiniin de azaldig1 goriilmiistiir. Bu durum proses
sonunda, ortam pH’lar1 arasindaki farkin baslangicdaki farka oranla daha az olmasina
neden olmustur. hGH {iretiminin hizli oldugu t = 27 — 32 st araliginda ortam pH’inda artis
gozlenmistir. Tiim kosullar igin, t = 27 st’de ortam pH’1 minumum degerine ulasmis ve
diisiik baglangic pH’1 kosulundan yiiksege giderken sirasiyla, 6.33, 6.80, 6.86, 7.13 olarak

Olgiilmiistiir.

Biyoproses tiretim ortaminda ¢oziinmiis oksijen derisimlerinin kalma siiresi ve baslangic
pH kosullariyla degisimi Sekil 4.15’de verilmistir. Hiicre derisiminin hizli arttig1 ilk 3.5 - 4
st’de, tiim baslangic pH kosullar1 i¢in ortamdaki ¢ézlinmiis oksijen derisimi diismiis, t = 4
st’de ortama proteaz inhibitdrii eklenmesinin ardindan tekrar ylikselme egilimi gostermistir.
Cozlinmiis oksijen derisimleri, t = 8-26 st periyodunda salinim gostermis ve hGH
tiretiminin hizlandig1 ve hiicre derisiminin durgunluk fazina gectigi t = 26 st’den sonra
tekrar yiikselmistir. Ortamdaki ¢6zlinmiis oksijen derisimi profili pH, = 7.25, 7.50, 8.00

kosullarinda benzer bir egilim gostermis ve t = 26 st’de sifira diismiis, pH, = 6.75
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kosulunda ise oksijen derisimi t = 826 periyodunda yaklasik sabit kalmistir. Proses
sonunda en yiiksek ¢oziinmiis oksijen derisimi, pH,=8.00 kosulunda 0.177 mmol/L olarak
Olctilmiistiir. Tiim kosullar igin, hiicre derigiminin arttig1 ve hGH {iiretiminin hizlandigi
evrelerde ¢Oziinmiis oksijen derisimin azaldigir goriilmektedir; bu durum hGH {iretim
prosesinde oksijen ihtiyacinin yliksek oldugunu gostermistir. Oksijen aktariminin daha
etkin oldugu pilot-6lgek reaktorlerde laboratuvar-6lgege oranla daha yiiksek {iriin derisimi

elde edilmis olmasi1 da bu sonucu desteklemektedir.

r- B. subtilis ile hGH {iretimi prosesinde baslangi¢ pH’1inin hiicre derisimine etkisi Sekil
4.16°da verilmistir. Proteaz inhibitdriiniin eklendigi t = 4 st’e kadar hiicre derisimi hizli
artmis, t = 4-20 st aralifinda proteaz inhibitoriiniin hiicre ¢ogalmasi iizerindeki gecici
inhibisyonu nedeniyle yaklasik sabit kalmis, t = 20 st’den sonra tekrar artis gostermis ve
t=24 st’den sonra durgunluk fazina ulagsmistir. Proses siiresince en yiiksek hiicre derisimi

t=24 st’de pH,=7.25 kosulunda 1.92 kg m™ olarak belirlenmistir.

Glukoz derisiminin kalma siiresi ile degisimi Sekil 4.17°de verildigi gibidir. Laboratuvar
Olcek deneylerinde oldugu gibi, proses siiresince farkli pH, degerlerinde glukoz
profillerinin tek bir egri ailesi gibi davrandigi goriilmektedir. Proses siiresince, hiicre
derisiminin hizl artis gosterdigi ilk 4 saatte, glukozun yaklagik %50’si tiiketilmis ve hiicre
derisimlerinin tim kosullarda yakin degerlerde seyretmesine bagli olarak ilk 4 saat
periyodunda glukoz tiiketim hizlar1 yaklasik aynmi bulunmustur. Prosesin ilerleyen
saatlerinde, hiicre derisiminin daha yiiksek oldugu, pH, = 6.75 ve 7.25 kosullarinda glukoz
tiiketim hiz1 diger kosullardan - ¢ok belirgin olmamakla birlikte - bir miktar daha ytiksek
olmustur. Proses sonunda ise tiim kosullar i¢in baslangi¢ glukoz derisiminin %96’sindan

fazlasi tiiketilmistir.

Proses siiresince, hGH derisiminin kalma siiresi ve pH, ile degisimi Sekil 4.18’de verildigi
gibidir. Proses siiresince en yliksek hGH derisimi laboratuvar-olcege kiyasla 4 saat kayarak,
t = 32 st’de, pH,=7.50 kosulunda, 0.046 kg m> olarak belirlenmistir. Tiim kosullarda

maksimum hGH derisimi t=32 st’de gozlenmis, daha sonraki saatlerde hGH derisiminde
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yaklasik %20 diisiis olmustur. Proseses siiresince tiim kosullar i¢in ulasilan maksimum

3 olarak

degerler arasinda, en diisik hGH derisimi pH,=6.75 kosulunda, 0.031 kg m’
Ol¢iilmiistiir. hGH {iretiminin maksimuma ulastig1 t = 30-32 st araliginda ortam pH’inda
belirgin bir degisim goézlenmemis, hiicre ¢ogalmasi durgunluk fazina gelmis ve glukoz

tikketim hiz1 sifira yaklagmustir.

4.6 Oksijen Aktarimi ve Biyoproses Karakteristikleri

Pilot 6l¢ek biyoreaktdr sisteminde, dort farkli baslangic ortam pH’1 kosulunda, hGH {iretim
prosesi i¢in s1vi hacmi basina oksijen tiikketim hizinin (-rp) degisimi arastirilmistir. Proses
stiresince oksijen tiiketim hizinin pH, = 6.75, 7.25, 7.50, 8.00 kosullarinda kalma siiresi ile
degisimi Cizelge 4.3-4.6’da verilmistir.

Proses siiresince oksijen tliketim hizinin farkli ortam baslangic pH kosullarinda degisimi
incelendiginde, tiim kosullar i¢in metabolik faliyetlerin hizli oldugu prosesin ilk saatlerinde
artis gosterdigi, daha sonra ise kalma siiresi ile diislise gectigi goriilmektedir. Tiim kosullar
icinde en yiiksek oksijen tilketim hizi, t = 4 st’te, pH, = 7.25 kosulunda, 2.3 mol m” s

olarak bulunmustur.

Kiitle aktarim katsayilar1 proses siiresince salinim gostermis ve en yiiksek kiitle aktarim
katsayis;, Kia=0.033 s™ olarak, pH, = 6.75 kosulunda, t = 24 st’de gdzlenmistir. Fiziksel
kiitle aktarim katsayilar1 degerleri, tiim kosullar i¢in birbirine ¢ok yakin degerlerde, 0.011
s olarak hesaplanmustir. Proses siiresince artma faktorleri, E (Kpa/ Kiao), kiitle aktarim
katsayilarindaki salinima bagl olarak salinim goéstermistir. Proses siiresince, tiim kosullar
icin en diisiik artma faktorii, E = 1.00 olarak pHy = 8.00 kosulunda, t = 24’de , ve en
yiiksek E = 3.00 olarak pHyp= 6.75 kosulunda, t = 24’de hesaplanmustir.

124



83 r

6.75

5.8

Sekil 4.14 r-B. subtilis ile hGH {iretiminde ortam pH’1nin kalma siiresi ve baglangi¢c pH’1 ile
degisimi. V=0.55 dm’, N=800 dk "', V/Q,=0.5 vvm, T=37 °C, Cg,=8.0 kg m™
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Sekil 4.15 - B. subtilis ile hGH {iretiminde ¢6ziinmiis oksijen derisiminin kalma siiresi ve baslangic
pH’1ile degisimi. V=0.55 dm’, N=800 dk ', V/Q,=0.5 vvm, T=37 °C, Cg,=8.0 kg m™
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2.5

Sekil 4.16 r- B. subtilis ile hGH iiretiminde hiicre derisiminin kalma siiresi ve baslangig¢
pH’1 ile degisimi. V=0.55 dm’, N=800 dk "', V/Q,=0.5 vvm, T=37 °C, Cg,=8.0
kg m™

Sekil 4.17 r- B. subtilis ile hGH iiretiminde glukoz derisiminin kalma siiresi ve baslangic
pH’1 ile degisimi. V=0.55 dm’, N=800 dk ', V/Q,=0.5 vvm, T=37 °C
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Sekil 4.18 r- B. subtilis ile hGH iiretiminde {iriin derisiminin kalma siiresi ve baslangic pH’1
ile degisimi.V=0.55 dm’, N=800 dk "', V/Q,=0.5 vvm, T=37 °C, Cg,=8.0 kg m™

Oksijen ihtiyaci, OD, spesifik ¢ogalma hizinin, p, yiliksek oldugu prosesin ilk 0.5 saatlik
periyodunda tiim kosullar i¢in en yiliksek degerlerine ulagmis, daha sonraki periyotlarda
kalma siiresi ile salinim gostermistir. En yiiksek oksijen ihtiyaci, OD = 76 mol m~ s™ olarak,

pHo,= 7.50, kosulunda t = 24 st’de goriilmiistiir.

Proses siiresince Damkohler sayis1 (Da), Calik et al. 2000, tiim kosullar i¢in prosesin ilk
0.5 saatlik periyotunda, 1’den kii¢iik, daha sonraki periyotlarda ise tiim kosullar i¢in 1’den
biiylik degerlerde hesaplanmistir. En yiiksek ve diisiik degerleri sirasiyla; 29.33 ve 0.44
olarak pH, = 7.5 kosulunda sirasiyla, t = 12 ve t = 0.5 st’lerde gorilmiistiir. Etkinlik

katsayilar1 (n) ise proses siiresince 1’den kii¢lik degerlerde bulunmus, en yiiksek ve diigiik
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degerleri sirastyla; 0.467 ve 0.008 olarak sirasiyla, pH, = 7.20 ve pH, = 8.00 kosullarinda
goriilmustiir.

hGH {iretim prosesinde farkli baslangi¢ ortam pH’1 kosullarinda gerceklestirilen deney
verileri kullanilarak tiiketilen substrat basina iiretilen hiicre ve hGH verimleri (Yxss . Ypss),
tiikketilen oksijen basina iiretilen hiicre verimi (Yx/0), ve iiretilen hiicre basina iiretilen hGH
verimi (Yp/x) hesaplanmis; degerler Cizelge 4.7°de verilmistir. Cizelgede goriildiigii gibi,
verim katsayilar1 proses siiresince salinim gostermistir, en yliksek degerler; Yxs= 1.33 kg
kg'; t=28 st, pH, = 6.75 kosulunda; Yps = 0.134 kg kg ; t = 28 st ve pH, = 7.50
kosulunda; Yps = 0.134 kg kg'l; t =28 st, pH,= 7.50 kosulunda; Ypx =0.120 kg kg'1 t=
20 st, pH, = 7.50 kosulunda; Yxo = 1.40 kg kg'l , t = 8 st ve pH, = 7.25 kosullarinda
gorilmiistiir. Biyoproses siiresince hiicre derisimi ve spesifik ¢ogalma hizinin degisimi
Cizelge 4.8’de verildigi gibidir. Maksimum spesifik ¢ogalma hizinin en yiiksek degeri pmax
=0.91 st olarak t = 0.5 st’de, pH, = 7.25 kosulunda, en diisiik degeri ise pmax = 0.89 st™!
olarak t = 0.5 st’te, pH, = 8.00 ve pH, = 7.50 kosullarinda gézlenmistir. Proses siiresince
tim kosullar icin, t = 12 st’e kadar spesifik ¢ogalma hizi azalmis, t = 16 st’te sifira
diistiikten sonra, tekrar artmistir. Hiicre ¢ogalmasinin durgunluk fazina gectigi t = 28 st’den

sonra, tiim kosullar i¢in spesifik ¢ogalma hiz1 sifirdir.
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Cizelge 4.3 Oksijen aktarim karakteristiklerinin biyoproses siiresince degisimi: N=800 dk ', V/Q.=0.5 vvm, T=37 °C, Cg,=8.0 kg m™

ro*10°

OTR*10°

OTR,,,,*10°

oDn*10°

t Kia E=K;a/ Da n
pH, (st) ™ K2, (molm?s™) | (molm?s™) (molm?s™) | (molm?s™?) | OD/OTR.x | ro/OD
0 0.011 1.00 - - - - - -
05 | 0.013 1.08 0.4 1.10 2.6 135 0.519 0.296
4 - - - - - - - -
8 0.015 1.36 1.4 1.95 3.0 18.00 6.00 0.077
6.75 12 0.014 1.27 1.6 1.80 2.8 29.01 10.35 0.055
16 | 0.030 2.70 1.6 4.00 6.0 - - -
20 - - - - - - - -
24 | 0.033 3.00 1.3 4.38 6.6 24.00 3.65 0.054
28 - - - - - - - -
32 - - - - - - - -

1zelge 4. syjen aktarim karakteristiklerinin biyoproses suresince degisimi: N= -, 0=0.5 vvim, T= , Cgo=8.0 kg m
Cizelge 4.4 Oksijen ak karakteristiklerinin bi iresince degisimi: N=800 dk ', V/Q,=0.5 T=37 °C, Cg,=8.0 kg m>

t Kia E=Kja/ ro*10° OTR*10’ OTR,,,*10° oD*10’ Da n
pH, (st) ) Kiao (molm?s") | (molm?s™) (molm?®s") | (molm®s™") | OD/OTRua | ro/OD
0 0.011 1.00 - - - - - -
0.5 | 0.013 1.18 0.4 1.17 2.6 1.78 0.68 0.224
4 0.015 1.36 2.3 1.65 3.0 29.40 9.67 0.078
8 0.017 1.54 1.9 2.09 3.4 4.10 1.21 0.463
725 12 | 0012 1.09 0.6 1.69 2.4 - - -
16 | 0.031 2.81 0.6 4.85 6.2 - - -
20 | 0.012 1.09 0.4 2.18 2.4 26.40 11.00 0.025
24 - - - - - - - -
28 | 0.024 2.18 0.5 0.74 4.8 - - -
32 | 0.014 1.27 0.3 0.43 2.8 - - -
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Cizelge 4.5 Oksijen aktarim karakteristiklerinin biyoproses siiresince degisimi: N=800 dk ', V/Q.=0.5 vvm, T=37 °C, Cg,=8.0 kg m™

t

ro*10°

OTR*10°

OTR,,,,*10°

oDn*10°

Da

KLa E= KLa/ n

pH, (st) ™ K2, (mol m™s™) (molm?s™) | (molm?s?) | (molm?s?) | OD/OTRu. | ro/OD
0 0.012 1.00 - - - - - -

0.5 | 0.014 1.16 0.4 0.06 2.8 1.24 0.44 0.322

4 0.015 1.25 1.7 2.82 3.0 16.42 5.34 0.104

8 0.014 1.16 1.2 1.84 2.8 57.13 20.36 0.021

750 12 | 0013 1.08 1.3 1.83 2.6 76.76 29.23 0.017
16 | 0.021 1.75 1.3 2.60 4.2 - - -
20 - - - - - - - -

24 [ 0.030 2.50 1.0 5.28 6.0 69.08 11.50 0.014
28 - - - - - - - -
32 | 0019 1.58 0.7 0.057 3.8 - - -

Cizelge 4.6 Oksijen aktarim karakteristiklerinin biyoproses siiresince degisimi: N=800 dk ', V/Q,=0.5 vvm, T=37 °C, Cg,=8.0 kg m™

t Kia E=Kja/ ro*10° OTR*10’ OTR,,,,*10° oD*10’ Da n
pH, (st) ™ Kia, (molm?s™) | (molm?s™) (molm?®s™) | (molm®s™") | OD/OTRua | ro/OD
0 0.011 1.00 - - - - - -
0.5 | 0.012 1.09 0.2 0.03 24 1.25 0.520 0.160
4 0.030 2.72 2.0 5.49 6.0 75.76 12.60 0.026
8 0.011 1.00 1.1 1.43 2.2 - - -
8.00 12 | 0012 1.09 1.3 1.70 2.4 46.48 - -
16 | 0.027 2.45 1.3 3.91 5.4 10.18 1.89 0.127
20 - - - - - - - -
24 | 0.030 2.72 0.4 5.46 6.0 53.00 8.83 0.008
28 - - - - - - - -
32 | 0025 2.27 0.3 0.33 5.0 - - -
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Cizelge 4.7 Verim katsayilarinin biyoproses siiresince degisimi

PH, bt e g g o iy
0.5 - 0.800 - -
4 0.210 0.230 - -
8 0.310 0.330 - -
6.75 12 0.150 0.260 0.010 0.002
16 0.006 - 0.030 0.002
20 0.110 0.310 0.040 0.004
24 0.520 0.350 0.040 0.020
28 1.330 - 0.040 0.060
Toplam 0.220 0.023 0.005
0.5 - 0.600 - -
4 0.190 0.170 - -
8 0.250 1.400 - -
7.25 12 0.160 - 0.002 0.001
16 0.090 0.110 0.050 0.002
20 0.370 0.290 0.030 0.005
24 0.380 0.350 0.040 0.015
28 0.050 - - 0.120
Toplam 0.210 0.027 0.005
0.5 - 0.840 - -
4 0.200 0.290 - -
8 0.180 0.100 - -
7.50 12 0.100 0.080 0.002 0.002
16 0.090 0.890 0.040 0.002
20 0.120 - 0.120 0.004
24 0.180 0.120 0.110 0.016
28 0.930 - - 0.134
Toplam 0.207 0.030 0.006
0.5 - 0.820 - -
4 0.190 0.060 - -
8 0.110 - - -
8.00 12 0.090 0.120 0.004 0.002
16 0.160 0.610 0.023 0.003
20 0.480 - 0.050 0.090
24 0.290 0.130 0.070 0.011
28 0.260 0.090 - 0.037
Toplam 0.200 0.025 0.005

Cizelge 4.8 Hiicre derisimi ve spesifik ¢ogalma hizinin biyoproses siiresince degisimi
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pH, t, st Cx U, st Wmax, st
0.5 0.200 0.900
4 0.918 0.160
8 1.101 0.054
12 1.397 0.027 0.90
6.75 16 1.403 0.000
20 1.407 0.014
24 1.562 0.050
28 1.910 0.000
0.5 0.196 0910
4 0.918 0.120
8 1.050 0.042
7.25 12 1.277 0.030 0.91
16 1.355 0.000
20 1.403 0.050
24 1.902 0.030
28 1.908 0.000
0.5 0.196 0.890
4 0.892 0.130
8 1.070 0.030
7.50 12 1.150 0.020 0.89
16 1.248 0.000
20 1.267 0.017
24 1.423 0.021
28 1.506 0.000
0.5 0.190 0.900
4 0.844 0.120
8 0.936 0.026
8.00 12 1.040 0.025
16 1.150 0.025 0.90
20 1.277 0.032
24 1.478 0.043
28 1.512 0.000
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5. TARTISMA VE SONUCLAR

‘Metabolik miihendislik ve reaksiyon miihendisligi prensipleriyle hiicre-disi
rekombinant insan biiyiime hormonu iiretimi’ konulu yiiksek lisans arastirma
programi kapsaminda, birinci asamada proteaz enzimlerini kodlayan genleri silinmis
Bacillus tiiri mikroorganizmalar ile hGH {iretimi i¢in rekombinant mikroorganizmalar
gelistirilmistir. Arastirma programinin ikinci asamasinda, gelistirilen
mikroorganizmalarin hGH iiretim performanslart T=37 °C, N=200 dk™', C5¢=8.00 kg m’
3 kosullarinda Vr=110 cm’ calisma hacimli mikrobiyolojik hava filitreli laboratuvar-
Olcek biyoreaktorlerde yapilan deney programi ile kiyaslanarak hGH iiretim biyoprosesi
icin en uygun mikroorganizma se¢ilmistir. Arastirma programinin iigiincii asamasinda,
secilen mikroorganizma ile hGH {iretim prosesine baslangic ortam pH’min etkisi
mikrobiyolojik hava filitreli laboratuvar-6l¢ek biyoreaktorlerde yukarida verilen
kosullarda arastirilmistir. Arastirma programinin dordiincii asamasinda Vg=550 cm’
calisma hacimli pilot-6lgek biyoreaktorlerde T = 37 °C, N = 800 dk, Qo/V=0.5 vvm,
C:o=8.00 kg m™ isletim kosullarinda baslangi¢ ortam pH’min hGH iiretim prosesine

etkisi biyoproses ve oksijen aktarim karakteristikleri ile birlikte arastirilmustir.

5.1 Metabolik Miihendislik Program

Bacillus tiirli mikroorganizmalar ile terapatik protein iiretiminde karsilagilan en 6nemli
dar-bogaz, mikroorganizmanin gosterdigi proteaz aktivitesi nedeniyle, {iriinlin
parcalanmasidir. Bu calismada, proteaz genleri silinmis mikroorganizmalar ile hGH
tiretimi i¢cin metabolik miihendislik programi yapilarak, bu dar-bogazin asilmasi
amaglanmistir. Bu program kapsaminda {i¢ alternatif tasarim yapilmistir (EK 1).
Alternatif tasarimlar i¢in segilen plazmitlerin her {igiiniin de kiiciik, yiiksek kopyalama
sayili ve heterolog protein liretim kapasitelerinin yiiksek olmasi nedeniyle, promotir
farki, klonlanacak gen biiyiikliigii ve klonlama basar1 olasiliginin yiiksekligi dikkate
almarak se¢im yapilmistir. Mikroorganizmanin baslaticisin1 kullanarak hGH {iretimi
yapan pMK4.: pre(subC)::hGH plazmidinin hGH {iiretim performansinin yiiksek
oldugunun, daha oOnce arastirma grubumuzda yapilan (Sentiirk 2006) calismada

goriilmiis olmasi nedeniyle vegll baglatic1 tasiyan pRB374 plazmidinin ilk etapta
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denenmemesi gerektigine karar verilmistir . pPRB373 plazmidinin ise kopyalama sayisi,
blyiiklik ve baslatici tasimamasi ac¢isindan daha Once denenmis olan
pMK4::pre(subC)::hGH  plazmidine  benzer  Ozellikler tagimast  nedeniyle
pMKA4.::pre(subC)::hGH plazmidine alternatif olabilecegine karar verilmistir. Bunun
yani sira, pRB373 plazmidine klonlanacak olan genin daha kii¢iik olmasi1 ve klonlamada
PCR yontemine gereksinim duyulmamasi basarili klonlama olasiligini artirarak bu
plazmidi avantajli kilmistir. Bunlara ek olarak, segilen mikroorganizmalarin hGH
tiretim performanslarinin daha kisa siirede sinanmasi ve karsilastirilmasi i¢in, basaril
klonlama olasilig1 diger alternatiflerden yiiksek olan pRB373 plazmidi ile metabolik

miithendislik programi gerceklestirilmistir.

Metabolik miihendislik arasgtirma programi kapsaminda, proteaz aktivitesi inhibe
edilmis mikroorganizmalar ile hGH tiretimi icin, Bacillus subtilis WB 700 ve Bacillus
subtilis  1A751  konak-hiicrelerine  transforme edilmek {izere rekombinant
pRB373::pre(subC).::hGH (r-pRB373) plazmidi tasarlanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda,
rekombinant plazmit gelistirilmesi i¢in, hibrit-genin arastirma gurubumuzda daha dnce
gelistirilen r-pUC19 (pUC19:.:pre(subC)::hGH) plazmidinden restriksiyon enzimleri ile
kesilerek alinacagt ve aym restiksiyon enzim konumlarindan kesilen pRB373
plazmidine ligasyon tepkimesi ile klonlanacagi sekilde genetik miihendisligi tasarimi
yapilmustir. r-pUC19°dan ekstrakte edilen hibrit-genin metaryal yontemde verilen
kosullarda kesilerek klonlama i¢in uygun molekiiler yapiya getirilen pRB373
plazmidine G/V=5 olan kosulda klonlanmasi basarilmistir. Hibrit-genin pRB373
Bacillus-E.coli shuttle plazmidine klonlanmasinin ardindan, r-pRB373 E.coli XLI-
Blue’da ¢ogaltilip izole edilen r-rRB373 plazmidinin, sirasiyla yedi ve iki proteaz geni
silinmis Bacillus grubu mikroorganizmalardan Bacillus subtilis WB700 ve Bacillus

subtilis 1A751 konak-hiicrelerine transformasyonu gergeklestirilmistir.
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5.2 Uretilen hGH’nin Yapisal Analizi

Uretilen hormonun aktifliginin yapisal karakterizasyonu, MALDI-ToF MS sistemi ile
analizlenmistir. Analizler sonucunda B.subtilis 1A751 (r-pMK4 veya r-pRB373 tasiyan)
ve B.subtilis WB 700 (r-pRB373 tasiyan) mikroorganizmalar ile {iretilen hGH’nin
molekiil agirliklart sirasiyla 22132, 22132, 22111 Da olarak belirlenmis, molekiil
agirlig1 22126 Da olarak belirlenen standart hGH’den sirasiyla %0.03, %0.03 ve %0.06
sapma goOstermistir. Bu sapma degerlerinde, her ii¢ mikroorganizma ile iiretilen
hGH’nin yapisinin dogala 6zdes oldugu goriilmiistiir. Tiim mikroorganizmalarin, 22 Da
biiyiikliigiindeki, aktif hGH’nin yan1 sira izomeri olan 20 Da’luk hGH’yi de iirettigi
belirlenmistir. Her ne kadar, tiim mikroorganizmalara ait kromotogramlarda (Sekil 4.7b)
20 Da’luk hGH’ye ait pikler, 22 Da’luktan daha biiylik olsa da, MALDI-ToF MS
analizinin derisim 6l¢en bir yontem olmamasi ve fento-mol mertebesinde hassasiyet ile
Ol¢iim yapmasi dikkate alindiginda, bu yontem aktif yapidaki hGH derisiminin (22 Da),

izomer hGH derisimine (20 Da) oraninin belirlenmesinde kullanilamaz.

Uretilen hGH’nin aktifligi, literatiirde hGH arastirmalarinda kullanilan ydntemler olan
Dot-blott vee WESTERN-BLOTT analizi ile yapilmistir. Bu yontemlerde sirasi ile
Poliklonal Rabbit Anti-human Growth Hormone Primer ve Horseradish Peroxidase
Label Goat-Anti Rabbit IgG ve Poliklonal Mause Anti-human Growth Hormone Primer
ve Horseradish Peroxidase Label Goat-Anti Mouse IgG (H+L) sekonder antikor-antijen
cifti kullanilarak gercgeklestirilen analizlerle, iiretilen hGH’nin yapisinin dogrulugu

kanitlanmustir.

5.3 Mikroorganizma Se¢imi

Kolonlamanin basarilmasinin ardindan, laboratuvar-6l¢ek biyoreaktdrlerde, taniml
ortamda yapilan deneyler ile r-pRB373 plazmidini tasiyan B.subtilis 1A751 ile r-pMK4
plazmidini tastyan B.subtilis 1A751 (Sentiirk 2006) rekombinat mikroorganizmalarinin
hGH  d{iretim  performanslar1  kiyaslanarak, r-pMK4 plazmidini tasiyan

mikroorganizmalarin, hiicre-dis1 hGH firetim performansinin r-pRB373’1 tagiyanlarin
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yaklagik iki kat1 oldugu goriilmiis ve 0.02 g/L olarak belirlenmistir (Sekil 4.9). Ayrica
her iki mikroorganizmanin hiicre-ici hGH iiretimleri Olgiilmiis ve sadece r-pMK4
plazmidini tasiyan mikroorganizmalarin hiicre-i¢i hGH {iretimi gerceklestirdigi
gozlenmistir. Bu durum, r-pRB373’1 tagtyan mikroorganizmalarin iirettikleri hormonun

tamamini hiicre-disina salgiladiklarini géstermistir.

Ayn1 mikroorganizmaya transforme edilen iki plazmidin hGH {iretim performansina
etkisinin arastirilmasinin ardindan, r-pRB373 plazmidi tasiyan B. subtilis WB 700, B.
subtilis 1A751 ve r-pMK4 plazmidini tasiyan B. subtilis 1A751 laboratuvar-olgek
biyoreaktorlerde kiyaslanmis ve en yliksek hGH derisimi, daha once oldugu gibi r-
pMK4 plazmidini tasiyan B. subtilis 1A751 ile 0.02 g/L olarak elde edilmistir (Sekil
4.10). Bu sonu¢ yedi proteaz geni silinmis olan B.subtilis WB 700
mikroorganizmasinin, her ne kadar daha az proteaz aktivitesi goOsteriyor olsa da,
muhtemelen proteaz genlerinin silinmesinden kaynaklanan bir metabolik degisim
nedeni ile hGH iiretimini inhibe ettigini gostermistir. Bu nedenle arastirma programinin

devami i¢in r-pMK4 tasiyan B. subtilis 1A751 mikroorganizmasi se¢ilmistir.

5.4 pH Etkisi

Arastirma programinin li¢iincii agamasinda, secilen rekombinant mikroorganizma ile
hGH fiiretimi prosesinde baslangi¢ pH’ 1nin etkisi deney ve bulgularda verilen kosullarda

pH,=6.75, 7.00, 7.25, 7.50, 7.75, 8.00 ve 8.25 degerlerinde arastirilmistir.

Tiim kosullar i¢in, proteaz inhibitér kokteylinin eklendigi t = 7 st’den sonra hiicre
derigimlerindeki artisin t = 12 st’e kadar gecici inhibisyona ugradigi goriilmiistiir. Bu
durum, aragtirma grubumuzda tamamlanan c¢alismada (Sentiirk 2006) verildigi gibi
proteaz inhibitér kokteylinin hiicre c¢ogalmasini inhibe ettigi sonucuyla uyum
gostermistir. Biyoproses siiresince, ilk yedi saatlik periyotta, baslangi¢ ortam pH’indaki
degisim hiicre ¢ogalmasini etkilememis, ancak bu periyottan sonra baslangi¢ ortam
pH’min hiicre derisimine etkisi artmig ve en yiiksek hiicre derisimi pH,=7.50 kosulunda

1.40 kg m” olarak dl¢iilmiistiir (Sekil 4.11).
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Tim kosullar i¢in glukoz derisim profilleri benzer bir degisim gostermis ve en yiiksek
glukoz tiiketimi, hiicre derisiminin en yiiksek oldugu pH, = 7.50 kosulunda
gerceklesmistir. Tiim kosullar i¢in, proses siiresince baslangictaki glukozun %90’ indan
fazlas1 tiiketilmistir (Sekil 4.12). Bacillus tiirleri i¢in hiicre-i¢ci pH degeri 7.5’tur
(Frankena et al. 1986) ve ortam pH’1 ile degismez. Farkli ortam pH’larinda
mikroorganizmanin hiicre-ici pH 11 sabit tutmak ic¢in harcadig1 enerji degiseceginden
metabolik faliyetlerin ve buna bagli olarak glukoz tiiketiminin farklilik gdstermesi
beklenebilir. hGH iiretim prosesinde glukoz tiiketim hizlarinin birbirine yakin
degerlerde olmast {iriin, hiicre, yan-liriin olusum hizlarinin birlikte analizi ile

aydinlatilabilir, bu nedenle organik ve amino asit analizlerinin yapilmasi gerekmektedir

Secgilen pH araliginda, tim kosullarin hGH {iretimi i¢in uygun oldugu goriilmiistiir.
Secilen aralikta, en yiikksek hGH derisimi t = 28 st’de, pH,=7.25 ve pH,=7.50
kosullarinda birbirine ¢ok yakin derisimlerde, yaklasik 0.021 kg m” olarak 6lciilmiis;
bu saatten sonra, Bacillus tiirlerinin gosterdigi proteaz aktivitesi nedeniyle hGH
derisiminde diisiis gozlenmistir.  Bu diisiis, proses sliresince {riiniin ortamdan
ayrilmasinin hGH {iretim prosesinin verimini artiracagini isaret etmektedir. Maksimum
hGH derisiminin, hiicre derisimi ile parallelik gostermedigi, yiiksek hiicre derisimine
ulagilan, pH, = 8.00 kosulunda maksimum hGH {iretiminin, daha diisiik hiicre
derigimine ulasilan pH,=7.25 kosulunun altinda kalmasi, baslangi¢ ortam pH’indaki
degisimin, hiicre ¢ogalmasi ve {iriin derisimi iizerinde farkl etki yaptigini gostermistir

(Sekil 4.13).

Laboratuvar 0l¢ek reaktorlerde elde edilen sonuglar dogrultusunda, smanan tim
kosullarda hGH {iretiminin gergeklestiginin belirlenmesinin ardindan, oksijen aktarimin
etkisiyle bu sonuglarin nasil degiseceginin, oksijen aktarim ve biyoproses
karakteristiklerinin baslangic pH’indaki degisimden nasil etkileneceginin aragtirilmasi
icin dort baslangic ortam pH’1 kosulu pilot-6lgek biyoreaktérde simanmak iizere
secilmistir. Pilot-Ol¢ekte arastirilacak olan baslangic pH’1 degerleri, laboratuvar-6lgek

sonuclarina gore en yiiksek tiretimin gerceklestigi 7.25 ve 7.50 kosullar ile, daha asitik
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ve bazik bolgelerde yer alan ve {iriin derisiminde diisiise neden oldugu belirlenen 6.75

ve 8.00 kosullar1 olarak secilmistir.

Proses siiresince, hiicre derisiminin hizli arttig1 t=4 st’ye kadar ortam pH’inda hizl bir
diisiis gozlenmis ve bu egilim t= 27 st’ye kadar azalarak devam etmistir. Bu saatten
sonra, hafif bir yiikselisin ardindan profiller platoya ulagmistir. Proses siiresince ortama
en fazla hidrojen iyonu salgilanan kosul, pH, = 8.00 olarak belirlenmistir (ApH=0.96),
diisen baslangic pH’1 degerleriyle birlikte bu miktarda da diisiis gbzlenmistir. Bu durum,
hiicre ve iiriin derisimlerini etkilemekle birlikte, muhtemelen organik asit ve amino asit
derisimlerini de etkilemistir, ortam pH’indaki degisimin nedeninin daha net
anlasilabilmesi i¢in yan-liriin dagilim profillerinin, 6zellikle ortama salgilanan organik
asit derisimlerinin belirlenmesi gerekmektedir. pHo= 7.25 kosulu icin tiim biyoreaktor
karakteristikleri, arastirma grubumuzda tamamlanan (Sentiirk 2006) ¢alismanin MOT2

kosulu ile aynidir.

Biyoreaktor deneylerinde, biyoproses ortamindaki ¢oziinmiis oksijen derisimlerinin
kalma siiresi ve baslangi¢ pH kosullariyla degisimi gozlenmistir. Tiim baslangic pH
kosullar1 i¢in ortamdaki ¢6ziinmiis oksijen derisiminin hiicre derisiminin hizli arttig1 ilk
4 saattlik periyotta hizla diistiigii, t = 4-26 saatlik periyotta salinim gosterdigi ve t=26
saatten sonra tekrar yiikseldigi gozlenmistir. Proses sonunda en yiiksek ve en diisiik
¢Oziinmiis oksijen derisimleri sirasiyla; pH = 8.00 ve pH = 7.50 kosullarinda

gozlenmistir.

Biyoproses siiresince ulasilan en yiiksek ve en diisiik hiicre derigimi degerleri sirasiyla,
pH, = 6.75 ve 7.25 kosulunda t=24 st’de 1.92 kg m” ve pH, = 8.00 kosulunda t=24
st’de 1.60 kg m” olarak belirlenmistir. Secilen aralikta gorece daha diisiik baslangic
pH’1 kosullarinda hiicre derisiminin daha yiiksek oldugu ve artan baslangic pH’1
degerleri ile diistiigii goriilmiistlir. Tiim kosullar icin, hiicre derisimindeki artis t=4 st’de
eklenen proteaz inhibitorii kokteyli ile yavaglamis, ancak pH,=6.75 ve 7.25 kosullarinda
protez inhibitoriiniin hiicre derisimi lizerindeki inhibisyon etkisi, t=20 st’den sonra
gbzlenmezken, diger iki kosulda bu etki proses sonuna kadar devam etmistir (Sekil

3.16). pHy= 7.25 kosulu i¢in tiim biyoreaktor karakteristikleri, arastirma grubumuzda

138



tamamlanan (Sentiirk 2006) calismanin MOT?2 kosulu ile aynidir. Bu kosulun, hiicre
derisimi profili, tamamlanan calisma ile karsilastirildiginda tiim saatler i¢in Olciilen

hiicre derisimi degerleri %95’in lizerinde uygunluk ile elde edilmistir (Sekil 5.1).

Glukoz derigimi profilleri laboratuvar-6l¢ek deneylerinde oldugu gibi, tek bir egri ailesi
gibi davranig gostermis ve ortam pH’indaki degisimde oldugu gibi tiim kosullar i¢in
ayni1 karakteristik yapiya sahip oldugu goriilmiistiir. Bu durum, baslangi¢ ortam pH’inin
hiicre-i¢i metabolik akilarin yoniinii degistirmedigi sonucunu gostermektedir. Tim
kosullarda, hiicre derisimindeki artiga bagli olarak prosesin ilk dort saatinde glukoz
tilketiminin hizli oldugu ve proses sonunda glukozun %96’sindan fazlasinin tiiketildigi
belirlenmigtir. pH,= 7.25 kosulu icin elde edilen glukoz tiiketim profili arastirma
grubumuzda tamamlanan c¢alismanin MOT2 kosulu ile karsilastirildiginda pH
profillerindeki degisimin glukoz tliketim hizina da yansidig1 ve t= 16-20 st’lerindeki
sapma haricinde ayni oldugu goriilmiistiir (Sekil 5.2).

Farkli baslangic pH’1 kosullarinda gergeklestirilen proseslerde hGH derisiminin t=12
st’den itibaren arttig1, t=26 st’de artisin ivme kazandigi ve t=32 st’de tiim kosullarda en
yliksek hGH derisimine ulasildigi goriilmiistiir. Bu saatten sonra, proteaz aktivitesi
nedeniyle hGH derisiminde yaklasik %20 diisiis olmustur. En yiiksek hGH iiretimi
H,=7.50 kosulunda, t=32 st’de 0.046 kg m™ olarak 5l¢iilmiis ve aym ornegin iki kez
analizlenmesi ile hGH oOlg¢limlerinin %98 oraninda uyum gosterdigi belirlenmistir. Bu
calismada belirlenen hGH derisimleri, arastirma grubumuzda daha Once
gerceklestirilmis olan calismada (Sentlirk 2006) ayni kosullarda elde edilen ile %92

uyum gostermistir.

S1v1 faz hacimsel kiitle aktarim katsatisi, K;a ve artma faktorii, E sirasiyla 0.011-0.033
ve 1.00- 3.00 araliginda degismistir, en yliksek degerlerine t = 24 st’de, pH = 6.75
kosulunda ulagmigtir. Bioproseses siiresince, oksijen tliketim hizlari, metabolik
faaliyetlerin hizli oldugu, t = 8-16 st araligina kadar artmis, daha sonra diisen metabolik
aktiviteye bagl olarak diislis gostermistir. Ancak, hiicrenin tekrar hizli ¢ogalmaya
basladig1 t = 20-24 st araliginda oksijen tiiketim hizlarinda artis gézlenmemis olmasi

beklenen bir sonug degildir,
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bu durumun daha iy1 analizi i¢in yan iiriin profillerinin belirlenmesi ve hiicrenin oksijen

tikketimini yavaslatan metabolik faliyetin ne oldugunun analizi gerekmektedir.

Proses stiresince hiz kisitlayict basamak analizi i¢in, Damkdhler sayilari (Da)
hesaplanmis ve tiim kosullar i¢in prosesin ilk 0.5 saatlik boliimiinde Da sayisinin bire
yakin oldugu dolayisiyla, biyokimyasal reaksiyon ve kiitle aktarim kisitlamalarinin ayni
oranda etkin oldugu goriiliirken, daha sonraki saatlerde genel olarak Da sayisinin birin
iistiinde degerlere

ulastig1 ve kiitle aktarimi kisitlamasinin = baskin = oldugu goriilmiistiir. Etkinlik
katsayist (n) analizleri ile, tim kosullar i¢in oksijen tliketim hizinin (-ro) oksijen
ithtiyacinin (OD) altinda kaldig1 sonucuna varilmistir, en yiiksek ve en diistik etkinlik
katsayilar1 sirastyla, 0.008 ve 0.468 olarak pH, = 8.00 ve pH, = 7.25 kosullarinda

hesaplanmustir.

hGH {iretim prosesinde farkli baslangi¢ ortam pH’1 kosullarinda gergeklestirilen deney
verileri kullanilarak tiiketilen substrat bagina iiretilen hiicre, hGH verimi (Yxss | Ypss),
tilkketilen oksijen basina iiretilen hiicre verimi (Yx/0), ve liretilen hiicre basina tiretilen
hGH verimi (Ypx) hesaplanmis ve verim katsayilart proses siiresince salinim
gbstermistir, en yiiksek degerler; Yxs = 1.33 kg kg', t = 28 st’de, pH, = 6.75
kosulunda, Yps = 0.134 kg kg™, t =28 st’de, pH,= 7.50 kosulunda, Yps = 0.134 kg kg’
! , t =28 st’de, pH, = 7.50 kosulunda, Ypx = 0.120 kg kg'l, t = 20 st’de, pH, = 7.50
kosulunda, Yxo = 1.40 kg kg , t = 8 st’de, pH, = 7.25 kosulunda goriilmiistiir.
Biyoproses siiresince hiicre derisimi ve spesifik ¢ogalma hizinin degisimi Cizelge
4.8’de verildigi gibidir. Maksimum spesifik ¢ogalma hizinin en yiiksek degeri pmax =
0.91 st olarak t = 0.5 st’de, pH, = 7.25 kosulunda, en diisiik degeri ise pmax = 0.43 st™!
olarak t = 0.5 st’de, pH, = 6.75 ve pH, = 7.50 kosullarinda gozlenmistir. Proses
stiresince tlim kosullar i¢in, t = 12 st’ye kadar spesifik ¢ogalma hiz1 azalmis, t = 16 st’de
ortama eklenen proteaz inhibitor kokteylinin yarattig1 gecici inhibisyon nedeni ile hiicre
cogalmasinin durmasit nedeni ile sifira diistiikten sonra, tekrar artmistir. Hiicre
cogalmasinin durgunluk fazina gectigi t = 28 st’den sonra, tiim kosullar i¢in spesifik

cogalma hiz1 sifirdir.
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Insan biiyiime hormonu rhGH iiretimine iliskin siireli yaymlarda yer alan ¢alismalarda
Escherichia coli (Goeddel et al. 1979; Ikehara et al. 1984; Gray et al. 1985; Hsiung et
al. 1986; Becker and Hsiung, 1986; Keto ef al. 1987; Hsiung et al. 1989; Jensen and
Carlsen, 1990; Jorgensen et al. 1998; Shin et al. 1998; Zhang et al. 1998; Bylund et al.
2000; Petra et al. 2000; Castan et al. 2002; Soaares et al. 2003; Tabandeh et al. 2004),
Bacillu brevis (Kanjo et al. 1997), Bacillus subtilis ( Nakayama et al. 1988; Franchi et
al. 1991; Ozdamar et al. 2008) ve Pichia pastoris (Trevino et al. 2000; Eurwilaichitr et
al. 2002; Calik ef al. 2008) konak hiicreleri ile yapilan ¢alismalar yer almaktadir. Bu
calismalar icinde, biyoreaktor isletim parametrelerinin etkisi Nakayama ef al. 1988,
Jensen and Carlsen 1989, Shin et al. 1998, Bylund et al. 2000, Castan et al. 2002,
Tabandeh et al. 2004, Ozdamar et al. 2008 tarafindan yapilan g¢aligmalarda
arastirilmistir.  hGH  iiretiminde biyoreaktdr igletim parametrelerinden oksijen
aktariminin etkisinin incelendigi ilk calisma arastirma grubumuzda tamamlanmigtir
(Sentiirk 2006), bu yiiksek calismasi ise hGH {iretimde baslangic ortam pH’inin

etkisinin incelendigi ilk ¢alismadir.

5.5 Toplu Sonuglar ve Oneriler

Bu yiiksek lisans ¢aligmasinda elde edilen sonuclar asagida toplu olarak verilmistir:

Birinci Arastirma Programi: Metabolik Miihendislik

1. pRB373::pre(subC)::hGH plazmidi tasarlanmig ve iiretilerek Bacillus subtilis
1A751 hiicresine aktarilmistir.

2. pRB373::pre(subC)::hGH plazmidi tasarlanmis ve {retilerek Bacillus subtilis
WB700 hiicresine aktarilmistir.

Ikinci Arastirma Programu: vhGH icin en uygun r-B.subtilis secimi

3. Tasarlanan ve iiretilen iki rekombinant mikroorganizma ve arastirma grubunda daha
once tiretilen pMK4::pre(subC)::hGH tasiyan Bacillus subtilis 1A751 ile tretilen
hGH’nin dogru molekiil biiyiikliigiinde oldugu MALDI-ToF MS ile belirlenmistir.
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4. r-pRB373 ve r-pMK4 plazmitlerini tastyan r-B.subtilis 1A751 konak-hiicreleri ile
tiretilen hGH nin Dot-blott analizi ile dogru yapida oldugu bulunmustur.

5. 1Iki farkli plazmidi tasiyan r-B.subtilis 1A751 ve 1-B.subtilis WB700 konak-hiicreleri
hGH iiretim potansiyelleri ac¢isindan Dot-blott dl¢limleri ile kiyaslanmig r-pMK4

plazmitlerini tastyan r-B.subtilis 1A751, en iyi bulunmustur.

Uciincii Arastirma Programi: Laboratuvar-olcekte hGH iiretimi ve pH, etkisi
6. Baslangi¢ pH degeri 6.75, 7.00, 7.25, 7.50, 7.75, 8.0, 8.25 olan kosullarda;
- en yiiksek 1.4 kg m™ olan hiicre derisimine t=20 st’de, pH,=7.5 kosulunda;
- en yitksek 0.021 kg m™ olan hGH derisimine t=28 st’de, pH,=7.25-7.50 kosulunda
ulasilmustir.
7. Baslangic pH degeri farki glukoz tiiketiminde belirgin bir fark yaratmamis; proses

sonunda %95’in lizerinde glukoz doniisiimii elde edilmistir.

Dordiincii Aragtirma Programi: Pilot-dl¢ekte hGH iiretimi ve pH, etkisi

8. Bagslangi¢ pH degeri 6.75, 7.25, 7.50 ve 8.00 olan kosullarda, Q,/V=0.5 vvm ve
N=800 dk'de;
- en yiiksek 1.9 kg m™ olan hiicre derisimine t=24 st’de, pH,=6.75 kosulunda;
- en yitksek 0.046 kg m™ olan hGH derisimine t=32 st’de, pH,=7.50 kosulunda

ulasilmistir.

9. Baslangi¢c pH degeri farki glukoz tiiketiminde belirgin bir fark yaratmamis; proses
sonunda %97 nin lizerinde glukoz doniisiimii elde edilmistir.

10. Tiiketilen toplam substrat basina olusan hiicre miktar1 en yiiksek pH,=6.75
kosulunda %22 olmustur.

11. Tiketilen toplam substrat basina olusan {irtin miktart en yliksek pH,=7.50 kosulunda
%0.6 olmustur.

12. Olusan toplam hiicre basina olusan iirlin miktar1 en yiiksek pH,=7.50 kosulunda %3
olmustur.

13. Spesifik ¢ogalma hizi en yiiksek prosesin baslarinda ve 0.91 st™ degeri ile pH,=7.25

kosulunda elde edilmistir; tepkime boyunca degeri giderek azalmstir.
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14. Tiim kosullarda artma faktorii, E degeri 1-3 mertebesinde olup proseste oksijen
aktarimi hiz1 oksijen tiiketim hizina gore daha yavastir yani proses kiitle aktarimi
kisitlamalidir ve “yavas tepkime” rejimine uymaktadir.

15. Damkdhler sayis1 degerlerine gore prosesin baglarinida hem oksijen aktarimi hem de
tepkime prosesi kontrol ederken t > 4 st kolullarinda proses kiitle aktarimi
kisitlamali olarak yiirtimektedir.

16. Oksijen tiiketim hizina gore etkinlik katsayisi ise her kosulda bir degerinin
altindadir.

17. hGH olgiimlerinin tekrarlanirhigi %98’in tistiindedir.

18. Aymi kosullarda 30 ay silire fark ile yapilan iki pilot-6l¢cek deney sonuglari
kiyaslandiginda genel olarak hiicre ve glukoz derisimi dl¢limlerinin %90’1n lizerinde
uyumlu oldugu; maksimum hGH derisimlerinde yapilan hatanin ise %8 oldugu

bulunmustur.

Rekombinant Bacillus tiirii mikroorganizmalar kullanilarak hiicre-dis1 thGH {iretimi
arastirmalarinda, verim ve se¢imliligi artirmak iizere asagidaki oncelikli incelemelere

ihtiya¢ duyuldugu diistintilmektedir:

1. Proses siiresince iiretilen amino asit ve organik asitler analizlenerek, metabolik aki

analizi yapilmasi ve liretimdeki muhtemel darbogazlarin belirlenmesi

2. Arastirma sonucunda bulunan en iyi baslangi¢c ortam pH’1 kosulunda pilot-6lgekte

oksijen aktarimi etkilerinin aragtirilmasi
3. Farkli oksijen aktarimi ve baslangic pH’1 kosullarinda gen ekspresyonlarinin
belirlenmesi ve kisitlayici basamak dogrultusunda metabolik miihendislik tasariminin

gelistirilmesi

4. Kompleks ortam tasarimi ile hGH verim ve secimliligindeki degisimlerin

incelenmesi.
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EK 1 Metabolik Miihendislik Tasarimlari
Tasarim I: pre(subC)::hGH::pRB373 plazmidi tasarimi

Daha Once aragtirma grubumuzda gelistirilen —pre(subC)::hHG hibrit geninin
klonlanmis oldugu pre(subC)::hGH::pMK4 plazmidinden kesilerek izole edilimesi,
kanamisin resiztans genini tagtyan bir plazmit olan pRB373’e klonlonmasini iceren

Tasarim I asagida verilmistir..

—pre(subC)::hHG geninin pRB373 plazmidine klonlanacak boliimiiniin niikleik asit
dizini, primer dizinleri, promotir, subC, Hgh:

5’ ttttcataaaatgaatcagatg gagcaatctcctgtcattcgc_
tatteatactttcgaactgaacatttttctaanacagttattaataaccaaaaaattttaaattggtectecanaaaaataggeetace

atataatteatttttttictataataaattaacagaataattggaatagattatattatcettctatitanattatictgaataaagaggagg
agagtgagtaatgatgaggaaaaagagtttttggcttgggatgctgacggccttcatgetcgtgttcacgatggcattcagegat
tecgcttetgcttcccaactataccactatctecgtetattcgataacgetatgettecgtgctcatcgtettcatcagetggectttgac

acctaccaggagtttgaagaagcctatatcccaaaggaacagaagtattcattcctgecagaaccccecagaccteectetgtttet
cagagtctattccgacaccctccaacagggaggaaacacaacagaaatccaacctagagetgetecgeatcteectgetgcete
atccagtcgtggctggageccgtgecagttcctcaggagtgtettcgeccaacagectagtgtacggegectctgacagcaacgt
ctatgacctcctaaaggacctagaggaaggcatccaaacgctgatggggaggctggaagatggcageccecggactgggc
agatcttcaagcagacctacagcaagttcgacacaaactcacacaacgatgacgcactactcaagaactacgggetgetctac
tgcttcaggaaggacatggacaaggtcgagacattcctgegeatcgtgeagtgecgetetgtggagggcagetgtggcttcta
gctgececgggtggcatecctgigacccectecccagtgectcetectggee 3’
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Tasarlanan ve kullanilan (Sentiirk 2006) primerler:

1. Restriksiyon enzim konumu Xbal (TCTAGA)) + -pre(subC) ileri primeri
5’ GCTCTAGAGCGCAATCTCCTGTCATTCG 3’

2. hGH’na tamamlayic1 uzant1 + -pre(subC) geri primeri

5’ GGTATAGTTGGGAAAGCAGAAGCGGAATCG_ 3’

3. -pre(subC)’a tamamlayic1 uzany1 + hGH ileri primeri

5> GCTTCTGCTTTCCCAACTATACCACTATCTC 3’

4. Restriksiyon enzim konumu (BamHI (GGATCC)) + hGH geri primeri
5 GCGGATCCGCACTGGGGAGGGGTCAC 3’

BamMI

Bzl II

Bell

Sekil EK-1.1 pRB373 plazmidi ve klonlama bolgesi. Antibiyotik rezistans genleri,
Ampisilin, bla, kanamisin, neo, bleomisin, ble. MCS (multiple cloning

side), klonlama bolgesi.
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FcoRI

EcoRI

pre(subC)::hGH

l

Restriksiyon enzimleriyle
(Xbal, EcoRI) kesim

|

pre(subC)::hGH

Xhal l

pEE373

5800 bp

Restriksiyon
Enzimleriyle
(EcoRI, Xbal)
kesim. Genin plazmit ile iki ugtan
! + DNA ligaz birlesmesi (ligasyon)
EcoRI Xbal EcoRI Xbal

prefsub ). hGH

Rekombinant Plasmid
(6.7 k)

Sekil EK-1.2 pre(subC)::hGH geninin pRB373 plasmitine klonlanmasi
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Tasarim-11: kan::pre(subC)::hGH::pMK4 plazmidi tasarimi

Kanamisinin rezistansim1 kodlayan (kan) geninin, arastirma grubumuzda daha Once
gelistirilen  pre(subC)::hGH::pMK4 plazmidine klonlanlanmasini igeren tasarim

asagida verilmistir.

4 kan geninin niikleik asit dinini ; [ICHINCIZCEPRIMErIdiZinieri , promotir, kan,
EEERmALN. (1439 bp):

gatctgtttagettgectegtecccgeegggteacceggecagegacatggaggeccagaataccecetecttgacagtettga
cgtgecgeagcetcaggggcatgatgtgactgtcgeccgtacatttageccatacatceccatgtataatcatttgcatccatacattt
tgatggccgecacggecgcegaagcaaaaattacggetectecgetgcagacctgegagecagggaaacgetececcctcacagacg

cgttgaattgtccccacgecgegeccectgtagagaaatataaaaggttaggatttgccactgaggttcttctttcatatacttecttt

taaaatcttgctaggatacagttctcacatcacatccgaacataaacaacc

‘
o
&
[0}

t

ctgtcgattcgatactaacgecgecatecagtgtegaaaacgagetctcgagaacccttaat
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Tasarlanan ileri ve geri primerlerin niikleik asit dizinleri :
1. restriksiyon enzim konumu ((BamHI) (GGATCC)) + kan ileri primeri
5 CTGGATCCGATCTGTTTAGCTTGCCTC 3’

2. restriksiyon enzim konumu ((EcoRI) (GAATTC)) + kan ileri primeri
5 GCGAATTCTTCGACACTGGATGGC 3’

Hind 1M1

S 34

Sekil Ek-1-3. pMK4 plazmidi

Cizelge EK-1.1 Tasarim II i¢in tasarlanan primer dizinlerinin termodinamik 6zellikleri

PRIMERLER | T4 (°C) | T4 (°C) | AG (kcak/mol) | AH (kcak/mol) | AS (eu)

kan ileri 56.7 76.3 -46.7 - 208.5 -536.0
kan geri 56.4 75.7 -42.8 -186.5 -475.2
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EcoRI

FaoRT
BamHT l
kan
—
Yoy pre(sub ) hGH
pre(ahC): hGH - pMES pl BamHI
5600 bp PCR ile kan
geninin
Lael derisiminin
arttirilmasi
Hibrit-genin kesilmis
plazmide klonlanmasi
(Ligasyon).
Plazmidin restriksiyon + DNA ligaz
enzimleriyle
¥ (EcoRl, BamHI)
kesilmesi.
Fan
BamHI *

prefsubC). hGH
pre(ubl) AUH 4p Rekombinant plasmid

pre(=ubC)hGH: pME4 {T.0 kb}

SE00bp #

Lacl Lacl

Sekil EK-1.4 kan geninin pre(subC)::hGH::pMK4 plazmidine klonlanlanmas1
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Tasarim-I11: -pre(subC)::hGH::pRB374 plazmidi tasarimi

-pre(subC)::hGH hibrit geninin veg II baslatic1 tastryan pRB374 plazmidine klonlanmasi

icin yapilan tasarim asagida verildigi gibidir.

-pre(subC)::hGH hibrit geninin plazmide klonlonacak bdliimiiniin niikleik asit dizini;

IICHINEISEHIpHmEHe:. SubC. hGH :

5’ tictgaataaagaggaggagagtgagtaatgatgaggaaaaagagtttttggcttgggatgctgacggcecttecatgeteg
tgttcacgatggcattcagegattccgcttetgcettcccaactataccactatetcgtctattcgataacgetatgettecgtgctceate
gtcttcatcagetggectttgacacctaccaggagtttgaagaagectatatcccaaaggaacagaagtattcattcctgecagaa
ccecccagaccteectetgtttctcagagtctattccgacaccctccaacagggaggaaacacaacagaaatccaacctagage
tgctccgceatcteectgetgetcatccagtegtggctggageccgtgeagttcctcaggagtgtettcgeccaacagectagtgta
cggcgectetgacagceaacgtctatgacctcctaaaggacctagaggaaggcatccaaacgetgatggggaggetggaaga
tggcageccccggactgggcagatettcaagcagacctacagcaagttcgacacaaactcacacaacgatgacgeactacte
aagaactacgggctgctctactgcttcaggaaggacatggacaaggtcgagacattcctgegeategtgecagtgcegetetgt
ggagggcagcetgtggcttctagetgeccgggtggceateecetgtgaceectecccagtgectetectggee 3’

-pre(subC)::hGH hibrit geninden promotira ait niikleik asit dizinini disarda

birakacak sekilde tasarlanan ileri ve geri primerler:

1. restriksiyon enzimi konumu (Xbal (TCTAGA)) + -pre(subC)::hGH ileri primeri
5 GCGCTCTAGATCTGAATAAAGAGGAGG 3’

2. restriksiyon enzimi konumu (Sacl (GAGCTC)) + -pre(subC)::hGH geri primeri
5 GCGAGCTCAGGAGAGGCACTGG 3’
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Ehal

pRB3T4
5900 bp

Zall feel

Sekil EK-1.5 pRB374 plazmidi

Cizelge EK-1.2 Tasarim III i¢in tasarlanan primer dizinlerinin 6zellikleri

PRIMERLER | T,(°C) | To(°C) | AG (kcak/mol) | AH (kcak/mol) | AS (eu)
pre(subC).-hGHileri | 48.0 |71.7 |-44.2 -206.6 -538.3
pre(subC):-hGH geri | 47.4 | 75.1 | -40.2 -171.3 -433.3
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<—
pre(subC)::hGH  Sacl
promotir

al
I s

PCRile
subC::hGH
geninin elde
edilmesi

pRB374 (5.9 Ih)

pre(subC)::hGH

Hibrit-genin

plazmide iki ugtan Iki restriksiyon enzimi,
iki tepkimeyle birlesmesi: Sacl ve Xbal ile kesim
Sacl Xhal Xhal

Sacl

brajsubC ) hGH

;Bm

pRB3}T4 (5.2 kh)

Rekombinamt plasmid
(6.6 kh}

Sekil EK-1.6 pre(subC)::hGH geninin pRB374 plazmidine klonlanmasi
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EK 2 Primerlerin Tasarimi

TASARIM I

-pre(subC) ileri primeri :

o C:ADOCUME~1VADMINI~1

press a key to continue

imer formation:
5 ??}?ﬁ?????GCHHTCTCCTGTGHTTCG 3
3* GCTTACTGICCTCTAACGCGAGATCICG 5 "
Self—complementarity: )
5 GGTCT]

[l
3* GCTTACTGTCCICTAACGCGAGA

-pre(subC) geri primeri :

et C:\DOCUME~1\ADMINI-1\

press a key to continue

al
kcal- mol

H
kcal- mol
—242.9

GITGGGAAAGCAGARGE 3
GG 5

imer formation:
> S

3* GCTAAGGCGAAGACGAAAGGGTTGATAT {9

Self-complementarity: :
5! GGTHTHGTTGG]

11 1l
3’ GCTAAGGCGAAGACGARAG
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hGH ileri primeri

&t C:\DOCUME-1

press a key to continue
i Length
of fragm.
I
Dimer formation:
5! GCTTCTGCTTTCCCHHC{?1?CCHCTHTCTC 3’
3* CICTATCACCATATCAACCCTTTICGICTTICG 5 e

Self-complementarity:
5* GGTTCTGCTTTCCCHHGTHTHCC]

[1]
3’ CICTATCA

hGH geri primeri

press a key to continue

Dimer formation:
5 GCGGA

L1
3' CACTGGGGAGGGGTCACGCCT

-1%.3
Self-complementarity:
5! GCGGH]

Y
3* CACTGGGGAGGGGTCACGCCT
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TASARIM II.

kan ileri primeri

et C:\DOCUME-1\ADMI!

press a key to continue

Dimer formation:
5 CTGGATCCGATCTGTTTAGCTTGCCTG 3

3' CICCGTTCGATTTIGICTAGCCTAGGIC 5°
-5.9
Selfcomplementarity:
5% CGIGGATCq

] c
3' CTCCGTTCGATITGTCTAG!

ev C:\DOCUME-1\ADM]

GATCTGTTTAGCTTGCCTC
CTAGACAAATCGAACGGAG
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kan geri primeri

TTCGACACTGGATGGC
AAGCTGTGACCTACCG

presz a key to continue

Dimer formation:

5' GCGAATTC
3 CGGTHGGTCHCHGCTT&%%A&&
Self—complementarity:
' GCGAAT,
3! CGGTFIGGTCFICFI(I}(IT[I'TCI

167
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TASARIM III

pre(sub(C)::hGH ileri primeri

| C:\DOCUME-1\ADM)

TCTGAATARAGAGGAGG
AGACTTATTTCTCCTCC

& C:\DOCUME-1\ADMI

press a key to continue

Dimer formation:
5* GCGCTCTAGATCTGAATARAGAGGAGG 3’

L]
3’ GGAGGAGAAATAAGTCTAGATCICGCG 5

Self-complementarity:
! GCGCTCTHGHTCT]

Ll
3’ GGAGGAGAAATARG
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pre(subC)::hGH geri primeri

& C:\DOCUME-1\

l
A.5/1ine
I = Info
NGGAGAGGCACTGG
TCCTCTCCGTGACE

o) C:ADOCUME-

press a key to continue

Dimer formation:

5* GCGAGCTCAGGAGAGGCACTGG 3

(11111
3’ GGICACGGAGAGGACTCGAGCG 5’

-4.5
Self-complementarity:
5! GCGHGGTGHG]

111
3’ GGICACGGAGAG
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EK 3 Genetik Miihendisligi Programi Cozeltileri

DNA Ladder Low Range Marker

b no 20l ngASpl ng 1 0pl ngdSpl

1031 200 150 1040 al
a0 120 135 1] 44

Fian 140 105 i 35
600 1240 an B0 30
S00 2040 150 1040 a0

400 a0 a0 40 20
— 300 0 45 K] 14

— 200 40 a0 A 10

g W = 15 10 &
5 50 TRt g 4
=

[

ullane,

2em length gel,

TX TEE, &Wfem, 1.5hrs

Lambda DMNA HindIII Marker

bp ng /0.5 H] O

Ve 23130 238.4 47.7
9416 av.a 19.4
6557 67,6 13.5
4361 45.0 9.0
2322 23.9 4.8
2027 z20.9 4.2
sS4 5.8 1.2
125 1.3 0.3
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PageRuler™ Prestained Protein Ladder
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EK 4 Genetik Miihendisligi Program Cozeltileri

LB

Soytripton 10 kg m™
Maya 6ziitii 5kgm”
NaCl 10 kg m™
LBA

Soytripton 10 kg m™
Maya 6ziitii 5kgm”
NaCl 10 kg m™
Agar 15 kg m>
COZELTI 1

Glukoz 50 mM
Tris-HCI (pH=8.0) 25 mM
EDTA 10 mM
COZELTI 1T

NaOH 02N
SDS 1%
COZELTI 11

Potasyum asetat SM
Asetik asit 11.5 (v/v)
SET

NaCl 75 mM
EDTA 25 mM
10X TBE

Tris 108 kg m™
Borik asit 55 kg m>
EDTA 9.3 kgm™
TSE

Tris HCI, pH= 8.0 10 mM
NaCl 300 mM
E 10 mM

172



EK 4 Devam

DTA
COZELTI A
Tris HCI, pH= 8.1 10 mM
EDTA 10 mM
NacCl 50 mM
Sakkaroz 8% (W/v)
COZELTIi B

SDS 1% (W/v)
NaOH 0.2M
COZELTI C

Potasyum asetat SM
Asetik asit 60 ml
dH,O 100 ml'ye

tamamlanir

10X TE

Tris-HCI 0.1 M
EDTA pH=7.5 0.01M
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EK 5 Mikroorganizma Derisimi Kalibrasyonu
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EK 6 Glukoz Derisimi Kalibrasyonu
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EK 7 hGH Derisim Kalibrasyonu
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EK 8 SDS-PAGE ve WESTERN-BLOTT Cozeltileri

Ornek Yiikleme Tamponu : 10 ml
Tris-CI (0.5M, pH=6.8)  1.25 ml

Gliserol 1.875 ml
SDS (%10) 2.0 ml
Merkaptoetanol 0.5 ml
Bromofenol blue 0.625 ml
Akrilamid (%30’luk)

Akrilamid 292 ¢
Bis-akrilamid 0.8 ¢g
Su 100ml

Resolving jel (%12’lik)

Akrilamid (%30) 4.0 ml
Tris-CI (1.5M, pH=8.8) 2.532 ml
SDS (%10) 0.1 ml
APS (%10) 0.1 ml
TEMED 0.004 ml
Su 3.264 ml

Stacking jel (%5’lik)

Akrilamid (%30) 0.657 g
Tris-CI (1.5M, pH=8.8) 05 ¢g
SDS (%10) 0.039¢g
APS (%10) 0.039 ¢
TEMED 0.004 g
Su

10X Kosturma Tamponu: 1 L

Trizma base (= 0.25 M) 303 ¢
Glisin (= 1.92 M) 144 ¢
SDS (= 1%) 10g
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EK 8 Devam

10X Transfer Tamponu: 1L

Trizma base (= 0.25 M) 303 ¢
Glisin (=1.92 M) 144 ¢

1x Transfer Tamponu: 1 L

Metanol 200 ml
10x Transfer Tamponu 100 ml
Su 700 ml

Blocking Cozeltisi: 0.5L

Bovin serum albiimin % 3
Tween 20 % 0.05
PBS 05L

TBS-Tween 20 (TBST) Cozeltisi
(%0.1°lik)

NazHPO4 11.5 g

NaH2P04 2.969 g
NaCl 584 ¢
Tween 20 1 ml
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EK 9 Dinamik Yontem Ornek Grafik ve Sonuclar

Ortama verilen hava kesildiginde elde edilen (t; Co) grafiginde azalan dogrusal iligkiden
-ro degeri bulunur. ((dC,/dt-r,); C,) grafigi ¢izilir. Dogrunun egimi -1/Kra degerini
verir. Asagida pHo=7.25, Q,/V=0.5 vvm ve N=800 dk', Vz=0.550 dm’, T=37°C ve
t=0.5 st kosullarinda uygulanan Dinamik Yontem sonuclar ile ilgili hesaplamalar

gosterilmistir.

020 e
018 fo,, Eim=z
016 | e, -5,=0004 molm”s?

0’ -
014 t .
012 t *,
010 t
008 t .

*,

006 t “~, :
004 t "
002 t
0.00 e . : ' - -
i 100 200 300 400 500 BOD

t, s

C., mol m*

Sekil 1 Coziinmiis oksijen derisiminin t ile degisimi. C;,=8 kg m>, pH,=7.25, T=37°C,
V=550 cm®, Qo/Vi= 0.5vvm, N=800 dk, t=0.5 st

0.20
oie |3 Baim Lo
. 014 } Kra=0.013 57
£ 012 |
2 010 f
§ 0os r
0.06
0.04 *
0.0z
000 — : :
0 10015 0002 0.0025

{dCo/dt)-ro, mol m~” s

Sekil 2 Sivi faz hacimsal kiitle aktarim katsayisinin belirlenmesi. Cg,=8 kg m?,

pH,=7.25, T=37°C, Vg=550 cm’, Qo/Vg= 0.5vvm, N=800 dk™, t=0.5 s
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