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Terapatik protein insan biiylime hormonunun (hGH) tiretimi i¢in gergeklestirilen ve alti asamadan olusan
arastirma programinin ilk agsamasinda dogala 6zdes, ¢6ziinebilir ve biyolojik olarak aktif yapida sadece
insanda tiretilebilen hGH’nin mikroorganizmalarca hiicre-dig1 iiretilebilmesi ig¢in Bacillus hiicre-disi
enzimi serin alkali proteaz (SAP) geninin (subC) pre- sinyal dizini hGH gen dizininin 6niine SOE
yontemiyle entegre edilerek olusturulan hibrit gen dnce pUCI19 E.coli plasmidine klonlanmig, sonra da
pPMK4  E.coli-Bacillus  shuttle plasmide sub-klonlama yapilmis ve rekombinant DNA -
pre(subC)::hGH::pMK4 farkli Bacillus turlerine aktarilarak rekombinant Bacillus subtilis tiirleri elde
edilmistir. ikinci asamada, rekombinant mikroorganizmalar ile mikro-biyolojik hava-filtreli, kesikli,
Vr=110cm® ¢alisma hacimli laboratuar-6lgek biyoreaktorlerde, T=37 °C, N=200 dk' ve pH,=7.25
isletme kosullarinda tiretim ortamina eklenen proteaz inhibitdrii ve karbon kaynagi glukozun derisimleri
belirlenmistir. En yiiksek Cpgu= 0.03 kg/m3 hGH derisimine Bacillus subtilis BGSC-1A751 ile Cg,= 8.0
kg/m3 glukoz derisiminde ortama 100Ul proteaz inhibitdrii eklenerek ulasilmistir. Aragtirmanin tiglincti
asamasinda laboratuvar Slgekte bulunan en uygun kosullarda, V=550 cm’ hacimli, mekanik
karigtirmali, pH, sicaklik, ¢dziinmiis oksijen ve karigtirma hizi kontrollii pilot-6lgek kesikli
biyoreaktdrlerde farkli hava giris (Qo/Vr= 0.5 ve 0.7 vvm) ve karistirma hizlarinda (N= 500, 700 ve 800
dk™h oksijen aktarim etkileri yan iirlin dagilimlari ile birlikte incelenmis, oksijen aktarimi ve biyoproses
karakteristikleri belirlenmistir. En yiiksek hGH derisimine (Cpgp= 0.07 kg/m3) Q,/Vr= 0.5 vvm, N= 800
dk kosulunda ulastilmistir, Drdiincii asamada  belirlenen en iyi oksijen aktarim kosulunda hibrit gen
iceren (-pre(subC)::hGH::pMK4) ve icermeyen (pMK4) plasmidli Bacillus BGSC-1A751 ile iiretim
deneyi gerceklestirilerek —pre(subC)::hGH hibrit genin etkisi incelenmistir. Besinci asamada belirlenen
en iyi oksijen aktarim kosulunda tretim ortamina farkli zamanlarda (t.= 0 ve 24 st’te ) C= 2.5 mM
derisimde eklenen serin, aspartik asit, 16zin+ valin ve glutamik asitin iiretime etkisi arastirilmis. Uretim
ortamina ayri1 ayri eklenen serin, aspartik asit, 16zin+ valin ve glutamik asit hGH derisimini sirasiyla t.= 0
st’te % 6.1, 34.3, 42.4 ve 48.4 , t.= 24 st’te eklenen karisimlar1 ve 16zin+valinin ise % 25.7 ve 31.4
azaltmistir. Son asamada ise 149 tepkime ve 109 metabolitten olusan hiicre-i¢i tepkime sistemi i¢in
matematik model olusturulmus ve reaksiyon miihendisligi prensipleriyle tepkime akilari hesaplanarak
sonuglar yorumlanmigtir.
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BY REACTION ENGINEERING PRINCIPLES
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Metabolic engineering in Bacillus subtilis for extracellular human growth hormone (hGH) synthesis system
design is conceptually based on construction of a hybrid gene of two DNA fragments, i.e. signal DNA
sequence of a B.subtilis extracellular enzyme gene and the DNA encoding human therapeutic protein.
Complementary oligodeoxyribo-nucleotide (oligo) primers and the polymerase chain reaction (PCR) are used
to generate two DNA fragments having overlapping ends. The two DNA fragments having overlapping ends
are combined to form the hybrid gene in a subsequent ‘fusion’ reaction in which the overlapping ends anneal,
allowing the 3' overlap of each strand to serve as a primer for the 3' extension of the complementary strand.
Extracellular protease (subC) pre- signal DNA sequence of B. licheniformis chromosomal DNA and plasmid
carrying hGH cDNA were used as templates in PCRs, respectively, for the amplification of subC signal DNA
sequences and hGH mature peptide sequence. Extension of the overlaps by DNA polymerase has yielded a
recombinant hybrid-gene. Hybrid gene fragment was cloned into pUCI19, and then sub-cloned into pMK4
E.coli- Bacillus shuttle plasmid. Thus, the new expression vector was transferred into host B. subtilis strains.
Effects of oxygen-transfer on product and by-product distributions in extracellular thGH production by
recombinant B. subtilis carrying —pre(subC)::hGH::pMK4 were investigated in 1.0dm’ batch bioreactor-
systems at four different conditions with the parameters, air-inlet rate of Qo/Vg =0.5 vvm, and agitation rates of
N= 500 (low:LOT), 700 (medium:MOT)), 800 (medium:MOT,) min" and, at Qo/Vg=0.7 vvm, N=800 min"'
(high:HOT), on a glucose-based defined-medium. Cell, thGH, amino and organic acid concentrations, yield
values, Kia, and oxygen-uptake and oxygen-ransfer rates were determined throughout the bioprocess.
Considering the cell and rhGH concentration profiles, the bioprocess was divided into five periods. Period I
(O<t<4h) is the cell first-growth-phase; Period II (4<t<12h) is the growth-interruption-phase; Period III
(12<t<16h) is the lag-phase after the growth-interruption-phase where rhGH synthesis starts; Period IV
(16<t<24h) is the second-cell-growth-phase where rhGH synthesis increases; and Period V (24<t<32h) is the
end of the growth-phase where rhGH synthesis was the highest. The highest rhGH production was obtained as
Cheu=0.07 kg m” at MOT,;. At Qo/Vg=0.5vvm, with the increase in N, Damkohler number that is the oxygen-
transfer-limitation decreases. At MOT;, MOT,, and HOT, in Period IV both oxygen-transfer and biochemical-
reaction resistances are effective; Period V at MOT, has a tendency to proceed under biochemical-reaction-
limited conditions. The results encourages the design of a two-step oxygen-transfer strategy based on the
periods of the bioprocess that starts with HOT in Periods I-III that yields higher cell concentration using less
glucose and producing the lowest amount of organic acids; and proceeds with MOT, in Periods IV and V to
increase thGH production further. The metabolic flux distributions were calculated using the mass balance
based stoichiometric model. The effects of the addition of 2.5 mM serine, leucine+valine, aspartic acid and
glutamic acid on hGH production were investigated at MOT2. C,gy was decreased by % 34.3, 42.4 and 48.4,
respectively, by addition of Asp, Leu+Val, and Glu; whereas addition of Ser increased the flux through rhGH
and rhGH production rate in Period V.

2006, 314 pages

Key Words: Human growth hormone, hGH, production, recombinant Bacillus subtilis, medium design,
oxygen transfer, amino acid, metabolic flux analysis, metabolic engineering
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ONSOZ

insan biiyiime hormonu iiretimi igin yapilan yiiksek lisans arastirmasi Ankara Universitesi Kimya
Miihendisligi Bolimii Biyokimyasal Reaksiyon Mihendisligi Arastirma Grubu’da yuriitilmustir.
“Endiistriyel Biyoteknolojik Prosesle insan Biiyiime Hormonu Uretimi” konulu TUBITAK-MISAG: 275
projesi ile de desteklenmistir.

Haziran 2003°te Ankara Universitesi Kimya Miihendisligi B&liimii’nden mezun olduktan sonra Eyliil
2003°de yiiksek lisans progmina bagladim. Bir yandan derslerime devam ederken diger yandan
laboratuarlarda ytiriimekte olan lisans-iistii ¢alismalara etkin olarak katildim. Bu asamada sistemlerin ve
cihazlarin kullanimi ile ilgili tecriibe kazanarak, laboratuvarlara uyumumu gelistirdikten ve deneysel
programimla ilgili alt-yapiy1 olusturduktan sonra genis bir kaynak arastirmasi ile ¢alismalarima bagladim.
Arastirmamin  6zellikle metabolik miihendislik tasariminin  genetik miihendisligi teknikleriyle
gergeklestirilmesi ile ilgili arastirma programimda karsilastigim problemleri; biyoreakt6r sistemlerinde
gerceklestirdigim 32 saatlik tiretim proseslerinin on-hazirlik ¢alismalariyla 40 saati asan siireclerdeki
yogun tempoda galismalarimi, telasimi, yorgunlugu ve karsilastigim pek g¢ok tatli- buruk antyi hig
unutmayacagim.

Aragtirmam siiresince sonuglarin yorumlanmasi, degerlendirilmesi, alternatif ¢oziim yontemlerinin
bulunmasi ve olgunlasmasi igin periyodik olarak ve istedigim her zaman benimle tartisan;
formasyonumun hizli gelismesi i¢in bana verdigi destek ve 6zellikle sorumluluk ve inisyatif sahibi iyi bir
aragtirict olarak yetismeme olanak veren kosullart saglayan danigman hocam Sayin Prof. Dr. H. Tunger
0ZDAMAR’a tesekkiir ederim.

Yiiksek lisans arastirmalarimda “fiilen ikinci bir damsman olarak” diisiincelerini ve emegini, akademik
tartismalarla da zamanini esirgemeyen ve molekiiler genetik konusundaki ve metabolik aki analizi ile
ilgili bilgi birikiminden ¢ok yararlandigim Sayin Prof. Dr. Pmar CALIK a igtenlikle tesekkiir ederim.

Aragtirmalarim siiresince her zaman diisiincelerinden ve tecriibelerinden yararlandigim, tartisabildigim
ve, bilgi, destek ve Onerilerini asla esirgemeyen Sayin Prof. Dr. Giizide CALIK’a igtenlikle tesekkiir
ederim.

Western Blott yonteminin uygulanmasinda ilk asamada bilgi ve tecriibelerini benimle paylasan Prof. Dr.
Ongun ONARAN’a, glukoz analiz yonteminin uygulanmasinda yardimlarini esirgemeyen Dog. Dr. I.
Hakki BOYACT’ya tesekkiir ederim.

Aragtirmalara yeni bagladigim dénemde deneyimlerini benimle paylasan ve &zellikle laboratuarlara
oryantasyonumda biiyiik payr olan Sayin Dr. Ilknur SENVER OZCELIK’e tesekkiir ederim.
Calismalarim sirasinda destek ve yardimlarini esirgemeyeceklerinden emin oldugum, gerektiginde deney
sistemlerimi emanet ettigim, deneylerim sirasinda bana eslik ederek gece benimle kalan, her zaman
tartisma ve Onerilerle karsilikli bilgi aligverisinde bulundugum ve giizel bir dostluk ortami1 yaratan sevgili
arkadaslarim KM Yasemin DEMIRCi’ye, KYM Nurhan GUNGOR’e, KYM Hande KAYA’ya ve
Biyolog Arda BUYUKSUNGUR’a tesekkiir ederim.

Yiiksek lisans ¢aligmalarim sirasinda ve dncesinde her zaman yanimda olan en biiyiik destegim, basarim
icin maddi ve manevi higbir seyi esirgemeyen, her zaman bana giivenen sevgili annem Giildaniye
SENTURK ve sevgili babam Emin SENTURK e ve sevgili kardesim Bilgin SENTURK e, beni sabirla
bikmadan dinleyen ve en stresli anlarimda bile bana destek olan sevgili ev-arkadagim Kimyager A.
Gokee GURKOK e ¢ok tesekkiir ederim.

Birgiil SENTURK
Ankara, Agustos 2006
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Abs
Caa
Cao
Cko
Cao
Cg
Coa
Co
Cx

Chcn
c(1)
ci(t)
(1)
E
Kia
N
Na

SIMGELER DiZiNi

Metabolik tepkime sisteminin mxn stokiyometrik katsayilar matrisi
Absobans

Toplam amino asit derisimi, kg/m’
Baslangi¢ azot kaynagi derisimi, kg/m3
Baslangic karbon kaynagi derisimi, kg/m3
Baslangi¢ glukoz derisimi, kg/m3

Glukoz derisimi, kg/m’

Toplam organik asit derisimi, kg/m3
Coziinmis oksijen derisimi, mmol dm™
Mikroorganizma derisimi, kg/m’

hGH derisimi, kg/m’

Metabolit birikim vektorii

Hiicre dis1 metabolit birikim vektorii
Hiicrei¢i metabolit birikim vektorii

Artma faktorii (=Kpa/Kpa,)

Sivi faz hacimsel kiitle aktarim katsayist, s™

Karistirma hizi, dk™

A bileseni i¢in molar kiitle aktarim akis1 (OTR), mol m>s’

OTR,ax Maksimum kiitle aktarim akisi, mol m>s?!

OD

Oksijen ihtiyact ( Wmax Cx/ Yx/0), mol m3s!

Qo/Vr Birim hacme gonderilen gaz hizi, vvm: hacim/hacim dk

dp
I
I'x
Ip

r(1)

Vr

Spesifik hGH iiretim hizi, kg kg™ st
Oksijen tiiketim hizi, mmol/dm’ s
Hiicre cogalma hizi, kg/m” st

hGH iiretim hizi, kg/m3 st

Tepkime hiz (ak1) vektoril

Kalma siiresi, s veya st

Sicaklik, °C

Biyodéniisiim ortami hacmi, cm’

Amag fonksiyon

X



Yx;s  Substrat basina hiicre verimi

Yxio Tiiketilen oksijen basina hiicre verimi

Ypis  Tiiketilen substrat basina {iriin verimi

Ypo Tiiketilen oksijen basina tiriin verimi

Ysio Tiiketilen oksijen basina tiiketilen substrat verimi
Qi Stokiyometrik katsayilar

A Dalga boyu, nm

1) Spesifik cogalma hizi, s

Umax  Maksimum spesifik cogalma hizi, s

il Etkinlik katsayisi

Kisaltmalar

AcCoA Asetil koenzim A

ADP Adenozin 5'-difosfat
ATP Adenozin 5'-trifosfat
DAHP 3-deoksi-D-arabino-heptulozonat 7-fosfat
E4P Eritroz 4-fosfat

F6p Fruktoz 6- fosfat

FTS Fosfotransferaz sistemi
G6P Glukoz 6- fosfat

hGH Insan Biiyiime Hormonu
aKG Alfa ketoglutarik asit
OA Okzaloasetik asit

PEP Fosfoenol piruvat

Phe L-fenilalanin

PFY Pentoz fosfat yolizi

R# Reaksiyon numarasi
R5P Ribuloz 5-fosfat

TCA Trikarboksilik asit

T3P Trioz 3-fosfat



Metabolik tepkime sistemi ile ilgili kisaltmalar

AacAc
AcAc
Ac
Ac-AK
Aclac
AcCoA
Ac-DAP
AcGlu
AcGluP
AcGluSa
AcHbut
AcHser
AcrCoA
AcOrn
Adip
AdipCoA
ADP
ADPHep
AEL
Ala
AMP
AMY
Anth
Arg

Asn

Asp
AspgP
AspSa
ATP
C14:0
Cl14:1

L-Amino-Aseto-Asetate
Asetoasetat

Asetat
N-asetil-L-2-amino-6-ketopimelat
Asetolaktat

Asetil koenzim A
N-asetil-L,L-diaminopimelat
N-asetil glutamate

N-asetil glutamil-P
N-asetil-glutamat-semialdehid
2-aseto-2-hidroksi bitiirat
O-asetil-L-homoserin

Akrilil koenzim A

Asetil ornitin

Adipat

3-okzo Adipil koenzim A
Adenozin 5’-difosfat
ADP-D-gliserol-D-mannoheptoz
3-okzo Adipat- enol-lakton
L-Alanin

Adenozin 5’-monofosfat
a-Amilaz

Antranilat

L-Arginin

L-Asparajin

L-Aspartik asit

4-asperjil-P

Aspartat semialdehid
Adenozin 5’-trifosfat

Miristik asit

Hidroksimiristik asit

X1



CaP

Cat

CDP
CDPEtN
Chor

Cit

Citr
ChisoCap
CMP
CMPKDO
CO,
CPADRIib
CrotCoA
CTP

Cys

Cysn
CV3Pshik
DAP
DATP
DCTP
DGTP
DTTP
DShik
DQui

DC
DDDH7P
DHF
Disoval
DMV
E4P
FacAc
F10THF

Karbamoil-fosfat

Katekol

Sitidin 5’-difosfat
CDP-etanolamin

Korizmat

Sitrate

Sitrulin

3-karboksi, 3-hidroksi izocaproat
Sitidin 5’-monofosfat
CMP-3-deoksi-D-manno-oktulozonik asit
Karbondioksid
1-(2-karboksifenilamino)-1’-dehidroksiribuloz-5’-P
Krotonil koenzim A

Sitidin 5’-trifosfat

L-Sistein

L-Sistationin
O-(1-karboksivinil)-3-P-sikimat
diaminopimelat

2’-Deoksi-ATP

2’-Deoksi-CTP

2’-Deoksi-GTP

2’-Deoksi-TTP

3-dehidrosikimat

3-dehidrokinat

L-2,3 dihidrodipikolinat

7P-2 dehidro-3-deoksi-D-arabinoheptonat
7,8-Dihidrofolat

2,3- Dihidroksiizovalerat
2,3-dihidroksi-3-metilvalerat
Erithroz 4-fosfat
Fumarilasetoasetat

N'*_Formil-THF
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F6P Fruktoz 6-fosfat

FA Yag asitleri

FADH Flavin adenindiniikleotid (indirgenmis)
Fglu N-forminiol-glutamat
FKV N-Formil-kinurenin
Fum Fumarat

G1P Glukoz 1-fosfat

G6P Glukoz 6- fosfat
GDP Guanozin 5’-difosfat
GL3P Gliserol 5- fosfat

Glc Glukoz

Gln L-Glutamin

Glu L-Glutamat

Gluc Glukonat

Gluc6P Glukonat 6-fosfat

GluCoA Glutaril koenzim A
GlucCoA Glutakonil koenzim A

GluP L-Glutamil-P

GluSa Glu-5-semialdehid

Glx Gliokzalat

Gly L-Glisin

GMP Guanozin 5’-monofosfat
GTP Guanozin 5’-trifosfat

HBCoA 3-hidroksibutiril koenzim A

Hceys L-homosistein

Hgen Homojentisat

H,S Hidrojen siilfid

HIBCoA B-hidroksiisobutiril koenzim A
Hibut Hidroksiisobutirat

His L-Histidin

HMGCoA  Hidroksimetil glutakonil koenzim A
HPP 4-hidroksifenil piriivat
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Hprop
HpropCoA
Hpyr3P
HPPyr
HSer
HserP
IbutCoA
Icit

IGP

Ile

IMP
Iprop
IpropMal
IvalCoA
oaKG
KisoAsp
Kval

KV

Lac

Leu

Lys
MACoA
MAcAc
MacCoA
Mal
MalSa
MCCoA
mDAP
Met
MetBCoA
MeTHF
MetTHF

3-hidroksipropiyonat

3-hidroksipropiyonil koenzim A

3-P-Hidroksipriivat
4-hidroksifenilpiriivat
Homoserin
O-fosfo-L-homoserin
Izobutiril koenzim A
Izositrat
Indolegliserolfosfat
L-1zol6zin
Inozinmonofosfat
4-imidazolon-5-propiyonat
3-izopropilmalat
Izovalerat koenzim A
a-ketoglutarat

Ketoizo Aspartat
Ketovalin
L-Kinurenin

Laktat

L-Lozin

L-Lizin

metil Akril koenzim A

4-maleil AsetoAsetat

2-metil-aseto-asetil koenzim A

Malat

Malonat semialdehid
B-metilcrotonil koenzim A
mezo-Diaminopimelat
L-Metionin

2-metil-butiril koenzim A
N°- N'’-metenil-THF

N°- N'’-methilen-THF



MGCCoA  Metil glutakonil koenzim A
MhbCoA 2-metil-3-hidroksibutiril koenzim A

mMalSa metilmalonat semialdehid

MTHF N’- metil-THF

Muc sis Mukonat

NADH Nikotinamid-adenindiniikleotid (indirgenmis)
NADPH Nikotinamid-adenindiniikleotid fosfat (indirgenmis)
NH; Amonyak

OA Okzaloasetat

OacSer o-asetilserin

Obut 2-okzobitiirat

Orn Ornitin

Oval 2-o0kzo-3-metilvalerat

OisoCap 2-okzoizocaproat

PEP Fosfoenolpiriivat

PG3 Gliserat 3-fosfat

Phe L-fenilalanin

PhePyr Fenilpiruvat

Pi Inorganik ortofosfat

PPi Inorganik pirofosfat

PRAIC 5’-fosforibozil-4-karboksamid-5-aminoimidazol

PRAnth N-5’-fosforibozilantranilat
Prep Prefenat

Pro L-Prolin

PropCoA Propiyonil koenzim A

PRPP 5-fosfo-D-ribozil pirofosfat
3Pser 3-fosfo serin

Pyr Pirtivat

R5P Ribuloz 5-fosfat

Rib5P Riboz 5- fosfat

S7pP Sedoheptuloz-7- fosfat

Ser L-Serin
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Shik Sikimat

ShikSP Shikimat-5-P

Suc Suksinat

SucCoA Suksinat koenzim A
Xyl5P Ksiloz 5- fosfat

Tet L-2,3,4,5 Tetrahidrodipikolinat
T3P Trioz 3- fosfat

THF Tetrahidrofolat

Thr L-Treonin

Trp L-Triptofan

Tyr L-Tirozin

Ucar Urokarat

UDP Uridin 5’-difosfat

UDPGlc UDP-glucoz
UDPNAG  UDP-N-Asetil-glukozamin
UDPNAM  UDP-N-Asetil-murami asit

UMP Uridin 5’-monofosfat
UTP Uridin 5’-tri fosfat
Val L-Valin

Oksijen aktarim kogullar ile ilgili kisaltmalar

HOT Yiksek oksijen aktarim kosulu

(Qo/Vr= 0.7 vvim hava giris hizi, N= 800 dk! karistirma hizi)
LOT Diistik oksijen aktarim kosulu

(Qo/Vr= 0.5 vvim hava giris hizi, N= 500 dk! karistirma hizi)
MOTI Orta oksijen aktarim kosulu-1

(Qo/Vr= 0.5 vvm hava giris hiz1, N= 700 dk™' karistirma hiz1)
MOT2 Orta oksijen aktarim kosulu-2

(Qo/Vr= 0.5 vvm hava giris hiz1, N= 800 dk™' karistirma hiz1)
OA Oksijen aktarim
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1. GIRIS

‘Reaksiyon miihendisligi prensipleriyle rekombinant insan biilyiime hormonu
iiretimi icin biyoproses gelistirilmesi’ konulu yilksek lisans arastirma programi
kapsaminda terapatik protein insan biiytime hormonunun (hGH) hiicre-dis1 tiretimi igin
metabolik miihendislik tekniklerini kullanarak rekombinant mikroorganizma
gelistirilmesi, {iretim ortamn tasarim ve  biyoreaktdr isletim parametrelerinin

arastirilmasi amaglanmaistir.

OECD tanimina (Biotechology: International Trends and Perspectives, OECD, 1982)
gore  biyoteknoloji, “Biyolojik organizmalarm, biyolojik sistemlerin ve biyolojik
proseslerin {iretim ve servis endiistrilerine uygulanmasi” olarak tanimlanmaktadir.
Biyoteknolojik iiriinler olan biyomolekiiller —mikrobiyal, bitki doku veya hayvan doku-
hiicreleri, enzimler veya diger biyolojik sistemler biyokatalizor olarak kullanilarak,
hiicre- icinde veya diginda biyokimyasal tepkimelerle iiretilirler. Biyoteknolojik
proseslerle iiretim 20. yiizyilin son 40 yilinda kimya endiistrisinin biiyiik gelisiminin en
onemli alanlarindan olmustur. 20. yiizyilin son yirmi yilinda ise yeni buluslarla basta
farmasotik temel maddeler iiretiminde yeni idriinlerle, daha sonra ise biyokimyasal
temel maddelerle ve enzimlerle farmasotik, gida, deterjan endustrilerindeki
gelismelerin temel kaynagini olusturmustur. Biyoteknolojik proseslerle biyomolekiilleri

tireten sektorler tiriinii kullanan sektor temel alinarak asagidaki gibi gruplanirlar:

1. Farmasotik Hammaddeler Sektorii
Biyokimyasal Temel Maddeler Sektorler Grubu
Enzim Uretim Sektorii

Klasik Fermantasyon Uriinleri Sektérler Grubu

M

Hayvancilik. Ormancilik.Tarim Sektorleri icin Biyoteknolojik Uriinler Ureten
Sektorler
6. Biyoteknolojik Prosesler ile Atik Aritim1 ve Enerji Uretimi

seklinde gruplanmaktadirlar.



Hormonlar i¢ salgi bezleri ve bazi organlarin hiicrelerinde tiretilen ve kan yoluyla hedef
hiicrelere varan, hiicrelerdeki g¢esitli metabolik olaylar1 diizenleyerek viicutta 6nemli
isler yapan kimyasal maddelerdir. hGH, dogal olarak beyinin &n lobundaki hipofiz
bezlerinden salgilanan, 191 amino asit iceren 22 kDa molekiil agirliginda kiiresel bir
proteindir. Kromozom 17 {izerinde hGH 'nu kodlayan gen bulunmaktadir. Terapatik
protein hGH nin yapisinda 4 sistein ve 2 disiilfit bagi bulunmaktadir. izoelektrik noktas
pI=5.1"dir. Gelisme ¢aginda yiiksek seviyede salgilanan hormonun viicuttaki derigimi
yas ilerledik¢e azalmaktadir. hGH'nun en yogun sentezlendigi periyot derin uykunun
baslamasindan hemen sonradir. Basta biiyiime geriligi olmak iizere kemik kiriklari,
yanik tedavisi, mide kanamalan, yaralarin iyilestirilmesi, beslanme yetersizliginden
dolay1 adelelerin gelismemesi, vd pek ¢ok terapatik kullanimi mevcuttur. Cocuklarda
az salgilanmasi durumunda bilytime gecikmesi (ciicelik-dwarfism) goriilmektedir.
Kalp—damar hastaliklari, sismanlik, saclarin beyazlamasi ve ciltte kirisikliklar gibi
yaslanma belirtilerinin ¢ogu yaslanmayla birlikte hGH’deki azalmayla ilgilidir. Fazla
salgilanmasi durumunda geng yastakilerde dev hastalid1 (gigantizim) yaslilarda ise el
ve ayak kemiklerini, ¢cene, alin gibi ¢ikint1 kisimlarin fazla bitytimesi olarak ortaya ¢ikan
akromegaliye neden olmaktadir. hGH nin biyolojik ve fizyolojik aktiviteleri ile protein,
yag ve karbonhidrat mekanizmasi iizerindeki etkileri nedeniyle terapatik protein olarak

tedavide onemli bir yere sahiptir.

1980°1i yillarin bagindan itibaren Rekombinant DNA teknolojisinin gelisimi ile birlikte
saghk sektortinde onemli gelismeler elde edilmeye baslanmistir. Farmasétik {irtinlerin
basinda terapatik biyomolekiiller (hormonlar, antibiyotikler, monoklonal antikorlar,
asilar), hastaliklarm tanimlanmasinda kullanilan immunodiagnostik testler i¢in gerekli
proteinler ve DNA problari, dogum Oncesi kalitsal hastaliklarin tanisinda kullanilan
kitler dikkati c¢ekmektedir. Kimyasal-biyokimyasal, fizikokimyasal ve fiziksel
yontemleri kapsayan genetik miihendisligi veya molekiiler biyoteknoloji ile dogal
olarak elde edilmesi gii¢ ve pahali olan, insan sagligi agisindan 6nemli pek ¢ok terapatik
protein biiyiik miktarlarda, yiiksek bilgi birikimi ve diisiik ilk yatirnm ve isletme

kosullarinda tiretilebilmektedir.



Biyoteknolojik firiinlerin iiretiminde iirlin verimi ve sec¢imliligi, her ne kadar ortam
bilesimi ve biyoreaktor isletim kosullarmin gelistirilmesiyle arttirilabilse de,
mikroorganizmanin iiretim kapasitesi ile sinirlidir. Bu nedenle istenilen iiriiniin verim
ve se¢imliliginin artirilabilmesi igin o {iriinii iiretecek mikroorganizmanin gelistirilmesi
gerekir. Bunun icin insan genomundan biyomolekiiliin iiretiminden sorumlu gen izole
edilir, sonra bu gen tasiyict DNA molekiillerine (plasmidlere) baglanir. Uygun bir
konak hiicreye transfer edilip orada c¢ogaltildiktan sonra rekombinant DNA
mikroorganizma igine transfer edilerek geni tasiyan uygun tasarlanmis rekombinant
mikroorganizma elde edilir. Cizelge 1.1’de rekombinant DNA teknolojisi ile iiretilen

farmasotik proteinler verilmistir.

Biyoteknolojik iirtinler iiretiminde ilk siralarda ABD, Japonya ve AB iilkeleri yer
almaktadir. Farmasotik maddeler i¢inde farmasétik proteinler sektorlerinde ABD yeni

tiriinlerle liderdir ve 2000 y1li toplam satisi yaklasik $ 10 Milyar degerindedir.

IIk olarak 1985°te Genentech (ABD) tarafindan Protropin iriin-adiyla N-ucunda
metiyonin bulunan ve 192 amino asit iceren rekombinant hGH iiretimine baslanmistir.
1986°da Eli Lilly 191 amino asitten olusan rekombinant h\GH u Humatrope {iriin-adiyla
tiretilmis ve fakh bir kimyasal yapiya, sonu¢ olarak farkli etkilere sahip oldugu igin
FDA tarafindan lisans verilmistir. hGH {ireticileri ve iirlin adlarn Cizelge 1.2°de

verilmistir.

Insan proteinlerinin dogal, ¢oziilebilir ve biyolojik olarak aktif yapida iiretilebilmesi
icin mikro-biyoreaktdr olarak gérev yapan rekombinant mikroorganizmadan dogrudan
biyoreaktdr iiretim ortamina salgilanmasit 6nemlidir. E. coli genetik yapist Once
aydmlatilmis olmasi nedeniyle farmasttik proteinlerin iiretim uygulamalarinda en
yaygin kullanilmis mikroorganizmadir. E. coli’de protein iiretiminde karsilasilan protein
degradasyonu problemi sebebiyle iirettikleri proteinleri hiicre-disina salgilama

yetenegine sahip Bacillus tiirleri gelistirilmektedir.



Cizelge 1.1 Rekombinant farmasétik proteinler ve kullanim alanlar

Farmasotik Protein

Kullanim Alani

o) — Antitripsin
Adrenokortikotrofik hormon
B-hiicre cogalma faktorleri
Kalsitonin

Koloni uyarici faktorler
Chorionic gonadotropin
Endorphins ve ankephalins
Epidermal ¢ogalma faktorii
Eritropoietin

Faktor VIII

Faktor IX

Biiylime hormonu

Biiyiime  hormon  salgilama
faktorii

Insiilin

Interferonlar(a.B,y)

Interlokinler

Limfotoksin

Makrofaj aktive edici faktor
Sinir gogalma faktorii
Platelet-derived ¢ogalma faktorii
Relaxin

Serum albiimin

Somatomedin C

Doku plasminogen aktivator
Tiimor necroz faktorii
Urogastron

Urokinaz

Emphysema tedavisi

Romatizmal hastaliklar tedavisi
Bagisiklik diizensizlikleri tedavisi
Osteomalacia tedavisi

Kan diizensizlikleri tedavisi
Anovulation tedavisi

Analjezik ajan

Yara tedavisinde hizlandirici

Anemi tedavisi

Koagiilasyon faktorii;hemofili tedavisi
Koagiilasyon faktorii;hemofili tedavisi
Biiyiime hizlandirici

Biiyiime hizlandirici

Diyabet tedavisi

Antiviral , Antitiimér, Antikanser ajan
Kanser terapi; bagisiklik diizensizlikleri teday
Antitiimor ajan

Antitiimor ajan

Onarim hizlandirici

Atherosclerosis tedavisi

Dogum kolaylastiric

Plazma destekleyici

Biiyiime hizlandirici

Trombolitik ajan

Antitiimor ajan

Antiiilser ajan

Trombolitik ajan




Cizelge 1.2 hGH iireten kuruluslar ve ila¢ sanayindeki tiriin adlari

Kurulus Uriin adi

Eli Lilly Humatrope
Genentech Nutropin & Protropin
Pharmacia & Upjohn Company Genotropin

Novo Nordisk Norditropin

Serono Laboratories Saizen & Serostim

Bacillus tiirii bakteri toksik olmayan hiicre duvarina sahip, tek membrani olan, patojen
olmayan mikroorganizmalardir (Frost 1987). Bacillus tiirleri endiistriyel enzimler,
antibiyotikler ve insektisidlerin tretimi icin kullanilmaktadirlar. Bacillus tiirlerinin
kullanildigi, hizla gelisen 6zgiin baska bir alan da molekiiler genetik arastirmalaridir;
genlerin ekspres edilmelerinde konak hiicre olarak kullanilmaktadir. Cizelge 1.3°de
Bacillus tiirlerini genetik teknikler kullanilarak trettikleri ve hiicre-disina salgiladiklari

proteinler gosterilmistir.

Cizelge 1.3 Bacillus sp. tarafindan iretilip hiicre-disina salgilanan rekombinant
proteinler

Bilesik

Pertussis toksin alt-birimi
B-laktamaz

Insan 6ninsiilini (proinsulin)
a-galaktosidaz

Insan epidermal ¢ogalma faktorii
Insan atrial a-faktorii

Insan serum albiimini

o, »-interferon

Makrofaj plasminojen aktivatorii

Insan biiyiime hormonunu kodlayan gen ilk olarak Goeddel et al. (1979) tarafindan E.
coli’ye basariyla klonlamistir. Fakat elde edilen rekombinant hGH baslama kodonu

olan metiyonin ve 191 amino asitten meydana gelen mature hGH’a sahiptir. Dogal hGH



ile benzer biyolojik aktiviteye ve temel ozellikler sahip olan rekombinanat hGH nin
sentezi E. coli kullanilarak lkehara et al. (1984) tarafindan gerceklestirilmistir. Gray et
al. (1985) dogal ve bakteriyal iki sinyal peptit kullanarak hGH’nin E. coli’de
periplazmik iiretimi ile bu sinyal peptitleri periplazmik bosluga salgilama agisindan
karsilagtirmiglardir. Chang et al. (1987) hGH nin yiiksek seviyede verimi i¢in E. coli
1sil-kararl enterotoxin I (STII) sinyal peptit dizini ile mature hGH dizinini birlestirerek
E. coli alkali fosfataz (phoA) promoter kontrolunda ekspres etmislerdir. Yamakawa vd.
(1989) gen miktarinin E. coli’de hGH iiretimine etkisini; Jensen and Carlsen (1990) 3-4
amino asitlik farkli N-precursor’lara sahip hGH’nin  E. coli’de periplazmik
ekspresyonu ile glukoz, asetat, ve tuzlarin iiretime fizyolojik etkilerini arastirmislardir.
Insan proteinlerinin dogal, ¢6ziinebilir ve biyolojik olarak aktif yapida iiretilmesi igin
dogrudan biyoreaktor iiretim ortamina salgilanmasi onemlidir. Hiicre-dis1 salgilama
yetenegine sahip olan Bacillus tiirleri bu 6zelliklerinden dolay1 terapatik proteinlerin
endiistriyel tiretiminde konak hiicre olarak 6nem kazanmislardir. Breitling et al. (1989)
kiiltiir ortamina salgilanma yetenegi olmayan E. coli hiicreleri ile Bacillus tiirlerini
kiyasladiklarinda  E. coli'nin hem veriminin daha diistk hem de rekombinant
mikroorganizmalarmin kararsiz oldugunu gormiislerdir. Franchi et al. (1991) uygun
olarak tasarlanmis olan N- ucunun uzaklastirilmasiyla dogal hGH’nun salgilanmasini;
Kajino et al. (1997) B. brevis ile biyolojik olarak aktif ve ayni yapiya sahip hGH’nun
hiicre dis1 {iretimini; Bylund er al. (2000) E. coli tarafindan yari-kesikli sistemde
aerobik olarak rekombinant hGH tiretimini arastirmiglardir. Sonug olarak siireli yayin
literatiiriinde, Bacillus tiirleri ile hiicre-dist hGH diretimi icin ortam bilesen ve
derisimlerinin, sicaklik, pH kosullarimin, hava giris hizi ve karistirma hizi gibi
biyoreaktor isletim kosullarinin tiriin- ve yan iriin- derisimlerine ve biyoproses oksijen
aktarimi  karakteristiklerine etkisini inceleyen sistematik bir calisma heniiz

bulunmamaktadir.

Bu cercevede, ‘Reaksiyon miihendisligi prensipleriyle rekombinant insan biiyiime
hormonu iiretimi icin biyoproses gelistirilmesi’ konulu yiiksek lisans arastirma
programi kapsamit:

1. Olusturulan metabolik miihendislik arastirma programi dogrultusunda; hiicre

icinde iiretilen hGH’nun hiicre disina aktarilabilmesi ic¢in, Bacillus hiicre disi



enzimlerinden serin alkali proteaz (SAP) geninin (subC) salgilamada gorev yapan
sinyal dizini (pre-) hGH gen dizininin ©6niine SOE (gene splicing by overlap
extension) yontemi ile entegrasyonu sonucunda olusturulan —pre(subC)::hGH
hibrit genini igceren pMK4 plasmidini tasiyan rekombinant Bacillus tiirlerinin
gelistirilmesi,

Gelistirilen rekombinant Bacillus’lardan hGH tretim kapasitesi en iyi olanin
segilmesi ve tiretim ortam tasarimmin yapilmasi,

Laboratuvar Sl¢cekte belirlenen en uygun kosullarda fakli hava giris ve karistirma
hizlarinda pilot Slgek biyoreaktsrde {iriin ve yan-iiriin olusumuna oksijen aktarim
etkileri incelenerek biyoproses ve oksijen aktarim karakteristiklerinin
belirlenmesi,

Pilot 6lgekte belirlenen en iyi oksijen aktarim kosulunda hibrit gen iceren (-
pre(subC)::hGH::pMK4) ve icermeyen (pMK4) plasmidli Bacillus ile iiretim
deneyi tasarlanarak hibrit genin etkisinin incelenmesi,

Pilot olgekte belirlenen en iyi oksijen aktarim kosulunda iiretim ortamina t.=0 ve
te=24.st ayr1 ayr1 ve karigim olarak eklenen aspartik asit, glutamik asit, serin, valin
ve 16zin amino asitlerinin hiicre derisimi ve hGH iiretimi lizerindeki etkisi
incelenmesi,

Metabolik aki analiziyle hiicre-i¢i tepkime hizlarinin (akilarin) bulunmasi ve farklh

oksijen aktarim kosullarinin aki dagilimlarina etkisinin incelenmesi amaclanmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAKLARIN DEGERLENDIRILMESI

Biyoteknolojik proseslerde iki gruba ayirilir:
A. Biyodoniisiim Prosesleri
1. Enzim Katalitik tepkimeler
2. Dinlenen (resting) hiicrelerle biyoddniisiim tepkimeleri

B. Biyoprosesler / Fermentasyon Prosesleri

Biyoproses ile tiretim bir karbon (6rnegin: melas, soya, glukoz, vd) kaynaginin girdi
olarak kullanilmasiyla uygun bir organizma ile hiicre i¢cinde olusan ¢ok sayida tepkime
sonucunda gercgeklestirilmektedir. Endiistriyel biyoteknolojik iirtinlerin biyoproses ile
tiretiminde genellikle mutant ve/veya genetik olarak modifiye edilerek iiretim kapasitesi
artirllmis mikroorganizmalar kullanlir. Biyoproseslerde biyoreaktor isletim kosullarinin
kolay gerceklestirilebilir olmasi ve yapilart karmasik olmayan biyoreaktdr sistemlerinin
kullanilabilmesi 6nemli avantajlaridir. istenen fiiriiniin yanisira biyoreaktdr iiriin
karisimindan ayirilmast 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
se¢imlilikte istenen {iriiniin i{iretimi i¢in en uygun biyoreaktdr isletim kosullarinin
belirlenmesinin yanisira metabolik miihendislik teknikleriyle mikroorganizmanin
fonksiyonlarmin ve bdylece iiretimdeki darbogazlarin belirlenmesi ve bu darbogazlarin
genetik miihendisligi teknikleriyle asilacak sekilde mikroorganizma gelistirilmesi
gerekmektedir. Sonu¢ olarak, metabolik miihendislik ve genetik miuhendisligi
teknikleriyle gelistirilen mikroorganizmalar kullanilarak biyoproses ile iiretimde yan
iiriin olusumu minimuma indirilerek yiiksek verim ve secimlilikte istenen iiriin {iretimi

gergeklestirilebilir.

Biyodoniisiim proseslerinde ise tek veya bir-ka¢ basamaktan olusan enzimatik bir
tepkime ile katalizér olarak mikroorganizmanin {irettigi spesifik bir enzimin ya da
dinlenen (resting) hiicrenin -enzim deposu olarak- kullanilmasiyla tretim
gergeklestirilir. Bu proseslerde yan iiriin olusmamakta, verim yliksek olmaktadir. Ancak
bu proseslerde kullanilan enzimlerin tek substratlar1 vardir ve bu substratlarm hem az

bulunmasi hem de genellikle pahali olmasi prosesin dezavantajlar1 arasinda yer



almaktadir. Bu nedenle bundan sonraki boliimlerde biyoproseslerle iiretimde verim ve

se¢imliligin artirilmasi fizerinde durulacaktir.

2.1 Mikro-biyoreaktorler: Mikroorganizmalar

Biyoteknolojik proseslerde istenen nitelikte ve nicelikte tiriin tiretmenin birinci kosulu
onu iiretebilen uygun mikroorganizmay1 segmektir. Mikroorganizmalar farkli irtin
tiretebildikleri gibi, ayni {iriinii {irtebilen farkli mikroorganizmalar da bulunmaktadir.
Biyoteknolojik iirtinlerin tretiminde verim ve secimliligin artirilmasi igin isletim
kosullart ve ortam bilesimi ne kadar degistirilirse degistirilsin istenen iiriiniin {iretimi
kullanilan mikroorganizmanin kapasitesi ile sinirhdir. Giiniimiizde seleksiyon,
mutasyon ve genetik miihendisligi teknikleriyle verim ve segimliligi yiiksek

mikroorganizma gelistirilmektedir.

2.1.1 Mikrobiyolojik yap1

Hiicreler biyolojik aktivite gosteren en kiiciik birimdir. Hiicreler; 6nce gelisme, sonra
boliinerek kendi 6zelligine benzeyen yeni hiicre olusturma ve boliinmeden sonra kisa
siireli dinlenme, eksik metabolik maddelerini tamamlama gibi siireclerden gecerler.
Organizmalar fiziksel sekil ve yapi, enerji ve besin ihtiyaclari, ¢ogalma ve iiretme-
salgilama hizlari, tireme yontemleri ve hareket etme vasitalar ve kabiliyetleri arasindaki
farklara gore prokaryotlar ve dkaryotlar olmak iizere iki ana gruba ayrilir. Sekil 2.1°de
hiicrelerin  smiflandirilmas1  g6sterilmistir (Bailey and Ollis 1986). Hiicreler ii¢

fonksiyonel temel birimden olusur:

1. hiicre zar
2. sitoplazma

3. ¢ekirdek

Okaryotik hiicreler organelleriyle basit olmayan yapisal ozellikler gosteren, gekirdegi
bir zarla sitoplazmadan ayrilmis hiicreler oldugu halde; prokaryotik hiicreler ¢ekirdegi

belirgin bir zarla cevrili olmayan daha basit yapili hiicrelerdir. Prokaryotik hiicrelerin



yasamsal olaylar1 i¢in farklilasmis organelleri yoktur. Canlilig1 belirleyen metabolik
olaylar hiicre zar1 ve ondan olusan yapilarla yiriitiiliir. Okaryotik hiicreler prokaryotik
hiicrelerden 1000-10000 kez daha biiyiiktiirler. Okaryotik hiicrelerde hiicre ici yasamsal

etkinlikler farklilagmis organeller tarafindan ayri ayri1 yapilir.

Hiicreler
Prokaryotik hiicreler Okaryotik hiicreler
Bakteriler Mavi-Yesil Fungi Algler Protozoalar
Algler ’—‘—‘
Kiifler Mayalar

Sekil 2.1 Hiicrelerin siniflandirilmasi (Bailey and Ollis 1986)

2.1.1.1 Prokaryotik hiicreler

Prokaryotik hiicreler kiiciik ve basit hiicrelerdir; zarla ¢evrili cekirdek igermezler.
Prokaryotik hiicreler genellikle yalniz bulunurlar ve diger hiicreler ile birlesmezler. Bu
gruptaki hiicreler kiiresel, spiral ve gubuk bi¢iminde olabilirler. Boyutlar1 0.5-3 pum
mertebesindedir; hacimlari ise yaklasik 10" cm®diir ve bunun %50-80’i sudur; bir

prokaryotun kiitlesi ise yaklasik1 O’lzg’ dir.

Prokaryotik hiicreler yaklasik 20 dakikada bir bdliinerek iki yavru hiicre olustururlar;
biyokimyasal olarak zengindirler ve bir¢ok karbon kaynagmi kullanabilirler. Bu
ve diger Ozellikleri prokaryotik hiicrelerin genis bir ¢cevreye adapte olmalarin1 saglar.
Prokaryotik bir hiicre yaklasik 200 A kalinlikta gdzenekli hiicre duvari tarafindan
sarilmistir. Bu duvar hiicrenin biitiinliiglinii korur ve ona yapisal dayaniklilik verir.
Hiicre duvarinin altinda yaklasik 70 A kalhiginda hiicre zar1 vardir. Plazma zar1 olarak
da adlandirilan bu zar tiim hiicrelerde bulunur. Hiicre zar1 karbon ve enerji

kaynaklarmin hiicreye tasinimini, sitoplazmaya gegmesini ve hiicre icinde olusan

10



metabolik {iriinlerinin de hiicre disina aktarimini saglar. Hiicrelerin temel kontrol birimi
cekirdek (niikleus) tiim genetik bilgiyi tasimaktadir. Prokaryotik hiicrelerin
sitoplazmalarinda protein ve RNA lardan olusan ribozomlar bulunur. Bu birimde
proteinlerin/enzimlerin sentezini gergeklesir. Sitoplazma, c¢ekirdek ile zar arasini
dolduran ve hiicre organellerini tutan sivi maddedir. Baz1 prokaryotlarda plazma zar
belli yerlerden hiicre i¢ine dogru uzayip katlanarak zar yiizeyini artirir. Bu katlanmalara
mezozom (mesosome) denir. Mezozomun solunum ve hiicre boliinmesi gibi hiicresel

etkinliklere katildig1 diistiniilmektedir (Bailey and Ollis 1986).

2.1.1.2 Okaryotik hiicreler

Okaryotik hiicreler prokaryotik hiicrelere kiyasla daha komplekstir. Tiim yiiksek
organizmalarin  hiicreleri bu siifa girer. Bunun yaninda tek hiicreli
mikroorganizmalarin da 6nemli bir grubu okaryotik hiicrelerdir. Okaryotik hiicre
stoplazmasi, hiicrenin aktivitelerini yliriitmek icin 6zel yapilara ve fonksiyonlara sahip
olan ¢ok sayida organele sahiptir. Okaryotik hiicreler, prokaryotik hiicrelerde de
bulunabilene benzer bir zar ile ¢cevrilmistir. Bu zarm dis yiizeyinde hiicre duvari olabilir.
Bu dis &rtiiniin yapist hiicre tiiriine baghdir. Ornegin yiiksek organizmalar olan hayvan
hiicreleri ince bir hiicre duvarina sahiptir. Bu duvarm &zel yapiskan ozellikleri,
karaciger gibi 6zel amag igin kullanilan dokulari ve organlar1 olusturmak icin benzer
hiicreleri tutucu olmasi dnemlidir. Diger taraftan bitki hiicreleri ¢ok dayanikli, kalin bir
hiicre duvari ile kaplanmistir. Okaryotik hiicrelerin organellerinin islevleri agisindan
hiicrei¢ci membranlarin varhg1 dnemlidir. Hiicre zarindan baslayip hiicre iginde ¢ekirdek
zarina kadar uzanan kompleks ince membran kanallar sistemi olan endoplazmik
retikulum besin maddelerinin hiicre icine alinmasinda islev yapar. Golgi kompleksinin
gorevi ise olusan metabolik iirlinleri hiicre disina transfer etmektir. Bu hiicrelerde
cekirdek gozenekli bir membran ile sarilmistir. Proteinlerin/enzimlerin sentezinin
gerceklestigi  biyokimyasal tepkime konumlari olan ribozomlar, ¢ogunlukla
endoplazmik retikulum yiizeyine gémiilmiis olarak bulunurlar. Okaryotlarik hiicrelerde
bulunan ribozamlar prokaryotik hiicrelerdekilerden daha biiyiiktiir (Bailey and Ollis

1986).
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Cekirdegin temel islevlerinden biri ribozomlardaki katalitik aktivitelerin denetimidir.
Hiicrenin temel aktivitesini ve kalitimini saglayan “kromatin”(chromatin) maddesidir.
Bunun igerisinde ¢esitli proteinler, DNA ve kalitsal molekiiller yani genler bulunur. Her
hiicre i¢in 6zgiin karakterler DNA molekiiliinde sifrelenmistir. Cekirdegin icerisinde
ayrica kiire seklinde bir ¢ekirdek¢ik kisim bulunmaktadir. Bunun igerisinde vakuoller
(vacuole) ve birgok graniil bigiminde pargacik vardir. Bunlar, RNA igerdikleri halde
genellikle DNA icermezler.

Cekirdek membranlar tarafindan sarilmis birkag i¢ bolgeden biridir. Bu membran kaph
bolgeler organeller olarak bilinir. Mitokondri hiicrenin aktiviteleri i¢cin gerekli enerjiyi
iretir. Bunlar, enerji liretme prosesinde oksijen kullanan biitiin 6karyotik hiicrelerde
bulunurlar. Lizozomlar ve vakuoller ise kimyasal reaksiyonlar1 ya da belirli kimyasal

bilesenleri sitoplazmadan izole etmede gorev yaparlar (Bailey and Ollis 1986).

2.1.2 Bakteriler

Bakterilerin tam olarak tanimlanmasi giigtiir; prokaryotlar grubunda, tek hiicreli ve
boliinen mikroorganizmalar seklinde tanimlanabilirler. Bakteriler dis taraftan sert bir
hiicre duvari ile gevrilirler; tiirlerinin ¢ogunun hiicre duvarmin dis yiizeyi kapsiil veya
slime-layer olarak adlandirilan yapiskan, jelatinimsi bir tabaka ile kaplanmistir. Tipik
bir bakteri hiicresi Sekil 2.2°de gdsterilmistir. Basit bakteriler spor, kam¢1 ve kapsiil
icermezler. 0.5-2.0 mikron uzunluk ve 0.2-4.0 mikron ¢apmdadirlar. Ince ipliksi bir ag
seklinde goriinen ¢ekirdegi dogrudan dogruya sitoplazma ile siirlanmis olan bakteriler

Sekil 2.3’de goriilen ii¢ temel morfolojik sekilde bulunabilirler (Bailey and Ollis 1986):

a) Cubuk (rod) : Genel olarak 0.5-4.0 pm uzunluk ve 0.5-4.0 pm genisliktedirler.
Bacillus bu gruba girmektedir.

b) Kiiresel (coccus) : Caplart 0.5-4 um arasinda degismektedir.

¢) Sarmal (spirilli) : Yaklagik 1 um uzunluk ve 0.5 pm genisliktedir.
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Sekil 2.2 Bakteri hiicresi

Sekil 2.3 Bakterilerin {i¢ farkli formu

Bakteriler tiir ve cevresel kosullara gore tek, ikili, kiimeli ya da uzun zincirli gruplar
halinde bulunabilirler. Hiicre zar1 besinlere karsi yari gegirgen 6zellikte olup, kuru hiicre
agirhginin yaklasik %5-10"unu olusturur. Bu zar baslica %50 protein, %28 yag, %15-20
karbonhidrat igeren ¢ift katmanli bir yapi1 gosterir. Gram-pozitif bakterilerin hiicre
zarinda aromatik ve kiikiirt iceren amino asitler, arginin ve prolin bulunmaz. Gram-
negatif hiicrelerin zarlar ise lipidce daha zengindir. Hiicre zarinda elektron aktaran ve

oksidatif fosfatlanmay1 saglayan enzimler bulunmaktadir.

Bakteri hiicrelerinde; endoplazmik retikulum, mitokondria, golgi kompleksi bulunmaz.

Cubuk ve sarmal yapida olanlarin bir ya da her iki ucunda bazen de tiim ylizeyinde
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hareket etmeye yarayan kamg¢i bulunur. Bu kamgilarin boylar1 genellikle bakteri
boyunun bir kag¢ katma ulasir. Bakterilerin ¢ogu, DNA kromozomuna ek olarak, bazi
ozelliklerini genetik kontrol altinda tutan, sitoplazma igerisinde serbest olarak bulunan,
kendi kendini replike edebilen 1-100kb buyiikliigiinde plasmid ad1 verilen daresel DNA

molekiillerini icerir.

Bazi bakteriler stoplazmalarinda spor yapma ve bulundurma potansiyeline sahiptirler.
Bu tip bakteriler yiiksek ve diisiik sicaklik, kuraklik, osmoz ve kimyasal etkilere karsi
direnclidirler. Cevre kosullarinin uygun olmadigi durumlarda spor yapabilen bakteriler
gii¢ dis etkenlere karsi tiiriinii koruyabilmek icin “spor” olustururlar. Spor, uygun besi
yerinde ve g¢evre kosullarinda bulundugu zaman kendini koruyan korteksinden
kurtularak yasamsal faaliyetlerine geri doner. Bacillus, spor yapan bakterilerdendir. Bu

bakterilerin sporlari havada ve toprakta bulunmaktadir (Lehninger 1979).

2.2 Bacillus Tiirii ve Ozellikleri

Bacillus, prokaryot sinifindan, aerobik, spor olusturabilen, ¢cubuk sekilli, gram pozitif
bir bakteri tiiriidiir. Bacillus tiirii bakteriler, toksik olmayan hiicre duvarina sahip, tek
membrant olan, iirettigi proteinleri (enzimleri) hiicre disina aktarabilmek igin uygun
mekanizmalara sahip, genellikle patojen olmayan mikroorganizmalardir. Bacillus 0.3-
2.2 um c¢apinda ve 1.2-7.0 wm uzunlugundadir. Bacillus’larin guanin+sitozin (G+C)
bilesimi %32-62 arasinda degisir. Bunlarin ¢ogu yan taraflarinda bulunan kirbag ile
kendiliginden hareket edebilirken bazilart hareket edemezler. Bacillus’lar tek
hiicrelidirler ve ikiye boliinerek cogalirlar. Bacillus tiirii bakteriler stoplazmalarinda
spor bulundurma potansiyeline sahiptirler. Sporlar yiiksek ve diistik sicaklik, kuraklik,
ozmoz, radyasyon ve kimyasal etkilere karsi vegetative hiicrelerden daha direnglidirler.
Cevre kosullarinin uygun olmadigi durumlarda bu tiir bakteriler kotii dis etkenlere karsi
korunabilmek i¢in spor olustururlar. Spor uygun besi yerinde ve cevre 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. Molekiler oksijen, solunum

metabolizmasinda terminal elektron alici olarak gorev yapar. Bu, bazi tiirlerde azot ile

14



yer degistirebilir. Genel olarak, spor olusturan Bacillus’lar toprakta bulunurlar. Bazi
tirleri patojeniktir ve toksinler iireterek hastaliga neden olurlar (Calik 1998, Buchanan

and Gibbson 1974).

Rekombinant mikroorgnizma kullanan fermentasyon endiistrisinde konak hiicre olarak
kullanilan Bacillus endiistriyel nemi olan bir mikroorganizmadir. Bacillus’lar degisik
karbon kaynaklarmi kullanarak, cok yiiksek pH ve sicakliklarda ekstrem kosullarda
kararhiligi yiiksek {iriinleri tretebilmektedirler. Diger mikroorganizmalara kiyasla
molekiiler genetik tekniklerle daha kolay manipiile edilebilirler; metabolitleri ve
proteinleri hiicre digina transfer etme kapasiteleri yiiksektir ve endiistriyel iiretim igin
se¢imli olmalarmin bir diger nedeni de kolaylikla ¢ogalabilmeleridir. Bu grubun tirettigi
ana fdrlinler; (i) hidrolitik enzimler, (ii) antibiyotikler, (iii) hasarat ilaclari, (iv)

niikleosidler, (v) vitaminler ve (vi) diger biyomolekiillerdir (Arbige ez al. 1993).

2.2.1 Bacillus’larin simiflandirilmasi

Bugiin, Bacillus cinsinde 65 tane tiir tamimlanmistir (Cizelge 2.1). Bu genetik ve
fizyolojik cesitlilik olarak azdir fakat siirekli olarak yeni tiirler izole edilmekte ve
tanimlanmaktadir. Bu tiirler ¢esitli sekilde siniflandirilabilirler. Bunlar morfolojik
olarak, (i) ana hiicreyi biiyiitmeyen oval sporlar iireten tiirler, (ii) ana hiicreyi biiyiiten
oval sporlar tireten tiirler ve (iii) kiiresel sporlar tireten tiirler, olarak basit bir sekilde

siniflandirilabilir.

Smiflandirmada esas 6zellik, yeni cinslerin fenotipik 6zellikleri ile kolaylikla ayirt
edilebilmesi  olmalidir.  Bacillus’lar  fenotipik benzerliklerine gére 6 sinifta
toplanmislardir (Cizelge 2.1) (Priest 1993). Endiistriyel olarak 6nemli olan baz1 Bacillus
tiirlerinin Ozellikleri tablo halinde verilmistir (Cizelge 2.2) (Buchanan and Gibbons

1974).
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Cizelge 2.1 Bacillus tiirlerinin fenotip  benzerliklerine  gore
(Priest 1993)
Grup 1
B. alvei
B. ]
amlylo.lytlcus Grup II
B. apiarius .
. B. alcolophilus
B. azotofixans . .
) B. amyloliquefaciens
B. circulans :
. B. anthracis
B. glucanolyticus
B. atrophaeus
B. larvae
B. carotorum
B. lautus .
. b. firmus
B. lentimorbus
B. flexus
B. macerans
. B. laterosporus
b. macquariensis
! B. lentus
B. pabuli . . .
B. licheniformis
B. polymyxa S
i B. niacini
B. popilliae .
. B. pantothenicus
B. psychrosaccharolyticus :
e B. pumilus
B. pulvifaciens .
L . B. simplex
B. thiaminolyticus .
. B. suptilis
B. validus L
B. thuringiensis
Grup 111

B. alginolyticus
B. aneurinolyticus
B. azotoformans
B. badius

B. brevis

B. chondroitinus
B. frudenreichii
B. gordonae

Grup 'V

B. coagulans

B. flovothermus

B. kaustophilus

B. pallidus

B. schlegelii

B. smithii

b. stearothermophilus
B. thermocloacae

B. thermodenitrificans
B. thermoglucusidasius
B. thermoleovrans

B. thermoruber

Grup IV

B. aminovorans
B. fusiformis

B. globisporus
B. insolitus

B. marinus

B. pasteurii

B. psychrophilus
B. sphaericus

Grup VI

A. acidocaldarius
A. acidoterrestiris
A. sikloheptanius

Diger

B. benzoervorans
B. fastidiosus

B. nagonoensis
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Cizelge 2.2 Baz1 Bacillus tiirlerinin karakteristikleri (Buchanan and Gibbons 1974)

B. B. B. B. B. B. B. B.
Subtilis licheniformis cereus polymyxa macerans firmus brevis  alvei
Cubuklar
genislik, pum 0.7-0.8 0.6-0.8 1.0-1.2 0.6-0.8 0.5-0.7 0.6-09 0.6-09 0.5-0.8
uzunluk, pm 2-3 1.5-3 3-5 2-5 2.5-5 1.2-4 1.5-4 2-5
Cogalma
Anaerobik agar - + + + + - - +
%0.001 lizozim d d + d - - d +
%7 NaCl + + + - - + - -
Sabouraud dextrose
broth ve/veya agar + + + + + - d -
Cogalma igin sicaklik
Maksimum °C 45-55  50-55 35-45  35-45 40-50 40-45 40-60  35-45
Minimum °C 5-20 15 10-20  5-10 5-20 5-20 10-35  15-20
Hidrolizi
Nisasta + + + + + + - +
Kazein + + + + - + + +
Tirozin - - + - - d + d
Hareketlilik + + d + + d + d
NO; NO, + + + + + + d -
Asit tiretimi
arabinoz ksiloz ve + + - + + d - -
mannitolden + + - + + + d -
Katalaz + + + + + + + +
o d: degisken

2.2.2 Bacillus subtilis ve ozellikleri

Bacillus tirleri endiistriyel olarak 6nemli olan ¢esitli enzimleri, hasarat oldiiriici
endotoksinler ve rekombinant proteinleri salgilayan organizmalardir. Bacillus
aragtirmalart i¢in Bacillus subtilis kullanilir; genetik, biyokimyasal ve fizyolojik

seviyede en iyi tanimlanmis prokaryotik organizmadir.

B. subtilis iizerinde en fazla ¢aligma yapilmis gram-pozitif prokaryottur ve B. subtilis

icin birgok plasmid gelistirilmis ve uygun plasmid-vektor sistemleri gelistirmenin farkh
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evrelerinde farkli problemlerle karsilagilmistir. Dogal olarak transformasyonla
plasmidleri alma potansiyeli olan B. subtilis endogenous plasmidler igermezler. Diger
baz1 Bacillus suglar da konakgilan iizerinde kolaylikla secilebilir fenotipler vermeyen
gizli plasmidler igerirler. B. subtilis plasmid vektorleri ilk olarak Staphylococcus aureus
kokenli plasmidler kullanilarak elde edilmistir. Bunlarin birkaci B. subtilis’de replike
olur ve antibiyotik direnci saglayan proteinleri iiretir. B. subtilis icin bugiinkii plasmid
vektorlerinin  ¢cogu yine S. aureus  plasmidlerine dayanir. Basarili klonlama
kaydedilmesine ragmen, diisiik klonlama verimleri ve plasmid kararsizlig1 nedeniyle bu
plasmidlerin B. subtilis i¢in uygun olmadigi bulunmustur. Gram-pozitif bakterilerden
kiigiik plasmidlerin tek zincir bir DNA araiiriinii yoluyla, muhtemelen rolling-circle

replikasyon ile replike olmalari 6nemli bir bulgudur (Bron 1990).

2.3 Tasimim Mekanizmalari

Metabolizma substratlarinin, tiriinlerin ve yan diriinlerin hiicre igine ve hiicre digma
tasginmalari; hiicrenin ¢ogalabilmesi, istenen firiinleri {iretebilmesi ve fonksiyonlarmi
yerine getirebilmesi i¢in 6nemlidir. Hiicreler iginde cesitli proteinlerin yerlesik oldugu
plazma membranlar ile c¢evrilidir. Bu membranlar, bazi maddelerin gecisini
kolaylastirirken bazilarinin gegisini ise engeller. Ornegin iyonlar ve cesitli metabolitler
gibi hidrofilik maddelere karsi gecirgen degildir. Membranin bu 6zelligi segici
gecgirgenlik olarak adlandirilir. Hiicre igindeki tepkimelerin gerceklesebilmesi igin
girdilerin hiicreye tasimimi, iriinlerin ve hiicre icinde istenmeyen ve gerekenden fazla

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

Maddelerin hiicre-disi veya hiicre-ici membranlardan gegislerinin oldugu mekanizmalar,

tasinim mekanizmalar: olarak adlandirilir. Ug farkl tasinim mekanizmasi vardir:
1) Serbest yayinma

2) Kolaylastirilmig yayinma
3) Aktif tagimim.
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Ilk iki mekanizmada, maddeler derisim gradyenine gore yiiksek derisimden diisiik
derisime dogru taginirlar. Bunlar pasif proseslerdir ve ekstra bir enerji destegine gerek
duymazlar. Aktif tasmimda maddeler, derisim gradyenin ters yoniinde —derisim artis
yoniinde- de tagmnabilirler ve Gibbs serbest enerji girisine ihtiya¢ duyarlar. Bakterilerde
baz1 substrat ve metabolik dirtinler i¢in tasinim mekanizmasi Cizelge 2.3°de verilmistir

(Erincin 1998, Nielsen and Viladsen 1994).

Cizelge 2.3 Bakterilerde bazi matabolitlerin tasinim mekanizmalari

Bilesik Tasinim Mekanizmasi

Amino asitler Aktif tasmim

Glukoz Aktif tasmim

Laktoz Aktif tagmim

Gliserol Serbest ve kolaylastirilmis yayimma
Etanol Serbest yayinma

Laktik asit Serbest yaymma ve aktif taginim
Asetik asit Serbest yayinma

Karbondioksit Serbest yayinma

Oksijen Serbest yaymma

Su Serbest yayinma

2.3.1 Serbest yayinma

Bir maddenin serbest yayinma ile membrandan tagimimi iic basamaktan olusur.

1) Maddenin hiicre-dis1 ortamdan membran fazina tasinim

2) Lipid membran boyunca molekiiler yayima

3) Lipid membran fazindan sitoplazmaya taginim.

Serbest yayinmada tasinim hizi ve net aki, membrandan gecen maddenin derigim

gradyeni ile dogru orantilidir. Eger membran maddeye karsi gegirgense ve membranin

bir tarafindaki derisimi diger taraftan yiiksekse, madde azalan derisim gradyenine gore
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membrandan ge¢me egiliminde olacaktir. Hiicre-ici ve hiicre-disi derigim farki ne kadar
fazla ise yiiriitiicti kuvvet o kadar yiiksek olacagindan yayinmada o denli fazla olacaktir.
Ayrica membranin her iki tarafindaki sivilarin farkli hidrostatik basinglari, sivinin
yiiksek basingtan diisiigiine pasif hareketi igin yiiriitiicii bir kuvvet saglayabilir.
Yiiriitiicii kuvvete aldins etmeksizin gegirgen membranlar boyunca pasif yaymma
sadece, taginim prosesi icin serbest enerjideki degisiminin (AG) negatif oldugu yonde
kendiliginden meydana gelir. Serbest yayinma Sekil 2.4’de gosterilmistir (Erincin 1998,
Bailey and Ollis 1986).

hiicre disi hiicre zar1 hiicre i¢i
[ J [ J
[ ] [ J [ ]

[ ] [ ] [ ]

o o . e
o o [ ] [ J

[ J [ ]

(Cd) (Ci)

Sekil 2.4 Serbest yayinma

2.3.2 Kolaylastirilmis yayinma

Hiicre zarmin yapisindan dolayr her kimyasal ve biyokimyasal madde ayni kolaylikla
difiizlenememektedir. Genellikle zardaki gozeneklerden otiirii, kiiciik molekiillerin
yayinmasi kolay oldugu halde daha biiylik molekiillerinki daha gii¢ olmaktadir. Ancak
pek cok metabolit kolaylastirilmis yayinma ile hiicre zarindan daha kolay ve hizh

difiizlenebilmektedir.

Kolaylastirilmis yayinma, enerji gerektirmeyen mekanizmalarla bir bilesigin, tasiyici
proteinler yardimiyla membrandan gecisinin yer aldig1 proseslerdir. Kolaylastirilmis
yaymmada, difiizlenen madde hiicre zarindan bir tasiyict molekiil ile birlesir ve zarin
icinde kolaylikla tasmarak oteki ugta tasiyicidan ayrilir. Sitoplazmik membranda ¢ok
sayida bulunan, permeazlar ve tasiyici proteinler olarak bilinen bu molekiiller,
substratlarina membranlarin dis yilizeyinde baglanir ve membrandan tasiyici-substrat

kompleksinin ayrildigi i¢ yiizeye gecislerini saglayarak, substrati hiicre i¢ine birakir.
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Kolaylastirilmis yayinma, substratin yiiksek derisimden diisiik derisime azalan derigim
gradyeni boyunca tasinmasi agisindan serbest yaymmaya benzerdir. Ancak serbest
yayinmaya kiyasla daha hizli bir prosestir. Bilesik, ancak uygun bos bir tasiyici
oldugunda membrana girebilir. Substrat spesifik tasinim mekanizmasi olan
kolaylastiritlmis yaymmada substrat-tasiyici protein etkilesimi, enzimatik tepkime
mekanizmalarina uyar. Kolaylastirilmis yaymma 6karyotik mikroorganizmalar (6rnegin
fungi) icin genel, ancak bakteriler/prokaryotlar i¢in az rastlanan tasinim
mekanizmasidir. Fungide/Okaryotlarda bu mekanizmayla taginan en 6nemli maddeler
glukoz ve diger sekerlerdir. Prokaryotlarda ise bu maddeler diger mekanizmalarla -aktif
tasimim veya grup transfer sistemi ile- tasinirlar. Sekil 2.5°de kolaylastirilmis yaymma

goriilmektedir (Erincin 1998, Nielsen and Viladsen 1994).

hiicre disi hiicre zar1 hiicre i¢i

° o4 o ¢
[ ] o [ ] * V\\\ . . [ ]
— > >
. o [ J ()‘ O [ J
® o ¢ ° 4 /‘ ¢
. oy Om
»

Cd tastyici protein Ci

Sekil 2.5 Kolaylastirilmis yayinma

hiicre dis hiicre zari hiicre ici
| 2B
[ ] [ ] O O [ ]
o L ¥ *;o — 1 » * °
. [ J . [ ] [ J Q O [ ]
° P « °
S y
|
Cd Ci
ATPaz

ATP — ADP + Enerji
Sekil 2.6 Aktif tasinim
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2.3.3 AKktif tasimim

Aktif tasmmim, molekiillerin derisim gradyenleri veya iyonlarin elektrokimyasal

gradyenler olusturarak membrandan tagimminin gergeklestigi proseslerdir.

Aktif tagmm, tasinim prosesinde tasiyict proteinlerin rol oynamasi agisindan
kolaylastirilmis diflizyona benzer. Ancak kolaylastirilmis difiizyonun tersine, tasinim
derisim gradyeninin artan yoniinde olabilir. Aktif tasimm serbest enerji tiiketimi
gerektiren bir prosestir. Tasinim prosesi i¢in gereken enerji, ATP molekiiliindeki yiiksek
enerjili fosfat baglarimin parcalanmasi ile veya proteinin yiizeyindeki tasiyici 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 tasimim). ikincil aktif tasinim sistemleri, glukoz ve diger sekerler igin ve ndtral
amino asitler icin belli dokularda bulunurlar. Glukoz, serbest ve kolaylastirilmis
yayinma disinda Na® iyonlar1 yardimi ile aktif tasinmaya da ugramaktadirlar.
Bakterilerde ise glukoz, enzimler yardimi ile glukoz-6 fosfata doniistiiriilerek aktif
tasimasi gergeklestirilir. Bu taginma i¢in gerekli enerji ATP — ADP doniismesinden

saglanir. Sekil 2.6’de aktif taginmanin bir semas1 goriilmektedir (Erincin 1998).

2.4 Bacillus Hiicre Zarfi ve Enzimin Hiicre Icinden Biyoreaktore Tasimim ve

Mekanizmasi
Hiicrelerin yasam siirecinde degisik maddeler sitoplazmaya girer ve igerde olusan
metabolitler disar1 ¢ikar. Bu gegisler, her maddeye 6zgii olarak meydana gelir. Bu
maddelerin gegisinde hiicre duvari, hiicre zar1 ve diger kisimlardan olusan hiicre zarfinin
rolii biiytiktiir.

2.4.1 Bacillus hiicre zarfinin yapisi ve fonksiyonu

Bacillus hiicresi yapisal olarak ¢ok basit bir organizmadir. Bacillus’larin hiicre zarfi

(cell envelope), sitoplazmik membrandan, hiicre duvarindan ve bazi tiirlerde (B. brevis
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gibi) S-tabakasi olarak adlandirilan ve proteinlerden olusan bir dig tabakadan meydana
gelen katmanlar halinde bir yapidir. Hiicre zarfinin primer fonksiyonu, sitoplazmayi
cevrelemek, korumak ve gevreyle arasindaki madde taginimini kontrol etmektir. Cubuk
seklinde olan Bacillus’lar, yiiksek bir yiizey/hacim oranina sahiptirler. Bu, yiiksek hizda
besin transferi ve coccal seklinde olanlarindan daha yiiksek hizda ¢ogalmalarini saglar.
Fakat, ¢ubuk sekilli olanlar coccal sekillilerden daha az kararhdirlar (Bailey and Ollis
1986).

2.4.1.1 Sitoplazmik membran

Bacillus tiirlerinin sitoplazmik zari, sitoplazmay1 sarar ve hiicre metabolizmasinda
onemli bir yer tutar. Membran, bir sentez (hiicre duvari polimerlerinin), enerji meydana
getirme, sinyal transdiiksiyon, ¢6ziinen translokasyon ve faj baglama konumudur. Hiicre
zar1 besinlere karsi yar1 gecirgen ozelliktedir; kuru hiicre agirliginin yaklasik %5-10"unu
olusturur. Bu zarin baglica %50 protein, %28 yag, %15-20 karbonhidrat i¢eren bilesimi
ve ¢ift katmanli bir yapisi vardir. Stoplazmik membran fosfolipidler ve proteinlerce
zengindir. B. subtilis ve diger ¢ogu Bacillus tiirlerinde, fosfotidil ethanolamin esas
fosfolipiddir ve toplam lipid agirhginin %20-40’1m1 olusturur. Diger fosfolipidler,
kardiolipin ve fosfotidil gliserol igerirler. Cogu tiirler hi¢ ya da cok az doymamis yag
asidi tretir. Toplamin yaklasik %80°ini teskil eden dallanmis yag asitleri, zar akiciligim
muhafaza etmek icin o©nemlidir. Kiiciik oranlarda bulunan izoprenoid lipidler,
peptidoglikan ve teikoik asit gibi duvar polimerlerinin sentezi icin lipid tasiyicilar
olarak davranirlar. Sitoplazmik membranin en 6nemli gorevlerinden biri ¢oziinen
translokasyonudur. Cogu durumlarda, sok-etiketleme deneylerini tasarlamak veya belirli
diren¢ Ozelliklerini ve salgilama fenotiplerini belirlemek icin, Bacillus hiicrelerine

cozilinenlerin salgilama kinetigini belirlemek i¢in dnemlidir (Harwood ez al. 1990).

2.4.1.2 Bacillus hiicre duvari

Bacillus tiirlerinin hiicre duvarlari, sitoplazmik membranlar1 koruyan ve cevreleyen,

dinamik olarak degisken ve esnek yapilardir. Hiicre duvarlari hiicrelerin ¢ogalmasinda,

morfogenesis de, hiicre bdliinmesinde, genom segregasyonunda, hiicre ve cevre
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etkilesiminde ve materyallerin hiicre i¢i ve disina tagimiminda dnemlidir. Bacillus’larin
hiicre duvart kalinlig1 20-50 nm arasindadir. Bacillus tiirlerinin ve diger gram pozitif
bakterilerin hiicre duvar, capraz bagl yarn gecirgen bir makromolekiildiir. Bacillus
tirlerinde, bu temel olarak peptidoglikan ve teikoik ve teikuronik asitler gibi anyonik
polimerlerden olusur. Bu anyonik polimerler duvara ampifilik 6zellikler kazandirir.
Bunun yaninda peptidoglikan-anyonik polimer kompleksine kovalent baglarla veya
kovalent olmayan etkilesimlerle bagh degisik oranlarda protein, notral polisakkarit,
lipoteikoik asit ve hiicre duvari kompleksinin polielektrolit jel yapisinin pargasi olan
katyonlar hiicre duvarinda bulunurlar. Duvarin fiziksel ve kimyasal &zellikleri 6zellikle
sinirh gdzenekliligi ve yiiklii gruplarin yiiksek derisiminden dolayr duvar, sitoplazmik
membran ile mikrogevre arasindaki materyallerin smirsiz tasiimini engelleyebilecek
ozelliktedir. Duvarin, katyon baglama (iyon degisimi) ve membran-bagli enzim
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 fonksiyonlar1 etkilemesi beklenebilir (Archibald ez al. 1993).

B.subtilis’in hiicre duvan yaklagik 12 farkli protein icerir. Bunlardan sadece birkaginin
fonksiyonu bilinir. Bunlar, hiicre duvari bilesenlerini degrade (bozan) eden ve normal
¢ogalma ve hiicre boliinmesi igin gerekli olan otolitik enzimlerdir. Cesitli Bacillus
tirleri —B. subtilis disinda- peptidoglikanin diginda 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 icin tipik degildir. Cogu
gram-negatif bakteriler de bu tabakalara sahiptir. Bu tabakalar gecirgendir ve proteinleri
bir taraftan obiir tarafa gecirmek icin yeterli bityiikliikte gézenekler icerir (Archibald et

al. 1993).

a) Peptidoglikanlarin molekiil yapilari: Adindan da anlasilacag: gibi peptidoglikanlar
iki kisimdan olusmuslardir: 1.Peptit kismi1, 2.Glikan yani polisakkarit kismi. Glikan yani
polisakkarit, birbirlerine 3-1,4-glikozid baglariyla baglanmis, N-asetilmuramik asit ve
N-asetilglikozamin birimlerinden olusur. Her muramik asitin karboksil grubu, kisa bir

peptidin N terminal aminoasiti ile bir amid bagi olusturur. Cogu Bacillus tiirlerinde bu
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peptit bes amino asitten olugur. 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 duvar yapisinin yaklasik yarisimi
olusturur ve kovalent olarak bagh olduklar1 peptidoglikan katmanmin dis tarafinda
bulunurlar (bunlar, glikan zincirindeki N-asetilmuramik asitin C-6 daki hidroksil
grubuna fosfodiester bagi ile baglanirlar). Bunlar, teikuronik asitlerde karboksil gruplari
ve teikoik asitlerde fosfat gruplari olmak {izere yiiklii gruplara sahiptir. Bu gruplar hiicre
duvarinin 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. Cesitli farkl teikoik asitler bulunur fakat en ¢ok gézlenen yapi,
gliserol fosfat polimeridir. Bacillus hiicre duvarlarindaki teikoik ve teikuronik asit

miktarlari, sirasiyla fosforus ve uranik asit bilesimlerini hesaplayarak belirlenir.

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

2.4.2 Bacillus tiirlerinde proteinlerin salgilanmasi

Bir proteinin salgilanmasi, onun sentez konumu olan sitoplazmadan hiicre disina
transfer edilmesidir. Salgilanan proteinler ilk olarak sinyal peptidli preproteinler olarak
sentezlenir. Bu sinyal peptid, salgilanacak proteinleri sitoplazmik olanlardan ayirt eder
ve proteinlerin salgilanma yoluna yonelmeleri i¢in gereklidir (proteinlerin salgilanmasi

icin gereklidir). Bu yonlendirme, sinyal peptidin membrana ya direk olarak yada
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sitoplazmik protein bilesenlerinin iginde c¢oziinerek baglanmasiyla meydana gelir

(Harwood et al. 1990).

Salgilanan proteinler, sitoplazmada genellikle son tigiinciil sekillerini alamazlar. Ciinkii
chaperonlar olarak adlandirilan ¢oziilebilir proteinler, onlarin katlanmasini etkiler ve
preproteinleri kismen katlanmamis, translokasyon ic¢in yeterli konformasyonda
muhafaza ederler. Translokasyon, proteinin sitoplazmadan ya membrana yada
membranin igine transfer edildigi bir basamak olarak tanimlanir. Proteinlerin
katlanmasinin &nlenmesi protein salgilanmasi i¢in ¢ok Onemlidir, ¢linkii eger
translokasyondan Once proteinin iigiinciil yapisini almasina izin verilirse, protein daha
cok salgilanmaz. Sinyal peptid, chaperone yada herikisi yoluyla, precursor onun spesifik
membranina yonelir. 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 peptid, translokasyon prosesi sirasinda
spesifik bir proteaz, sinyal peptidaz tarafindan uzaklastirilir. Translokasyondan ve
sinyal peptidin ayrilmasindan sonra, salgilanan proteinler onlarin katlanmasi
tamamlanana kadar membrana birlesmis olarak kalir. Bu katlanmanin spesifik
chaperonlar tarafindan desteklendigi ortaya ¢ikar. Bu chaperonlardan bazilar1 basarih

translokasyon icinde gereklidir (Harwood et al. 1990, Simonen and Palva 1993).

2.4.2.1 Salgilama ¢alismalarinda Bacillus tiirleri

Bacillus’lar gram pozitif oldugundan dolay, bu tiirler salgilama ¢alismalar i¢in E. coli,
S. cerevisiae ve memeli hiicrelerinden farkli bir model gosterirler. Bacillus salgilamasi
calisilan ilk bakteriyel salgilama sistemi oldugu halde, onun mekanizmasi hakkinda ¢ok

fazla sey bilinmiyor.

Bacillus tiirleri hiicre digina biiyiik miktarlarda protein salgilayabilme potansiyeline
sahip oldugundan, alkali proteaz ve oi-amilaz gibi endiistriyel enzimlerin iiretimi icin
kullanilmaktadir. Bacillus tiirlerinde homojen ve heterojen proteinlerin salgilanmasi

hakkinda cesitli makaleler yayinlanmistir. Cesitli salgilama vektorleri yapilmistir ve
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¢cogu proteinlerin tiretimi ve salgilanmasma yardim edilmistir. Fakat sadece birkag
makale Bacillus tiirlerinde protein salgilamanin  molekiiler mekanizmasindan

bahsetmistir (Simonen and Palva 1993).

Cogu calismalarda B. subtilis konak hiicre olarak kullanilmistir. Ciink{i rekombinant
DNA caligmasi icin gerekli olan vasitalar, B. subtilis icin diger Bacillus tiirlerinden daha
iyi gelistirilmistir. B. subtilis’de protein salgilama hakkindaki ¢alismalardan toplanan

bilgiler, diger endiistriyel Bacillus’lara uygulanabilir.

Genel olarak Bacillus’larin basit besin ihtiyaclar, fermentasyon teknolojileri hakkinda
bilgilerin varolmasi, S-tabakasi proteinleri iceren B. brevis’de optimum c¢ogalma
kosullart altinda 12 mg/ml’e kadar varan protein salgilama potansiyeli ile birlestiginde
bu organizmalar1 ekonomik isletme i¢in uygun yapar ve bir¢cok Bacillus exoenzimleri,
ornegin amilazlar ve alkali ve notral proteazlar endustriyel 6l¢ekte iiretilir (Simonen and

Palva 1993) .

2.4.2.2 Alkali proteaz enziminin hiicre disina taginimi

0000000000000

Sinyal peptit Pro peptit SAP

Sekil 2.7 Hiicre igindeki SAP’1in sematik gosterimi

Hiicredisi proteinlerin hiicreicinden hiicredisina tasimmlart kompleks bir prosestir.
Hiicre i¢inde serin alkali proteaz sinyal peptit, propeptit ve protein (serin alkali proteaz)
olmak iizere iic kisimdan olusur. Hiicre dis1 enzimlerin N terminalinde bulunan sinyal
peptitlerin kritik fonksiyonlari, hiicre dis1 proteinin hiicre membranindan hiicre disina
transferini saglamaktir. Sinyal peptitler ii¢ bliimden olusur: i) N terminal ug bolge, ii)
hidrofobik c¢ekirdek ve iii) C terminal boliimii. N terminal ucunda bulunan amino
asitlerin sayist 2-7 arasinda degisir ve bu amino asitlerin ortalama net yuku 2-3.1

arasindadir. Sinyal peptitin pozitif yiiklenmis N terminal ucu, hiicre duvarinin negatif
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yiiklii fosfolipid tabakasi ile etkilesir. Hidrofobik ¢ekirdek glisin veya prolin amino
asitlerinden biriyle sonlanir ve 16zin, izol6zin, valin, alanin ve fenilalanin gibi yiiksiiz
amino asitlerden olusur; bu boliimiin gorevi, hiicre membraniyla etkilesmesi (span) ve
translokasyonu (tasinimi) bagslatmasidir. Sinyal peptit polar amino asitler iceren C
terminal boliimiiyle son bulur. Sinyal peptit enzimden ya translokasyon sirasinda ya da
translokasyondan hemen sonra ayrilir (Sekil 2.8). Alkali proteaz enzimi yapisinda,
sinyal peptit ve enzim arasinda propeptit adi verilen bir bdliim de bulunmaktadir.
Propeptit sadece gram pozitif bakterilerde bulunur ve yapisinin biiyiik boliimiinii yiikli
amino asitler icerir. Propeptitin protein yapisinda birgok gorevi vardir. Bunlar; sinyal
peptit ayrildiktan sonra membranda aski olarak bulunmak, hiicre duvarindaki
katyonlarla etkilesmek bdylece proteinin ¢oziiniirliigiinii artirmak, proteinin ti¢ boyutlu
yapisini almasmi saglamak ve proteinin N terminal ucunu proteolitik hidrolizden
korumaktir (Nagarajan 1993). Sinyal peptit SAP enziminden sinyal peptidazlar
tarafindan aymrilir; propeptitin ayirilmasin1 saglayan enzim iizerinde arastirmalar

siirmektedir (Erincin 1998).

ococloocesesee

Sinyal peptit Pro peptit SAP

hiicre duvari

'

m%m.-""_, S —

hiicre duvari hiicre duvari

Sekil 2.8 Serin alkali proteaz enziminin hiicre digina taginimi
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2.4.2.3 Salgilama i¢in hiicre duvar engeli

B. subtilis, peptidoglikan ve teikoik yada teikuronik asitten olusan kalin bir hiicre
duvarma sahiptir ve bu hiicrenin etrafinda negatif yiiklii bir kafes olusturur. Cevreye
salgilanan proteinler hiicre duvarini gegmelidir. Bacillus ve yabanci kaynagin ¢ogu
proteinleri, kiiltiir ortaminda kisa bir radyoaktif soktan sonra ortaya cikarlar.
Proteinlerin duvar nasil gectigi yada salgilanan proteinler icin 6zel kanallar olup

olmadigi bilinmemektedir.

Hizli olarak salgilanan proteinlere ilaveten, uzunca bir siire duvarda kalan bir grup
salgilanmis proteinler vardir. Pulse-chase deneyleri bu proteinlerin kiiltiir ortamima
yavas olarak birakildigini gosterir. Bu gibi proteinler, ya biiyiikliikleri, sekilleri yada
yiiklerinden dolayr hiicre duvarmma yakalanmis olabilirler. Onlar sitoplazmik
membrandan disartya dogru meydana gelen hiicre duvari biiyiimesi ile sitoplazmik
membrandan disar1 itilebilirler. Bu gecikmis proteinlerin baslica hiicre duvari
proteinlerinden (6rnegin otolizinler) olusup olusmadigi heniiz bilinmiyor (Simonen and

Palva 1993).

Heterojen proteinlerin salgilanmasinda, hiicre duvarina potansiyel bir engel olarak 6nem
verilmemistir. Ancak, Bacillus hiicre duvari en azindan baz1 yabanci proteinler i¢in
siddetli bir engel olusturur. Ornegin insan serum albiimini B. subtilis’de tasmnir ve
isletilir, ancak bu, hiicre duvarimin peptidoglikan tabakas1 uzaklastiriimadikca kiiltiir
ortamina salgilanmaz. Bacillus hiicre duvarinin, S. aureus protein A ve Streptococcus
protein G’nin salgilanmasinida geciktirdigi ortaya ¢ikar. B. subtilis’den baska Bacillus
tiirleri yada farkh zayif hiicre duvarina sahip olan diger strainler, hiicre duvarina
yakalanmis proteinlerin salgilanmasi igin daha uygun konak hiicre olabilirler. Ornegin;
B. brevis, B. subtilis’den daha ince bir peptidoglikan tabakasina sahiptir ve bu
proteinlerin hiicre duvarindan gegerek salgilanmasmi kolaylastirir. Ayni zamanda,
belirli hiicre duvari mutantlari iiretim konakgilart olarak uygun olabilirler. Ornegin,
hiicre duvar1 yapisinda etkili oldugu varsayilan, c¢esitli Bacillus tiirlerinin bazi
antibiyotik-diren¢ mutantlarinin uygun wild-type strainlerden daha fazla miktarda

exoenzimler salgiladigr kaydedilmistir (Simonen and Palva 1993).
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2.5 Genetik Miihendisligi Teknikleri ve Molekiiler Tasarim

Endiistriyel biyoteknolojik iiriinlerin tiretiminde darbogaz olusturan ve kritik bir
basamak olan mikroorganizma gelistirilmesinde Genetik Miihendisligi ve rekombinant

DNA teknolojisi uygulanmasi ve gelisimi igin;

1° DNA yapismin ve fonksiyonlarinin bilinmesi
2° Biyokimyasal reaksiyon miihendisligi temellerinin bilinmesi, gerekmektedir (Calik

1998).

2.5.1 Niikleik asitler

Niikleik asitler (DNA, RNA), yasam bilgilerini iceren, bunlar1 saklayan ve proteine
doniistiiriilmesini gerceklestiren biyopolimerlerdir. Iki tiir niikleik asit vardir. Bunlar;
deoksiriboniikleik asit (DNA) ve ribontikleik asit (RNA)’dir. Niikleik asitler diger
polimerlerde oldugu gibi, dehidrasyon sentezi ile birlesen monomerlerden olusmustur.
Niikleik asit monomerleri-niikleotitler-li¢ birimden olusmustur. Bunlar bir azotlu baz,
bir seker ve bir fosforik asittir. Sekil 2.9°da bir niikleotit biriminin yapisi1 gosterilmistir

(Lehninger 1979).

it
HN™ TC—CHg
m- seker
. Stk
Ho-P-0 N m- baz
o \c/"a—mc/
H
H H W= fosfat
o8
H H

Sekil 2.9 Niikleotit biriminin yapisi

1) Azotlu bazlar; N iceren halka seklindeki bazlardir. Niikleotidlerde bulunan azotlu

bazlar piirin ve pirimidin bazlar olarak iki gruba ayrilirlar.
a) Pirimidin bazlari: Pirimidin, 1,3-diazindir yani benzen (6’1 karbon) halkasinin 1-
ve 3- yerlerinde iki azot molekiilii bulunur. Bunun tiirevleri timin (T), sitozin (C) ve

urasil (U) dir. Sekil 2.10°da pirimidin bazlarinin formiilleri gosterilmistir.
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b) Piirin bazlari: Piirin halkasi, imidazol ve pirimidin halkalarinin kaynagmasiyla
olugsmustur. Bunun tiirevleri adenin (A) ve guanin (G) dir. Sekil 2.10°da piirin
bazlarini formiilleri gosterilmistir.

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

bazmi igeren niikleotit bulunmaz (Lewin 1994).

e i 1" i
HC’CQ‘“‘\ HzC-, /C\NH /N"‘C’Ca‘\r-] N,_\C,-C.,\ H
[ [ T T O
Hc\ﬁ,c%D Hc\ﬁ,c% m/C\N,}.CH N,JC\N’,,C_HNH
Sitozin(C) = Timin(T) Adenin(A) Guanin(G)
|
o
| Baz
D—lﬁ—u—sTﬁz 0
» 4':{ ol . | Niikleotid

Sekil 2.10 Piirin ve pirimidin bazlar

2) Bes karbonlu monosakkarit; Niikleik asitlerin yapisina giren seker bes karbonlu bir
pentozdur. Fakat pentozun molekiil yapist 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) adini alir. Cekirdek baz D-riboz halkasinin 1-
konumuna baglanmis ise niikleosit, 2 deoksi-D-riboz halkasinin 1-f 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).

3) Fosfat iyonu: Niikleik asitlerin fosfat kismi, fosforik asidin diesteri seklindedir. Bu
niikleik asitlerin, uzun zincirlerini 3’-5’ yerlerinden birbirine baglar. Fosfodiester
kisminda fosfora bagli serbest bir -OH grubu bulundugunda pH ~2 olan gii¢lii bir asittir
(Lewin 1994).

31



Genetik bilgi, DNA yapisindaki bazlar tarafindan tasmirken; seker ve fosfat gruplari ise
DNA’nin yapismin olusmasinda rol oynarlar (Stryer 1995). Niikleik asit dizini seker
fosfat omurgasi {izerine 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) yapisint olusturmaktadir (Sekil 2.11).

DNA ikincil yapisi primidin ve piirin 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 DNAnin sekonder (ikincil) yapis1 denir (Sekil 2.12).
DNA’nin tersiyer yapisi sarmal yapinin ortaya ¢ikmasidir. Bu yapida DNA molekiilii
saga ve sola kivrilarak ti¢ boyutlu yapismi olusturur (Sekil 2.13) (Stryer 1995).
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Sekil 2.13 DNA’nin ii¢ boyutlu yapisi

2.5.2 DNA yapisi ve fonksiyonu

Cift helis DNA, ¢ift sarmal iplik helis yapida polimerik bir makromolekiildiir. DNA
ipliksi molekiiliin temel birimi bir organik baz-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 gruplarmmin ve komsu niikleotitin 5’-fosfat gruplarinin fosfodiester baglar
olusturmas1 ile binlerce niikleotitten olusan birincil yapidaki ipliksi DNA
makromolekiilii olusur. Ipliksi DNA molekiilii tizerinde bir niikleotit sarmal DNA’da
karsit ipliksi DNA makromolekiilii {izerinde karsisinda bulunacak niikleotiti belirler;
clinkii dort baz (A, C, G ve T) iki spesifik eslesmis ¢ift olusturabilir: adenin (A) yalmz
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 tiir mikroorganizma
icin farklidir. DNA’nin bilesimi onun G+C miktar: ile tanimlanabilir. Bu, farkl: tiirler
icin %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
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enzimatik tepkime ile- uzayan DNA ipliksi polimer molekiiliiniin- deoksiriboz 3’-
hidroksil grubu gelen niikleotitin5’-fosfat grubuna baglanir. Cift helis DNA
molekiiliiniin iki ipliksi molekiilii zit yonlere (antiparalel) oriente olur; 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
sayist ile tanimlanir; kisaca baz ciftleri sayisidir. Bir baz-¢ifti mertebesi i¢in ‘b’, binler
mertebesi i¢in ‘kb’, milyon mertebesinde icin ‘Mb’ megabaz ciftleri sayis1 uzunluk
birimi olarak kullanilir. Bir organizmanin yapisinin olusmasi ve biyokimyasal
fonksiyonlar, DNA’da kodlanmis bulunan bilgiye dayanir. Genetik bilginin 6zgiin
birimlerine ‘GEN’ denir. DNA’daki bilgi icerigi niikleotitlerin 6zgiin dizinine baghdir.
Herhangi bir gen otomatik olarak fonksiyon gosteremez, fonksiyonunu géstermesi veya
pertiirbe edilmesi i¢in hiicre bilesenleri tarafindan bilgilendirilmelidir. Her gen kararh
bir yapiya sahiptir ve disaridan bir etki geldigi taktirde etkilerden dolayir degisimler
olabilir. Gen dizininde meydana gelen degisikliklere mutasyon denir. Mutasyon genetik

bilgi yapisindaki bilgi degisimine neden olur (Lewin 1994).

Mikroorganizmalarin ve Okaryotik hiicrelerin DNA biiyiikliikleri Cizelge 2.4’de
verilmistir. Bakterilerde ve yiiksek organizmalarda genetik bilgiyi bir jenerasyondan
diger bir jenerasyona ¢ift-sarmal yapidaki DNA tasir (dsDNA). Bazi bakteriyel
viriislerde ise genetik bilgi tek DNA (ssDNA) dizini ile tagimir (Lewin 1994).

Cizelge 2.4 DNA molekiil biiytikliikleri

Polimer Molekiil capi, D
DNA(Mikroorganizma) 20 A
DNA(Yiiksek mikroorganizma)* 110 A
DNA polimeraz 200 A
RNA polimeraz 100 A
Protein (50.000 dalton) 50 A

* Hayvan hiicrelerinin kromozomu bakteri kromozomundan yaklasik 50 kat biiyliktiir. Bir
insan kromozomu bir bakteriden daha biiyiiktiir.
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2.5.3 RNA ve yapisi

RNA’nin primer yapisi temelde DNA’ya ¢ok benzer, aralarindaki fark RNA’da timin
yerine urasil bulunmasi ve seker grubunda riboz olmasidir. Tek zincir halinde bulunan
RNA molekiilleri, yer yer kendi {izerlerinde kivrilarak ¢ift heliks bolgeler meydana
getirebilirler. Bu bolgeler de DNA’da oldugu gibi A=U ve G=C baz ¢iftleri arasinda yer

alan hidrojen baglari tarafindan olusturulmustur (Lehninger 1979).

Protein sentezinde gorev yapan niikleik asitler RNA’lar hiicrede, DNA’dan aldiklart
genetik bilgi ile protein sentezinde gorev yaparlar. RNA molekiilleri genellikle tek
zincir halindedir. Hiicrede protein sentezinde gérev yapan ii¢ farklt RNA vardir. Bunlar
ribozomal RNA ( rRNA), mesajct RNA (mRNA) ve transfer RNA (tRNA) ’dir. E.
coli’den izole edilen RNA molekiillerinin biuyiikliikleri Cizelge 2.5°da verilmistir

(Lehninger 1979).

rRNA’lar ii¢ farkli boyutta olurlar. 5S, 16S ve 23S. Bunlar ¢ok sayida protein ile
kendiliginden birleserek ve kompleksleserek proteinlerin sentezlendigi ribozomlar

olustururlar.

mRNA’lar sentezlenecek proteinin biiyiikliigiine bagh olarak degisik biiyiikliiklerde
olurlar. mRNA’lar DNA’dan genin dizini ile ilgili bilgiyi tizerlerine aldiklarindan genin
niikleik asit dizinine analog biiyiikliikte olurlar. Molekiillerinde baz etkilesmeleri
yoktur. Bunlarin fonksiyonlar1 DNA’daki genetik bilgiyi alarak protein sentez

merkezleri olan ribozomlara tagimaktir (Lehninger 1979).
tRNA’lar amino asitleri protein dizininde yerlerini almalari i¢in tagirlar. Her bir amino

asite ait spesifik tRNA hiicrede mevcuttur. tRNA’lar 73-93 niikleik asitten meydana
gelmislerdir. Molekiil agirliklar1 25.000 Da’dur (Lehninger 1979).
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Cizelge 2.5 E. coli’deki RNA molekiilleri

RNA ¢esidi Yiizde Molekiil agirlig
Ribozomal RNA 80 1.2#10° Da
(rRNA) 5.5%10° Da
3.6%10" Da
Transfer RNA (tRNA) 15 2.5%10% Da
Haberci RNA (mRNA) 5 H*

** Biiyiikliikleri protein molekiiliiniin biiyiikliigiine gore degisir.

2.5.4 Mikro-Reaksiyon Miihendisligi ve Mikro-Ayirma islemleri

Genetik mithendisligi ile ilgili tekniklerde, tepkimeler ng mertebesinde DNA ve girdiler
V=20-50pL tepkime karistmi kullanilarak mikro-reaktorlerde yapilir. Tepkime sonrasi
DNA pargalari tepkime karisimindan mikro-ayirma islemleri ile (spesifik adsorpsiyon,
iyon degisimi, ekstraksiyon, c¢oktiirme vd) ayirilir. DNA'nin kimyasal yapisinin
aydmlatilmas1 ve hiicre igindeki biyokimyasal tepkime kosullarinin bulunmasiyla,
birgok tepkimeyi hiicre diginda reaksiyon miithendisligi teknikleri kullanilarak mikro-
reaktorlerde gerceklestirmek igin gelistirilen yontemler molekiiler biyoteknolojide hizh
gelismenin temelini olusturmustur. Bir DNA molekiiliinii kimyasal olarak “DNA
Sentezleyici” veya “Gen Makinas1™ adi verilen cihazlarla standart olarak sentezlemek,
DNA Dizin Analiz Cihaziyla gen/DNA dizinini analizlemek, Polimeraz Zincir
Tepkimesiyle (PCR) gen sentezleyerek derisimini artirmak mikro-reaksiyon
mithendisligi prensiplerine uygun olarak gelistirilen mikro-reaktor sistemlerinde

gerceklestirilir (Cahik 1998).

2.5.4.1 DNA’nmn kimyasal sentezi

DNA sentezleyicide sentez biyokimyasal tepkimeler ile degil kimyasal bir proses ile,
DNA’nin 5’-hidroksil ucundan baslayarak niikleotitlerin sirayla baglanmasi prensibiyle,
tiim tepkimeler kontrollu gézenekli cam (KGC/CPQG) ile dolgulu bir tek kolonda, kalma
siiresi farkli tepkimelerin ardisik olarak yapilmasiyla gergeklestirilir. Gelistirilen

dolgulu kolon mikro-reaktor sisteminde ardisik tepkimeler ve tepkimeyi izleyen yikama
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islemleri bilgisayar kontrollu olarak yapilir. Kolondaki tepkime Oncesinde adenin,
guanin ve sitozin amino gruplari sirasiyla benzoil, izobiitiril ve tekrar benzoil gruplari
eklenerek tiirevleri yapilir ve DNA zincirinin olusmasi icin yapilan tepkime sirasinda
yan-iiriin 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 uzaklastirilir ve ikinci
basamak tepkimeye gecilir. Niikleositler, KGC-silisyum gruplarina bagh hidroksil
gruplarma baglanan, spacer (ara molekiil) adi verilen ucunda birinci niikleositin 3°—
ucundan bag yapabilecegi fonksiyonel grup bulunan tasiyici pellet iizerinde, ardigik
tepkimelerle istenen dizinde DNA zincirinin olugsmasi icin sirasiyla tepkimeye sokulur

(Glick and Pasternak 1994).

2.5.4.2 Gen dizininin belirlenmesi

DNA dizini iki yontemle belirlenebilir;

1. DNA dizini DNA dizin analiz cihazinda dogrudan belirlenebilir,

2. Protein yapisindan yola ¢ikarak bulunabilir. Bu yontemde protein molekiilii kiigiik
pargalara bdliiniir 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 kopyalari
giretilir. Burada kullanilan primerler klonlamanin yapildigi vektdriin - polilinker
bolgesinden segilir. Genellikle mavi/beyaz koloni yontemi ile se¢imi yapildigi igin
kullanilan primerler [(-galaktosidaz enziminin gen dizininden segilir. Kullanilan
primerler gen sentezi 3’-ucundan 5’-ucuna dogru ilerlemelidir. Primerler yardimiyla
genin sentezlenmesi i¢cin DNA polimeraz ve dNTP’lere gerek duyulur. Dizin analizi
yapabilmek icin ortama hem dNTP’ler hem de ddNTP’ler eklenir. Kalibin kopyasi
iiretilirken DNA polimeraz enzimi her ddNTP eklediginde sentez orada duracaktir.

Ciinkii ddNTP’lerin 3’-ucu sonra gelecek dNTP’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 ise sadece bir tanesi tepkime ortamina eklenir. Ornegin; dort dNTP ve
ddATP'nin bulundugu bir tepkime kabinda, DNA dizininin sentezi, polimer her ddATP
ile kargilastiginda duracaktir. Ortamda hem ddATP hem de dATP bulundugu i¢in iki
niikleotit aymi yer icin yarisacaklar ve tepkimeler sonunda degisik uzunlukta olan -
hepsinin sonu ddATP ile biten- polimer zincirleri senetzlenebilecektir. Bu tepkime
ddATP ile yapildigi gibi diger ddNTP-ddCTP, ddGTP, ddTTP- ile farkli tepkime
kaplarinda yapilip agaroz jelde elektroforetik ayirma ile ayirildiktan sonra polimerin
biiyiikliigtine ve son niikleotit bazina bakilarak dizin tayin edilebilmektedir. Giiniimiizde
ise her bir ddNTP farkh bir floresans madde ile isaretlenmekte ve veriler de lazer

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

2.5.4.3 Polimeraz zincir tepkimesiyle (PCR) gen derisiminin artirilmasi

Polimeraz zincir tepkimesi (PCR:Polymerase Chain Reaction) spesifik bir DNA'nin
belirli uzunluktaki bir hedef bolgesinin dizinini (kalip) hiicre diginda yiiksek derisimde
cogaltmak icin etkili bir yontemdir. Hedef DNA dizininin derisimi, PCR tepkimesi ile
her dongiisil ti¢ basamaktan olusan ¢ok sayida (30-60 dongii) ardisik dongii ile {istel
olarak artirilir. PCR ile gen derisiminin artirilmasinin temeli DNA polimeraz enzimi ile
ssDNA'nin kalip olarak kullanilmasiyla DNA par¢asinin derisiminin artirilmasidir. PCR
ile hedef genin derisiminin artirilabilmesi i¢in hedef genin her iki ucundaki DNA
dizininin tamamlayicisi olan, uygun kosullarda hedef ssDNA'nin uclarina baglanabilen,
3’-hidroksil uglarindan sentezin baslamasini ve devam etmesini saglayan ve klonlama
icin uygun restriksiyon enzim konumlarini iceren yaklasik 20-30 niikleotitten olusan iki
sentetik oligoniikleotit primer (ileri primer ve geri primer) tasarlanir (Sekil 2.14).
Birbirinden 1s1 etkisiyle ayirilmis iki DNA zinciri de -—primerler yardimiyla-
cogaltilmasi sirasinda kalip olarak kullanilabilmektedir. Bir PCR prosesindeki her

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

sicakliginin 94°C’ye ¢ikarilmasiyla dSDNA’dan ssDNA olustugu basamaktir. Hedef
DNA'ya ek olarak tepkime kabinda primerler, dért ANTP ve Taq DNA polimeraz
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enzimi de bulunmaktadir. Sicaklik 94°C'ye ¢ikarildiktan sonra tepkime kabi 1dk bu

sicaklikta bekletilir.

Primerlerin baglanmasi: Ikinci basamakta, sicaklik 94°C°den primerlerin yapisma
sicakligina (~50-60°C) dustiriiliir. Boylece primerler hedef DNA {iizerindeki spesifik

bolgelerine baglanirlar.

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

baglh olarak degisir (Sambrook and Russell 2001).
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III. DNA Sentezi (72°C)

Sekil 2.14 PCR tepkimesiyle gen derisiminin arttirilmasi

2.5.4.4 PCR teknigi kullanilarak hibrit gen olusturulmasi: SOE yiéntemi

IIk kez 1985°te Polimeraz zincir reaksiyonlar bilim diinyasina duyurulmasindan sonra
rekombinant molekiil olusturmak amaciyla DNA’y1 restriksiyon enzimleriyle spesifik
pargalara ayirma ve bu pargalari yeni bir dizin olusturmak i¢in DNA ligaz enzimiyle
birlestirme temeline dayana standart teknikler gelistirilmistir. “Gene-splicing by overlap
extension (SOE)” yontemi, rekombine edilecek gen parcalarinin uglarinda birbirlerine

tamamlayici dizinler icermesi igin, tasarlanmis olan primerler ile gen pargalarinin ayri
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ayrt PCR tepkimesiyle ile g¢ogaltilp sonra bu PCR iiriinlerinin ii¢lincii PCR
reaksiyonunda biraraya getirilip genlerin birlesecek uglarinin tamamlayici dizinlerinin
primer gorevi yapmasi ile hibrit genin olusturulmasi temeline dayanmaktadir (Ho et al.
1989, Horton et al. 1989). Ilk olarak 1989°da Horton vd tarafindan tanimlanmis SOE
yontemi rekombinasyon konumunda restriksiyon enzimi konumlarmin varhgma bagh
olmadan DNA molekiillerini birlestirmek ve ayrica gen dizininde araya dizin sokmak,

dizin silme gibi konuma yo6nelik mutasyonlar yapmak i¢in uygundur.

SOE’nin genel mekanizmast Sekil 2.15°te gosterilmistir. Buna gore Oncelikle,
birlestirilecek parcalar yani gen I’den AB pargasi ve gen II’den CD parcasi ayri ayri
PCR’larda (“1” ve “2” ) ¢ogaltilmistir. Ust iiste gelerek birlesimi saglayacak uglarda
kullanilacak primerler (“b” ve “c”), 5° uglarinda diger primerlerin 3 kisimina
tamamlayici1 niikleotitler igcermektedir. Boylece (1) ve (2) PCR iiriinlerinin bu
uglarmdan st iiste gelerek birlesmesi saglanabilir. Bunun igin bu iki PCR {iriinii yeni
bir reaksiyonda (“3) karstirilarak denatiirasyon, primerlerin yapismasi ve DNA
polimerazla sentez basamaklarini i¢ceren dongiiye maruz birakilir. Karistirilan iki DNA
par¢asindan, 3° ucunda bir diger parcaya tamamlayici dizin iceren strandler, bu
uglarmdan birlesirler ve bunlar birbirleri igin primer olarak gorev yaparak DNA
polimeraz araciligiyla rekombinant iiriin elde edilir. 5° uglarinda tamamlayic1 diziblere
sahip olan diger strandler birbirleri i¢in primer olarak gérev yapamazlar fakat bunlar “a”
ve “d” primerleri i¢in kalip olarak davranabilirler ve daha fazla orijinal PCR tiriinleri
meydana getirebilirler. “3” reaksiyonunda iki par¢a (“AB” ve “CD” ) arasindaki
birlesme diistik siklikta Isa bile uygun primerlerin varhigi (“a” ve “d”) rekombinant iiriin

olusur olusmaz onun ¢ogaltilmasini saglar (Horton ez al. 1993).
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2.5.4.5 Gen derisiminin 6l¢iimii

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

Yontemlerle belirlenebilir.

DNA molekiiliiniin 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 agirlig1 en
kiigiik olan DNA en hizli, en biiyiik olan da en yavas hareket eder. DNA molekiillerinin
ayirilmasinda jel olarak agaroz-cok kiiciik DNA parcalarinin ayirilmasi igin de
poliakrilamit kullanilir. Agaroz derisimi %0.7-1.2 (a/h) arasinda amaca gore degisir. Jel
elektroforezin isletilmesi sirasinda voltaj 125V asmamalidir. Bu degerin iizerinde jelin
yapist bozulur ve elektroforez ¢ozeltisinde buharlasma meydana gelir. Jel elektroforez

cihazinda jelin drnek haznelerinden birine isaretleyici (marker) yiiklenir. Isaretleyicide
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bulunan bantlar ve biiyiikliikleri bellidir. Bu sayede kosturulan jel i¢in uzakliga karsi
molekiil agirhigi grafige gecirilerek kalibrasyon yapilir ve istenen genin molekiil agirlig
yapilan bu Kkalibrasyon ile bulunur. Ornekleri jele yiiklerken, yiikleme boyasinm
kullanilmasi gerekmektedir. Ciinkii yiikleme boyasindaki bromofenol mavisi 300bp
DNA ile aynm hizla hareket eder ve bdylece DNA bantlarinin yaklasik yerleri ve cihazin
isletme siiresi belirlenir. Jelde DNA parcalarmin elektroforetik kosturulmasi
tamamlandiktan sonra jel etidyum bromiir (EtBr) c¢ozeltisinde bekletilir ve DNA
parcalar1 EtBr ile boyanir; bdylece UV 1s181 altinda bantlar gozlenebilir. Genin veya
DNA pargalarinin derisimi ve molekiil agirliklari, bilinen isaretleyici DNA pargalarinin
bant tizerindeki konumlar ve yansittiklari 151k siddeti ile kiyaslanarak hesaplanir (Cahk
1998). Hem DNA hem de RNA derisimi spektrofotometre ile tayin edilebilir. Niikleik
asitler, UV-spektrofotometrede 260nm dalga boyunda en yiiksek oranda 151k
absorpsiyonu yaparlar. Derigim tayin edilirken DNA’nin veya RNA'nin saflastiriimis
olmasina dikkat edilmelidir; ¢iinkii bulunan derisim ortamda bulunan tiim DNA ve

RNA'in derisimi olacaktir (Smith and Wood 1991).

2.5.4.6 Restriksiyon enzimleri ve secimi

Belli bir gen dizininden hedef DNA parg¢asinin ayirilmasini saglamak iizere kullanilan
yontem DNA molekiillerinin uygun restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesikli
mikro-reaktorlerde enzimatik tepkimelerle kesilmesidir. Bakteriler tarafindan yabanci
DNA'lar yok etmek i¢in sentezlenen bu enzimlerin diger endoniikleazlardan en 6nemli
farklart DNA’da daima belli hedef dizinleri segebilmeleri ve hep aynm dizinde 6zgiil ve
0zgiin kesme yapabilmeleridir. Etkilerine gore {ic farkhi restriksiyon enzim smfi
bulunmaktadir. Tiim endoniikleaz enzimleri, niikleik asitler arasindaki fosfodiester
baglarint keserler. Bunlardan endoniikleaz enzimi Il grubunda olanlar gen
klonlamasinda kullanilmaktadir. Bu enzimler DNA’nin genellikle 4 ile 8 adet baz igeren
kismimi segerler ve hedef dizini tamiyarak kesme yaparlar. Spesifik DNA'lar1 kesen
150’den fazla endoniikleaz enzimi izole edilmis durumdadir (Calik 1998). Yaptiklari
kesme bigcimine gore kiit (blunt) ya da yapiskan (sticky) uglu DNA parcalari olusur
(Sekil 2.16). Bazi restriksiyon enzimleri ve kesme bigimleri Cizelge 2.6'de

gOsterilmistir.
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Cizelge 2.6 Restriksiyon enzimlerinden

bazilarinin

izole

edildikleri

mikroorganizmalar, hedef dizinler ve kesim bic¢imi
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Restriksiyon enzimleri spesifik olarak bir niikleotit sekerinin 3’-karbonunun oksijeni ile,
komsu niikleotit sekerinin 5’-karbonuna bagli fosfat grubu arasindaki interniikleotit bag1
koparir. Restriksiyon enzimleri ile DNA molekiiliinii kesme islemi Sekil 2.15°da
gosterilmistir. DNA'nin kesiminde kullanilan restriksiyon enzimlerinin secimi klonlama

prosesinin tasariminda dnemli bir basamaktir.
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Yapigkan uglu
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Sekil 2.16 Restriksiyon enzimleri ile kiit/yapiskan uglu kesme tepkimesi
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2.5.4.7 Plasmidler ve ozellikleri

Bakterilerdeki temel genetik bilgiler kromozomda bulunur. Bakterilerin ¢ogu biiyiik
DNA kromozomuna ek olarak, bazi ozelliklerini genetik kontrol altinda tutan,
sitoplazma iginde serbest olarak bulunan, kendi kendilerini replike edebilen 1-100kb
biiytikliigtinde plasmid adi verilen dairesel DNA molekilleri igerir (Sekil 2.17).
Plasmidler, i¢inde bulunduklari konakg1 hiicre ile uyum i¢inde yasarlar. Plasmidlerin en
onemli 6zelligi, bakteri kromozomundan bagimsiz olarak replike olabilmeleri ve kendi
replikasyonlarin1 kontrol edebilmeleridir (Kalender 2000). Plasmidlerin biiyiiklugii
idealde 10kb’1 gegmemelidir. Ciinkii biiyiik DNA molekiillerinin saflastirma sirasinda
kirilma olasiligr vardir, ayrica bilylik plasmid molekiilleri ¢ok zor manipiile olurlar.
Plasmidler genellikle bir veya bir kag gen tasirlar, ve bu genler konak¢1 bakterinin
belirli karakteristik 6zellikleri gdstermesine neden olurlar. Ornegin; kloramfenikol veya
ampisilin  gibi antibiyotiklerin toksik derisimlerinde bakterilerin yasamlarmi
siirdiirebilme  kabiliyetleri genellikle bakterilerde bulunan plasmidlerin tasidig
antibiyotik diren¢ genleri ile saglanmaktadir. Plasmidler hiicrede sabit ve karakteristik
bir kopyalama sayisinda muhafaza edilirler. Yani bu say1 nesilden nesile sabit olarak
kalir. Kopyalama sayis1 plasmidlerde bulunan genler tarafindan belirlenir fakat konakg1

hiicre ve ¢ogalma kosullarindan etkilenir (Kalender 2000).
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Sekil 2.17 Plasmidlerin genel yapilari

Genellikle bakteriyel plasmidler hiicre icinde dairesel DNA molekiilleri olarak
bulunurlar. Plasmidler kopyalama sayisina gore dusiik (low) kopyalama sayili ve

yiiksek (high) kopyalama sayili olarak iki gruba ayrilir. Bu siniflandirma oldukga
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genistir. Plasmidlerin transfer sekli, sikligi, antibiyotik direngliligi gibi bazi

ozelliklerine gore daha detayl bir siniflandirma yapmak miimkiindiir.

Stationary Single-strand nick

,  Cut one
(’\ strand
=
Join ends  ©

, lefthanded 1
¢ rotation, ligate &

Cut one
strand,
S g?® one 360°
Relaxed covalently Relaxed, i rotation

, nicked,
closed DNA circular DNA

Negatively srcoiled,
covalently closed DNA

Sekil 2.18 Hiicrede bulunan plasmid sekilleri

En onemli plasmid tipleri

Asagida verilen 4 grup plasmid digerlerine oranla daha iyi incelenmistir (Kalender

2000).

a) F plasmidi: F plasmid ilk kesfedilen plasmiddir ve ¢cok genis olarak cahsimistir. Bu
plasmidler konjugasyon ile bir mikroorganizmadan diger bir mikroorganizmaya

kendilerini transfer edebilmeleri nedeniyle 6nemlidir.

b) R plasmidleri: Antibiyotiklere karsi direng 6zelligini yoneten genleri iceren
plasmidlerdir. Bunu tasiyan bir bakteri hangi antibiyotige karsi direngli ise o
ortamda rahatlikla yasayabilir. Bir plasmid birden fala antibiyotige kars1 direncli

olabilir.

¢) Col plasmidleri: Col plasmidleri bakterilerde "colicin™ yapimim ydneten genetik
bilgiyi tasiyan plasmidlerdir. Colicinler, degsik bakteri tiirleri tarafindan salgilanan
ve genellikle ayni tiiriin diger elemanlarma oldiiriicti etkisi olan antibiyotik benzeri
maddelerdir. Degisik bakteri tiirleri tarafindan olusturulan ve birbirine benzeyen bu

maddelere genel olarak "Bacteriocine" de denilmektedir.
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d) Rekombinant plasmidler: Bu plasmidler, dogal olarak iki veya daha fazla
plasmidden tiiretilen pargalarin yeniden birlestirilmesi ile yapilan hibrid
plasmidlerdir. Bunlar yaygin olarak klonlama vektorleri olarak kullanilir (Kalender

2000).

2.5.4.8 Klonlama : Ligasyon tepkimesi

Klonlama islemi, mikro-reaktdrlerde sivi ortamda Taq DNA polimeraz enzimi ile DNA
molekiilleri arasinda fosfodiester bagi olusturularak gerceklestirilir (Sekil 2.19). Bu
tepkimenin olusmasi icin ortamda ayni restriksiyon enzimleri ile kesilmis -ayni uclara
sahip- plasmid DNA ve klonlanmak istenen genin bulunmasi gerekmektedir. Ligasyon
tepkimesi, genetik miihendisligi teknikleri iginde kisitlayici basamagi olusturmakta,
reaksiyon miihendisligi prensipleri ile tepkime kosullarmin gelistirilmesi klonlama
prosesinin diisiik olan basar1 olasiligin1 yiikseltebilmektedir. Ligasyon tepkimesi
sonunda olusan iirtinler lineer ve gevsemis (relaxed) plasmid olduklar1 i¢in bunlarin
transformasyonu siiperhelis (supercoiled) plasmide kiyasla daha zor olur. Ligasyon
tepkimesi sonunda elde edilen iiriinler gen transfer teknikleri ile uygun konak hiicrelere

transfer edilirler (Calik 1998, Bloom et al. 1996).

Optimum tepkime kosullarinin bulunmasi: Ligasyon tepkimesinin gergeklesmesi icin
ortamda ng mertebesinde makromolekiil DNA bulunur. Makromolekiillerin klonlanmasi
icin klonlanmasi gereken iki makromolekiilin klonlanmast gereken uglarinin kars
karsiya gelmesi gerekmektedir. Bu olasiligin diisilk olmasi klonlama tepkimelerinin
gerceklesme olasiligini da azaltmaktadir. Ligasyon tepkimesinde ortamda bulunan
vektoriin ve genin derisimi ¢ok ©nemlidir. Vektdriin ve genin derisimleri DNA

pargalarmin biiylikliigiine gore degistiginden bunlarin uygun derisimleri optimize

edilmelidir (Bloom et al. 1996).
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Sekil 2.19 Ligasyon tepkimesi

2.5.4.9 Genin hiicreye transferi

Bakteriler sadece laboratuvar kosullarmmda degil, dogada da genetik yapilarim
degistirirler. Bakterilere gen transferi asagidaki iic mekanizma ile ger¢eklesmektedir.

Bunlar;

1. Transformasyon,
2. Konjugasyon ve

3. Transdiiksiyondur.

Bakterilerin tiimiine yukaridaki her ti¢c mekanizma ile de gen transferi yapilamaz.
Ornegin, konjugasyon, sadece gram negatif hiicrelerde gergeklestirilirken, gram pozitif
bakterilerde gergeklesmez. Bazi baktarilerde de transformasyon dogal olarak
gerceklesirken, bazilarinda gen transferi ig¢in 6nislemlerin uygulanmasi gerekir. Dogada
meydana gelen transformasyonlar ise, bakterilerin yabanct DNA’lara kars1 kendilerini

korumak ig¢in {irettikleri endoniikleazlar sayesinde sinirlidir.
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Transformasyon

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

vardir. Bunlar;

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

iv. Elektroporasyon

Dogal aktarim yonteminde bakteri kendiliginden yabanct DNA’y1 iistel ¢ogalma fazinin
basinda alir. Bakterinin igine aldig1 DNA pargasi, kromozomal DNA’nin bir bsliimiiyle
ayn1 dizine sahipse, kromozoma entegre olur ve kromozom ile birlikte ¢ogalarak

varligini stirdiiriir. Bacillus tiirii bakterilere gen bu yontemle transfer edilebilmektedir.

Indiiklenmis aktarim yonteminde bakteri hiicreleri onislemlerden gegirildikten sonra
DNA transferi yapilir (Sekil 2.20). Bu yontem ile ilgili bircok yontem (protokol)
bulunmaktadir. Bunlardan en uygunu ve en ¢ok kullanilani, E.coli hiicrelerinin CaCl, ile
yikanmasi ve +4°C’da bekletildikten sonra plasmid DNA ile aym ortama konulup,
42°C'da 1-2 dakika bekletilerek 1st sokuyla plasmid DNA’nin hiicreye transferidir.
Transfer yapildiktan sonra hiicreler kati ortamda uygun bir isaretleyici antibiyotik
kullanilarak ¢ogaltilirlar. Bu yontemde hiicrenin, istenen DNA molekiiliinii hangi

mekanizma ile i¢ine aldig1 halen bilinmemektedir.
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Sekil 2.20 Indiiklenmis transformasyon sirasinda hiicre ve plasmidin durumu

Protoplast transformasyon yonteminde bakterilerin hiicre duvari kismen - lizozim
enzimi ile- enzimatik olarak hidroliz edilir. Ortamda osmotik stabilizatorlerin -sakkaroz
gibi- bulunmasi durumunda, hiicrelerin pargalanmalar1 Onlenir. Transformasyon
sirasinda ortamda hiicre ve DNA ile birlikte uygun oranda PEG kullanilmasi
durumunda, yiiksek verimde transformasyon gergeklesir ve istenen DNA pargasi istenen
mikroorganizmanin kromozomal DNA'sina girmis (fused edilmis) olur. Transfromasyon
basamagindan sonra hiicreler santrifiijlenerek PEG uzaklastirilir fakat hiicre ¢ogalmasi
stabilizator varliginda gergeklestirilir. Transformasyon igin diger bir teknik de
elektroporasyondur. Bu yontemde pulse etkiyle yiiksek voltaj uygulanarak DNA istenen
hiicreye transfer edilir. Bu yontemde de hiicrenin hangi mekanizma ile DNA’y1 aldig1

heniiz bilinmemektedir (Glazer 1995).

2.5.4.10 Geni tasiyan plasmidlerin aranmasi

Transformasyon isleminden sonra, istenen geni tasiyan hiicrelerin uygun yontemlerle
secimi gerekir. Transformasyon sonunda ortamda cok fazla koloni bulunacagi icin
segici isaretleyici (selective marker) gereklidir. En yaygin yontem antibiyotiklere karsi
direng saglayabilecek gen tasiyan plasmidlerin klonlamada kullanilmasidir. E.coli ile
yapilan calismalarda genellikle ampisilini etkisiz hale getirecek geni -amp'- tasiyan
plasmidler tercih edilmektedir. Transformasyon isleminden sonra koloniler segici
isaretleyici gorevini yapacak antibiyotigi igeren ortamda ¢ogaltilirlar. Plasmidi tasiyan
hiicrelerin hepsi bu ortamda yasama kapasitesine sahiptir. Antibiyotik igeren ortamda

yasayabilen hiicrelerin hepsi klonlamada kullanilan plasmidi tasimalarina ragmen
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klonlanmasi amaglanan geni tagima olasiliklar ¢ok diisiiktiir. Kontrol amaci ile her bir
hiicre tekrar ¢ogaltilir ve hiicrelerden plasmid izolasyonu yapildiktan sonra plasmidler
uygun restriksiyon enzimleri ile kesilerek istenen geni tasiyip tasimadiklari kontrol

edilir.

Plasmidin 6zelliklerine bagh olarak geni tasiyan plasmidi segme yontemleri de degisir.
Diger bir yontem de iki antibiyotige kars1 diren¢ saglayan plasmid kullanimidir. Bu
yontemde klonlanmak istenen gen, antibiyotige karsi direng saglayan genlerden birini
pertiirbe edecek sekilde klonlanir. Istenen geni tasiyan mikroorganizma ise asagidaki

yontemle secilir.

a) Transformasyondan sonra hiicreler, klonlamadan etkilenmemis antibiyotigi iceren

ortamda ¢ogaltilirlar.

b) likinci asamada, bu hiicreler iki ayri ortamda cogaltilirlar. Birinci ortam geni
pertiirbe edilen antibiyotigi igerir, ikinci ortam ise klonlamadan etkilenmemis genin

antibiyotigini icerir.

¢) Birinci ortamda ¢ogalmayan, ikinci ortamda c¢ogalabilen hiicrelere klonlama
gerceklesmistir. Ciinkil birinci birinci antibiyotikli ortamda hiicrenin ¢ogalmamasi
antibiyotigi etkisiz hale getirecek genin fonksiyon gostermemesi demektir. Bu
durum antibiyotigi etkisiz hale getiren genin icine bir baska -yanhs- niikleik asit
dizininin girmesi ile miimkiindiir. Dogru koloniyi se¢mek icin -bir 6nceki 6nceki
yontemde oldugi gibi- alternatif her hiicre tekrar cogaltilir ve hiicrelerden plasmid
izolasyonu yapildiktan sonra plasmidler uygun restriksiyon enzimleri ile kesilerek

istenen geni tasiyip-tasimadiklar1 kontrol edilir.

Klonlanmis plasmidi tasiyan koloninin se¢iminde en ¢ok kullanilan y&ntemlerden biri,
lacZ genini tagtyan plasmidlerin kullanimidir. Genin iirettigi 3-galaktosidaz enziminin
galaktozu pargalama fonksiyonundan yararlanilmaktadir. Bu yontemde galaktozun
analogu  X-gal  (5-bromo-4-kloro-3-indolil-B-D-galaktosid) ~ substrat  olarak

kullanilmaktadir. Plasmid tarafindan [-galaktosidaz iiretilip ve substrat hidroliz
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edildiginde hiicrelerin rengi bu substrat analogunun kromatografik &zelliklerinden
dolayr mavi olmaktadir. lacZ geni, gen yapisina herhangi bir niikleik asit dizininin
sokulmasiyla pertiirbe edildiginde [-galaktosidaz enzimi sentezlenemeyecegi ve
substrat analogunu pargalayamayacagi igin kolonilerin rengi beyaz olacaktir. Bu
isaretleyici iceren plasmidlerde lacZ geni icinde bir poliklonlama konumu bulunur ve
klonlama islemleri bu bélgeye yapilir. Koloniler bu yontemle renklerine gore segilir ve
tiim yontemlerdeki gibi restriksiyon analizleriyle genin varlig1 kontrol edilir. Sekil
2.21°de pUC19 plasmid vektorii gosterilmistir. Bu vektor, hem ampisilin direng genini
tasimakta hem de lacZ genini tasimaktadir. Bu vektdre benzer ¢ok 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 probe hazirlanir. Probe hazirlamak i¢in ssDNA kalip
olarak kullantlir. ssDNA’nin karsilik gelen zinciri klenow enzimi ile olusturulur.
Ortamdaki niikleik asitlerden birisi radyoaktif izotop tasir. Geni tasiyan plasmidi igeren
mikroorganizmalar nitroseliiloz filtreler {izerine adsorplanir ve bu filtre radyoaktif prob
ile hibridize edilir ve bir sonraki asamada ya X-ray filmine radyoaktif maddenin iginlari
aktarilir veya 6zel bir goriintii analiz (Molecular Imager) cihazinda radyoaktif 1s1ma ile
olusan sinyalden yararlanarak klonlanmis geni igeren plasmidin aktarildig

mikroorganizma se¢ilir (Sambrook er al. 1995).
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Sekil 2.21 pUC19 plasmid vektoril
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2.6 Proteinler

Proteinler yasamin en onemli biyopolimerleridir. Molekiil agirliklari birka¢ binden
milyonlara kadar ulasabilmektedir. Molekiilinde hem amino grubu (- NH;) hemde
karboksilik asit grubu ( -COOH ) bulunduran bilesiklere amino asit denir. Proteinler
bir yada daha fazla amino asit zincirinden olusmus polimerlerdir. Canli viicudunda 20
cesit amino asit bulunmaktadir. Amino asitler birbirleriyle peptit baglari ile birlesirler.
Hiicrede ribozomda sentezlenirler. Hiicrenin en dnemli bilesiklerindendir. Yapisinda C,
H, O, N ve bazilarinda buna ek olarak P, S bulunabilir. Protein molekiilii her canli
tirline hatta bireye ozgii olup antijen Ozelligi gosterir.Giinlimiizde doku ve organ
nakillerinin basarisizlikla sonuglanmasinin nedeni bu &zelliklerinden dolayidir. Farkl
Ozellige sahip canliya aktarildiklarinda antikor olusumuna neden olurlar. Amino asitler
R gruplarinin farklihigi nedeniyle biiyiiklik, suda ¢oziintirlilk, elektriksel yiik gibi
fiziksel ve kimyasal 6zellikler bakimindan farklidirlar. Yapici ve onarict molekiillerdir.

Az miktarda anerji verici olarak kullanilirlar (Bailey and Ollis 1986).

NHQ—CII_I—COOH + NHZ—CIIJ—COOH —> NHZ—CIH—CO—HN—CIH—COOH +H,O
R R, R R,

Amino asit Amino asit Protein

Sekil 2.22 Protein olusum mekanizmasi

Peptit bagi, bir amino asidin karboksil grubu ile diger amino asitin amin grubu arasinda

bir molekiil suyun ¢cikmasiyla meydana gelir.
2.6.1 Proteinlerin simiflandirilmasi

Pek ¢ok sekilde smiflandirilabilir. 1907 yilinda ~ Amerikan Biyokimyagerler

toplantisinda genel olarak su sekilde siiflandirilmislardir (Stryer 1995);

1. Basit proteinler: Hidrolizlenince sadece amino asit karigim1 verirler.
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2. Konjuge proteinler: Hidrolizlenince amino asit karistminin yaninda baska bir

madde daha verirler ki buna da prostetik grup denir.

2.6.2 Proteinlerin yapisi

Baglica 4 alt yap1 gosterirler (Lehninger 1979):

a — Primer yapi: Amino asitlerin belirli bir siraya gére baglanmasiyla olusan yapidir. Bu
yapida peptit baglar1 etkindir. Gergekte proteinler degisik bir ¢ok polipeptit

zincirinden meydana gelmistir.

b- Sekonder yapi: Primer yapidaki polipeptik zincirlerin degisik konfigiirasyon

gostermesiyle olusan yapidir. Dort tiirii vardir:

i- o- heliks yapisi: Primer yapidaki polipeptit zincirinin bir eksen etrafinda helezon
seklinde kivrilmasiyla meydana gelir. Bu yapiya yiinde, saglarda ve kaslarmn

miyozininde vb. rastlanir.

ii - B - yaprak yapisi: Ipliksi proteinlerde sarmal bozucu amino asit kalintilar1 ¢ok
fazla ise dogal olarak «- heliks yapist olusmaz . Bunun yerine diiz polipeptit
zincirleri hidrojen baglar1 ile yandan ¢apraz olarak birbirine baglanarak yeni bir
sekonder yapi olan P - yaprak yapisint olustururlar . Bu yapi keratin , ipek ve

kallojende vb. bulunmaktadir.

¢ — Tersiyer yapt: Proteinlerin o heliks yapisindaki uzun protein molekiiliintin kivrilip
kangallasmasiyla olusan yapidir. Bu yapida proteinin veya enzimin biitiin
molekiilleri aym tersiyer yapiy1 alirlar ve katalitik etkinliklerde ve de yapisal

geometride gereklidir.

d — Dordiincii yapi: Diger (i¢ yapin1 bozunmasi sonucu olusan yapidir. Bu proteinlerin

denatiirasyonudur.

54



Cizelge 2.7 Proteinlerin metabolizmadaki baz1 fonksiyonlari

Fonksiyon Ornek

Yapi Deride kallojen;sacta tirnakta
boynuzda keratin

Hareket Kasta aktin ve miyozin

Savunma Kanda antibadiler

Depo Misir tohumlarinda zeotin

Sinyaller Kanda biiyiime hormonu

Kataliz Enzimler ; pepsin, amilaz, ATP
sentaz

2.7 Hormonlar

Insan viicudunun diizenleyici birimleridir. hGH Anterior hipofiz hormonlarindan
biridir. Hormonlar, protein ve yaglar gibi belirli bir gruba girmeyen mesaj tasiyici 6zel
maddelerdir. Kan yoluyla viicudun en uzak bolgesine kadar taginirlar. Her hormonun
viicutta etkiledigi hiicre, doku, organ farklidir. Kandaki miktarlar1 az olmasina ragmen
biyolojik etkileri oldukga yiiksektir. Hormonlarin salgilanmasi ve pargalanmasi
enzimler tarafindan olmaktadir. Sinir sistemi ile birlikte koordinasyon ve biitiinlestirme
gorevini yaparlar. Viicudun i¢ dengesinin kurulmasinda (homeostaside) gorev alirlar.
hGH o6zellikle uzun kemiklerin ve kaslarin biiyii-mesini kontrol eder. Bu hormon 191
amino asitten meydana gelmis bir polipeptiddir. Bilytime hormonu, viicudun tiim olarak

biiylimesini dogrudan degil, dolayli olarak etkiler (Pekin 1980).

2.7.1 insan Biiyiime Hormonu ( hGH - Human Growth Hormone)

Somatotropin olarak da bilinen insan biiyiime hormonu (hGH), beynin 6n lobunda

bulunan hipofiz bezlerindeki somatotropik hiicreler tarafindan sentezlenir.
2.7.1.1 Yapasi ve dogal sentezi
191 amino asitten olusan (molekiil agirhigi= 22 kDa) kiiresel bir protein olan hGH nu

kodlayan gen DNA’da kromozom 17 iizerinde bulunmaktadir. Makromolekiiliin

polimerik yapisinda 35, 165, 182 ve 189 numarali konumlarda bulunan dort tane sistein
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molekiilli hGH’nun aktif molekiil konformasyonundaki iki disiilfit bagim

olusturmaktadirlar (Cys®-Cys'® ve Cys'® 189

-Cys 7). Tek bir polipeptit zincirden olusan
hGH’nun ikincil yapis1 a-heliks seklindedir ve izoelektrik noktasi pl= 5.1°dir (Goeddel

etal. 1979).

Kromozom 17 {izerinde bes tane biiylime hormon geni bulunmaktadir. Bunlardan ikisi-
hGH-N (normal) ve hGH-V (varyant)- birbirine benzer yapiya sahiptir. Aralarindaki
farklilik farkli olan 13 amino asitin polipeptit zincirinde farkli dagilmasindan ileri
gelmektedir. hGH-N geni hipofiz bezinde, hGH-V geni ise plasenteda ekspres
edilmektedir. hGH-V geninin 22kDa, 25kDa ve 26kDa olmak {iizere ii¢ formu
mevcuttur. hGH-N geninin ise 22kDa ve 20kDa‘luk iki izoformu vardir. Cocuklarda
ve yetiskinlerde hGH'nun sirkiile eden formu hipofiz bezlerinde iiretilen hGH-N gen
iriiniidiir. Hipofizdeki toplam hGH'nin yakalasik %90°n1 22kDa’luk, %10’nu
20kDa’luk formu olusturmaktadir. 22kDa’luk formundaki 32-46 arasi amino asitler
20kDa’luk formunda yoktur. Saghkli biiyiimenin gergeklesebilmesi i¢in metabolik ve
fizyolojik agidan 22kDa’luk hGH formu gereklidir. 20kDa’luk formun insanda biiytime

tizerindeki etkileri bilinmemektedir.

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

etkiye sahiptir.
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GH

. varyantlarmda
kaybolan amino
asitler

. Cys®™-Cys'® ve
Cys"*2.Cys!®
Disiilfit baglari

Sekil 2.23 22kDa’luk hGH’nin amino asit dizini

2.7.1.2 Fizyolojik ve metabolik etkileri

hGH’nun temel fonksiyonu iskelet ve yumusak dokunun biiylimesini saglamaktir.
Biiyiime birbiri ile ilgili bir kisim metabolik olaylar ve organizmanin beslenme durumu
ile ilgili olan kompleks bir prosestir ve ¢esitli hormonlarin koordineli olarak ¢aligmasini
gerektirir.  hGH dokular iizerinde direk ve indirek olmak iizere iki ayr etki
mekanizmasma sahiptir. Direk etkileri hGH’nun hedef hiicreleri {izerinde bulunan
reseptdriine baglanarak gerceklestirmektedir. indirek etkileri ise karaciger ve diger bazi
dokulardan hGH’a cevap olarak salgilanan Insulin-like growth factor-1 (IGF-1)
hormonu aracilifiyla gerceklesir. Biiylime hormonunun biiyiimeyi destekleyici
etkilerinin ¢ogu, onun hedef hiicreleri tizerinde etki gosteren IGF-1’e dayanmaktadir.
Salgilanan IGF-1 hormonu;  kikirdak hiicrelerinin ¢ogalmalarini stimiile ederek
kemiklerin, kas hiicrelerinin g¢ogalmasin1 ve farklilagsmasimi saglayarak kaslarin

biiylimesinde rol almaktadir.
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Biiylime hormonu, amino asit katabolizmasini geciktirip bunlarin viicut proteinlerine
cevrilmesini hizlandirarak protein metabolizmasini; trigliseritlerin par¢alanmasini ve
oksidasyonunu stimiile ederek yag kullanimmn arttirllmasiyla yag metabolizmasini;
anti-insiilin aktiviteye sahip olmasi sayesinde de karbonhidrat metabolizmasmi
etkilemektedir. Gelisme c¢aginda yiiksek seviyede salgilanan hormonun viicuttaki
miktar1 yaslanma ile azalmaktadir. hGHnun en yogun salgilandigi periyot derin

uykunun baslamasindan hemen sonradir.

Basta biiytime geriligi olmak iizere kemik kiriklari, yanik tedavisi, mide kanamalari,
yaralarin iyilestirilmesi, beslenme yetersizliginden dolay1 adalelerin gelismemesi gibi
pek c¢ok terapatik kullanimi mevcuttur. Kalp — damar hastaliklari, sismanlik, sa¢larin
beyazlamasi ve ciltte kirisikliklar gibi yaslanma belirtilerinin ¢ogu yaslanmayla birlikte
biiylime hormonundaki azalmayla ilgilidir. Fazla salgilanmasi durumunda geng
yastakilerde dev hastalig1 (gigantizim) yaslilarda ise burun, dudak, alin ve kafatasinin
yumusak dokularinin kalinlagsmasi, el ve ayak kemiklerini, ¢ene, alin gibi ¢ikinti
kisimlarin fazla biiyiimesi olarak ortaya g¢ikan akromegaliye neden olmaktadir. Az
salgilanmasi  durumunda biiylime gecikmesi (ciicelik-dwarfism) goriilmektedir.
hGH’nin  metabolizma {izerindeki etkilerinden dolayr yaslanma siirecini
vavaglatilabilecegi belirlenmistir. Bu amacla ‘Anti-aging’ adi1 altindaki ¢alisma hiz

kazanmistir.

hGH’nun biyolojik ve fizyolojik  aktiviteleri ile protein, yag ve karbonhidrat
mekanizmasi tizerindeki etkileri nedeniyle terapatik protein tiretiminde dnemli bir yere

sahiptir.

2.7.1.3 hGH’nin terapatik protein i¢in kullanim onayi: Tarihgesi ve iiretimi

1959°dan 1985 yilina kadar insan kadavrasindan ¢ikartilan hipofiz bezinden izole
edilmis olan biiyiime hormonu Creutfeldt jacob hastaligina bagl liimler ortaya ¢ikmasi
sebebiyle genetik miihendisligi teknikleriyle hGH nu kodlayan genin klonlanmasiyla
elde edilen rekombinant hGH’nun biyoteknolojik proseslerle tiretimi i¢in arastirmalara

hiz verilmistir.
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Rekombinant DNA teknolojisindeki gelismelerle, insan biiyiime hormonunu kodlayan
gen ilk olarak Goeddel ez al. (1979) tarafindan klonlanmistir. Bunun iizerine hayvansal
formlar1 insanlarda inaktif tek hormon olan hGH'mun, molekiiler biyoteknolojik
tekniklerle rekombinant tiretimi i¢in yapilan endiistriyel biyoteknolojik arastirmalar hiz
kazanmistir. 1985°te Genentech (ABD) tarafindan Protropin iiriin-ad1 verilerek iiretilen
ve pazarlanan rekombinant hGH’a ABD Food and Drug Administration (FDA)
tarafindan ilk lisans verilmistir. Dogal hGH 191 amino asitten olusmaktadir; ancak,
Genentech tarafindan iiretilen 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 fakli bir kimyasal yapiya, sonug olarak farkl

etkilere sahip oldugu i¢in FDA tarafindan lisans verilmistir.

Biyoteknolojik proseslerle hGH tiretim ile ilgili ilk calismalar konak hiicre olarak E.
coli miroorganizmasinin kullanimu ile gergeklestirilmistir (Gray ez al. 1985, Becker et
al. 1986, Chang et al. 1987, Kato et al. 1987). Fakat hiicre digina salgilanan hGH’nin
ancak dogaliyla aym ozellikler gostermesi nedeniyle bu Ozellige sahip Bacillus
hiicrelerinin kullanildigi ¢alismalarin  hiz kazanmasina neden olustur (Franch et al

1991, Kajino et al. 1997).

2.8 Biyoproses Karakteristikleri

Biyoteknolojik tiretimlerde kullanilan ve biyoreaktdr icindeki mikro-biyoreaktorler olan
hiicreler hedeflenen {iiretim icin kosullar1 gelistirilmesi ve optimize edilmesi gereken
ortamlarda, genetik kontrol mekanizmalarinin etkisi altinda binlerce enzim tarafindan
katalizlenen ¢ok sayidaki metabolik reaksiyonu hiicre iginde gergeklestirerek ve
hiicreici/dis1 arasinda farkli mekanizmalarla yiirliyen transferler yaparak substratlari
titkketirler; kendilerini ve metabolik iirtinleri dretirler. Hiicre kinetigi yani substrat
tilketim, hiicre iiriin ve yan-iiriin tiretim kinetikleri hticreleri sirasiyla ¢ok bilesenden ve
tek bilesenden olugmus "yapisal" (structured) ve "yapisal olmayan" (unstructured)
yaklagimlarla tanimlanabilir. Farkli 6zelliklerde heterojen hiicre topluluklar1 "ayrik"

(segregated), ortalama ortak Ozelliklere sahip hiicre topluluklart "birlesik"
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(unsegregated) olarak nitelendirildiginde; ayrik hiicreleri dikkate alan yapisal model
yaklagimi, ger¢ek durumu yansitirken ortak 6zelliklere sahip hiicrelerin tek bilesen gibi
diistiniildiigii modeller ideal bir durumu tanimlarlar. Genel olarak hiicre kinetigi
proseste ulasilmak istenen temel amaca uygun gerekli anahtar degiskenlere bagli olarak

kullanmsgh matematiksel modellerle tanimlanmalidir (Bailey and Ollis1986).

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

olarak S-egrisi (sigmoid) seklindedir ve "gecikme", "iistel ¢ogalma” ve "duraklama"

fazlarini igerir. Hiicre iiretim hizi, ry asagida verilen Monod denklemiyle hiicre derigimi

Cy'e baglanabilir:

dc
Fe—2%_y ¢ 2.1)
X dt X

Burada W, spesifik ¢ogalma hizidir. p degerini substrat derisimine baglayan Monod,
substrat, iirtin inhibisyonu gibi modeller mevcuttur. Karbon kaynaginin ttiketim hizi, -1y

tiriin tiretim hizy, 1, ise sirasiyla:

_ __d& (2.2)
S dt

L dc

p di (2.3)

titkketilen substrat basina {iretilen hiicre veya liriin ise asagidaki verim katsayilari ile

tanimlanabilir:

v _ dC,

X/S _ rs _ dcs (24)
v p de (2.5)
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Benzer sekilde tiiketilen oksijen basina tiretilen hiicre verimi ise,

r
Y = —X (2.6)
seklinde tanimlanmistir.

Farkli verim katsayilarinin tamimlar1 ve birimleri ile birlikte Cizelge 2.8'de verilmistir.
Kesikli biyoteknolojik proseslerde spesifik cogalma hizi ve verim Kkatsayilan
mikroorganizmanin ¢ogalma hizi ve yasam fonksiyonlaria bagl olarak proses boyunca
degisim gosterebilecekleri gibi dogal olarak kullanilan karbon kaynagina bagl olarak da
degisebilirler. Cizelge 2.9'de farkli substratlar i¢in bakterilerin verim katsayilar1 yer

almaktadir.

Cizelge 2.8 Farkl1 verim katsayilarinin tanimlar1 (Blanch and Clark 1997)

Sembol Tanim Birim
. Olusan hiicrenin  mol C miktarinin .. 1
Vs tilketilen substratin mol C miktarina orani mol hiicre (mol substrat)
Y., olusan huvcrenvm agirliginin  tiiketilen o hiicre (g substrat)”
substratin agirligia orani
, olusan hiicrenin mol C miktarmin tiiketilen .. el
Yxo oksijenin mol C miktarina orani mol hicre (mol oksijen)
Yo olusuan ' hlicreljm agirliginin  tiiketilen o hiicre (g oksijen)’
oksijenin agirligina orani
. olusan iirtiniin mol C miktarinin tiiketilen e e 1
Yors substrat mol C miktarina orani mol {iriin (mol substrat)
| Sriiniin asirlis iketi] _
Yo olusan {irtiniin agirhiginin tiiketilen substrat g {iriin ( g substrat) 1

agirligima orani

61



Cizelge 2.9 Farkli substratlar i¢in bakterilerin verim katsayilari (Bailey and Ollis 1986)

Yx/s; YX/O;

Substrat L L
g hiicre (g substrat)” g hiicre (g oksijen)’

Malat 0.34 1.02

Asetat 0.36 0.70

Glukoz bilesikleri 051 147

(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

Eger verim faktorii tanimlanan proses icin yaklasik olarak sabitse, proses siiresince
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 g6z ontine alindigindan miimkiin degildir. Bu nedenle proses veriminde
mikroorganizmanin ¢ogalma hizina ve yasamsal islevlerine bagl olarak biyoproses
siiresince degisim gozlenir. Bu durumda mikroorganizmanin substrat tiiketimini
belirlemek icin  {irlin 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 ortaminin sicakligi ¢ogalma hizinda etkili oldugu gibi karbon ve enerji
kaynaklarmin kullaniminda da etkilidir; substratlardan hiicre ve {iriin olusum verimlerini

degistirebilir. Sicaklik diisiince daha fazla enerjiye gereksinme olacagi i¢in karbon ve

enerji kaynaginin verimi de diiser. Ayrica sicaklik azaldik¢ca ¢ogalma sirasindaki
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magnezyum, potasyum ve fosfat verimleri iizerinde de diismeler gozlenmistir. Bazi
hallerde biyoproses ortaminin sicakligi ile birlikte mikroorganizmalardaki yolizlerinde
de degisiklikler oldugu  gozlenebilmistir (Pekin 1980). Her mikroorganizmanm
cogalmasimin/iiriin {iretiminin maksimum oldugu bir optimum sicaklik/sicaklik aralig
vardir. Istenilen {iriiniin verimini ve segimliligini artirmak igin mikroorganizmanin aktif
oldugu optimum sicaklik degerinde 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 37 °C’de sicaklik etkisini incelemeden ¢alismislardir. Siireli yayin literatiiriindeki tek
Bacillus tiirleri ile hGH iiretimi arastirmasinda Nakayama er al. (1988) 30 °C’de

sicaklik etkisini incelemeden ¢alismislardir.

2.9.2 pH

Ortamdaki hidrojen iyonu derisimi hiicrenin metabolik faaliyetlerine bagl olarak degisir
ve hiicre digindaki degisimlere ragmen hiicre, i¢c pH degerini sabit tutar. Hiicre igi ve
dis1 arasindaki proton gradyeni ise kiitle aktarimindan enerji iiretimine, pek cok
metabolik fonksiyon i¢in gereklidir (Neilsen and Vallidsen 1994). Bu nedenle hiicre dis1
pH’in degeri/araligi hiicre fazla ya da az enerji harcayarak proton gradyenini korumaya
calisacagr i¢in metabolik faaliyetleri, dolayisiyla da {iretim verimini degistirecektir.
Sonug olarak biyoiiretim sirasinda verim ve segimlilik agisindan dis ortamin pH’in1 belli

degerde ya da aralikta tutmak gerekebilir (Pekin 1980).

Biyoproses siiresince pH degisimi metabolik yolizindeki degisimlerin ve sapmalarin
onemli bir gostergesidir. Karbonhidratlar, 6rnegin glukoz kullanildiginda, hiicre ici
tepkimelerle olusan organik asitlerin, amino asitlerin ortama salgilanmasiyla birlikte
ortam pH’inda diisme, ortama salgilanan metabolitlerin tekrar hiicreye transferi ve
kullanimiyla da artig gézlenir. Ortam pH’1na bagli olarak hiicre i¢i tepkimeler ve hizlar
degistiginden, biyoteknolojik driinlerin {iretiminde kullanilan mikroorganizmalar,
cogalma ve istenen diriiniin tiretimi igin fakli optimum pH degeri ya da araligina sahip

olabilirler.
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E.coli ve Bacillus tiirli mikroorganizmalar ile hGH iiretiminde, Nakayama et al. (1988),
Jensen and Carlsen (1990), Byund et al. (2000) ve Caston et al. (2002), Shin et al.
(1998a-b), Tabandeh et al. (2004) pH etkisini incelemeden calismislardir.

2.9.3 Oksijen aktarimi

a. Onemi ve mekanizmasi

Oksijenin girdi olarak kullanildig1 aerobik proseslerde mikrobiyal hiicreler solunum,
cogalma, iiriin sentezi gibi metabolik faaliyetlerini siirdiirebilmek icin temel girdilerden
biri olan oksijene ihtiya¢ duyarlar. Bu nedenle c¢ogalma ve fiiretim ortamindaki
¢oziinmiis oksijen derigimi ve oksijenin aktarim hizi 6nemlidir. Oksijenin aktariminin
eksikligi ya da fazlaligi iriin verimi ve sec¢imliligini etkiler. Bir biyoteknolojik proseste
oksijen gereksinimi ve aktarimi, mikroorganizma tiiriiyle, iiretim ortaminin fiziksel
ozellikleri ile, biyoreaktor ve karistiric1 konfigiirasyonuyla ilgilidir. Karistirmah
biyoreaktorlerde oksijen aktarimi i¢in oksijen/hava giris hizi ve karistirma hizi ile
birlikte 6nemli biyoreaktor isletim parametreleridir. Aerobik {iretim proseslerinde
mikrobiyal hiicrelere oksijenin aktarim hizi, biyolojik doniisiim hizinin belirlenmesinde
onemli bir kisitlayici etkendir. Ciinkii biyokimyasal reaksiyonlarin hizlar1 iiretim
ortamina aktarilan oksijenin aktarim hizia oranla genel olarak daha yiiksektir (Bailey

and Ollis 1986).
Iki film teorisine gore biyoproses ortamindaki bir gaz kabarcigindan mikrobiyal hiicreye

oksijenin aktarim1 Sekil 2.24°te goriildiigii gibi sekiz basamakta gerceklesir (Bailey and

Ollis 1986).
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I. Film [I. Film

tabakasi tabakasi
Huicre
Gaz toplulugu
kabarcig
Biyokimyasal
reaksiyon
hicre
Sivi yigini
Hucre
membrani
Gaz-sivi Sivi-hiicre toplulugu
arayuzeyi araylzeyi

Sekil 2.24 Iki film teorisine gore bir gaz kabarcigindan mikroorganizmaya oksijenin
aktarim mekanizmasi

—_—

. Oksijenin gaz yiginindan gaz-sivi ara ylizeyine aktarimi

. Gaz-sivi ara ylizeyde ¢oziinme (gaz fazdan sivi faza gecis )

. Coztinmiis gazin durgun sivi filminde aktarimi

. Coziinmiis gazin iyi karisan sivi yi§inda aktarimi

. Coziinmiis gazin mikrobiyal hiicre yiginina bitisik durgun sivi filminde aktarimi
. Coztinmiis gazin durgun sivi film tabakasina bitisik hiicre kiimesine aktarimi

. Hiicre yiginindan hiicreye aktarim

K NN N i AW

. Hiicre duvarindan gegis ve reaksiyon konumuna aktarim

Oksijenin su icerisindeki ¢oziintirliigti diisiiktiir. Bu nedenle oksijen aktariminda gaz
filminin direnci sivi film direncine kiyasla ihmal edilebilir diizeydedir. Biyoproses
ortaminda karistirma hizinin veya havalandirma hizinin artirilmasiyla hava kabarciklar
cevresindeki film direngleri kirilarak oksijenin biyoddniisiim ortamindaki aktarim hizi
artirilabilir. Hiicre kiimeler olusturmuyorsa altinci adim ortadan kalkacaktir. Hiicreler
ara ylizeylere adsorplanma egiliminde olduklarindan ¢6ziinmiis oksijen tek bir sivi film

direncini asmak durumunda kalabilir.
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Oksijenin biyoproses ortamindaki ¢6ziinme hizi hava kabarciklari cevresinde yeni
filmin olusma hiz1 ile kontrol edilir. Eger biyoproses ortami iyi bir sekilde
karistirllamiyor ve sivi faz icinde derisim profilleri dnemli ise sivi yigindaki oksijen
aktarim direngleri de hiz1 kisitlar. Bu nedenle sivi fazdaki tiim oksijen aktarim
direnclerini azaltmak i¢in biyoproses ortami mekanik ve/veya gaz girisi ile
karistirllmahdir. Bu durumda, oksijen molekiillerinin biyoproses ortaminda mikrobiyal
hiicrelere tasginimi hem molekiiler aktarim hem de konvektif aktarim ile gerceklesir

(Bailey and Ollis 1986).

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

hiz1, s1vi faz hacimsal kiitle aktarim katsayisi cinsinden asagidaki gibi tanimlanabilir:

OTR =N ,a = K,alC! - C,) e

Oksijenin sudaki ¢oziintirliigii diisiik oldugundan toplam kiitle aktarim katsayisi Kpa

sivi tarafi kiitle aktarim katsayisi k a’ya esit olacaktir.
b. Oksijen aktarim karakteristikleri

Aerobik fermentasyon proseslerinde mikrobiyal hiicreye oksijen aktarimi, metabolik
akilarin degismesi ve metabolik yolizinin etkilenmesi nedeniyle tiriin olusumunu etkiler.
Bu nedenle mikroorganizmanin fizyolojisiyle ilgili biyoreaktdr performansinin
belirlenmesi i¢in mikroorganizmanin oksijen ihtiyacinin aydinlatilmasi gerekmektedir.
Denklem (2.7) ile tanimlanan gazdan siviya oksijen aktarim hizi ise hem gaz hizi ve
karistirma hiziyla belirli fizikokimyasal 6zelliklere sahip sivi fazda yaratilan karistirma
etkilerine hem de sivi fazda oksijenin mikroorganizma tarafindan tiikketim hizina
baghdir. Bu nedenle oksijen tiilketim hiz1 ve kiitle aktarim katsayisi “oksijen aktarim

karakteristikleri” olarak adlandirilirlar.
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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 bagka bir substratin
tilketim iz olabilir. Miimkiin olan en yiiksek oksijen aktarim ve tiiketim hizlari
belirlenip kiyaslanarak ilgili parametrelerden hangisinin iz kisitlayict oldugu
bulunabilir. Maksimum oksijen aktarim hizi C,=0 kosulundaki N degeridir (Namax=
kra Co*). Oksijenin maksimum tiiketim hiz1 ise Denklem (2.1) ve (2.6)’dan —romax=
CxMmax/Yx/o Olarak bulunur. Burada Cy hiicre derisimini, Yy, tiiketilen 1 g oksijene

karsilik olusan hiicreyi gosterir.

Eger maksimum oksijen aktarim hizi maksimum oksijen tiiketim hizindan daha
biiyiikse, artan oksijen tiiketimi icin esas diren¢ mikrobiyal metabolizmadir ve
biyoproses biyokimyasal tepkime agi 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 yaklasimdan cok daha
karmasiktir. Siva fazda oksijen derisimi kritik degerinin {izerinde ise hiicre
metabolizmasi oksijene doymus durumdadir ve solunum zincirinden gecen tiim elektron
ciftleri oksijen tarafindan ahnir. Bu durumda metabolizma i¢inde baska bir adim

prosesin hizini kisitlayacaktir (Bailey and Ollis 1986).

Pek ¢ok faktér mikroorganizmanin oksijen ihtiyacimi etkileyebilir. Biyoprosesteki
oksijen tiiketim hizi mikroorganizmanin fizyolojik 6zelliklerine ve ortamdaki karbon
kaynagma baghdir. Karbon kaynaklari iginde glukoz genelde diger karbonhidratlardan
daha hizli metabolizmaya girer. Ornegin Penicillium i¢in gozlenen oksijen ihtiyaci
laktoz, sukroz ve glukoz icin sirasiyla 4.9, 6.7, 13.4 mol dm™ st dir. Oksijen
tilketiminin Snemli bir kismimi hiicre kendini cogaltmak icin kullanirken yasamsal
islevleri, biyosentez ve triin olusumu igindeki oksidasyon tepkimeleri icin de oksijen
gerekmektedir. Dolayisiyla metabolik stokiyometri yardimiyla ¢ogalma igin oksijen
tilketim hiz1, substrat tiikketim hiziyla dogrudan iliskilendirilebilir (Bailey and Ollis
1986).
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Aerobik proseslerde mikroorganizmanin {istel ¢ogalma fazi1 sirasinda oksijen tiiketim
hiz1 artar ve oksijen aktarim hiz1 yeterli degil ise ortamdaki ¢6ziinmiis oksijen seviyesi,
mikroorganizmanin oksijene olan ihtiyacindan dolay1 azalr. Biyoproseste kalma
siiresiyle birlikte ortamda hiicre birikimi ve dirlin olusumunun artmasi sonucu
viskozitenin artmasiyla ise oksijen aktarirm hizi ve buna paralel olarak da oksijen
tiketim hiz1 azalmaya baslar. Durgunluk fazi sirasinda ise hiicrenin oksijen ihtiyaci
azalir ve bu gereksinimin bilytik bir kismni yasamsal fonksiyonlar olusturur. Oksijen
tilketim 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 (Kpa), biyoreaktorlerde gaz-sivi kiitle
aktarim hizim1 gosteren Onemli bir parametredir. Kpa, mikroorganizma tiiriine,
fermentasyon ortaminin fizikokimyasal ozelliklerine, biyoreaktdriin ve karistirma
sisteminin tasarimina, karistirma ve havalandirma hizlaria baglidir (Aiba et al. 1973).
Coziinmiis oksijenin metabolizmaya yeterli hizda aktarilip aktarilamadiginin bilinmesi,
oksijen aktarim katsayilarmin belirlenmesi ile miimkiindiir. Rainer (1990) biyolojik ve
biyolojik olmayan sistemlerde sivi faz hacimsal kiitle aktarim katsayisinin (Kgpa)
deneysel olarak belirlenmesi icin Olgiim yontemlerini “dogrudan” ve “dolayh”

yontemler olmak iizere iki grupta siniflandirmistir:

1) Dogrudan Ol¢iim Yontemleri

L. Dinamik Yontem
il. Gaz Dengesi Yontemi
1. Siirekli Kiiltiir Yontemi

2) Dolayli Ol¢iim Yontemleri

i Gaz Cikis Yontemi

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

V. CO, Yontemi
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1) i. Dinamik yontem

Dinamik Y&ntem biyoreakttrlerde sivi faz kiitle/oksijen aktarim katsayisinin (Kpa)
deneysel belirlenmesi amaciyla yaygin olarak  kullanilan yontemdir. Kolay
uygulanabilir olmasi ve gaz icerisindeki bilesenlerin analizlerine ihtiyag duyulmamasi
yontemin avantajlar arasindadir. Yatigkin olmayan kosulda, kesikli biyoreaktorde sivi

faz icin kiitle korunum denklemi kurulursa Denklem (2.8) elde edilir:

Ky a(C,' ~Cyy+r "Co= 20 2.8)
0 dt
Yontem biyoreaktore gonderilen havanin kisa siireli olarak kesilmesi ve bir oksijen
elektrodu ile ¢6ziinmiis oksijen derisiminde once azalmanin; havanin tekrar sisteme
verilmesi ile de artisin incelenmesi prensibine dayanmaktadir (Rainer 1990) (Sekil
2.25). Havanin kesildigi t, anmna kadar biyoreaktorde ¢6ziinmiis oksijen derigimi
yatigkin kosulda C gibi bir degerdedir ve t; aninda hava yeniden verilmektedir. t,
Anindan t; anina kadar zamanla ¢oziinmiis oksijen derisimindeki azalma go6zlenir.
Burada oksijen aktarimi gergeklesmediginden Kpa(C,*- C,) terimi sifira esittir ve

Denklem (2.8) denklem (2.9)’a indirgenir:

dG,
r =——

0 dt
(2.9)

Denklem (2.9)’dan oksijen tiiketim hiz1 -r,; denklem (2.10)’dan ise birim hiicre kiitlesi

m

basina oksijen tiiketim hizi -r,"" bulunabilir.

r =r"C
o o X

(2.10)
t; Aninda hava gonderilmesi ile ¢6ziinmiis oksijen derisiminin zamanla artig1 gézlenir.

Bu durumda Denklem (2.8) gecerlidir. Denklem (2.8) ve (2.9)’dan yaralanilarak,
{(dco ldt — 1y )’Co}

grafigi elde edilir (Sekil 2.26); grafigin e§iminden Ky a hesaplanir.
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Biyoreaktorde havanin kesilmesi ile ¢oziinmiis oksijen derisiminde hemen azalma
olmaz. Biyoreaktorden ¢ikan hava kabarciklarmin uzaklagmasi gaz tutma (hold-up)
nedeniyle zaman alir. Yiiksek karistirma hizlarinda, sivi tizerindeki ara ylizeyden
oOlgiilebilen biiyukliikte oksijen aktarimi da meydana gelmektedir. Bu etkiyi azaltmak

icin hava kesildigi zaman karistirma hiz1 diisiiriilmelidir.

Hava Kkesilir

t zaman

Sekil 2.25 Dinamik Yntem uygulamasinda ¢6ziinmiis oksijen derisiminin kalma stiresi
ile derigimi

Egim=-1/K;a

> (dC./dtr,)

Sekil 2.26 Dinamik Yontem ile sivi faz hacimsal kiitle aktarim katsayisinin belirlenmesi
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Kpa, kalma siiresi, gaz hiz1 ve karistirma hiziyla degisir ve karistirma hiz1 arttikga artar.
Biyoprosesin gecikme ve iistel ¢ogalma evrelerinde sivi-faz hacimsal kiitle aktarim
katsayisi, biyoproses periyodlarina bagh olarak degisim gostermektedir. Biyoproses
ortaminin reolojik dzelliklerinin proses siiresince fazla degismedigi kosullarda, K;a’nin
momentum yayinirhginm kiitle yayimnirhgina orani olan Schmidt sayisindaki degisimden
etkilenmedigi diistiniilebilir. Tepkimeli bir sistemde, tepkime ve gaz-sivi Kkiitle
aktarimmin birlikte yer aldig1 proseslerde kiitle aktarimi ¢cok sayida parametreye bagh
olarak degisebilir. Bunlardan biri tepkime hizinin proses siiresince degisimi; digeri ise
kiitle aktarim alaninda bulunan kiigiik parcaciklardir (mikroorganizma). Bu nedenle
mikroorganizmanin  bulundugu ortamda siwvi faz kitle aktarim katsayisinin
mikroorganizmanin oksijen tiiketim hizina, boyutlarina ve derisimine bagli olarak

degismesi beklenebilir (Calik et al. 1997).

Biyotepkime ortaminin karistirilmasi ve havalandirilmasi kdptik olusumuna neden olur.
Biyoproses ortamina kimyasal kopiik gidericilerin katilmasi gaz-sivi ara ylizeyinde
kiitle aktarim direnclerini olumsuz ydnde etkiler. Yiizey geriliminin artmasi ile gaz
kabarcig1 ara yiizey alam azalir. Bu nedenlerle kopiik kontrolu i¢in kimyasal kopiik
gidericilerin kullanilmasi kiitle aktarim katsayisinda azalmaya neden olur (Aiba 1973).
Ayrica iirlin ve mikroorganizma derisiminin artmasi nedeniyle viskozitenin artmasi da

kiitle aktarim direnclerini artiracag icin K a’y1 azaltir.

2.10 Metabolik Miihendislik

Biyoteknolojik proseslerde iiretim kompleks bir tepkime sistemi iizerinden mikro-
biyoreaktor olarak gorev yapan hiicre icerisinde ardisik paralel, ¢ok sayida tepkime ile
gerceklesmektedir. Hiicre icinde meydana gelen ¢ok sayida biyokimyasal tepkime ve
tepkimelerin birbirleri ile olan etkilesimlerini gosteren biyotepkime yolizlerine
metabolik yolizi denir. Metabolik miihendislik, istenen {iiriiniin yiiksek verimlilik ve
secimlilikte tiretimi i¢in genetik mithendisligi teknikleriyle hiicre i¢inde meydana gelen
spesifik biyokimyasal tepkimelerin uygun bir sekilde modifikasyonu veya bunlara yeni
tepkimelerin eklenmesiyle hiicrenin 6zelliklerinin dogrudan gelistirilmesi olarak

tanimlanmaktadir (Stephanopoulos et al. 1998). Kisaca; metabolik miihendislik,
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hedeflenen 6zel amaca ulagmak i¢in miihendislik prensipleriyle metabolik tepkime
yolizlerinin analizlenmesi ve tasarlanmasidir (Yang et al. 1998). Molekiiler biyolojik
teknikler, analitik yontemler ve matematiksel araglarda son on yilda meydana gelen
gelismelerle endiistriyel- ve medikal- biyoteknolojik amaglar icin metabolik
mihendislik yaklasiminin gelismesine ve bu alan ilgi olusmasma neden olmustur
(Stephanopoulos 1998). Hiicre icerisinde istenen iiriin iiretiminde hiz kisitlayici
tepkime(ler) metabolik mithendislik yaklasimi ile belirlenir. Hiz kisitlayici tepkime(ler)
belirlendikten sonra, genetik miihendisligi teknikleriyle istenen biyomolekiilii (protein,
amino asit ve antibiyotik, vitamin vd) {retebilen rekombinant mikroorganizma

gelistirilerek verim ve se¢imlilik artirilabilir.

Metabolik miithendisligin bir ¢cok uygulama alanlar1 vardir. Bunlar:

» Proteinler, amino asitler, organik asitler, vitaminler ve antibiyotikler vb.
biyokimyasal {irlinlerin iiretiminde verim ve se¢imlilgin artirilmasinda,

» Yeni iiriinlerin iiretiminde (6rnek; mikroorganizmalarda ve bitkilerde poliketid ve
biyopolimer sentezi),

» Farmasotik tiriinlerin iiretiminde ara-iiriinler olan kiral bilegiklerin iiretiminde,

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

(Stephanopoulos ef al. 1998).

Biyoteknolojik iiriinlerin verim ve se¢imliliginin artirilabilmesi igin istenen iiriinii
tiretecek hiicrenin yapisimin ve fonksiyonlarimin bilinmesi gerekir. Biyoproseslerle
herhangi bir biyoteknolojik iiriiniin iiretildigi mikro-biyoreaktor olarak gorev yapan
hiicrelerde ¢ok sayida kimyasal tepkime gerceklesmektedir. Hiicre ¢ogalmasi da hiicre
icinde gergeklesen bu tepkimeler sonucu meydana gelir. Bu tepkimeler genel olarak
substratlarin kiiciik molekiillere pargalanarak pek cok hiicrei¢i metabolitin sentezi icin
girdilerin olustugu tepkimeler, kiiciik molekllerin polimerleserek daha biiyiik
molekiilleri olusturdugu tepkimeler, makromolekiillerin birleserek hiicre organellerini
olusturdugu tepkimeler ve substratlarin ve olusan metabolitlerin hiicre-icinden hiicre-

dismma veya hiicre-disindan hiicre-igine aktarimimi igermektedir. Hiicre-i¢inde
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gerceklesen bu tepkimeler igin gerekli Gibbs serbest enerjisi yine bu tepkimelerle olusur

(Nielsen and Villadsen 1994).

2.10.1 Hiicre-ici tepkimeler

Hiicreler, icerisinde ¢ok sayida farkli enzim tarafindan katalizlenen yaklasik 1000
kimyasal tepkimenin gerceklestigi kompleks kimyasal reaktdrler oldugu i¢cin mikro-
biyoreaktorler olarak dusiintilmelidirler (Calik et al. 1999). Hiicre-i¢inde meydana gelen
tepkimelerin tiimiine metabolizma denir (Bailey and Ollis 1986). Hiicre
metabolizmasimin dort spesifik fonksiyonu vardir: 1) yiiksek kimyasal enerjili girdiler
kullanarak veya fotosentezle hiicre-i¢i enerji olusumunu saglamak ve farkli enerji
tiirlerini gerekli forma doniistiirmek, 2) girdi molekiillerini hiicresel makromolekiillerin
onciilii (girdileri) olan molekiillere doniistirmek, 3) onciilleri birlestirerek protein,
niikleik asit gibi diger makromoekiilleri sentezlemek, 4) hiicre fonksiyonlar1 i¢in 6nemli
olan biyomolekiilleri sentezlemek veya pargalamaktir (Lehninger 1979). Bu
tepkimelerin hiz, yon ve oranlar1 birbiri ile baglantili olarak, hiicrenin gereksinimine
gore diizenlenir. Hiicre metabolizmasi birbirine bagh ardisik tepkimelerden olusur ve
bir tepkime yolizinde yer alan bir tirtin diger bir zincirin basinda yer alan substrat
olabilir. Ornegin, glukozun pargalanma tepkimeleri sirasinda olusan AcCoA, yag

asitlerinin sentezini baslatan molekdildiir.

Metabolizma, "katabolizma" ve "anabolizma" olmak {izere iki faza ayrilir. Hiicrenin
cevresinde veya besin deposunda bulunan karbonhidratlar, lipidler ve proteinler gibi
biiyiik ve kompleks girdi molekiillerini pargalayarak, amino asitler, organik asitler, CO,,
amonyak veya iire gibi daha kiiclik ve basit molekiillere doniistiirdiigli ve bunlara
paralel olarak hiicrenin diger fonksiyonlar1 (anabolizma) i¢in gerekli olan serbest
enerjiyi (ATP) iirettigi faza metabolizmanin indirgen faz1 olan "katabolizma" denir.
"Anabolizma" ise katabolizma sonucu olusan kiigiik molekiillerden niikleik asitler,
proteinler, polisakkaritler ve lipidler gibi hiicre bilesenlerinin katabolizma sirasinda
iiretilen enerji kullanilarak sentezlendigi faz olan metabolizmanin biyosentetik fazina
denir. Hiicre-i¢inde meydana gelen katabolizma ve anabolizma tepkimelerinin tiimiine

metabolizma ve bu tepkimelerde yer alan bilesiklere metabolit denir. Hiicre-icinde
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meydana gelen tepkimelerin olusturduklar1 tepkime yolizlerine ise metabolik yolizi
denir. Katabolizma ve anabolizma birbirlerini tamamlayan olaylardir. Bunlar hiicrede
ayni zamanda meydana gelebilir, ve hem ayri1 ayri hem de birlikte kontrol edilebilirler.
Temel metabolik yolizleri; glikoliz yolizi, glikoneogenesis yolizi, TCA (trikarboksilik

asit) dongiisii ve pentoz fosfat yolizidir.

Substratlar, sitoplazmaya transfer edildikten sonra, ¢ok sayida biyokimyasal tepkimeyle
hiicre-i¢i bilesiklere ve metabolik fiiriinlere doniistiiriiliir. Olusan hiicre-i¢i bilesenler
molekiil agirliklar1 ve fonksiyonlar1 agisindan birbirinden ¢ok farklidir. Genellikle
hiicrenin %901 protein, RNA, lipid ve karbonhidratlar gibi makromolekiillerden
olusmaktadir. Substratlardan makromolekiillerin olusumu anabolik tepkimelerle
gerceklesir. Substratlar 6nce amino asit ve niikleotitler gibi ana yap1 taslarma doniisiir;
polimerizasyon tepkimeleriyle amino asitlerden proteinler ve niikleotitlerdende DNA ve
RNA sentezlenir. Anabolik tepkimeler disardan enerji gereksinimi duyan tepkimelerdir.
Bu enerji ATP'deki yiiksek enerjili fosfat baginin kopmasiyla veya NADPH
koenziminin indirgenmesiyle saglanir. ATP 'deki yiiksek enerjili fosfat baginin

indirgenmesiyle biiylik miktarda enerji agiga ¢ikar (Nielsen and Villadsen 1994).

ADP + P - ATP - H,O =0; -AG = 30.5kJ/mol

NADPH, NADP" 'ya oksitlendiginde iki elektron agiga ¢ikar; bu elektronlar hiicre

icinde diger bilesiklere transfer edilerek bu bilesikler indirgenir.

NADP" + H' + 2¢” - NADPH = 0

ATP ve NADPH substratin daha diisiik enerjili diger maddelere doniistiigti katabolik
tepkimelerle olusur (Nielsen and Villadsen 1994).

a. Katabolik tepkimeler

Hiicre cogalmasinda en ¢ok kullanilan enerji kaynagi sekerlerdir. Sekerler CO,, laktik

asit, asetik asit ve etanol gibi metabolik iiriinlere doniisiir ve bu doniisiim sirasinda ATP,
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NADPH ve NADH olusumu gergeklesir. NADH da NADPH gibi bir kofaktordiir; ancak
NADH oksidatif fosforilasyon gibi katabolik tepkimelerde kullanilirken, NADPH
anabolik tepkimelerde kullanihir. Sekerlerin ¢ogunun hiicreye transferiyle GO6P veya F6P
'ta olusur ve sirasiyla glikoliz yolizine, pentoz fosfat yolizine (PFY) ve TCA dongiisiine

girerek katabolize olurlar.

Glikoliz yolizi glukozun bir seri tepkime ile piriivata doniistiigii ve paralel olarak bir
miktar ATP ’nin de iiretildigi karbon katabolizmasinin ilk temel tepkime sistemidir.
Bunlarm yanisira glikoliz yolizinde TCA dongiistiniin, pentoz fosfat yolizinin ve bazi

amino asitlerin ilk girdisi olan metabolitler iiretilir.

Aerobik proseslerde, glikoliz yolizinden sonraki basamak; piriivatin oksidatif
dekarboksilasyonu ile asetilkoenzimA (AcCoA) olusum tepkimesidir ve AcCoA sonraki
basamakta karbon katabolizmasinin temel tepkimlerinden biri olan TCA d&ngiisiine
girer ve tamamen CO, ve H,O’ya doniisebilir. Her bir mol piriivat oksidasyonuna
karsilik TCA dongiisiinde bir mol ATP, dért mol NADH ve bir mol de FADH, olusur.
Piriivatin oksidasyonu sirasinda kullanilan NAD® ve FAD', NADH ve FADH; 'den
rejenere edilir. NADH ve FADH, —elektron tastyicilari- solunum zincirinde olusur ve
serbest oksijen iceren bu oksidasyon prosesi bu nedenle sadece aerobik
mikroorganizmalarda gergeklesir (Nielsen and Villadsen 1994). TCA dongiisiinde
enerjinin yanisira aspartik asit grubu ve glutamik asit grubu amino asitlerin sentezi i¢in

gerekli baslatici metabolitler de tiretilir.

Karbon katabolizmasimin temel tepkimelerinden bir digeri olan pentoz fosfat yolizinin
en 6nemli fonksiyonu biyokimyasal tepkimelerde elektron tasiyicist olan NADPH’
iretimini gergeklestirmektir. Bununla birlikte pentoz fosfat yolizinde purin ve primidin
niikleotidlerinin biyosentezi i¢in temel baslangi¢ girdileri olan riboz 5-fosfat ve eritroz

4-fosfat iiretilir (Nielsen and Villadsen 1994).
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b. Anabolik tepkimeler

Hiicrenin biiyiik bir bolimiinii olusturan makromolekiillerin olusumu igin amino
asitlerin ve niikleik asitlerin sentezi ile ardisik polimerizasyon tepkimelerinin
ger¢geklesmesi gerekir. Biyosentez ve polimerizasyon tepkimeleri anabolik tepkimeler
olarak bilinir. Hiicrede iiretilen toplam enerjinin yaklasik %70'i protein sentezi icin
kullanilmaktadir. Protein sentezi yliksek miktarda serbest enerjiye gereksinim duyar
(Nielsen and Villadsen 1994). Mikroorganizmalar bu enerjiyi, ortamda bulunan
bilesiklerin kimyasal baglarinda depolanmig enerjiyi kullanarak saglar. Karbon kaynagi
olarak secilen bilesigin -Srnegin glukoz, sakkaroz, organik asit vb- metabolizmaya
Ozgiin bir biyokimyasal yolizinden girerek katabolik tepkimelerle kiiciik molekiillii ara
iirlinlere veya yan {riinlere donustiiriilmesiyle esanli olarak enerji, ATP, NADH,
NADPH iiretilir. Kullanilan karbon kaynaginin &zelliklerine ve biyoreaktor isletim
kosullarina bagl olarak hiicre-i¢i merkezi dongii ve metabolik yolizindeki katabolizma

tepkimeleri, enerji iiretim tepkimeleri ve hizlar1 belirlenir.

2.10.2 Hiicre-ici tepkime hizlarimin belirlenmesi ve analizi : Metabolik Aki Analizi

(MAA)

Biyoreaktdrde ¢ogalma, iiriin ve yan-iirtin olusumu siirecindeki {iriin dagiliminin
arastirilmasi, biyoprosesin gelistirilebilmesi igin hiicrei¢cinde olusan tepkimelerin ve
hizlarinin bulunmasi ve bilinmesi gereckmektedir. Verimi ve seg¢imliligi etkileyen
biyoreaktor isletim parametreleri arastirilirken, metabolik  yolizi miihendisligi
teknikleriyle metabolik yolizi {izerinde bulunan hiz kisitlayici  basamaklar
belirlenmelidir. Hiicre-i¢i tepkime hizlarinin bulunmasi, hiicrenin fizyolojisi hakkinda
da bilgi saglar ve asagida belitilen gelismeler i¢in 6nemli aractir (Calik and Ozdamar

2002):

1. Hiicreici tepkime yolizlerindeki ayrilma noktalarimn belirlenmesi : Isletim kosullart
degistirilerek farkli aki dagilhimlarinin ayrilma/dallanma noktasindaki degisimlerin
karsilastirilmasiyla ayrilma noktasinin esnek ya da kesin oldugu tespit edilebilir.

Genel olarak kesin ayrilma noktalar1 aki split oranlarimin degisimine direng
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gosterirken esnek ayrilma noktalar1 daha ¢ok birbirine uyum saglar. Metabolik
proseslerin karakterlerinin bilinmesi, bu tip degisikliklerin farkina varilmasi igin
onemlidir. Bu degisiklikler {iriin verimlerinin degisimlerinde etkin rol oynar.
Alternatif yolizlerinin belirlenmesi,

Olciilmemis hiicredisi akilarimin hesaplanmast,

Maksimum teorik veriminin hesaplanmasi,

Uretim ortamimn gelistirilebilmesi,

S I N

Biyoreaktor isletim parametrelerinin gelistirilebilmesi,

metabolik aki analizi yardimi ile basarilabilir. B. licheniformis mikroorganizma ¢ogalmasi,
mikroorganizmanin  yasami, ara-iiriinler, iiriin ve yan-iiriinlerin olusumu igin Cizelge

2.10'de verilmistir.

Hiicre-ici tepkime hizlarinin belirlenmesi

Hiicre icinde meydana gelen tepkimeler belirlendikten sonra, hiicre yari-kesikli mikro-
biyoreaktor olarak dusiiniilerek, her bir bilesen icin kiitle-korunum temelli
stokiyometrik denklemler kurulur (Calik 1998, Calik and Ozdamar 2002). Tepkime
agindaki i- bilesigi birikim hizi, bilesigi iireten tiim tepkimeler ile bilesigi tiiketen

tepkimelerin cebirsel toplam ile bilesigin aktarim hizinin cebirsel toplamina esitlenir:

rRiV + 13V =d(C;V)/dt @2.11)

burada, rg; i-bilesigine gére net tepkime hizi ve rr; i-bilesiginin net aktarim hizidir. Bu

sekilde kurulan diferansiyel denklem sistemi :
A*r(t)=c(t) (2.12)
vektor diferansiyel denklemiyle tanimlanir. Burada; A, metabolik tepkime sisteminin

mxn stokiyometrik katsayilar matrisi, r(t), nx1 tepkime hiz (aki) vektorii ve, c(t) ise

metabolik bilesikler i¢in nx1 birikim hiz vektoriidiir.
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c(t)y=ci(t)+ca(t) (2.13)

c(t)=c1(t) (2.14)

ci(t) ve cy(t) sirayla, hiicredisi ve hiicreigi metabolit birikim vektorleridir. Hiicre disi
metabolitlerin birikim ve tiikketim hizi, kalma stiresi ile derisimin degisim egrilerinden,
iki derisim arasindaki egimden bulunur. Metabolik aki analizinin yapildig1 evrede,
hiicre icinde yaklasik yatiskin kosul varsayimi yapildiginda; c»(t)=0 oldugundan,
denklem (2.13) denklem (2.14)'ya indirgenir.

Matematik modelin ¢oziimii

Tepkime sisteminin mxn stokiyometrik katsayilar matrisinde (Calik 1998, Calik and

Ozdamar 2002):

e m=n ise matematik modelin tek bir ¢&zlimii vardir.

e m>n ise matematik modelin yine tek bir ¢6ziimti vardir ve yaklasik kesin ¢6ziim
elde edilir. 2.12-denkleminin ¢6ziimii sinirlandiriimis en kiigiik kareler yaklagimiyla
kiitle korunum denklemlerinde kalanlarin karelerinin toplaminin minimize edilmesi
amag fonksiyonu olarak kullanilarak yapilabilir.

e m<n ise matematik model optimizasyon yaklagimiyla ¢oziilebilir. Bunun igin amag

fonksiyonu Z:

Z=Ta 2.15)

denklemiyle tamimlanir. Burada, i-bilesigi icin o stokiyometrik katsayilar ile rj
hizlarinin ¢carpimmin lineer toplami olarak tanimlanan denklem (2.15)’in amaca gore
minimize edilmesiyle ya da maksimize edilmesiyle denklem sistemi ¢oziilmektedir.
Matematik modelin degiskenleri olan tepkime akilari mmolg-DW'st’ olarak
tanimlanmustir. Hiicre olusum hizi, rx (gKHgKH'st™); birim reaktor hacmi basina hiicre

olusum hizinin Cx degerine bdltinmesiyle rx=m olarak elde edilir (Calik 1998).
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Cizelge 2.10 Bacillus licheniformis’in metabolik yolizi tepkimeleri (Calik 1998, Calik and
Ozdamar 2002):

A. Glukoliz ve Glukoneogenesiz Yolizi
1.Glec + PEP —» G6P + Pyr

2. Fruktoz + PEP —  F6P + Pyr
3.G6P — Fo6P

4. F6P — G6P

5. F6P + ATP — 2T3P + ADP

6.2T3P — F6P + Pi

7.T3P + ADP+Pi — PG3+ ATP + NADH
8. PG3 + ATP + NADH— T3P + ADP + Pi

9. PG3 — PEP

10. PEP —» PG3

11. PEP +ADP — Pyr + ATP

12. Pyr+ 2 ATP — PEP +2 ADP

13. Pyr  — AcCoA + NADH + CO,

B. Pentoz Fosfat Yolizi

14. G6P — Gluc6P + NADPH
15. Gluc6P — RSP + NADPH + CO,
16. R5P — Xyl5P

17. Xyl5P — RSP

18. RSP — Rib5P

19. Rib5P — RSP

20. Xyl5P + RibSP — S7P + T3P
21.S7P + T3P — Xyl5P + Rib5P
22. Xyl5SP + EAP — F6P + T3P
23. F6P + T3P — Xyl5P + E4P
24. T3P +S7P — F6P + E4P

25. F6P + EAP  — T3P +S7P
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C. Glikoliz yolizinden ayirilan tepkimeler

26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.

Glc + NADP — NADPH + D-Glucono 1,5 Lactone
D-Glucono 1,5 Lactone — D-Gluconate + H,O

Pyr + NADH — Lac

Lac - Pyr+ NADH

AcCoA+ADP+Pi — Ac+ ATP

Ac+ATP — AcCoA + ADP + Pi

Pyr - Form + CO,

Form + CO, — Pyr

Form+ CO, — Ox

Ox— Form + CO,

D. Anapleoritik Tepkimeler

36.
37.
38.

Mal — Pyr+ CO; + NADPH
OA — Pyr+CO,
Pyr+ CO, — OA

E. TCA Dongiisii

39.
40.
41.
42.
43.
44.
45.
46.
47.
48.
49.

AcCoA + OA — Cit

Cit — Icit

ICit - oKG + NADPH +CO,

oKG — SucCoA + NADH + CO,
SucCoA + Pi+ ADP —  Suc + ATP + CoA
Suc+ ATP — SucCoA + Pi + ADP
Suc — Fum + FADH,

Fum — Mal

Mal — OA + NADH

ICit — GIx + Suc

Glx + AcCoA — Mal
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F. Serin Grubu Amino Asitlerin Biyosentezi
50.PG3 +Glu — Ser+ aKG + NADH + Pi
51.Ser+ THF — MetTHF + Gly

52. Ser + AcCoA + H,S — Cys + Ac

G. Alanin Grubu Amino Asitlerin Biyosentezi
53.Pyr+Glu — o KG+ Ala

54.2Pyr + NADPH — KVal

55.KVal + Glu - oKG + Val

56. KVal + AcCoA + Glu - NADH + CO, + «a KG + Leu

H. Histidin Biyosentezi
57.R5P + ATP — PRPP + AMP
58. PRPP + ATP + GIln — His + PRAIC + aKG + 2PPi + 2NADH + Pi

I. Aspartik Asit Grubu Amino Asitlerin Biyosentezi
59.0A+Glu — Asp + oaKG

60. Asp + Gln + ATP — Asn + Glu + AMP + PPi

61. Asp+ ATP + NADPH — AspSa + ADP + Pi

62. AspSa +Pyr —» DC

63.DC+ NADPH —  Tet

64. Tet + AcCoA +Glu — Ac + aKG + mDAP

65. mDAP — Lys+ CO,

66. AspSa + NADPH — HSer

67. Hser + ATP —  Thr + ADP + Pi

68. Thr + Pyr + NADPH + Glu — lle + aKG + NH3 + CO,
69. AcCoA + Cys + Hser + H,S + MTHF — Pyr+ 2Ac + NH; + Met + THF

J. Aromatik Amino Asitlerin Biyosentezi

70. 2 PEP + E4P + ATP + NADPH — Chor + ADP + 4 Pi
71. Chor + Glu — oKG + Phe + CO,

81



72
73
74

K.
75
76
77
78
79
80

L.

81.
82.
83.
84.
85.
86.
87.
88.
89.
90.
91.
92.
93.
94.
95.
96.
97.

.Chor + Glu — Tyr + aKG + NADH + CO,
. Chor + NH3 + PRPP — Pyr + IGP + CO; + PPi
. IGP + Ser — Trp + T3P

Glutamik Asit Grubu Amino Asitlerin Biyosentezi

.0aKG + NH3 + NADPH — Glu

.Glu+ ATP + NH3 — Gln + ADP + Pi

. Glu + ATP + 2 NADPH — Pro + ADP + Pi

. 2Glu + AcCoA + ATP + NADPH — Orn + Ac + ADP + Pi + aKG
.Om+CaP — Citr+ Pi

.Citr+ Asp+ ATP — Arg + Fum + AMP + PPi

Amino Asitlerin Katabolizmasi

aKG+ Ala — Pyr+Glu

Arg + oKG — 2Glu + NH3+ NADPH + CO,

Asn — Asp + NH3

Asp — Fum + NH3j

Cys —  Pyr+ NHz+ HoS

Gln+ aKG + NADPH — 2Glu

Gly + MetTHF —  Ser + THF

His 4THF —  Glu + MeTHF

Ile + aKG — Glu + FADH; + 2NADH + CO; + SucCoA + AcCoA
Leu + oKG + ATP — Glu + FADH, + NADH + 2AcCoA + ADP + Pi
Phe — Tyr+ NADPH

Pro — Glu+ NADPH

Ser — Pyr + NH3

Thr — Gly + NADH + AcCoA

Trp + NADPH — AcCoA + Ala

Tyr + aKG + SucCoA — Glu + Fum + AcCoA + Succ + CO;

Val + aKG — Glu + FADH; + 3NADH + 2CO, + SucCoA
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M. Niikleotitlerin Biyosentezi

98. PRPP + 2GIn + Asp + 2H20 + CO2 + Gly + 4ATP + FI0THF —
2Glu+ PPi +4ADP + +4Pi + THF + PRAIC + Fum

99. PRAIC + FI0OTHF — IMP +THF

100. IMP + GIn + ATP — NADH + GMP + Glu + AMP + PPi

101. GMP + ATP —  GDP + ADP

102. ATP+ GDP — ADP + GTP

103. GTP+ ADP — ATP + GDP

104. NADPH + ATP — dATP

105. NADPH + GTP + ATP — ADP + dGTP

106. IMP + GTP + Asp — GDP + Pi + Fum + AMP

107. AMP + ATP — 2ADP

108. PRPP + Asp + CaP — UMP + NADH + PPi + Pi + CO,

109. UMP + ATP — UDP + ADP

110. UDP + ATP — ADP+ UTP

111. UTP + NH3 + ATP — CTP + ADP + Pi

112. ATP+ NADPH + CDP — dCTP + ADP

113.CDP + ATP — CTP+ ADP

114. CTP + ADP — CDP + ATP

115. UDP + MetTHF + 2ATP + NADPH — dTTP + DHF + 2ADP + Ppi

N. Kofaktorlerin Biyosentezi

116. DHF + NADPH — THF

117. MetTHF + CO, + NH; + NADH — Gly + THF
118. MetTHF + NADPH —  MTHF

119. MetTHF — MeTHF + NADPH

120. MeTHF — F10THF

121. Gly + THF - MetTHF + NH3+ NADH + CO,

O. Hidrojen Transfer Reaksiyonlari

122.NADH — NADPH
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123. NADPH — NADH

P. Elektron Tasimim Sistemi
124. NADH + 2ADP +2Pi — 2ATP
125. FADH2 + ADP+Pi — ATP

R. Tasimm Tepkimeleri

126. CO, — exp

127.imp — CO,

128. imp — NH;

129.NH; —  exp

130. 2ATP + 4 NADPH — AMP + ADP + H,S + PPi+ Pi
131.PPi — 2Pi

132.imp —  Pi

133.Pi — exp

S. Yag Asitlerinin ve Fosfolipidlerin Biyosentezi

134. T3P + NADPH — GL3P

135. 7AcCoA + 6ATP + 12 NADPH — C14:0 + 6ADP + 6Pi
136. 7AcCoA + 6ATP + 11 NADPH — Cl14:1 + 6ADP + 6Pi

137. 8.2AcCoA + 7.2ATP + 14 NADPH — 7.2P1 + 7.2ADP + PA
138. 2ATP + CO, + GlIn — CaP + Glu + 2ADP + Pi

T. Biyokiitle Bilesenleri

139. F6P + GIn + AcCoA + UTP — UDPNAG + Glu + Ppi
140. PEP + NADPH + UGPNAG — UDPNAM + Pi

141. RSP+ PEP+ CTP —  CMPKDO + PPi + 2 Pi

142. Ser + CTP + ATP — CDPEtN + ADP + PPi + CO,
143. S7P + ATP —  ADPHep + Ppi

144.G6P — GIP

145. GIP — G6P
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146. UTP + GI1P — UDPGIc + Ppi

U. Biyokiitle sentezi

147. 0.5352 Ala + 0.28 Arg + 0.22 Asn + 0.22 Asp + 0.09 Cys + 0.09 His + 0.25 Gln +
0.25 Glu + 0.58 Gly + 0.27 Ile + 0.42 Leu + 0.32 Lys + 0.14 Met + 0.0593 Orn +
0.17 Phe + 0.2 Pro + 0.377 Ser + 0.05 Trp + 0.13 Tyr + 0.24 Thr + 0.4 Val + 0.2
GTP + 0.13 UTP + 0.12 CTP +0.02 dATP + 0.02 dCTP + 0.02 dGTP + 0.02 dTTP
+ 0.129 GL3P + 0.0235 C14:0 + 0.0235 C14:1 + 0.259 FA + 0.0433 UDPNAG +
0.0276 UDPNAM + 0.0235 CMPKDO + 0.0235 CDPETN + 0.0157 UDPGLC +
0.02354ADPHEP + 0.154 G1P + 41.139 ATP — Biyokiitle + 41.139 ADP +
41.139 Pi

V. Serin Alkali Proteaz sentezi

148. 0.127 Gly + 0.0255 GIn + 0.0182 Glu + 0.0146 Phe + 0.0474 Tyr + 0.116 Ser +
0.0036Trp + 0.0328 Asp + 0.0657 Asn + 0.0328 Lys + 0.0182 Met + 0.0729 Thr
+ 0.0365 Ile + 0.0365 Pro + 0.0146 Arg + 0.145 Ala + 0.113 Val + 0.0584 Leu +
0.0182 His + 5.5 ATP — SAP + 5.5 ADP + 5.5 Pi

Y. Yasam
149. ATP — ADP + Pi

2.11 Siireli Yaymnlarda insan Biiyiime Hormonu (hGH) Uretimi

Dogal olarak sadece insan metabolizmasit tarafindan iretilen ve diger
mikroorganizmalarca tiretilmeyen hGH’nin genetik miithendisligi teknikleri kullanilarak
gelistirilen mikroorganizmalarca iiretilmesi miimkiindiir. hGH tretimi ile ilgili ilk
caligmalar genetik yapist ilk aydinlatilan mikroorganizma E. coli’de gerceklestirilmistir
(Cizelge 2.11.a). Dogala 6zdes, ¢oziinebilir ve biyolojik olarak aktif yapida insan
biiylime hormonu iiretilebilmesi icin hiicre i¢cinde sentezlenen hGH’nin biyoreaktor
iiretim ortamma salgilanmast Onemlidir. Bu nedenle genom analizi tamamlanmis

bulunan (Sonenshein et al. 2002), hiicre dis1 protein iiretme yetenegine sahip Bacillus
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subtilis -veya diger Bacillus tiirleri- konak hiicre olarak kullanilarak hGH {iretimi

alternatif yaklasim olarak dnemlidir.

Siireli yayin literatiirtinde hGH tiretimi ile ilgili calismalar Cizelge 2.11°de gelistirilen
rekombinant mikroorganizma, Cizelge 2.12’de iiretim ortam bilesenleri ve incelenen
parametreler, Cizelge 2.13°’de ise biyoreaktdr isletim parametrelerine gore

Ozetlenmistir.

Insan bilyiime hormonunu kodlayan hGH geni ilk kez 1979 yilinda basarih olarak
klonlanmistir (Goeddel et al. 1979). Bu calismada baslama kodonunu gosteren
metiyonin ve genin ilk 23 amino asitini kodlayan DNA pargasinin kimyasal olarak
sentezlenmesi, bunun 24-191 amino asitlerini kodlayan enzimatik olarak hazirlanmis
cDNA parcasiyla birlestirilmesi sonucu hGH’nu kodlayan hibrit gen elde edilmistir.
Hibrit gen E. coli’de lac promotert kontroliinde ekspres edilmistir. Sonucta N-ucunda
baslama kodonunu igeren ve 191 amino asitten olusan dogal hGH ile ayn1 immiinolojik

ozelliklere sahip bir polipeptit (fMet-hGH) tiretilmistir.

Ikehara er al. (1984) E. coli’de c¢ok kullanilan amino asit kodonlarmi kullanarak
metiyonin ve 191 amino asitten olusan hGH’nu kodlayan geni kimyasal olarak
sentezlemisler ve E. coli triptofan (trp) promoterinin kontroliinde E. coli’de ekspres
etmislerdir. Baslangi¢ kodonunun 6niinde 9 baz iceren pGH-L9 plasmidiyle en verimli
met-hGH elde edilmistir. Radioimmunoassay (RIA) analizi sonucunda met-hGH
derisimi 169mg/l. veya 2.9.10° molekiil/hiicre olarak lgiilmiistiir. Sonug olarak,
biyolojik aktivite ve immiinolojik 6zellikler agisindan dogal hGH ile aym 6zelliklere

sahip rekombinant hGH elde edilmistir.

Gray et al. (1985) iki sinyal peptit kullanarak olusturduklari iki plasmidi E. coli’de hGH
iretimi ve periplazmik bosluga salgilanma ag¢isindan karsilastirmislardir. Bunun igin
dogal sinyal peptit tastyan hGH geni E. coli trp promoterinin kontroliinde; E. coli
fosfotaz sinyal peptidi birlestirilmis hGH geni ise alkali fosfotaz (phoA) promoteri
kontrolunde ekspresleri sonucunda sirasiyla pPrehGH207-2 ve pAPH-1 plasmidleri

elde edilmistir. Osmotik sok uygulanarak her iki ekspresyon sonucunda hGH’nin E.
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coli periplazmik bosluguna salgilanabildigi gosterilmistir. Buna gore pPrehGH207-2 ve
pAPH-1 plasmidleri kullanilarak {iretilen hGH’ nin sirasiyla %76 ve %82’si periplazmik
bosluga salgilanmistir. Uriinlerin N-ucu dizini belirlenerek her ikisinin de ayn1 yapida
olduklar1 ve dogal hGH gibi iki disiilfit bag: icerdikleri belirtilmistir. Bu sonuglar
periplazmik olarak tiretilen iiriiniin dogal konformasyonunda olusmasi ve dogru disiilfit

baglarimi olusturmasi i¢in yeniden katlanip kivrilmasina gerek kalmadigini géstermistir.

Becker and Hsiung (1986) ile Becker et al. (1986)’da rekombinant hGH nin E. coli’de
periplazmik olarak tiretimini arastirmiglardir. Bunun icin E. coli OmpA sinyal peptit
dizinini hGH mature peptit dizini ile birlestirerek E.coli Ipp’-lac’® promoteri
kontroliinde ekspres etmislerdir. Ekspresyon sonunda periplazmik bosluga 10-15 pg
hGH salgilanmistir. E. coli’de iiretilen toplam hGH’nin %78’i periplazmik bosluga
salgilanmistir. Bunun % 72°lik kismi mature hGH ile ayni, %6’lik kismi ise mature
hGH’den diisitk molekiil agirhigina sahiptir. Saflastirilmis olan rekombinant hGH nin
SDS-PAGE analizi, N-ucu analizi ile dogru olarak katlandigi, dogru disiilfit baglan
olusturdugu ve dogal hGH ile ayn1 N-ucu dizinine sahip oldugu gosterilmistir. Boylece
hGH’nin sitoplazmik {iretimi ile ortaya ¢ikan yanhs katlanma, N-ucunda metiyonin

icerme, ¢coziinmezlik gibi problemler periplazmik tiretim ile giderilmistir.

Chang et al. (1987)’da E. coli’de hGH’ nin sentezi icin E. coli heat-stable enterotoxin II
(STII) sinyal peptit dizinini mature hGH dizini ile birlestirerek elde edilen hibrit geni
E.coli alkali fosfataz (phoA) promoterinin kontrolu altinda ekspres etmislerdir. phGH4L
ve phGH4R seklinde sadece ekspresyonda DNA yonelimleri farkli iki plasmid
olusturmuslardir. Bu plasmidler hGH iiretimi agisindan karsilastirildiginda phGH4L
iceren E. coli ile daha verimli tiretim gergeklestirilmistir. Ortamdaki fosfat derisiminin
iretime etkisi incelenmis ve hGH miktann diisiik fosfat derisimli ortamda 15-20
pg/ml/Asso hicre  Olarak Olciilmiistiir. Bu deger hiicre proteinlerinin  %6-10’nu
olusturmaktadir. Periplazmik olarak iiretilen hGH’nin dogaliyla ayni yapida oldugu

belirlenmistir.

Kato et al. (1987) periplazmik bosluga salgilanabilme ozelligine sahip E. coli

hiicrelerinin hGH’nu dogrudan olarak kiltiir ortamina salgilayabilmesi i¢in alkalofilik
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Bacillus sp. penisilinaz promoter, sinyal peptit bolgesi, pMB9 plasmidinden kil geni ve
hGH genini tastyan bir plasmid gelistirmislerdir. Gelistirilen plasmid E. coli'ye transfer
edilmistir. Plasmidin E. coli’de ekspresyonu sonunda elde edilen hGH, penisilinaz
sinyal dizini yardimiyla once E. coli igc-membranindan gecerek ve sonra da kil geninin
kodladig1 protein tarafindan gegirgen hale getirilen dis-membrant gecerek iiretim
ortamina salgilanmistir. kil geni iceren p8hGHT1 ve icermeyen pPSHhGH11 plasmidleri
iiretim sekli agisindan karsilastirilmistir. Buna gére pPSHhGH11 plasmidi tagiyan E.
coli ile tiretimde toplam hGH’nin %80’i (6.7mg hGH/ml kiiltiir) periplazmik bosluga
salgilanmistir. p8hGH1 plasmidi tasiyan E. coli ile iiretimde ise toplam hGH’nin %55’ (
11.2mg hGH/ml kiiltiir) kiiltiir ortamina, %42°i (8.6mg hGH/ml kiiltiir) ise periplazmik
bosluga salgilanmistir. Uretilmis olan hGH’nin belirlenmesinde SDS-PAGE ve
Immunoblot analizleri kullanilmistir. Uretilen hiicre dist hGH biyolojik aktivite ve N-
ucu amino asit dizini belirlenmesi sonucunda dogal hGH ile uyumlu oldugu

goriilmiistiir.

Nakayama et al. (1988)’da Bacillus amiloliquefaciens notral proteaz genini ve mature
hGH genini iceren bir plasmid gelistirmislerdir. Bu plasmid Bacillus subtilis konak
hiicresine aktarilarak hGH iiretme potansiyeli Sl¢lilmiistiir. Elde edilen rekombinant
plasmid ile notral proteaz terminator (sonlandirici) icermeyen plasmidin iiretimleri
karsilastirtlmistir. Sonucta nétral proteaz terminatorini igeren pHGHS26 plasmidi ile 10
kat daha fazla hGH tretilmistir. Kesikli fermentasyon ile 6mg hGH /L, yiiksek hiicre
yogunlugu iceren yari-kesikli fermentasyonla ise 40mg hGH /L iiretilmistir. Sonucta

biyolojik olarak aktif ve dogaliyla aym1 yapida hGH verimli olarak iiretilmistir.

Hsiung et al. (1989)’da E. coli'lde hGH’nin  kiltiir ortamina salgilanmasim
arastirmislardir. Bunun i¢in E. coli pOmpA sinyal dizini ve hGH geni iceren pOmpA-
hGH2 plasmidi ile bakteriocin released protein (BRP) geni iceren pJL3 plasmidini E.
coli hiicresine transfer etmisler. Her iki plasmitte de /pp-lac promoter—operon sistemi
bulunmaktadir. E. coli dig-membraninin gegirgenligini arttiran BRP proteini sayesinde
IPTG ile indiklenmis kosullarda  kiiltir = ortammna  salgilanan  hGH
4.5ug/ml/Assohiicre’dir. Oysaki ayni kosullarda sadece pOmpA-hGH2 plasmidiyle E.
coli’de periplasmik olarak tiretilen rekombinant hGH miktar1 ise 10-15ug/ml/Agoy’ diir
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(Hsiung et al. 1986). BRP indiiklemesi ve hGH gegisi icin optimum IPTG derigimi
20uM olarak belirlenmistir. IPTG indiiklemesinin olmadig1 zengin kiiltiir ortaminda
hiicre ¢ogalmasi1 olmustur fakat kiiltiir ortamima hGH salgilanmamistir. Biiyiik 6lcek
kiiltiirlemelerde {iretim ortammma 69.6mg hGH/L  salgilanmigtir. Tek basamak
saflastirma islemiyle %98 saflikta salgilanmis hGH elde edilmistir. Saflastirilmis olan
hGH’nin N-ucundaki amino asit dizinimi dogal hGH ile aynidir.

Yamakawa et al. (1989) E. coli'’de hGH iiretimine gen miktarinin etkisini
arastirmislardir. Bunun i¢in birbiri ardina dizilmis bir, iki ve dort tane hGH genini ve
tac promoterint  tastyan sirastyla pKK::hGH, pKK::hGH::hGH, pKK::4(hGH)
ekspresyon vektorlerini gelistirerek bunlarin E. coli’de ¢esitli kiiltiir kosullarinda hGH
tiretim verimlerini karsilastirmiglardir. Maksimum iiretilen hGH plasmid pKK::4(hGH)
iceren E.coli ile toplam hiicre proteinlerinin % 11.1 olarak dlgiilmiistiir. Kisitli sentetik
kiiltiir ortaminda, vektordeki gen sayisiyla iiretilen hGH miktar1 arasinda orantili bir
iliski gozlenirken, zengin kiiltlir ortaminda bu iliski gozlenmemistir. Zengin kiiltiir
ortaminda pKK::AGH plasmidi ile daha verimli firetim ger¢eklestirilmistir. Sonug
olarak kisith kiiltiir kosullarinda ardisik dizilmis gen sayisinin artirilmasiyla yiiksek

seviyede protein ekspresyonunun elde edilebilecegini gostermistir.

Jensen and Carlsen (1990) 3-4 amino asitlik farkli N-ucu uzantilarina sahip hGH nun E.
coli’de sitoplazmik ekspresyonunu ve glukoz, asetat ve tuzlarin bunlara fizyolojik
etkilerini incelemislerdir. N-ucunda bulunan bu kisimlar, dogali ile aynit hGH elde
etmek amaciyla hiicre disginda proteolitik kesim icin kullanilmistir. Bu amino asit
uzantilarindaki kii¢iik degisiklikler ekspresyon hizlarim1 3 kat degistirmektedir. Bu
hGH’larm spesifik ekspresyon hizlar1 plasmid igeren ve igermeyen hiicrelerin spesifik
¢ogalma hizlarinin birbirine orani (W'/W) ile ters orantilidir. N-ucu uzantilarindan %85
kararlikta olan met-ala-glu-hGH (MAE-hGH) se¢ilmistir. Ortam bilesimi ve ¢ogalma
kosullart ¢alismalari sonucunda kompleks ortamin kullanildigi glukoz agisindan yar
kesikli fermentasyon ile 2000mg/l MAE-hGH elde edilmistir. Fermentasyon prosesi,
glukoz-kisith ¢ogalma fazi ve bunu takip eden artmis glukoz beslemeli ikinci fazdan
olusmustur. Ikinci faz MAE-hGH 'nun iiretildigi fazdir, bu fazda hiicre olusumu
durmustur. Glukozun yiiksek derisimleri MAE-hGH ekspresyonunu azaltmistir. Glukoz
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acisindan  kesikli ~ fermentasyondaki ~ MAE-hGH’nin  verimi  yari-kesikli
fermentasyondakinin %30’dur. Glukoz kesikli fermentasyonda ekspresyon verimindeki
azalmanin, asetik asitin inhibe edici etkisinin sonucu oldugu ispatlanmistir. Bu inhibe
edici etki, pH kontrolu i¢in kullanilan asit ve bazin artan tiiketiminin neden oldugu tuz
etkisi ile artmistir.  Gergeklestirilmis  olan  kemostat deneyleri, glukoz
konsantrasyonunun yiikksek verimde MAE-hGH elde etmek ic¢in kritik olmadigim
gostermistir. Sonug olarak, E.coli ile heterojen proteinlerin {iretiminde glukoz agisindan

vari-kesikli proseslerin kesikli proseslere gore daha iistiin oldugu sonucuna ulasiimistir.

E. coli’de ¢ok kullamlan sinyal dizinleri (Ikahara et al. 1984, Gray et al. 1985, Becker
and Hsiung 1986) ve Bacillus sinyal dizinleri (Breitling et al. 1989) kullanarak
gerceklestirilen ¢aligmalar neticesinde dogal, ¢6ziilebilir ve biyolojik olarak aktif insan
proteinlerinin hiicre dig1 firetiminin dnemli oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle hiicre dis1
tiretim 6zelligine sahip Bacillus mikroorganizmalarinin konak hiicre olarak kullanildigi

calismalar hiz kazanmastir.

Franchi et al. (1991) degisik hGH polipeptit dizinleri tasarlayarak dogaliyla ayni
formda, kolay saflastirilabilen, yilksek ¢o6ziintirlikte hGH’nin verimli olarak
tiretilmesini amaglamiglardir. Bu amag¢ dogrultusunda 191 amino asitten olusan hGH
dizinine ek olarak N—ucuna hGH’nin hiicre proteinlerinden ve spesifik proteaz Faktor
Xa’yr gosteren lle-Glu-Gly-Arg (IEGR)’den kolayca saflastirilmasinin saglayacak
farkli hGH precursor dizinlerini tasarlamislardir. Bunlar Bacillus subtilis’e ekspres
ederek elde edilen {iriinleri coziiniirlikleri ve saflastirma kolayliklar agisindan
karsilastirmiglardir. Metiyonin ve IEGR tetrapeptiti arasindaki dizin her uzantiya gore
spesifiktir. Bu durum yiiklii amino asitler nedeniyle molekiillere farklh ozellikler
kazandirmistir. Uzun homopolimerik kuyruk i¢eren uzantilarin ¢oziinmez, kisa kuyruk
iceren uzantilarin ise met-hGH’ye gore ¢oziiniirliiklerinin arttigt belirlenmistir. Kisa
kuyruklu uzantilarin bir diger tstiinliigii de hormonun pl’sin1 degistirmesi nedeniyle
saflastirmanin daha kolay ve verimli yapilabilmesidir. Saflastirma isleminden sonra
uzantilar IEGR tetrapeptinin arginin amino asidinden kesme yapan proteaz Faktor Xa
enzimi ile muamele edilerek dogaliyla ayn1 formda hGH elde edilmistir. Protein analizi

SDS-PAGE ve Western Blott yontemiyle gerceklestirilmistir. Saflastirma ydnteminin
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basitligi, Faktor Xa’nin spesifikligi ve yiiksek verimde dogal hGH elde edilmesi

nedeniyle bu prosesin 6nemi artmistir.

Kajino et al. (1997) yiiksek verimle heterojen protein iiretme ve ¢ok diisiik hiicre disi
proteaz aktivitesine sahip olan Bacillus brevis hiicreleri ile dogalliyla aym yapida,
biyolojik olarak aktif hGH nin hiicre dis1 tiretimini arastirmislardir. Salgilanan proteazin
hGH {iretim verimini diislirmesini Onlemek icin proteazi ekspres eden mutantlar
kullanmiglar ve ortama proteaz inhibitorleri ilave etmislerdir. Hiicre ¢ogalmasi ve hGH
verimini inhibe etmeyen EDTA(proteaz inhibitoril) degeri belirlenmistir. Sinyal peptit
modifikasyonu ile hGH {tiretimini arttirmaya calismislardir. Buna gore sinyal peptidin
amino ug bolgesinin bazikliginin, orta bolgesinin de hidrofobikliginin artmasiyla hGH
tiretiminin 12 kat(148mg/l’ye) artt1 belirlenmistir. Uretim ortam1 optimizasyonu ile
hGH iiretimi 240mg/I’ye yiikselmistir. Sonugta biyolojik olarak aktif ve dogaliyla ayni

formda hiicre dis1t hGH verimli olarak tiretilmistir.

Shin et al. (1998a)’de rekombinant E. coli ile yari-kesikli kiiltiirlerde yiiksek hiicre
derisimlerinde rekombinant proteinlerin (hGH ve insan glukagonu) sentezini
arastirmislardir. Glukoz kisith ¢ogalma yan firiin olugsmadan gergeklegmistir. Bundan
dolay1 ¢ogalma ve rekombinant protein sentezi esnasinda hiicre ortaminin degismedigi
varsayilmistir. 1ki fazh yari-kesikli isletimdeki siirekli:dinamik besleme ve spesifik
cogalma hizlari istenilen degerlerde kontrol edilmistir. Spesifik ¢ogalma hiz1 ve E. coli
tiirlerinden  verimli rekombinant iiriin  olusumu arasindaki korelasyonlarin
karsilastirilmasi icin yari-kesikli isletimin kullanim1 uygundur. Graniil protein olarak
iki rekombinant protein ekspres edilmistir, yiiksek hiicre ¢ogalma hizinda yari-kesikli
kiiltiirlerdeki derisimleri 15g graniil bityiime hormonu I ve 7g graniil glukagon 1"ye

artmistir. Yari-kesikli fermentasyonda hGH iiretim fazinda asetat olusmamastir.

Shin et al. (1998b)’de saflastirilmasi kolay, ¢oziilebilen, yiiksek verimde hGH iiretimi
icin yeni bir graniil protein sistemi gelistirmislerdir. Human tumor necrosis factor-alpha
(hTNF-0)’nin N-ucu bes amino asiti, on histidin amino asiti ve enterokinaz kesme
konumu (Asp- Asp- Asp- Asp-Lys)’dan olusan partneri kullanarak, hGH’nu graniil

protein olarak E. coli’de iiretmislerdir. Gen ekspresyonu T7 promoterinin kontroliinde
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gerceklestirilmistir. Gen ekspresyonunun basinda ¢oziilebilir bir protein olarak iiretilen
granill protein, ilerledik¢e E. coli sitoplazmasinda ¢oziillemez olmustur. Ancak basit
alkali pH degisimi ile ¢oziilebilir hale getirilen graniil protein, afinite kromatografi ile
saflastirilmistir. Yiiksek hiicre yogunluklu yari-kesikli fermentasyonda hiicre ¢ogalmasi
ve hGH dretimi farkhh fazlarda gergceklesmistir. Fermentasyon siiresince maksimum
hiicre derisimi 90g/l, maksimum graniil protein derisimi 9g/l olarak Sl¢iilmiis ve asetat
olusumu gdzlenmemistir. Kolayhg, hizt ve yiiksek verimliliginden dolayr bu

rekombinant proses, hGH’ nun biiyiik 6l¢ek iiretimine uygulanabilirdir.

Byund er al. (2000)’de aerobik yari-kesikli fermentasyon ile E. coli’de rekombinant
hGH {iretimini arastirmisglardir. Bu dogrultuda amag¢ rekombinant hGH’nin yari-kesikli
fermentasyon sirasinda iiretim ve protein degradasyon modelini belirlemek ve lgek
biiyiitmenin bu modeli degistirip degistirmedigini, glukozun yar1 kesikli beslenmesiyle
olusan gradyenlerin, Ol¢eklendirme sirasinda {irlin  kalitesinde meydana gelen
degisikligin nedeni olup olamayacagini belirlemektir. Laboratory bench-scale, scale-
down (SDR) ve industrial pilot-scale (3m3) reaktorlerde iiretim verimi ve kalitesi, hiicre
verimi, karisik asit fermentasyonu, glukoz derisimi, hiicre lizizi incelenmis ve
karsilastirtlmistir. Glukozun tek olarak degil de oksijen kisitlamasi ile kritik parametre
teskil ettigi, formik asitin asetik asite gore baskin oldugu yan firiin olusum modeli ile
kanitlanmistir. Asetik asit ve formik asit olusumu biitiin kiiltiirlemelerde farkli hiz ve
zamanlarda gozlenmistir. Uriin kalitesi ve miktar1 hari¢ biitiin parametreler icin iiretim
modeli, SDR reaktorde benzer olarak yapilabilmis ve %80 yiiksek toplam verim elde

edilmistir.

Caston et al. (2002)’de oksijence zenginlestirilmis fermentasyonun hiicre derisimi ve
hGH iiretimi {izerindeki etkilerini arastirmislardir. Bu dogrultuda sadece hiicre
¢ogalmasi ve sadece rekombinant hGH iiretiminin incelendigi iki yari-kesikli
fermentasyon gergeklestirmislerdir. Hiicre ¢ogalmasi prosesinde; iistel ¢ogalma fazi
uzun siirmektedir, ortamdaki oksijen derigminin artmasiyla Yo;s artmis ve yasam
katsayis1 yiikselmistir. Formik asit ve asetik asait olusumu ise oksijen derisimi
artirlhincaya kadar ¢ok diisiiktiir sonra ise sirasiyla 0.35g/1 ve 0.43g/I’ye artmislardir.

Hiicre derisimi oksijence zenginlestirme ile hizli olarak armis ve prosesin sonunda
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aniden diigmiistiir. Dolayisiyla tiretim ortamina salgilanan formik asit ve asetik asit
derisimindeki artma  hiicre lizizindeki artmadan kaynaklandigi dusiiniilmiistiir.
Rekombinant hGH iiretim prosesinde; glukoz besleme hizi ve iiretim ortam derisimi iki
katina ¢ikarilmistir. Oksijence zenginlestirme ile formik asit olusumu 1g/l’ye artmistir.

Proses sonunda 37au r-hGH iiretilmistir.

Tabandeh er al. (2004)’de 1s1l indiikleme yOntemini kullanilarak E. coli’de hGH
ekspresyonu ile farkl karbon kaynaklari ve tiretim ortami bilesimlerinde hGH {iretimini
arastirmiglardir. Sonugta pH-stat beslemeli yari-kesikli fermentasyonda tanimli ve
kompleks ortam icin hiicre derisimleri sirasiyla 25 ve 60g/l1 olarak Ol¢lilmiistiir.
Kompleks tiretim ortaminin kullanildig: yari-kesikli fermentasyon ile 2g/l1 rekombinant
hGH iiretilmistir. Kompleks ortam iceren stirekli beslemeli yari-kesikli fermentasyon
karbon kaynagimin hGH {iretimine etkisi incelenmistir. Karbon kaynagi olarak glukoz
yerine gliserol kullanildiginda hiicre derisimi 100g/’ye ve hGH derisimi de 2.7g/1’ye

artmis, yan-liriin olan asetik asit olusumu azalmistir.

hGH dretimi ile ilgili siireli yayin literatiiriinde iiretim ortamindaki bilesenlerin
etkisinin incelendigi Bacillus tirleri ile ilgili bir calisma olmadigi halde, E. coli
(Tabandeh et al. 2004) ile ilgili ¢alismada uygun karbon kaynagi belirlenmistir. hGH
iiretimi ile ilgili cahsmalarda pH ve sicaklik etkisi arastirllmadan c¢aligilmistir.
Karistirmali biyoreaktdrlerde oksijen aktarimi karistirma hizi ve oksijen/hava giris
hizinin bir fonksiyonu olup 6nemli biyoreakttr isletim parametrelerindendir. Cizelge
2.13’de belirtilen c¢alismalarda  hava giris hiz1 ve karngtirma hizinin etkisini

incelenmeden calismiglardir.
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Cizelge 2.11.a Rekombinant hGH iiretimi ile ilgili kaynaklar: Konak-mikroorganizma:
hGH {iretim tipi ve 6l¢ciim metodu

E. coli, rekombinant plasmid ve 6zellikleri,

Gelistirilen Lo -
. . Baslatici . . . hGH iiretim Chgn 0lciim
Mikroorganizma (Promoter) Sinyal-peptid: Plasmid (ler) tipi metodu Sonuclar Kaynak
, . . Genentech’te gelistirilen plasmid pHGH107 kullanilarak | Goeddel
E. coli 294 lac - pHGHI107 sitoplazmik RIA Cya =1.0 mg/I. hGH tretilmistir. vd. 1979
pGH-L9 . T . L ;
E col o : pGH-L11 sioplazmik | Ria | Maksimum hGH et pGH-LO plasmidi e Hkchara v
pGH-L13 hGH = g str.
pAPH-1 plasmidi ile 230ng/ml/Ass, Met-hGH
. trp pre-hGH pPreHGH207-2 . . aretilmigtir.  Uretilen hGH‘un biyolojik aktivite ve | Gray vd.
E. coli 294 phoA pho-hGH pAPH-1 periplazmik RIA imminolojik ozellikler agisindan dogal hGH ile ayni| 1985
ozelliklere sahip oldugu bildirilmigtir.
Eli Lilly’de gelistirilen plasmid pOmpA-hGH2 ile 10-15 | Becker ve
E. coli K12RV308 . ug hGH/Agp=1.6 hiicre verimle hGH periplasmik olarak | Hsuing
(su’, AlacX74, gallSII::OP308, Lpp-lac OmpA pOmpA-hGH2 periplazmik RIA/ELISA | dretilmistir. 1986;
1psL) E. coli’de iretilen toplam hGH’nin %72’i periplazmik | Hsiung vd.
bosluga salgilanmig ve dogal hGH ile aymdir. 1986
E. coli W3110 hGH4R Genentech ‘de tasarlanan plasmidlerden phGH4L ile daha Chane vd
(tonA; ATCC27325) phoA STII PhGH " periplazmik RIA yiksek verimde hGH uretilmistir. Toplam hGH’nin 1 9§7g .
P (15.4ug /ml/Assy) %90’1 periplazmik olarak uretilmistir.
. L " kil geni igeren plasmid p8hGHI ile gegirgenligi artirmig ve
E. coli HBIOI o EvK Bacillus penisilinaz p8hGHI Hiicre-dis1 hGH'nin® %55'i (11.2 mg/L) hicre dist, %42'si (8:6 |,
i grzlas oo | Gt o s RIA | me/) periplasmik ok trtimit il enigermeyen | (16 ¥
supE44 endA recAl3 1psL20) Ex Bacillus penisilinaz pPShGH11 Periplazmik plasmid p | rle 1se nin %80°ni (6.7 mg/l)
periplazmik olarak tretilmistir.
E. coli K12RV308 Lpp’-lac™ OmpA pOmpA-hGH2 ) Eli Lilly’de pOmpA-hGH2 ve pJL3 plasmidlerini iceren
(su’, AlacX74, gallSII::OP308, Hiicre-dig1 RIA/ELISA | E. coli ile 4.5 ng hGH/ml/Assp=0.4 hiicre-dig1 olarak | Hsuing vd.
1psL) Lpp’-lac™ - pJL3 aretilmigtir. 1989
E. coli K-12 IM109 .
(recAl, endA T, GyrA96, thi, pKK::hGH Rekombinant pKK::hGH, pKK::hGH::hGH, Yamakawa
15dR17, supE44, relAl, (lac-pro), tac hGH pKK::hGH::hGH periplazmik | Western Blott | pKK::4(hGH) ile tretilen hGH E. coli proteinlerinin 4. 1989
Z(Ilg}m@ probAB, lacl, lacZ pKK::4(hGH) sirastyla % 1.8, %4.4 ve %11.1°ni olusturmustur. vd.
E. coli B21(DE3) . pT2GH . . Plasmidi pT2GH kullanilarak dretilen hGH hicre | Shin vd.
(F, ompT rEmB) 7 (amp* ChI" hGH) sitoplazmik | Western Blott | o ininin %30°dur. 1998b
T7 pET21-hgh Tki-plasmid sistemi kullanilarak, isil-indiikleme ile iiretilen Tabandeh
E. coli A6-5 N - sitoplazmik ELISA hGH ‘nin uretim kosullarint aragtirmiglardir. hGH toplam g 20064
APy (kan, 7 RNA pGP1-2 hiicre proteininin %20°ni olugturmustur. vd.

polimeraz®)
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Cizelge 2.11.b Rekombinant hGH iiretimi ile ilgili kaynaklar: Konak-mikroorganizma: Bacillus , rekombinant plasmid ve 6zellikleri,
hGH iiretim tipi ve 6l¢iim metodu

. . Baslatici . . Gelistirilen hGH iiretim Chcn 0lciim
Mikroorganizma (Promoter) Sinyal-peptid: Plasmid (ler) tipi metodu Sonuclar Kaynak
B. subtilis MT500 pNPAS84 pNPAS84 phGHS526 Hiicre-dis: Western Blott Notral proteaz sonlandirici iceren plasmid phGH526 ile | Nakayama
(aprnpr sacQ(BamF)) pNPA84 pNPA84 phGH324 § hGH tiretimi 10-kat artmistir (Cngy = 40mg/L). vd. 1988
pSM215 Uzun peptit uglarin ¢oziinmez, kisa uglarin ise Met-
B. subtilis SMS118 _ (alternatif &Q uglar: . . hGH’ye gore ¢ozinurluginin fazla oldugu belirlenerek, | Franchi
(lew, PyrDI, npr, spr) pSM212 MRRRRRRIILM-TEGR sitoplazmik | Western Blott kisa uglarm proteinin pI’sini degistirerek saflastirmayi | vd. 1991
MEELVLISOR) kolaylastirdig1 bildirilmistir.
MWP pNU211hGH R2LA4 sinyal dizini hGH’yi iiretim ortamina salgilamada en
. L4 pNU211L4hGH . etkin bulunmus; R2L4 sinyal dizini ile hGH tiretimi 12-kat | Kajino vd.
B. brevis HPD31 pPNU2IThGH R2L4 pNU21IR2L4hGH | Hucre-dist | WesternBlott | o 146" 10/1 ) artmigtir. Ortam optimizasyonu ile hGH | 1997
L15 pNU211L15hGH tretimi 240mg/L’ye arttirilmigtir.
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Cizelge 2.12 hGH iiretimiyle ilgili kaynaklar : Uretim ortami bilesenleri ve &lgiilen parametreler

Mikroorganizma Arastirilan etki Ortam Olciimler Kaynaklar
cC N P YE C, Cien Cis Coa Cac Cra
r-F. coli 294 - - - - - - + - - - - Goeddel vd 1979
r-F. coli HB101 - - - - - - + - - - - Tkehara vd 1984
r-E. coli 294 - - - - Kompleks - + - - - - Gray vd 1985
r-E. coli K-12RV308 - - - - Kompleks - + - - - - Becker ve Hsiung 1986
r-F. coli W3110 - - - - Kompleks - + - - - - Chang vd 1987
r-E. coli HB101 - - - - Kompleks - + - - - - Kato vd 1987
r-F. coli K-12RV308 - - - - Kompleks - + - - - - Hsiung vd 1989
r-F. coli K-12 IM109 - - - - Kompleks - + - - - - Yamakawa vd 1989
r-F. coli MC1061 + - - - Kompleks + + - - + - Jensen ve Carlsen 1990
r-E.coli BL21(DE3) - - - - Kompleks + + - - + - Shin vd 1998a
r-F.coli BI.21(DE3) - - - - Kompleks + + - - + - Shin vd 1998b
r-E. coli K-12 W3110 - - - - Tanimh + + - - + + Byund vd 2000
r-E. coli W3110 - - - - Taniml + + - - + + Caston vd 2002
r-F. coli A6-5 + - - - Kompleks + + - - + - Tabandeh vd 2004
r-B subtilis MTS500 - - - - Kompleks + + - - - - Nakayama vd 1988
r-B. subtilis SMS118 - - - - Kompleks - + - - - - Franchi vd 1991

r-B. brevis HPD31

Kompleks - + - - - - Kajino vd 1997
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Cizelge 2.13.a hGH {iretimi ile ilgili kaynak arastirmasi; Biyoreaktor isletim parametreleri: rekombinant E. coli

Biyoreaktor Isletim Kosullari

Sonuglar
. . Biyoreaktor / T Vi N Q/V DO Besleme | Uretim ortam: hGH iiretim  hGH 6lgiim  Cpgy~ Cxc Ca
Mikroorganizma Isletim tiirii °C pH dm? dk! vvm % tiirii Karbon kaynag1 tipi metodu g/l g/L g/l Kaynak
Kesikli 30 7.2 - >500 1 220 0.4 30 10
Strekli
. Kemostat 30 7.2 1.3 >500 1 >20 0.12 30 1.6 Jensen ve
E. coliMC1061 Stirekli Kompleks; G sitoplazmik ELISA Carlsen
Yari-kesikli 30 7.2 - >500 1 >20 1.0 40 2-3 1990
G-
Yari-kesikli 30 7.2 - >500 1 >20 besleme 2.0 40 0
stratejisi
E.coli BL21(DE3) Kecikl: } } } Siirekli: . . . SDS- a Shin vd.
(7. ompT- 1B mE) Yari-kesikli 37 6.75 40 dinamik Kompleks; G sitoplazmik PAGE 15 70 0 1998a
E. coli BL21(DE3) Kecikl: . . . : . sitoplazmik: SDS- a Shin vd.
(. omoT B ) Yari-kesikli 37 6.75 40 pH-stat Kompleks; G Western Blott PAGE 9 90 0 1998b
Kesikli - 205 stirekli 64.6 | 90 0 | Bvund vd
E.coli W3110 [S9rE1 30 7.0 - 1.4 - Kompleks; G | sitoplazmik | HPLC | 758 | 80 | 20 [ ~V300 V¢
Yari-kesikli 1000 2000
- 41.7 95 30
Yari-kesikli:
Hiicre iiretimi 37 70 4 <1000 1 20 | Sirekli | 75 | os
E. coliK-12 W3110 Tanimlanmig; G | sitoplazmik HPLC C“;‘é’(‘)‘zv“‘
Yari-kesikli: - . 37au®
r-hGH iiretimi 37 7.0 6 <1000 1 20 Siirekli - 0.7
pH-stat | Tammlanmig; G - 25 -
. s pH-stat Kompleks; G . . SDS- 2 60 2 Tabandeh
E. coli A6-5 Yari-kesikli -37 7.0 - 400-900 1 40 sitoplazmik PAGE vd. 2004
S}lrekl‘l: Korppleks; 27 100 I
dinamik gliserol
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Cizelge 2.13.b hGH fiiretimi ile ilgili kaynak arastirmasi; Biyoreaktor isletim parametreleri: rekombinant Bacillus

Biyoreaktor Isletim Kosullari Sonuglar
. . Biyoreaktor / T Vi N Qu/V DO Besleme Uretim ortami: hGH hGH 6l¢iim Chau Cx Ca
Mikroorganizma Isletim tara °C pH dm’ dk! vvm % tiirt Karbon kaynagi | tiretim tipi metodu g/L g/L g/L Kaynak
_— 1 - - -
B subtilis MT500 Kesikli 30 6.0-7.0 0-70 0.006 - - Nakayama
(apr npr sacQ(BamF) Tanimlanmis; G | hiicre dis1 | Western Blott vd. 198 8
spoOA) Lecikli _ _ - - :
Yari-kesikli 30 6.5.7 4 R 0-10 0.04 35

c: kontrolli

Ac: Asetik asit

* fiizyon hGH

® Hucre bagina tiriin (au)
G: Glukoz
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Mikroorganizmalar

Asagida tiir adlar ve numaralar 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).

Cizelge 3.1 Arastirmada kullanilmis olan mikroorganizma ve plasmidler

Mikroorganizma Kaynak/Referans
E.coli XL1Blue ATCC 31538, Bullock et al. (1987)
B. licheniformis DSM 1969
B. subtilis
1A751 BGSC
1A179 BGSC
Plasmid Kaynak/Referans
pHGH107 Goeddel et al. (1979)
pUC19 Yanisch-Peron et al. (1985)
pMK4 Briicknet ef al. 1992

-pre(subC)::hGH::pUC19 Bu ¢alismada
-pre(subC)::hGH::pMK4 Bu ¢alismada

Mikroorganizmalar, % 0.5 pepton, %1.5 soytripton, 0.001 kg/m3 MnSO4.2H,0
bilesimindeki —su i¢inde hazirlanan ve 121°C ve 1.2 atm’de doygun buharla 20 dk
siireyle sterillenen- V=0.5 ml ¢ozeltide 30 °C’da 30 dk galkalanarak canlandirilmig ve
canlandirma ortaminda 30 dk bekleyen hiicreler, canlandirma ortam bilesimine ek 15
kg/m® kat1 agar igeren petri kaplarina steril kosullarda aktarilmistir. Kati agar ortamlar

asagidaki yontemle hazirlanmistir:
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1. Yukarida bilesimi verilen ¢6zelti, homojen hale gelinceye kadar manyetik karistiric
ile karistirilarak kaynatilmistir;

2. Ortam berrak hale geldiginde, daha 6nceden hazirlanmis mikrobiyolojik hava filtreli
tiiplerin herbirine 6 ml konulmus ve sterillenmistir;

3. Tiipler sterilazasyon isleminden sonra egilerek, agarin donmasi beklenmistir; egik

agar tiipleri 4°C 'da korunmuslardir.

Yukaridaki gibi hazirlanan kati ortamlara mikroorganizma &ze ile steril kosullarda
aktarildiktan sonra 30°C 'da 18 saat inkiibatdrde ¢ogaltilmistir. Mikroorganizmalarin
yaslanmalarim ve zamanla aktivitelerini kaybetmelerini Snlemek icin kati ortamda

cogaltilmis aktif mikroorganizmalar mikrobanka aktarilarak -20°C 'da saklanmistir.

3.2 Rekombinant Bacillus Tiirleri Gelistirmede Kullanilan Genetik Miihendisligi
Teknikleri

Bacillus tiirleri ile insan bilylime hormonunun (hGH) hiicredisi {iretimi i¢in biyoproses
gelistirilmesinin amaglandigindan, genetik miihendisligi teknikleriyle hGH iiretebilen
ve Urettigi tirtinti hiicre disina salgilayabilen rekombinant Bacillus turleri gelistirilmesi
amaclanmistir. Bu dogrultuda hGH'mun Bacillus tiirlerinde {retilip hiicre disina
aktarilabilmesi i¢cin Bacillus hiicre dis1 enzimlerinden serin alkali proteaz (SAP) geninin

—pre(subC) dizininin hGH gen dizininin Oniine entegre edilmesi tasarlanmistir.

3.2.1 Kullanilan bakteriler, cogalma ortami ve plasmidler

a. PCR'a dayanan SOE yonteminde tasarlanan primerler yardimiyla Once ayri-ayri
cogaltilacak —pre(subC) dizini ve hGH mature peptit dizini icin kalip DNA olarak,
SAP iiretme potansiyeli olan Bacillus tiirii mikroorganizmanim kromozomal DNA's1
ve hGH genini kodlayan cDNA'y1 tasiyan plasmid DNA kullanilacaktir. Bu amag
dogrultusunda B.licheniformis (DSM 1969) SAP geni icin kaynak ve E.coli XL1-
Blue (ATCC 31538) hGH cDNA'sim1 tasiyan pHGH107 plasmidi igin kaynak

mikroorganizmalar olarak kullanmilmistir (Cizelge 3.1).
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b. Genetik mihendisligi arastirma  programinda B.licheniformis kat1 ortamda
37°C'da %] tripton, %0.5 maya oziitii, %1 NaCl, %1.5 agar iceren pH=7.5
LBA ortaminda; sivi ortamda ise yukaridaki bilesimde -agarsiz- LB ortaminda,
E.coli ise bunlara ilaveten %0.01 DL-Diaminopimelik asit, %0.002 timidin ve
%0.08 a-D-glukoz igeren sivi ve kati ortamlarda 200 dk karistirma hizinda
cogaltilmislardir. E. coli 'nin plasmidi koruyabilmesi icin ortama ampisilin

(50pg/ml) eklenmistir.
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Sekil 3.1 pUCI19 ve pMK4 plasmidlerinin sekilleri

3.2.2 Kromozomal DNA izolasyonu

Kromozomal DNA'nin Bacillus tiirlerinden izolasyonu igin asagidaki yontem

uygulanmistir:

1. Kati ortamdan 30 ml hacimhi LB ortamina (EK 1) aktarilan hiicreler 30°C 'da 12 st
(bir gece) ¢ogaltilmistir.
2. Hiicrelerin ¢ogaldiklari ortam 3000 g 'de 10 dk santrifiijlenmis, sivi alindiktan sonra
hiicreler 5 ml SET tamponu (EK 1) icinde tekrar siispansiyon haline getirilmistir.
3. Son derigimi 1 mg/ml olacak sekilde ortama lizozim enzimi eklenmis ve 37°C 'da 60
dk siireyle tepkime gerceklestirilerek hiicre duvari pargalanmistir.
4. 1/10 hacim oraninda ortama %10 'luk SDS eklenmis ve hemen ardindan derisimi 0.5
mg/ml olacak sekilde proteinaz-K eklenmis ve iki saat siireyle -arasira ¢alkalayarak-

4°C 'da tepkime gergeklestirilmistir.
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5. Cozelti hacminin 1/3' kadar 5M NaCl; sonra ¢dzelti hacmi kadar kloroform eklenmis
ve tepkime oda sicakliginda 30 dk siireyle karistirilarak gergeklestirilmistir.

6. Iki fazli karism 4500g 'de 15dk santrifiijlenmis ve sulu faz Pasteur pipetiyle tiipe
alinmustir.

7. Sulu fazdaki kromozomal DNA iizerine hacmi kadar izopropanol eklenmis;
stispansiyon 4500g 'de 15dk santrifiijlenmistir. DNA %70 'lik EtOH ile yikanmis ve
vakum altinda kurutulmustur. DNA uygun miktarda TE tamponu (EK 1) i¢inde

¢Oziilmiis ve -20°C 'da saklanmistir (Posprech and Neumann 1995) .

3.2.3 DNA derisiminin belirlenmesi

DNA molekiillerinin ayirilmasinda jel elektroforez, jel olusturma maddesi olarak
agaroz; jel ¢ozeltisi olarak da TBE tamponu (EK 1) kullanilmistir. Agaroz derisimi 1.0-
1.7 (a/h) arasinda amaca gore degistirilmistir. Jel elektroforez cithazinin isletim voltaji
100 V 'tur. Bu islemden sonra jel biiyiikliigtine gore 20-50ul EtBr (10mg/ml) ile
boyanarak UV 15181 altinda fotografi ¢ekilmis ve isaretleyiciden yararlanilarak her
bandin derisimi hesaplanmistir. Plasmid DNA derisimi izolasyonundan sonra 260nm

dalga boyunda UV-spektrofotometre ile Sl¢iilmiistiir.

3.2.4 PCR cihaziyla gen derisimlerinin artirilmasi

Polimeraz zincir tepkimeleriyle (PCR) termal-dongii cihazinda gen derisiminin
artirtllabilmesi igin ilk olarak gerekli primer tasarimlar1 yapilmistir ve bilgisayar
programi NAR ile primerlerin yapilar1 kontrol edilmistir. hGH'nun hiicre dis1 iiretimi
icin rekombinant Bacillus gelistirilmesi amactyla hiicre i¢inde tiretilen hGH'nun hiicre
digina aktarilmasint saglayacak Bacillus hiicre dig1 enzimlerinden serin alkali proteaz
geninin -pre dizini i¢in iki ve hGH gen dizini icin de iki primer tasarlanmistir.
Primerlerin tasariminda, -pre(subC) dizininin ileri primerlerine Xbal, hGH gen dizininin
geri primerine BamHI restriksiyon konumlari plasmide klonlanabilmesi i¢in eklenmistir.

Tasarlanan primer dizinleri Cizelge 3.2°de verilmistir. PCR-tepkimeleri i¢in girdi

derisimleri ve PCR sistemi isletme kosullar asagida verilmistir :
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Cizelge 3.2 Tasarlanmis olan primer dizinleri ve isletim kosullar

PCR Isletim
Gen Primer Dizin PCR Bilesimi
Kosullar:
-pre(subC)
, s a0 10X PCR Tamponu Sul
dizini ileri 5" _GCTCTAGAGCGCAATCTCCTGTCATTCG _3 e T,=94°C, 2dk MeCl, (25mM) Al
rimeri e T,=94°C, 1dk dNTPler (1mM) 10ul
-pre(subC) P T,=50°C, 1dk Ileri Primer (FP) (10uM) Tul
-pre(subC) T5=72°C, 23s Geri Primer (RP) (10uM) jml
dizini geri | 5 _GGTATAGTTGGGAAAGCAGAAGCGGAATCG _3° | o T,=72°C, 5dk zﬁmglate DNA 2 " 11
o 2
primeri T=4°C, Sdk pfu DNA polimeraz (2.5U/ul.) Tul
hGH peptit o T,=94°C. 2dk 10X PCR Tamponu Sul
dizini ileri 5" _GCTTCTGCTTTCCCAACTATACCACTATCTC _3’ = ’ MgCl, (25mM) 4ul
cimeri e T,=94°C, 1dk dNTPler (ImM) 10ul
hGH P T,=57°C, 1dk ileri Primer (FP) (10pM) Tul
hGH peptit T5=72°C, 39s Geri Primer (RP) (10uM) Tul
dizini geri 5’ _GCGGATCCGCACTGGGGAGGGGTCAC _3 e T,=72°C. 5dk "(lj";lr;l(p))late DNA 225551
primeri T=4°C, 5dk pfu DNA polimeraz (2.5U/uL) Tul
-pre(subC)
) , _oAo 10X PCR Tamponu Sul
dizini ileri 5" _GCTCTAGAGCGCAATCTCCTGTCATTCG _3 e T,=94°C, 2dk MeCl, (25mM) aul
. P e T,=94°C, 1dk dNTPler (ImM) 10ul
-pre(subC)::hGH primeri Ty=50°C. 1dk ileri Primer (FP) (10uM) Tl
(hibrit) hGH peptit T;=72°C, 23s Geri Primer (RP) (10uM) Tul
dizini geri 5’ _GCGGATCCGCACTGGGGAGGGGTCAC _3 o T.272°C. 5dk Template DNA 2.5ul
ST dH,0 25ul
primeri T=4°C, Sdk pfu DNA polimeraz (2.5U/ul.) Tul
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Polimeraz zincir tepkimesi (PCR) icin tepkime bilesimi :

10X PCR Tamponu Sul
MgCl, (25mM) 4ul
dNTPler (1mM) 10ul
fleri Primer (FP) (10uM) Tul
Geri Primer (RP) (10uM) Tyl ¢ ileri ve geri primer ve kalip-DNA derigimleri
Template DNA 2.5ul
dH,O 25ul

pfu DNA polimeraz (2.5U/pL) Tu

PCR cihazi calisma programi:
T1=94°C, 2dk } 1 dongii

T,=94°C, 1dk
T,=54°C, 1dk 30 dongii
T5=72°C, 22s
T5=72°C, 5dk

1 dongii
T4=4°C, 5dk

3.2.5 Ligasyon tepkimesiyle klonlama

Ligasyon tepkimelerinde yapiskan uc¢lu (sticky end) DNA parcast -gen (insert)- ve
vektor kullanildiginda gen (insert)/vektor molar oranimin 3 olmasi; Kkiit uclu (blunt
end) insert ve vektor kullanildiginda gen (insert)/vektor molar orammin 5-10
kullanilmas1  uygundur. Ligasyon tepkimeleri asagidaki verilen kosullarda

gerceklestirilmistir:

Gen (Insert ) DNA ~60-200 ng

Vektor DNA ~10-60 ng

Ligasyon tamponu (ATP iceren) 2ul

T4 DNA ligaz 0.5-2U

dH20 Gen + vektor sulu ¢ozeltisi Vg= 20 pl'ye tamamlanur.
Mikroreaktor hacmi V=20 ul

131



Mikroreaktor sicakligi T=15°C

Kalma siiresi t=16 st

3.2.6 DNA dizin analizi

Plasmide klonlana hibrid genin dizin analizi i¢in tasarlanan primerler kullanilmistir.
Klonlamanin dogrulugunu kontrol etmek i¢in elde edilen hibrid genin (-pre(subC) +
hGH genleri) niikleotit dizini Microsynth GmbH (Balgach, Isvicre) laboratuvarlarinda

DNA dizin analiz cihazi ile analizlenmistir.

3.2.7 Plasmid DNA'nin E.coli’ye CaCl, yontemiyle transferi

Klonlama isleminden sonra geni tasiyan plasmid DNA E.coli’ye CaCl, yontemi ile

transfer edilmistir.

CaCl, Yontemi (Competent cell transformasyonu) :

1. E.coli LBA kati ortaminda, 37°C de bir gece (~ 12 saat) gogaltilir.

2. Kati ortamdan 5 ml hacimhi LB ortamina aktarilir ve 37°C’da bir gece daha inkiibe
edilir.

3. LB ortaminda ¢ogaltilan hiicrelerden 1 ml alinarak 100 ml’lik yeni LB ortamina
aktarilir ve 37°C sicaklikta 4 st 250 dk'*da iistel cogalma fazi bagina kadar tekrar
cogaltilir.

4. Cogalan hiicreler steril, soguk 100 mI’lik santrifiij tiiplerine konulur ve tiipler buz
iizerinde 10 dk tutularak 0°C "a sogutulmasi saglanir.

5. Hiicreler 4000 g’de, 4°C’da 10 dk santrifiijlenerek ¢oktiiriiliir.

6. Sivi kisim atilir; ¢oken hiicreler santrifiij tiipiiniin kagit havlu {izerinde ters ¢evrilerek
1 dk kurutulur.

7. Hiicreler 10 ml, 0,1M CaCl, ile siispansiyon haline getirilir ve buzda bekletilir.

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

9. Swv1 kisim dokiiliir ve hiicreler santrifiij tiipiiniin kagit havlu {izerinde ters ¢evrilerek

1 dk kurutulur.
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10. Coken hiicreler 4 ml, 0,IM CaCl, icinde tekrar siispansiyon haline getirilir ve
buzda bekletilir.

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

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

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

hacimde (~250 pl ) aktarilir (Sambrook 1995).

3.2.8 E. coli’den plasmid DNA izolasyonu

=

12 st (bir gece) LB ortaminda c¢ogaltilmis  hiicreler, 12000 g 'de 30 s

santrifiijlenmistir.

2. Berrak kisim atildiktan sonra hiicrelerin iizerine ¢ogaltilmis hiicrelerden 1ml tekrar
eklenmis ve Onceki basamaktaki gibi tekrar santrifiijlenmistir.

3. Berrak kisim tekrar atilmis ve hiicreler iizerinde kalan az miktardaki sivi da
mikropipetler yardimiyla alinmis; hiicreler buz {izerine yerlestirilmistir.

4. Hicreler 4°C sicakligindaki, 100ul Cozelti I (EK 1) ile tekrar siispansiyon haline
getirilmistir.

5. Uzerine 200 ul yeni hazirlanmis Cozelti 11 (EK 1) eklenmis; eppendorf tiipii ara sira
asagi-yukari ¢evrilerek 5 dk karigtirilmistir.

6. Uzerine 150ul 4°C sicakhginda Cozelti 111 (EK 1) eklenmis ve 5dk buz icerisinde
bekletilmistir.

7. 12000g 'de, 4°C 'da 5 dk santrifiijlenmis; berrak kisim temiz bir tiipe alinmistir.

8. Berrak ¢ozelti hacminin 0.1 hacmi kadar 3M NaAc ve 2 kati kadar saf EtOH
eklenmis ve —20°C 'da 10 dk bekletilmistir.

9. Plasmid DNA 12000 g 'de, 4°C 'da 5 dk santrifiijlenerek ¢okttriilmiistiir.

10. Berrak kisim dokiilmiis ve ¢ken plasmid DNA vakum altinda kurutulmustur.
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11. Kuruyan pellet amaca gore ya 100 pl TE tamponu (EK 1) (pH=8) veya dH,O
ile ¢oziilmiis ve -20°C 'da saklanmistir (Sambrook 1995).

3.2.9 DNA'nin agaroz jelden ekstraksiyonu

Jelde ayrilan gen pargalarindan klonlama tepkimesinde kullanilacak olam UV-15181
altinda jelden kesilerek alinmis ve sonra da Fermentas DNA Ekstraksiyon Kit ile

ekstrakte edilmistir.

Fermentas DNA Ekstraksiyon Kit ile Ekstraksiyon Yontemi:

Istenen DNA molekiiliinii igeren jel pargasi uygun ¢ozeltilerle karistirilarak 55°C 'de
coziilir. Sonra ¢ozeltiye gecen DNA molekiilii ortama eklenen toz halindeki silika
partikiillere adsorplanir. DNA molekiillerini tasiyan silika tozlar1 yikanir ve sonra da
eliiasyon tamponu ile eliiasyon islemi gerceklestirildiginde klonlama tepkimesinde

kullanilacak DNA molekiilleri saf olarak elde edilir.

3.2.10 Elektroporasyonla plasmid DNA'nin Bacillus tiirlerine transferi

Hedef geni tasiyan E.coli-Bacillus shuttle vektorii  Bacillus subtilis’lere  asagida
aciklanan elektroporasyon ve dogal transformasyon yontemleriyle aktarilmistir. Dogal

transformasyon yonteminin elektroporasyondan farki elektrik soku uygulanmamasidir.

Ependorf Elektroporasyon Yontemi : B.subtilis ’in transformasyonu

Elektrokompotent hiicrelerin hazirlanmasi :

1. Hiicreler Sml’lik LB sivida 37°C ve 180rpm kosullarinda 1 gece ¢ogaltilirlar.

2. 5 ml’lik LB sivida ¢ogaltilan mikroorganizmanm 250 pl ’si 50 mI’lik LB s1v1 i¢eren
yeni ortamlara aktarilir ve 1.basamaktaki ile ayni kosullarda 3 st ¢cogaltilir.

3. 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
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(%25 PEG ve 0.1M mannitol) ile de iki kez yikanir. Yontemin uygulandigr siirecte
hiicrelerin soguk olmasi gerekir.

Hiicreler baslangic cogalma ortamit hacmimin 1/200°ti kadar hacimh soguk
elektroporasyon tamponu ile siispansiyon haline getirilir ve +4°C’de 10 dk

bekletilir.

Elektroporasyonla DNA nin hiicrelere aktariimasi :

1.

Elektroporasyon cihaz1 belirlenen voltaj degerine ayarlanir. Baslangic voltaj degeri
16kV/cm olabilir (Imm’lik kiivetler i¢in 1600 V kullanilmistir).

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

Hiicre/DNA karigimi 6nceden sogutulmus kiivet igerisine konur ve kiivetin dist
kurulandiktan sonra elektroporasyon cihazinin kiivet tutucusuna (holder)
yerlestirilir.

Elektrik-pulse uygulanir ve hiicrelerin 2-3 dk dinlenmesi i¢in beklendikten sonra
tizerine 0.5 ml LB s1v1 eklenir ve 37°C’de 3 st bekletilir.

Uygun segici antibiyotigi iceren LB agar {izerine yayilir ve 37°C’de inkiibe edilir.

3.2.11 Bacillus 'tan miniprep plasmid DNA izolasyonu: Alkali liziz yontemi

Bacillus’tan plasmid DNA izolasyonu asagida verilen yontem kullanilarak yapilmistir.

Yontem uygulamirken kullanilan ¢6zeltilerin bilesimleri Ek 1°de verilmistir (Harwood

and Cutting 1990).

Deney tiipii veya 25ml’lik erlenlerde bulunan, se¢ici antibiyotik i¢ceren 2.5ml’lik LB
sivi-ortama plasmid DNA’nin izole edilecegi mikroorganizmadan tek koloni
aktarilir.

Mikroorganizma 37°C ve 200rpm kosullarinda bir gece ¢ogaltilir.

Cogalan hiicrelerin 1.2mI’si 10000rpm ve oda sicakhiginda 1dk santrifiijlenir. Sivi
kistm dokiiliir ve kalan sivinin tamami bir mikropipet yardimiyla uzaklastirilir.
Hiicreler 1.2ml TSE tamponu (EK 1) ile tekrar siispansiyon haline getirilerek

yikanir.
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10.

11

13.
14.

15.

16.
17.

18.
19.
20.

21.
22.

3.basamak tekrarlanir.

Hiicre pelleti 2mg/ml egg-white lizozim igeren (kullanmadan hemen 6nce toz olarak
eklenmis) 500 ul Cozelti A (EK 1) ile siispansiyon haline getirilir.

10s vorteks islemi ile homojenizasyondan sonra T=37°C’de hiicreler pargalanincaya
kadar (10-20 dk) inkiibe edilir. Bu basamak kritiktir ve siispansiyon viskoz
olmalidir.

Karisim buz iizerine konur ve oda sicakliinda bekletilen Cozelti-B’den (EK 1) 400
ul eklenir, 10s vorteks islemi ile homojenizasyondan sonra 4 dk buz iizerinde
bekletilir. Siispansiyon gergekte berrak olmalidir; eger berrak degilse vorteks islem
basamagi tekrarlanir.

300 ul Cozelti-C (EK 1) eklenir ve 10s vorteks isleminden sonra buz {izerinde 5 dk
bekletilir.

16000 rpm ve +4°C kosullarinda 6 dk santrifiijlenir. Cokeltinin biiylik kismi1 dibe

¢Oker, bir kismi1 ¢dzeltide kalir.

. Stvi kismin ~ 600 ul’si 1ml’lik mikropipetle yeni ependorf tiipiine alinir.

12.

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

Fazlart ayirmak i¢in 16000 rpm ve +4°C kosullarinda 6 dk santriftijlenir.

~ 500 pl sulu (iist) faz 1 ml’lik mikropipetle yeni tiipe alinir. Ara-faz ve alt-fazdan
cekilmemesine dikkat edilir.

500 pl kloroform/izoamilalkol (24/1) eklenir, 5 s vorteks isleminden sonra 16000
rpm ve +4°C kosullarinda 2 dk santriftijlenerek fazlar ayrihr.

14. basamaktaki gibi yaklasik 450 pl’lik tist-faz yeni tiipe alinir.

1 ml %96’lik etanol (oda sicakliginda) eklenir, karistirilir ve buz iizerinde 10 dk
bekletilir.

16000 rpm ve +4°C kosullarinda 10 dk santrifiijlenerek DNA pellet haline getirilir.
Sivi kisim 4. basamaktaki gibi uzaklastirilir; pellete dokunulmamalidir.

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

20.basamak tekrarlanir.

Pellet vakumda kurutulur ve 25ul TE tamponunda ¢oziiliir.
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23. 1 pul RNaz eklenir ve 37°C’de 20 dk inkiibe edilir. DNA —-20°’de saklanir.

3.3 Rekombinant Bacillus Tiirleri ile hGH Uretimi

3.3.1 Mikrobank (mikroorganizma saklama sistemi)

1.8 cm® hacimli 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, Microbank ") kati ortamda gogaltiimis aktif mikroorganizma aktarilmus, bir
siire calkalandiktan sonra sisedeki gliserol atilmis, mikroorganizmalarin gozenekli
boncuklara adsorpsiyonu saglanmigtir. Tiipler derin  dondurucuda, -20°C’da

saklanmustir.

3.3.2 Kati ¢ogalma ortami

Rekombinant Bacillus tiirleri ile yapilan hGH iiretim deneylerinde kullanilan kati
¢ogalma ortaminin bilesimi Cizelge 3.3°de verilmistir (Calik 1998). Rekombinant
Bacillus mikroorganizmalarin aktarilacagi kati ¢ogalma ortamlarina sterilizasyon
isleminden sonra plasmidin korunmasi i¢in ortamdaki derigimi 7ug/(:m3 olacak sekilde
kloramfenikol eklenmis; 30 cm® ortam petri kabima bosaltilmistir. Petrideki ortam
donduktan sonra mikrobanktan alinan boncuk ile steril kosullarda mikrorganizma
aktarilmis ve 37°C’da 24 st inkiibatorde (Fischer) ¢ogaltilmistir. Hiicreler gogaltildiktan

sonra 4°C’da saklanmistir.

Cizelge 3.3 Rekombinant Bacillus tiirleri i¢in kat1 ¢ogalma ortami

Bilesen Derisim, kg/m3
Et oziiti 3
Pepton 5
Agar 15
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3.3.3 On siv1 cogalma ortami

Mikroorganizma c¢ogalmasi ve hGH {iretiminde kullanilan &n sivi ortamin bilesimi
Cizelge 3.3'de verilmistir (Calik 1998). On sivi ortam 7 p,g/cm3 kloramfenikol

icermektedir. Kati  ortamda ¢ogalmalarim tamamlayan hiicreler, VR=150 cm’

hacimli mikrobiyolojik hava filtreli kesikli biyoreaktorde bulunan bilesimi Cizelge 3.4
'de verilen V= 30 cm® hacimli 6n sivi ortama 6ze ile steril kosullarda aktarilmis ve
37°C, kanistirma hizi N=200 dk olan orbital karismah inkiibatrde (B.Braun,
Certomat BS-1) 3 st ¢ogaltilmislardir.

Cizelge 3.4 Rekombinant Bacillus tiirleri igin 6n sivi gogalma ortami

Bilesen Derisim, kg/m3
Soyton 15.0
Pepton 5

CaCl, 0.1
Na,HPO, 0.25
MnS0O4.2H,0 0.01

3.3.4 Uretim ortam

On-sivi ortamda gogalan mikroorganizmalar pipet yardimiyla steril kosullarda bilesimi
Cizelge 3.5°de (Calik 1998) verilen V=500 cm® hacimli mikrobiyolojik hava filtreli
biyoreaktdrde bulunan V=100 cm® hacimh ve 7ug/cm’ kloramfenikol igeren sivi
ortamlara 1:10 &lgek biiylitme oraninda aktarilmistir. Aktarma yapildiktan sonra
hiicreler karistirma hizi N=200 dk' olan orbital karismali inkiibatorde 37°C sicaklikta

cogaltilmis ve arastirilan parametrelerin etkisi incelenmistir.
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Cizelge 3.5 Rekombinant Bacillus turleri igin liretim ortami

Bilesen Derisim, kg/m’
Glukoz 8.0
(NH4),HPO4 4.71
KH,PO,4 2.0
Na;HPO4 0.043
NaH,PO, 5.63

3.3.5 Olgek biiyiitme adimlari ve biyoreaktor sistemi

hGH {retiminde kullanilan pilot Slgek biyoreaktor sitemi Sekil 3.2'de verilmistir.
Birinci basamakta mikroorganizma mikrobanktan kati ortama aktarilmig, ikinci
basamakta kati-ortamdan 6n-sivi ¢ogalma ortamina, {i¢lincli basamakta 1/10 asilama
orani ile 6n-sivi ¢ogalma ortamina; dordiincii basamakta ise 1/10 asilama oran ile

tiretim ortammin yer aldig1 pilot 6lgek biyoreaktdre aktarilmistir.

hGH iiretim deneyleri, laboratuvar ve pilot 6lgek olmak iizere iki farkli oSlgekte
yapilmistir. Laboratuvar olgekte  bilesimi Cizelge 3.3'de verilen iiretim ortami
kullamlarak Vg=33cm’ calisma hacimh mikrobiyolojik hava filtreli tam karistirmah
kesikli biyoreaktorlerde N=200dk™ karistirma hizi, T=37°C sicaklikta yaklasik t=32 st
siireyle hGH iiretimi gerceklestirilmisgtir.

Pilot dlcekte yapilan hGH iiretim deneylerinde as1 bilesimi Cizelge 3.4'de verilen
baslangi¢c pH degeri pHp=7.25 olan Vg=500 cm® hacimh biyoreaktor {iretim ortamina
1/10 oraninda aktarilmistir. Bu adimda kullanilan biyoreaktor sistemindeki (B.Braun
Biostat Q, Almanya) biyoreaktorlerin herbiri VRzldm3 toplam hacimly, iki adet Rushton
tiirbin karistirict ile mekanik karistirmali, pH, sicaklik, ¢dziinmiis oksijen ve karistirma
hiz1 kontrollu pilot 6lgek kesikli biyoreaktor sistemleridir. Sterillenen biyoreaktorlerde
iki engel, iki adet tiirbin tipi karistiric1, ve nokta- delikli halka-sekilli gaz dagiticisi olan

bir gaz giris borusu bulunmaktadir. Sicaklik kontrolu ceketten sicakligi T=-10-18°C'e
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ayarlanabilen sogutmali su sirkiilatorii (Eyela CA 111, Japonya) ile; reaktdre beslenen

hava ise Larfon (Italya) yapim1 yagsiz-hava kompresorii ile pompalanmustir.

3.3.5.1 Pilot olcek biyoreaktorde iiretim

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

hazirlanmasinda izlenecek adimlar asagida sirasiyla anlatilmistir (Ozgelik 2003):

1.

2.

Temiz ve saf su ile dolu olarak birakilmis olan biyorektsr bosaltilir.

Her reaktoriin pH elektrodlart reaktor baglantilarindan sokiilerek ayri bir beher
icinde pH=7.0 ve pH=4.0 olan Mettler Toledo 'nun standart tamponlar ile sirasiyla
kalibrasyonlar1 yapilir ve elektrotlar yerine takilir.

Sterilizasyon isleminden dnce biyoraktdrler 450 cm?® glukoz igcermeyen iiretim
ortamlan (Cizelge 3.4) ile, ceketleri ise saf su ile doldurulur. pH elektrodu ve
oksijen elektrodunun kablolar1 elektrodlardan ¢ikarihir ve baglanti yerleri uygun bir
sekilde sterilizasyon sirasinda zarar gormemeleri i¢in kapatilir. Reaktorlerin hava
¢ikiglar1 agik olmal, gaz-¢ikis sogutucu ucuna filtre baglanmis olmalidir. Asit ve
baz siseleri asit ve baz ¢ozeltileriyle doldurulduktan sonra reaktorlerle baglantilar
yapilir ve hortumlar kiskaglanir. Agik olan hortum uglar1 ve sicaklik probu baglant
kablosunun ucu uygun sekilde kapatildiktan sonra reaktorler ikiserli gruplar halinde
T=121 °C sicaklhik, P=1.2 atm kosullarinda t=20 dk siire ile buhar sterilizatoriinde
(Hirayama HA 240 MII) sterillenir.

Sterillenen reaktorler dikkatle sogutulduktan sonra ana tiniteye ve kontrol iinitesine
baglantilar yapilir.

Ayni giin hazirlanmis ve buhar sterilizatoriinde (Hirayama HA 240 MII) 121°C ve
20 dk siireyle sterillenmis olan iiretim ortaminin diger bileseni (glukoz ¢ozeltisi)
Vg=500cm’ olacak sekilde steril enjektdrler yardimiyla silikon hortumlarla steril
kosullarda biyoreaktorlere aktarilir.

Biyoreaktorler belirlenen isletme kosullarinda (sicaklik, karistirma hizi ve hava giris
hiz1) cahstirilmak {iizere kontrol sistemine istenen degerler girilir ve sicaklik ve

karistirma hizlarinin kontrollar1 aktif hale getirilir.
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7. Oksijen elektrodlarinin kalibrasyonu igin biyoreaktor 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.

8. Oksijen elektrodlar1 kalibre edildikten sonra ©n sivi ortamda c¢ogaltilan
mikroorganizma biyoreaktore asilanir.

9. Isletim sirasinda -gerektiginde- kopiik giderici olarak sterillenmis %0.5 (h/h)
Antifoam A (Sigma 5758) cozeltisi gereken miktarda steril kosullarda sisteme

enjekte edilir.

141



R el

(oo Jy

(=

=
= s

O O

AT O

Sekil 3.2 Pilot dlgek biyoreaktor sistemi
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3.3.6 Analitik yontemler

Laboratuvar ve pilot 6lgekli biyoreaktorlerde gergeklestirilen biyoprosesler siiresince
farkli kalma siirelerinde alian Srneklerin 6nce mikroorganizma derisimi 6lgiilmiis, daha
sonra {iretim ortam1 10dk siireyle 12000g ’de 4°C sicaklikta santrifiij cihaz1 ( Hermle Z
323 K, Almanya) ile santrifiijlenerek hiicreler ayrilmistir. Ortamdan alinan
mikroorganizmalardan ayirilan sivi faz 0.45 pum gozenekli filtrelerden siiziildiikten
sonra sivi ortamdaki hGH, amino asit, organik asit ve glukoz derisimleri asagida

aciklanan analitik yontemlerle Slgiilmiistiir.

3.3.6.1 Mikroorganizma derisimi

Mikroorganizma derisimi UV-spektrofotometrede (Shimadzu UV 160A) tiirbidimetrik
olarak absorbans Ol¢timiiyle belirlenmistir. Belli derisimde mikroorganizma igeren
ortamlar i¢in 400-600 nm arasinda dalga boyu taramasi yapilmis ve bu dalga boyu
araliginda mikroorganizma derisiminin belirlenmesi i¢in 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 2).

3.3.6.2 hGH derisimi

hGH derisimi tanimlanan bir elektrik alan icinde iyon veya yiiklenmis kolloidlerin farkh
gb¢ hizlarma bagli ayirma yapan kapiler elektroforez cihaziyla (CE; Quanta 4000E,
Waters) belirlenmistir (Calik et al. 1995). hGH derisiminin belirlenebilmesi igin
analizlerde 75 p ¢apinda, 60 cm uzunlugunda kapiler ayirma kolonu kullanilmistir.
Tasiyict faz, ¢ift tuz Z1-Metil (Waters) igeren 100 mM'hk borat tamponudur; ¢ift tuz
kapiler ylizeyine protein adsorpsiyonu azaltmak igin kullanilmistir. Analizlerde
enjeksiyon sirasinda Orneklerin ve tampon ¢o6zeltinin bulundugu karusel yukari
kalkmakta; yaratilan yiikseklik farkiyla (Ah) olusan hidrostatik basing etkisiyle
enjeksiyon yapilmaktadir. 12 kV gii¢ kullanarak 30 dakika siireyle analiz siirdiiriilmiis

ve elektroferogramlar alinmistir. CE'de analizlere baslamadan 6nce standart verilerek,
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derisimleri bulunacak enzimlerin kalma siiresi ve cihazin performansi kontrol edilmistir.

Ornek elektroferogram Ek 5 'de gosterilmistir.

Protein derisim kalibrasyonu, derisimleri bilinen hGH (Humatrope, Elli Lilly, Fransa)
ornekleri standart olarak CE'de analiz edilmesi ve derisim-alan egrisi olusturulmasi ile
hazirlanmigtir. Cizilen grafik, protein derisimi Sl¢limii i¢in kalibrasyon egrisi olarak

kullanilmistir (EK 6).

Kapiler elektroforezde enzim analiz kosullari:

- Kolon : Silika (Si0;) kaplh kapiler kolon
- Kolon boyutlari :60cm x 75um

- Gii¢ kaynagi : Pozitif

- Isletme voltaji : 12kV

- Enjeksiyon tiirii : Hidrostatik basing

- Enjeksiyon hacmi : 10uL

- Enjeksiyon siiresi : 30s

- Analiz sicakhgi :15°C

- Kullanilan tampon : Modifiye Borat tamponu pH=10
- Dedektor, dalga boyu : UV, 214nm
- Analiz siiresi : 30dk.

3.3.6.3 hGH tayini : WESTERN-BLOT yontemi

Bir hiicre ve dokudan istenilen bir proteinin saf halde izole edilmesi oldukc¢a gii¢ bir
olaydir. Bu proteinin konsantrasyonu diisiik ise ¢ok sayida (binlerce) farkli protein
arasindan ayirmak ve saf halde elde etmek igin bu proteine uygun olan saflastirma
tekniklerinin segilmesi gerekir. Proteinleri birbirinden molekiil agirliklari, optimum pH,
sicaklik araligi gibi 6zelliklerine gbre ayirmak miimkiindiir.

Proteinlerin Ayrilmasi ile ilgili Ydntemler:

1. Kromatografik Yontemler
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a. Jel Filtrasyonu
b. Ion -Exchange ( Iyon Degistirici ) Kromatografisi
c. Affinite Kromatografisi
2. Elektroforetik Yontemler
a. Elektroforez
b. izoelektrik Fokuslama
3. Santrifiigasyon Yontemleri
a. Densiti Gradient (Zonal ) Santrifiigasyon
b. Differansiyel Santrifiigasyon

4. Dializ ve Ultrafiltrasyon

Metabolik  miihendislik arastirma programinin sonunda gelistirilmis olan Bacillus
tiirlerini kullanarak biyoreaktor tiretim ortamina sentezlenecek hGH’nin aktif yapida
olup olmadigimi belirlemek ve derisimini 6lgmek igin Western-Blott yonteminin
kullanilmasina karar verilmistir. Western-Blott yonteminin uygulanabilmesi i¢in ilk
asamada {retim ortamina  salgilanan tiim proteinlerin belirlendigi SDS-PAGE

yonteminin gerceklestirilmesi gerekmektedir.

Elektroforez yiiklii molekiillerin bir elektrik alanda farkli davranmalarindan
yararlanarak yapilan ayirma islemidir. Matris kagit veya jeldir. Jel matrisi agaroz,
nisasta ve poliakrilamid olabilir. Poliakrilamid jelin kullanildig1 yonteme Poliakrilamid

Jel Elektroforez (PAGE) yontemi denir.

Poliakrilamid jel elektroforezi:

1. SDS-PAGE ( denatiire edici page)

2. ND-PAGE( non denatiire edici page ) olarak ikiye ayrilir.

Proteinleri ayirmak ve saflastirmak amaciyla yaygin olarak kullanilan yontemlerden biri

de SDS-PAGE Elektroforez yontemidir. Proteinlerin jel tizerindeki go¢ hizlart:

e Molekiil agirligima

® Amino asit kompozisyonuna
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e Yan gruplarinda, amino ve karboksil gruplarinda farkli elektrik yiikleri

icermelerine dayanir.

3.3.6.3.1 SDS-PAGE elektroforez yontemi

En yaygin kullanim alani olan elektroforez tipidir. Proteinler i¢in ¢ok uygun oldugu gibi
DNA ve RNA elektroforezleri i¢in de kullanilabilir. SDS-PAGE elektroforezin PAGE
elektroforezden farki SDS (sodyum dodesil siilfat) kullanilmasidir. Anyonik yapida bir
deterjan olan SDS molekiillerin primer yapiya dontismesini ve tasidigt (-) yik ile
primer yapidaki proteinlerin (-) yiik kazanmasini saglar. Boylece (-) yiik kazanmis olan
protein molekiillerinin molekiil agirliklarma gére ayrilmasi gergeklestirilebilir. Matris
olarak poliakrilamid jel kullanilir. Poliakrilamid jel, sentetik bir madde olan akrilamid
ve akrilamid tiirevi olan N-N'-metilen bis-akrilamidin polimerlesmesiyle olusturulur.
Akrilamid molekiillerinin yan-yana baglanarak olusturdugu diiz zincirlerin arasina bis-
akrilamid  molekiillerinin  ¢apraz  baglanmasiyla  polimerlesme  reaksiyonu
gerceklesmektedir. Bu reaksiyonun gerceklesmesi icin  katalizor olarak TEMED
(tetrametil etilen diamin), katalizériin is gdrmesi icin serbest radikal kaynagi olarak
APS (amonyum persiilfat) ¢ozetlisi kullamilir. Akrilamid miktart ve akrilamid/
bisakrilamid orani jelin ayristirma kapasitesini belirler. Akrilamid/ bisakrilamid orani
yilkseldik¢e jellerde 1sinma fazlalagir, kirilganlik artar, daha kolay yikanirlar (Leammli

1970). Cizelge 3.6°de PAGE sisteminin proteinler i¢in uygulama smirlar1 verilmistir.

Cizelge 3.6 PAGE sisteminde proteinler i¢in uygulama sinirlari

Jel Ayristirma
yiizdesi | Kapasitesi (Dalton)
% 5 60.000 - 212.000
% 10 18.000 - 75.000
% 15 15.000 - 45.000
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Yontem:

1. Analizlenecek olan protein ¢ozeltisi esit hacimde ornek yiikleme tamponu (EK 7) ile
karistirilarak kaynar-su banyosunda 2-3 dakika inkiibe edilir. Ornek yiikleme
tamponunda bulunan merkaptoetanol protein molekiillerinin ti¢ boyutlu yapisinda
bulunan disiilfid baglarini rediikte edici etkisiyle koparir. Protein molekiillerinin {i¢
boyutlu yapisindaki diger kuvvetler ise isitilarak yok edilir ve bdylece protein
molekiilleri diiz zincir haline gecerler. Ornek yiikleme tamponundaki gliserol,
yiiklenecek protein ¢ozeltisinin yogunlugunu arttirarak jelin kuyucuklarinin dibine
¢okmesini saglar.

2. Jelin yiiklenecegi SDS-PAGE jel yiikleme tanki hazirlanir. Jel, "Slab" denilen iki
cam tabaka arasinda hazirlanir. Cam tabakalarin iki yanina jelin arzu edilen kalinlhigi
(0.5-1 mm) olctisiinde birer "spacer” yerlestirilir. Camlar kiskag yardimiyla sikica
tutturulur. Jelin alt kismmin gelecegi yere de yine aym kalinlikta dip "spacer"i
yerlestirilir ve kiskag yardimiyla sikistirilir. Herhangi bir sizint1 olup olmadigi su ile
kontrol edilir. Sizinti olmadigindan emin olunduktan sonra hazirlanmis olan
resolving jel (EK 7) bir enjektdr yardimiyla dokiiliir. Jeli dokerken hava
kabarciginin  olusturulmamasma dikkat edilmelidir. Polimerizasyon havadaki
oksijenden etkilenecegi icin jel polimerlesmek iizere iki cam arasina doldurulduktan
sonra lizerine pipet yardimiyla su ile doyurulmus biitanol konur. Polimerlesmeden
sonra jel tizerindeki biitanol saf su ile yikanarak uzaklastirilir. Sonra polimerlesmis
olan resolving jelin tizerine stacking jelin (EK 7) dokiilup tizerine tarak yerlestirilir.

3. Polimerlesme tamamlandiktan sonra jelin iist kismma yerlestirilmis olan tarak
cikartihr ve iki cam arasinda bulunan jel bu durumda tanka yerlestirilir. Sonra
tanka kosturma tamponu eklenir ve 25mA sabit akim(250 V) verilerek proteinlerin
kosturulmasi saglanir. Jelde yiiriitiilen protein bantlarinin molekiiler agirhklarinin
belirlenebilmesi icin jele molekiiler agirligi bilinen standart protein bantlari

yiiklenir. Sekil 3.3’de poliakrilamid jele 6rneklerin yiiklenmesi gosterilmistir.

Boylece SDS-PAGE Elektroforez ile proteinler jelde birbirinden ayrilmig olur. Fakat

hedef proteinin varligi tam olarak belirlenememistir.
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(A) sample loaded onto gel
by pipette

Sekil 3.3 SDS-PAGE modiiliine yerlestirilmis jele 6rnek yiiklenmesi

Ik kez 1979°da Towbin et al. 1981°de Burnette tarafindan yayinlanmis olan Western
Blotting yontemi proteinlerin poliakrilamid jelden elektroforez ile ayrilmasi ve ayrilan
proteinlerin otoradyografi, ultraviyole 15181 ya da peroksidaz reaksiyon iriinti ile
gosterimine dayanmaktadir. Bu ydntemle aranan spesifik proteinin derisimi de

belirlenebilmektedir (Towbin ef al. 1979, Sambrook et al. 2001, Burnette 1981):

1. SDS-PAGE Elektroforez yontemiyle kosturulmus olan jel transfer tamponunda (EK
7) ~15dk. bekletilir. Nitroselilloz membran, siinger ve filtre kagidi jel ile ayni
bilytiklitkte olacak sekilde kesilir ve bir kapta transfer tamponu ile 1slatilir. Bu
islemden sonra Western-Blot kasedinin igine sirasiyla bir kat siinger, filtre kagidi,
poliakrilamid jel, membran, filtre kagidi, siinger olacak sekilde yerlestirilir (Sekil
3.4).

2. Hazirlanmis olan Western-Blot kasedi tanka yerlestirilir. 200mA’°de 1st. siireyle
negatif yiiklii olan jeldeki proteinlerin nitroseliiloz membrana transferi saglanir.
Transfer sonunda membran ponso kirmizist ile 5 dk. boyanarak transferin kontrolii
gerceklestirilir. Boya tersinirdir. Boyanmis olan membran suyla yikanip PBS

cozeltisinde (EK 7) birka¢ dakika bekletilerek boya silinir.

.CAT}-JODE(-). ? e

Sekil 3.4 Proteinlerin poliakrilamid jelden membrana aktarimi
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3. Transferin kontroliinden sonra proteinlerin bulundugu yerlerin disindaki alanin bloke
edilebilmesi i¢in membran (IPVH 15150 Immobilan-P, Millipore, ABD) bir gece
tween20 iceren siitte (EK 7) bekletilir. Sonra siit dokiiliir ve tween20 iceren PBS ile
yikanir. Yikamak i¢in hazirlanan PBS iige boliiniir: Birinci yikama 15 dakika, ikinci
yikama 10 dakika ve iiglincii yikama 5 dakika stireyle 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. 1st. bekletildikten sonra
proteine baglanmamis olan primer antikorlari ortamdan uzaklastirmak amaciyla
tween20 iceren PBS ile ii¢ 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.
karistiricida bekletilir. Sekonder antikor primer antikorun antijenidir. Sekonder
antikorun sulandirrmi PBST (EK 7) ile yapilir. Sulandirim 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 uzaklastirilmast i¢in tween2’li PBS ile ii¢ asamali yikama
yapilir.

6. Yikama sonunda ortama ilave edilen substrat (S10 HRP Substrate-Chromogen (DAB
tablets) Kit, BioMeda, ABD) enzim kompleksi tarafindan pargalanarak reaksiyon
gerceklesir. Bu asamada ortama ilave edilen boya (4 kloro-1 naftol boyasi) ile
reaksiyonun gergeklestigi 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 programi araciligi ile de hedef proteinin derisimi belirlenir.
3.3.6.4 Glukoz derisimleri
Indirgenmis seker -glukoz- derisimi A=505nm UV sperktrofotometrede glukoz

oksidasyon metoduyla Slciilmiistiir (Boyaci er al. 2005). Denklem 3.1°deki gibi D-

glukoz glukoz oksidaz enzimi katalizorliiglinde oksidasyonundan peroksidaz olusumu
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verilmistir. Denklem 3.2°de ise olusan peroksidazin 4-aminoantipiirin ve fenol ile
peroksidaz katalizorliigtinde tepkimesi gosterilmistir. Tepkime sonucunda kirmizi renk

gozlenmektedir.

D - glucose + O, +H,Q—dexondse , Glyconate + H,0, 3.1)

peroxidase

H,0, +4 - Aminoantipyrine + Phenol ————— Iminoquinone + H,0 (3.2)

Once derisimi bilinen miktarlarda glukoz igeren ortamlar kullanilarak kalibrasyon egrisi
hazirlanmigtir. Olusturulan kalibrasyon egrisi Ek 3’de, yontemde kullanilan ¢6zeltinin
ve glukoz standartlarinin hazirlanmasi ise Ek 4’de 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 gozeltiniin absorbansi olgiiliir.

3.3.6.5 Amino asit derisimleri

hGH iiretiminde tiretim ortamina mikroorganizma tarafindan salgilanan amino asitlerin
derisimlerinin belirlenmesi i¢in ters-faz yiiksek basing¢ sivi kromatografi temelli amino

asit Analiz Sistemi (Waters, ABD) kullanilmistir.

Amino asit analizi i¢in kolon oncesi tiirevlendirme gerektiren PICO-TAG yontemi
(Cohen 1983) kullanilmistir. 32 amino asitten olusan karisimin analizine yonelik olan
“Waters Picofree Gradient Yontemi” nin modifiye edilmesi ile gelistirilen “New-Pico
Gradient Yontemi” ile amino asit analizleri gerceklestirilmistir. Bu yontemde serbest
amino asitler birinci basamakta fenilizotiyosiyanat (PITC) ile tepkimeye sokularak
feniltiyokarbomil amino asit (PTC-AA) tiirevleri elde edilmistir. Tkinci basamakta elde
edilen amino asit tiirevleri sisteme enjekte edilmistir. Amino asit analizinde iki farkli

¢Oziicii bir gradyen olusturarak kolondan ge¢mektedir. Cizelge 3.7°da c¢oziiciilerin
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olusturdugu gradyen tablosu verilmistir. Elde edilen kromatogramlardan amino asit
derisimleri, derisimi bilinen amino asit standartlariyla elde edilen alanlar yardimi ile

bulunmustur. Amino asitlerin analizlenmesi icin belirlenen analiz kosullar asagida

verilmistir.

Kolon : Amino asit analiz kolonu (Nova-Pak C18, Millipore)
Kolon boyutlari :3.9 mm x 30 cm

Sistem : Ters faz kromatografi

Hareketli faz akis hiz - 1 em’/dk

Kolon sicakligi :38 °C

Dedektor, dalga boyu ve duyarlilik : UV/VIS, 254 nm, 0.05AUFS
Enjeksiyon hacmi 14 ul

Analiz siiresi 118 dk

Harekeli faz A bilesimi (h/h): % 6 Asetonitril, % 94 Deiyonize su, % 1.79 (a/h) Sodyum
asetat trihidrat, % 0.05 Trietil Amin
Harekeli faz B bilesimi (h/h): % 66.6 Asetonitril, %33.3 Deiyonize su

Cizelge 3.7 New-Pico yontemi gradyen tablosu

¢ di Ak1$3h121; o A % B
cm’/dk

0.0 1.0 100.0 0.0

10.0 1.0 54.0 46.0
10.5 1.0 0.0 100.0
11.5 1.0 0.0 100.0
12.0 1.0 0.0 100.0
12.5 1.0 100.0 0.00
18.0 1.0 100.0 0.00
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3.3.6.6 Organik asit derisimleri

hGH iiretiminde {iretim ortamina mikroorganizma tarafindan salgilanan organik asitlerin
derisimlerinin belirlenmesinde yiiksek basing sivi kromatografi (Waters, Alliance 2695,
Organik Asit Analiz Sistemi) kullanilmistir. Organik asit derisimleri, derisimleri bilen
standart organik asit analizleriyle elde edilen standart kromatogramlar yardimi ile
hesaplanmistir. Organik asitlerin analizi i¢in asagida verilen kosullar kullamlmistir (fleri

2006):

Kolon : Capital Optimal ODS, 5 um

Kolon boyutlari : 4.6 mm x 250 mm

Sistem : Ters faz kromatografi

Hareketli faz akis hizi - 0.8 cm’/dk

Kolon sicakligi : 30 °C

Dedektor, dalga boyu ve duyarlilik : Waters 2487 Dual absorbans dedektor, 254 nm
Enjeksiyon hacmi 2S5l

Analiz siiresi :15 dk

Hareketli faz bilesimi 2 % 3.6 (NH4),HPO4 (a/h), % 96.4 Deiyonize su

3.3.6.7 Serin alkali proteaz enziminin aktivitesi

Uretilen enzimin aktivitesi, kazeinin enzimatik hidrolizi sonunda ac¢iga c¢ikan
hidrolizatlarin absorbansinin spektrofotometrik olarak Olciilmesiyle belirlenmistir.
Enzimatik aktivitenin birimi 'U/cm™ olarak tanimlanmistir. Moon and Parulekar (1991)
tarafindan 1U(=1 unite) birim zamanda agiga ¢ikan 4 nmol tirozin miktar1 olarak

tanimlanmistir.

Enzim aktivitesini belirlemek amaciyla, borat tamponunda (pH=10) hazirlanmis % 0.50

derisimdeki kazein ¢ozeltisinden 1 ecm3  alinarak, lcm3 mikroorganizmasi ayrilmig

tiretim ortami 37°C 'da, 105dk™ karistirma hizinda 20dk siireyle tepkimeye sokulmus-
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tur. Tepkime 2 cm3 %10 (a/h) trikloroasetik asit (TCA) eklenmesiyle durdurulmustur.
Cozelti 15 dk tuz-buz banyosunda bekletildikten sonra 4°C 'da, 28700 g'de 10 dk
siireyle santrifujlenmis ve {istte kalan sivinin absorbansi 275 nm dalga boyunda UV-
spektrofotometrede  Olgiilmiistir. Calik  (1998) tarafindan SAP  aktivitesinin
hesaplanmasi i¢in hazirlanan absorbans-aktivite kalibrasyon egrisi ile enzim aktivitesi

hesaplanmis (EKS).
3.3.6.8 Siv1 faz kiitle aktarim katsayisinin ve oksijen tiiketim hizinin belirlenmesi

Pilot 6lgekte hGH {iretim prosesi boyunca sivi faz hacimsal kiitle aktarim katsayisi ve
oksijen tiiketim hizi B6liim 2.9.3te prensibi aciklanan yontemle belirlenmistir. Yntem,
dinamik kosullarda oksijen icin kurulan kiitle korunum denklemi yorumlanarak,
biyoreaktore gonderilen havanin kisa siire kesilmesi ve bir oksijen elektrodu yardimiyla
biyotepkime ortamindaki ¢oziinmils oksijen derisimindeki azalmanm, daha sonra
havanin sisteme tekrar verilmesi ile oksijen derisimindeki artisin zamanla olgiilmesi

prensibine dayanmaktadir.

Uretim ortamima asi yapilmadan once fiziksel oksijen aktarim Katsayisi; asilama
yapildiktan sonra ise kimyasal tepkimeli oksijen aktarim katsayisi belirlenmistir. Farkl
oksijen aktarim kosullar1 ve kalma siirelerinde biyoteknolojik prosesin oksijen aktarim
dinamigini etkilemeyecek sekilde, biyoreaktdre 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 biyoreaktdr icinde sivi-fazda coziinmiis oksijen derisiminin dogrusal
azalmasindan yararlanilarak mikroorganizmanin oksijen tiiketim hizi, r, hesaplanmistir
(Denklem 3.3). Sivi tarafi hacimsal kiitle aktarim katsayisinin belirlenmesi icin
incelenen oksijen aktarim kosullarinda sisteme tekrar hava verilerek ¢oziinmiis oksijen
derisimdeki dogrusal olmayan artig Sl¢tilmiistiir. Denklem 3.4'nin diizenlenmesi ile
Sekil 3.5'te gosterildigi sekilde ((dC./dt-r,), C,) grafiginin egiminden Kpa degeri
hesaplanmistr. Ornek grafikler ve drnek bir hesap Ek 9'de goriilmektedir.

dCo _, (3.3)
dt

o
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K,a(C,*-C,)+r1,""C, _ 4G (3.4

1.

Co

Co

- (dCo/dt-1o)

Sekil 3.5 Dinamik yontem ile sivi faz hacimsal kiitle aktarim katsayisinin belirlenmesi

3.4 Hiicre-i¢i Tepkime Hizlarinin Hesaplanmasi

Karbon bilesiklerinin B. subtilis'te biyokimyasal tepkime-ag1 {izerindeki akigim
tanimlamak i¢in hiicre-i¢i tepkimeler ve biyokimyas1 arastirilmis; metabolik yolizlerinin
kesisme ve dallanma noktalarindaki bilesikler dikkate alinarak biyokimyasal tepkime
sistemi belirlenmistir (Calik 1998, Calk and Ozdamar 1999). B. licheniformis icin
Cizelge 2.10'te verilen 149 denklemden olusan, metabolik bilesikler toplami 109 olan
biyokimyasal tepkime sistemi, B.subtilis'te biyokimyasal yolizlerinin farkli olmadig
varsayimi yapilarak 148 numarali serin alkali proteaz olusum tepkimesi yerine hGH
olusum tepkimesi yazilarak modifiye edilmistir. Buna gore r-B.subtilis’in metabolik

yolizi haritas1 Sekil 3.6°da verilmistir.

Insan Biiyiime Hormonu olusum tepkimesi:

148. 8 Gly + 13 GIn + 14 Glu + 13 Phe + 8 Tyr + 18 Ser+ Trp+ 11 Asp +9 Asn +9
Lys +4 Cys + 3 Met + 10 Thr + 8 Ile + 8 Pro + 11 Arg + 7 Ala + 7 Val + 26 Leu
+ 3 His + 5.5 ATP — hGH + 5.5 ADP + 5.5 Pi
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Biyokimyasal tepkime sistemi i¢in kurulan model Calik (1998) ve Calik and Ozdamar
(2002) tarafindan agiklandigi gibi ¢oziiliir:

A*r(t)=c(t) 3.5)

vektor diferansiyel denklem ile tanimlanarak amag fonksiyon Z:

7= Z oG 1 (3.6)

seklinde ifade edilir. Burada oy, hizlarin (r;) stokiyometrik katsayilaridir. Denklem
3.5in c¢oziimit GAMS 2.25 (General Algebraic  Modelling System, GAMS
Development Corp., Washington DC) paket programiyla yapilmistir. r; (mmol g'l KH st
" hizlarinin lineer kombinasyonu olan Denklem-3.6 minimize edilerek 3.5-denklem
sistemi ¢oziiliir. Matematik modelin degiskenleri olan tepkime akilart mmol g KH st
olarak tanimlanmistir. Hiicre olusum akisi ry (gKH.g'lKH st"l), birim reaktér hacimi
basina hiicre olusum hizinin Cy'e boliinmesiyle r,=ll olarak elde edilir. Denklem
sisteminin  ¢Oziimsiizlugli (singularity) bazi tepkimelerin birlestirilmesi veya

cikarilmasiyla yok edilmistir.
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Sekil 3.6 r-Bacillus subtilis’in metabolik yolizi haritasi
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4. DENEY VE BULGULAR

Dogal olarak yasam siiresince insan metabolizmasinca iiretilen hGH’nin, uygun
metabolik miihendislik tasarimiyla, genetik miihendisligi teknikleri kullanilarak
gelistirilen mikroorganizmalarca tiretilmesi miimkiindiir. Dogala 6zdes, ¢oziinebilir ve
biyolojik olarak aktif yapida hGH iiretilebilmesi icin hiicre i¢inde sentezlenen hGH nin
biyoreaktdr iiretim ortamina salgilanmasi 6nemlidir. Bu nedenle genom analizi
tamamlanmis bulunan, hiicre dis1 protein iiretme yetenegine sahip Bacillus subtilis -

veya diger Bacillus tiirleri- konak hiicre olarak kullanilarak hGH tiretimi amaglanmistir.

“ Rekombinant insan bilylime hormonu (hGH) iiretimi ig¢in biyoproses gelistirilmesi
konulu yiiksek lisans c¢alismasinda metabolik miihendislik arastirma programi
dogrultusunda 1. arastirma programinda rekombinant mikroorganizma gelistirilmesi
amagclanmistir. 2. arastirma programinda mikrobiyolojik hava filtreli kesikli laboratuvar
Olcekli biyoreaktorlerde V=110 cm3, T=37°C, N=200 dk! isletme kosullarinda ortama
eklenen proteaz inhibitoriiniin ve karbon kaynagi olarak kullanilan glukoz derisiminin
hiicre ¢ogalmas1 ve hGH iiretimi {izerindeki etkisi incelenmistir. 3. arastirma
programinda laboratuvar Slgekte bulunan en uygun kosullarda farkli hava giris ve
karistirma hizlar ile olusturulan oksijen aktarim kosullarinda Vg=0.550 dm’ haciml
pilot Olcek biyoreaktérde oksijen aktarim etkileri incelenmis, oksijen aktarim
karakteristikleri belirlenmis ve bu oksijen aktarim kosullarinda hiicre-ici metabolik
yolizleri ve akilarin dagilimi incelenmistir. 4. arastirma programinda, bulunan en iyi
oksijen aktarim kosulunda hibrit gen iceren (-pre(subC)::hGH::pMK4) ve icermeyen
(pPMK4) plasmid tasiyan Bacillus subtilis ile iretim deneyi tasarlanarak hibrit genin
etkisi incelenmis ve hiicre-i¢i metabolik yolizleri ve akilarin dagilimi bulunmustur. 5.
arastirma programinda ise bulunan en iyi oksijen aktarim kosulunda iiretim ortamina
te=0 ve t.=24 st’te ayri-ayri ve karisim olarak eklenen aspartik asit, glutamik asit, serin,

valin ve [6zinin hiicre derisimi ve hGH iiretimi tizerindeki etkisi arastirilmistir.
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4.1 hGH Uretimi icin Rekombinant Mikroorganizma Gelistirilmesi

Hiicre-dis1 hGH firetilebilmesi i¢in uygun bir metabolik miihendislik tasarimi ile
gelistirilecek rekombinant plasmidi tasiyacak rekombinant mikroorganizmanin
gelistirilmesi gerekmektedir. Bu nedenle iiretilmesi amaglanan iiriinii kodlayan hGH
geni ile hiicre icinde sentezlenecek hGH molekiiliinii hiicre disina tasiyacak sistemin
uygun bir tasarimla segilecek plasmide entegre edilmesi gerekmektedir. Hiicre iginde
iretilen hGH’nun hiicre disina aktarilabilmesi i¢in, Bacillus hiicre-dis1 enzimlerinden
serin alkali proteaz (SAP) geninin (subC) hiicre digina tasmnimi igin sinyal peptiti
salgilayan sinyal dizini (pre-) hGH gen dizininin Oniine entegre edilerek elde edilmis
olan hibrit-gen 6nce E. coli plasmidi pUC19’a klonlanmistir. ikinci asamada da pMK4
Bacillus-E. coli shuttle plasmidine sub-klonlamasi gerceklestirilmistir. Gelistirilen
rekombinant pMK4 plasmidi konak Bacillus tiirlerine transfer edilerek rekombinant

Bacillus tiirleri gelistirilmistir.

4.1.1 Primer tasarimi ve PCR ile gen derisiminin artirilmasi

SOE yontemine (Ho et al. 1989, Horton et al. 1993) gore —pre (subC) (Jacobs 1995) ve
hGH dizinlerinin (Goeddel et al. 1979, Goeddel and Heyneker 1982) (Sekil 4.1.a-4.1.b)
birlestirilmesi ve sonra da ¢ogaltilabilmesi icin, her dizin icin bir ileri bir de geri olmak
tizere dort primer tasarlanmistir (Cizelge 4.1). Tasarlanan primer dizinlerinin
termodinamik  ozellikleri Cizelge 4.2°de verilmistir. Tasarlanan primerlerin
birlestirilmesi sonucunda  olusacak hibrit-genin plasmide klonlanmasinda gorev
yapacak olan -pre (subC) ileri primerine Xbal (5'_TCTAGA_3') ve hGH geri
primerlerine de BamHI (5 GGATCC 3) restriksiyon enzim konumlart eklenmistir. Bu
restriksiyon enzim konumlarinin se¢iminde klonlama c¢alismalarinda kullanilacak
pUCI19 ve pMK4 plasmidlerinin klonlama bélgelerinde bulunup, -pre (subC) ve hGH

dizinlerinde bulunmamasina dikkat edilmistir.
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5’_ gat cga caa gac cgc aac ctc ctt cga caa aaa atg atc tct taa aat aaa tga ata gta ttt tca taa aat gaa tca gat
gga gea atc tce tgt cat tcg cgg ccc teg gga cct ctt tee ctgeecag get gaa geg gte tat tea tac ttt cga act gaa cat
ttt tct aaa aca gtt att aat aac caa aaa att tta aat tgg tcc tcc aaa aaa ata ggc cta cca tat aat tca ttt ttt ttc tat aat
aaa tta aca gaa taa ttg gaa tag att ata tta tcc ttc tat tta aat tat tct gaa taa aga gga gga gag tga gta atg atg agg
aaa aag agt ttt tgg ctt ggg atg ctg acg gcc ttc atg ctc gtg ttc acg atg gea ttc age gat tcc get tet get get caa
ccg geg aaa aat gtt gaa aag gat tat att gtc gga ttt aag tca gga gtg aaa acc gea tct gtc aaa aag gac atc atc aaa
gag agc ggc gga aaa gtg gac aag cag ttt aga atc atc aac gcg gea aaa geg aag cta gac aaa gaa geg ctt aag gaa
gtc aaa aat gat ccg gat gtc get tat gtg gaa gag gat cat gtg gee cat gee ttg geg caa acc gtt cct tac gge att cct
ctc att aaa gcg gac aaa gtg cag get caa gge ttt aag gga geg aat gta aaa gta gee gte ctg gat aca gga atc caa
gct tct cat ccg gac ttg aac gta gtc gge gga gea agc ttt gtg get gge gaa gt tat aac acc gac gge aac gga cac
gge aca cat gtt gce ggt aca gta get geg ctt gac aat aca acg ggt gta tta gge gtt geg cca age gta tec ttg tac geg
gtt aaa gta ctg aat tca agc gga agc gga act tac age gge att gta age gga atc gag tgg geg acg aca aac ggc atg
gat gtt atc aac atg ag tct tgg agg acc atc agg ctc aac agc gat gaa aca ggc ggt tga caa tge ata tge aag agg ggt
tgt cgt tgt ggc ggc tge tgg gaa cag cgg atc ttc agg aaa cac gaa tac aat cgg cta tcc tge gaa ata cga ctc tgt cat
cgc agt tgg cge ggt aga cte taa cag caa cag agc ttc att ttc cag cgt cgg age aga get tga agt cat gge tee tgg cge
agg cgt gta cag cac tta ccc aac cag cac tta tgc aac att gaa cgg aac gtc aat ggc ttc tce tea tgt age ggg age age
agc ttt gat ctt gtc aaa aca tcc gaa cct ttc age ttc aca agt ccg caa ccg tct cte cag tac gge gac tta ttt ggg aag
ctc ctt cta cta tgg aaa agg tct gat caa tgt cga age tge cge tca ata aca tat tct aac aaa tgg cat ata gaa aaa gct
agt gtt ttt age act age ttt ttc ttc att cag ttg aag act gtt caa tat ttt gaa tcc gtt cca tta tgg tcg gat ggc ¢ _3’

Sekil 4.1.a —pre(subC) geninin niikleik asit dizinimi (Jacobs 1995)

5 _ttc cca act ata cca cta tct cgt cta ttc gat aac gct atg ctt cgt get cat cgt ctt cat cag ctg gec ttt gac acc tac
cag gag ttt gaa gaa gcce tat atc cca aag gaa cag aag tat tca ttc ctg cag aac ccc cag acc tce cte tgt ttc tca gag
tect att ccg aca ccc tcc aac agg gag gaa aca caa cag aaa tcc aac cta gag ctg ctc cgc atc tec ctg ctg ctc atc cag
tcg tgg ctg gag cce gtg cag ttc ctc agg agt gte ttc gec aac age cta gtg tac gge gec tet gac age aac gte tat gac
ctc cta aag gac cta gag gaa ggc atc caa acg ctg atg ggg agg ctg gaa gat ggc age ccc cgg act ggg cag atc ttc
aag cag acc tac agc aag ttc gac aca aac tca cac aac gat gac gca cta ctc aag aac tac ggg ctg cte tac tge ttc
agg aag gac atg gac aag gtc gag aca ttc ctg cge atc gtg cag tge cge tet gtg gag ggce age tgt gge tte tag ctg
ccc ggg tgg cat ccc tgt gac cce tee cca gtg cct cte ctg gee_ 3’

Sekil 4.1.b hGH geninin niikleik asit dizini (Goeddel et al. 1979, Goeddel and
Heyneker 1982)

Cizelge 4.1 Tasarlanmis olan primer dizinleri

Primer
Niikleotit dizini

-pre (subC) dizini ileri primeri |5° GCT CTA GAG CGC AAT CTC CTG TCA TTC G _3’

-pre (subC) dizini geri primeri | 5° GGT ATA GTT GGG AAA GCA GAA GCG GAA TCG _3°

hGH peptit dizini ileri primeri | 5’_GCT TCT GCT TTC CCA ACT ATA CCA CTATCT C_3’

hGH peptit dizini geri primeri |5 _GCG GAT CCG CAC TGG GGA GGG GTC AC _3’
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Cizelge 4.2 Tasarlanan primer dizinlerinin termodinamik 6zellikleri

Primer Tq Tq Dimer Self AG AH AS

°C °C complementerity | kcal/mol kcal/mol eu
-pre (subC)ileri | 58.2 78.3 18 18 -48.5 -213.8 -547.6
-pre (subC) geri | 58.8 80.0 24 10 -54.3 -242.9 -625.4
hGH ileri 57.9 74.4 10 3 -49.4 -232.9 -607.9
hGH geri 62.6 87.5 16 16 -53.9 -217.5 -542.7

4.1.1.1 PCR ile gen derisimi artirilmasi icin kalip se¢cimi

PCR tepkimesine dayanan SOE ydnteminde tasarlanan primerler yardimiyla 6nce ayri-
ayri cogaltilacak olan -pre (subC) dizini ve hGH mature peptit dizini icin kalip DNA
olarak, SAP iiretme potansiyeli olan Bacillus kromozomal DNA’s1 ve hGH genini
kodlayan cDNA’yi1 tagiyan plasmid DNA kullamilmistir. SAP geni i¢in kaynak olarak B.
licheniformis (DSM 1969) kromozomal DNA’si1 izole edilmis ve derisimi 1618.95
pg/ml olarak bulunmustur. AGH geni i¢in kaynak olarak ise E. coli XL1-Blue (ATCC
31538) cDNA’sin1 tasiyan pHGH107 plasmidi izole edilmis ve adsorbsiyon temelli
ayirma islemine dayanan QIAGEN Midi Kiti ile saflastirilmistir. Saflastirma islemi
sonucunda saf pHGH107 plasmidi elde edilmistir.

4.1.1.2 PCR ile gen derisiminin artirilmasi

Kalip DNA olarak izole edilmis olan hGH cDNA’simi igeren pHGH107 plasmidi
(Goeddel et al. 1979) ve B. licheniformis kromozomal DNA’s1 ile tasarlanan primerler
iki ayrn  PCR reaksiyonuyla belirlenen PCR bilesim ve isletim kosullarinda
cogaltilmistir. Sonra bu iki PCR {irlinii tigiincii bir PCR’da birlestirilerek hibrit gen elde
edilmistir. DNA’nin uzama (elongation) stiresi -pre (subC) dizini 360bp igerdiginden
23s, hGH dizini 639bp oldugundan 39s olarak belirlenmistir. Genin niikleotitlerden
polimerizasyon tepkimeleriyle dogru sentezlenebilmesi igin primerlerin DNA’ya
yapisma sicakligi (annealing temperature), Td erime sicakhigindan 5°C daha diisiik
veya 12°C daha yiiksek olan bir sicaklik araliginda olabileceginden [(Td-
5)<Tideal<(Td+12)], yapisma sicakligi 54°C olarak belirlenmistir. DNA’nin uzama
sicaklig1 (elongation temperature) pfu DNA polimeraz enziminin optimum sicakligi

olan 72°C olarak se¢ilmistir.
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4.1.1.2.1 — pre(subC) dizininin PCR tekimesiyle cogaltilmasi

B. licheniformis kromozomal DNA’sI tasarlanmis olan -pre (subC) geri ve Xbal
restriksiyon konumu igeren —pre (subC) ileri primerlerini kullanilarak -pre (subC)
dizini ¢ogaltilmistir. Bu dogrultuda PCR tepkimesi farkli DNA yapisma sicakligi,
uzama siiresi ve enzim derisimi kullanmilarak gerceklestirilmistir. Parametreler ve

sonuglar Cizelge 4.3°de verilmistir.

Polimeraz zincir tepkimesi (PCR) icin tepkime bilesimi

10X PCR Tamponu MgSO/’lii)  Sul

dNTPler (1mM) 10ul
Ileri Primer (FP) (10uM) Tl
Geri Primer (RP) (10uM) Tul
Template DNA 2.5ul  (25pg/ml B.licheniformis kromozomal DNA’s1 igin )
dH,O 29.5n

pfu DNA Polimeraz (2.5U/uL) Il

PCR sisteminde mikroreaktdérlerin isletim programi:

T= 94°C, 2dk } 1 dongi

Tl(denalﬁrasyon )= 94OC, 1dk

Tagapsma) = 50°C, 1dk 30 dongii
T3enenn=  72°C, 23s subC pre- dizini i¢in

Ts= 72°C, 5dk } | dongi

Ty= 4°C, 5dk
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Cizelge 4.3 PCR tepkimeleriyle -pre (subC) genini ¢ogaltmada incelenen parametreler
ve elde edilen sonuglar

Enzim T(anneling),

Enzim miktar, pl °C Zaman, s Sonug
pfu DNA polimeraz 1.0 54 22 Yok
pfu DNA polimeraz 1.0 54 44 Yok
pfu DNA polimeraz 1.0 57 44 Yok
Tag DNA polimeraz 0.5 54 44 Bant
pfu DNA polimeraz 1.0 52 44 Yok
pfu DNA polimeraz 1.0 50 44 Bant
pfu DNA polimeraz 3.0 57 23 Yok
pfu DNA polimeraz 3.0 50 46 Yok
pfu DNA polimeraz 3.0 54 23 Yok
pfu DNA polimeraz 3.0 64 23 Yok
pfu DNA polimeraz 3.0 57 23 Yok
pfu DNA polimeraz 3.0 67 23 Yok
pfu DNA polimeraz 1.0 50 46 Yok

fu DNA polimeraz 3.0 50 46 Bant

4.1.1.2.2 hGH geninin PCR tepkimesiyle cogaltilmasi

Saf pHGHI107 plasmidi, tasarlanmis olan hGH ileri ve BamHI restriksiyon konumu
iceren hGH geri primerleri kullanilarak PCR tepkimesiyle hGH geni ¢ogaltiima
kosullar arastirilmistir. Bunu gergeklestirmek igin farkli yapisma sicakliklar1 ve uzama
siireleri incelenmistir (Cizelge 4.4). Fakat basarili olunamamasi iizerine ayni
restriksiyon enzim konumunu iceren tasarlanmis geri primer Il kullamilmistir (Sekil
4.2). hGH geri primer Il kullanilarak hGH dizini sentezlenmis ve ¢ogaltilmistir. Her iki
primer incelendiginde; hGH geri primer Il mature dizinine daha yakin oldugundan
pHGH107 plasmidindeki hGH genine kolaylikla baglanip sentezinin gerceklestigi, ilk
primerin ise hGH mature dizinine uzak konumu nedeniyle pHGH107 plasmidindeki
konumu bulamadigina karar verilmistir. Bilgisayar programi NAR kullanilarak uygun
termodinamik 6zelliklere sahip ve hGH mature dizinine yakin alternatif hGH geri

primeri I1I de tasarlanmis ve dizini Sekil 4.2’te verilmistir.
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a. hGH geri primer II : 5..GCG GAT CCG CCC CGG GCA GCT AGA AGC....3
CGC CTA GGC GGG GCC CGT CGA TCT TCG

b. hGH geri primer IIl : 5°....GCG GAT CCG CTA GAA GCC ACA GCT GC ...3'
CGC CTA GGC GAT CTT CGG TGT CGA CG

Sekil 4.2 Tasarlanan alternatif hGH geri primerler I1 ve II1

Polimeraz zincir tepkimesi (PCR) icin tepkime bilesimi

10X PCR Tamponu (MgSO, 'lii))  Spl

dNTPler (1mM) 10ul

Ileri Primer (FP) (10uM) Tl

Geri Primer (RP) (10uM) Tul

Template DNA 2p ( 8ug/ml pHGH107 plasmidi icin )
dH,O 28u

pfu DNA polimeraz (2.5U/ulL) 3ul

PCR sisteminde mikroreaktorlerin isletim programi:

Ti= 94°C, 2dk } 1 dongii
Tl(denatiirasyon = 94OC, 1dk

Toapsmay =  57°C, 1dk 30 dongii
Tiseneny=  72°C, 39s hGH mature peptit dizini i¢i

Ts= 72°C, Sdk} 1 dongii

Ty= 4°C, 5dk

Ayr1 PCR tepkimesiyle ¢ogaltilan -pre (subC) ve hGH gen dizinlerine ait agaroz jel

goriintiileri Sekil 4.3°de gosterilmistir.
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Sekil 4.3 a: PCR ile -pre (subC) dizininin sentez sonucu: 1.Marker (DNA Ladder, Low

b: PCR ile hGH mature peptit dizininin

sentez sonucu: 1. Marker (DNA Ladder, Low Range); 2-3. hGH mature peptit dizini; 4.

Kontrol

Cizelge 4.4 PCR tepkimeleriyle hGH genini ¢ogaltmada incelenen parametreler ve elde
edilen sonuglar

Enzim T (anneling ),

Enzim miktary, pl °’C Zaman,s Sonug
pfu DNA polimeraz 1.0 54 39 Yok
pfu DNA polimeraz 1.0 50 76 Yok
pfu DNA polimeraz 1.0 45 76 Yok
pfu DNA polimeraz 2.0 54 39 Yok
pfu DNA polimeraz 3.0 54 39 Yok
Taq DNA polimeraz 0.5 54 39 Farkl1 bant
pfu DNA polimeraz 1.0 59 39 Yok
Tag DNA polimeraz 0.5 54 39 Farkl1 Bant
pfu DNA polimeraz 1.0 50 78 Yok
Tag DNA polimeraz 0.5 59 39 Yok
Taq DNA polimeraz 0.5 54 39 Yok
pfu DNA polimeraz 1.0 50 39 Yok
pfu DNA polimeraz 1.0 57 39 Yok
pfu DNA polimeraz 2.0 62 39 Yok
Taq DNA polimeraz 0.5 62 39 Yok
pfu DNA polimeraz 2.0 65 39 Yok
Tag DNA polimeraz 0.5 65 39 Yok
Tag DNA polimeraz 0.5 67 39 Yok
Taq DNA polimeraz 0.5 57 39 Bant

fu DNA polimeraz 3.0 57 39 Bant
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4.1.1.2.3 -pre(subC) dizini ile hGH mature peptit dizininin birlestirilmesi: Hibrit-

gen sentezi

Ayr1 PCR reaksiyonlariyla sentezlenen -pre(subC) dizininin hGH gen dizininin Oniine
PCR temelli SOE (Ho vd. 1989, Horton vd. 1989, Horton vd. 1993) yontemiyle entegre
edilebilmesi i¢in, PCR fiiriinleri ti¢iincii bir PCR tepkimesinde kalip DNA molekiilleri
olarak bir araya getirilmistir. Tasarlanan primerler sayesinde ayri-ayr1 cogaltilmalar
sirasinda birlesecekleri uglarina birbirlerinin tamamlayicisi olan uzantilar eklenen bu iki
PCR iiriinti, bu uzantilardan esleserek birlesmis ve bunlarin birbirleri i¢in primer olarak
gbrev yapmasiyla DNA polimeraz enziminin katalizledigi tepkimeyle hibrit-gen “-
pre(subC) dizini + hGH’nun mature peptit dizini” elde edilmistir (Sekil 4.4). Ortamda
hibrit-gen icin uygun ileri- ve geri- primerin bulunmasiyla hibrit genin ¢ogaltilmasi
saglanmigtir. Sentezlenen hibrit-gen biiyilikliigiiniin 990bp(=360bp+ 630bp) olmasi

nedeniyle uzama siiresi 62s’dir. SOE tepkimeleri sonunda elde edilen hibrit-gen

pre(subC)::hGH” jel goriintiisti Sekil 4.5’ de gdsterilmistir.

N0 presube) €@\ © e €N\

O restriksiyon enzim konumu (Xbal C'TCTAGAY)) + -pre(subC) ileri primeri
5’ _GCT CTA GAG CGCAAT CTCCTG TCATTCG _3¥

® hGH’a tamamlayict uzanti + -pre(subC) geri primeri
5’ _GGT ATA GTT GGG AAA GCA GAA GCG GAATCG _3

© - pre(subC)’a tamamlayict uzant: + hGH ileri primeri
5_GCTTCT GCT TTC CCAACTATACCACTATCTC ¥

O restriksiyon enzim konumu (BamHI  GGATCC®)) + hGH geri primeri

5’ _GCG GAT CCG CACTGG GGA GGG GTCAC ¥

Sekil 4.4 SOE yodntemiyle hibrit gen olusumunun gematik gosterimi
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Polimeraz zincir tepkimesi (PCR) i¢in tepkime bilesimi
10X PCR Tamponu (MgSO/’lii) Sl

dNTPler (1mM) 10ul
fleri Primer (FP) (10uM) Tl
Geri Primer (RP) (10uM) Tul

Template DNA 2.5u
dH,O 27.5ul
pfu DNA polimeraz (5U/uL) 3ul

=25ug/ml B.licheniformis kromozomal DNA’s1 igin ve
=8ug/ml pHGH107 plasmidi i¢in

PCR sisteminde mikroreaktérlerin isletim programi:

T= 94°C, 2dk } 1 dongi

Tl(denatﬁrasyon = 94OC, 1dk ) )
TZ(yaplsma ) = SSOC, 1dk 30 dongu
T3(senter) = 72°C, 75s hibrit gen i¢in

Ts= 72°C, Sdk} | déngii

Ts= 4°C, 5dk

bp bp
1031 1031
800 800
700 700
600 600
400 400

300
300 200
200 100
100

80

80
Sekil 4.5 SOE reaksiyonu ile hibritgen elde edilmesi sonuglari: 1.Marker (DNA Ladder,

Low Range); 2. Hibrit gen (-pre (subC) dizini+hGH mature peptit dizini); 3.
Marker (DNA Ladder, Low Range)
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4.1.2 Hibrit-genin pUC19 klonlanmasi, E. coli *ye transformasyonu ve derisiminin

artirilmasi

Molekiiler genetigin bir¢ok dnemli problemi E. coli veya onun fajlarinin kullanilmasiyla
yapilan ¢alismalarla dogrudan ¢oziildtiglinden, genetik yapisi ve fonksiyonlari ¢ok iyi
incelenen E. coli klonlama-plasmidleri i¢in konak-hiicre olarak oncelikle se¢ilmektedir.
E. coli’ye plasmid DNA transferinin kolay olmasi ve bunun da &tesinde E. coli’den
plasmid DNA izolasyonunun kolaylig1 nedeniyle, bu arastirmanin 1. alt-programinda 6n
klonlama islemlerinin E. coli plasmidlerine yapilmasina ve E. coli’ye
transformasyonuna karar verilmistir. Bir E. coli plasmidi olan pUCI19, klonlama
icin ortak o©zellikleri olan poliklonlama bélgelerinde bulunan restriksiyon enzim

kesim konumlarinin ¢ok sayida olmasi nedeniyle se¢ilmistir.

SOE yontemine gore -pre (subC) dizininin hAGH mature dizininin Oniine entegre
edilmesiyle elde edilmis olan hibrit-gen agaroz jelden Fermentas DNA ekstraksiyon
Kit’i ile saflastirildiktan sonra tasarlanan primerlerin uglarinda bulunan Xbal ve BamHI
restriksiyon enzimleriyle esanli ve ayni restriksiyon enzimleriyle pUC19 E. coli

plasmidi de ardisik olarak kesilmistir.

Tepkime 1. pUC19 plasmidinin Xbal enzimiyle yapiskan u¢lu kesimi icin tepkime

kosullar:
pUCI19 plasmidi (100ng) 10 ul
Tampon Y* 2ul
Xbal (10U/ul) 2 ul
dH,O 6 ul
T=37°C, t=2st V=20 pl
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Tepkime 2. pUC19 plasmidinin BamHI enzimiyle yapiskan-u¢ kesimi icin tepkime

kosullar:
pUCI19 plasmidi (100ng) 10 ul
Tampon A 2 ul
BamHI (10U/ul) 2.5ul
dH,O 5.5ul
T=37°C, t=2st V=20 pl

Tepkime 3. Hibrit-genin Xbal ve BamHI enzimleriyle esanh yapiskan-u¢ kesimi

icin tepkime kosullari:

Hibrit gen 10 ul
Tampon Y* 2 ul
BamHI (10U/ul) 2.5ul
Xbal (10U/ul) 2 ul
dH,O 3.5ul
T=37°C, t=2st V=20 ul

Tiim kesimlerde tepkime tamamlandiktan sonra tepkime karigimi T=65°C'de 20dk.
tutularak, restriksiyon enzimleri denatiire edilerek katalitik olarak etkisiz hale

getirilmistir.

Tasarlanan primerlerin uclarina eklenmis olan Xbal ve BamHI restriksiyon enzim
konumlarindan esanl olarak kesilmis olan hibrit genin ayni restriksiyon enzimleriyle
ardisik olarak kesilen pUC19 E. coli plasmidine iki farklt gen/vektor oraninda ve T4
DNA ligaz enzimi katalizorliigtinde asagidaki kosullarda ligasyon tepkimesi
gerceklestirilmistir. r-pUCT9 plasmidi gelistirilmesi sematik olarak Sekil 4.6’de

verilmistir.

168



Tepkime 4. Hibrit-genin pUC19 ’a klonlanmasi i¢in ligasyon tepkime kosullar:

G/V=3 GIV=5
Hibrit gen ~72 ng ~120 ng
pUCI19 plasmidi ~24 ng ~24 ng
Ligasyon tamponu (10X) 2l 2 ul
ATP (10mM) 1l 1wl
T4 DNA ligaz (5U/ul) 0.8 ul 0.8 ul
dH>,O Vr=20 Wl olacak sekilde belirlenmistir.
T=22 °C, t=16 st
fen RI
.--_'__'_?-_l— _F?-‘:}\
P4
[f )

BamHI

Xbal

B. ltchemfarmzs
kromozomal DNA’si

A" | '. pHGHIOT

\>\ /“‘

v

-pre(subC)
Xbal -pre(su. J’fGH
l Xbal -pre(subC)::hGH BamHI
BamHT
Abal
lacl

Sekil 4.6 r-pUC19 plasmidi tasarim semasi
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Klonlamanin gerceklesip-gerceklesmedigini belirlemek i¢in ligasyon karigimi plasmid
tagimayan E. coli XLI-blue’ya CaCl, yontemiyle aktarildiktan sonra hiicreler 100mg/ml
ampisilin ve IPTG ile Xgal igeren kati ortama yayillmis ve 37°C’de mavi/beyaz

koloniler olusana kadar (36-48st.) inkiibe edilmistir.

Kati ortamda olusan alt1 adet koloninin r-pUC19 tasiyip tasimadigini kontrol etmek i¢in
paralel olarak plasmid DNA izolasyonu yapilmistir. Izolasyon fiiriinlerinin jel
elektroforez goriintiilerine bakildiginda (Sekil 4.7) tiim kolonilerde pUC19’dan daha
biiyiik DNA molekiilleri tasidigi goriilmiis ve bu muhtemel r-pUC19’larin hibrit-gen
tagryip-tasimadig1 bu plasmidlerin, hibrit genin iki ucunda bulunan Xbal ve BamHI
restriksiyon enzimleriyle kesilmesiyle kontrol edilmistir. Sekil 4.7°den goriilduigi gibi
tim kolonilerin kesilme tepkimesi sonucunda sadece bir tanesinde hibrit-gen
buiytikliigtine yakin biuyiiklikte DNA biyiikligti gozlenmistir. Sonu¢ olarak

klonlamanin basariliyla gerceklestigine karar verilmistir.

1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7 8

bp

2313

9416

6557

4361

2322

2027
bp
1031
900
800
700
600
500

a b

Sekil 4.7 a- Muhtemel r-pUC19 izolasyon goriintiileri; 1-6. Izole muhtemel r-
pUC19, 7. Kesik pUC19, b- Muhtemel r-pUC19 un kontrolu: 1. Marker
(ADNA/HindIll), 2-3. muhtemel r-pUC19+BamHI+Xbal, 4-5. saf
pUC19, 6-7. Hibrit gen, 8. Marker (DNA ladder Low Range)

4.1.3 Hibrit-genin pMK4 E. coli-Bacillus shuttle vektoriine klonlanmasi

Hibrit-genin E. coli-Bacillus shuttle plasmidlerine klonlanabilmesi icin E. coli’de

derisimi arttirilmis  olan r-pUC19 E. coli plasmidi oncelikle BamHI restriksiyon
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23130
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enzimiyle Tepkime 5.’de verilen kosullarda bes paralel islemle kesilmis ve kesme
isleminden sonra 65°C’de 15dk bekletilerek BamHI enzimi inaktif hale getirilmistir.
BamHI enzimi ile kesilen r-pUC19 NaAc+EtOH ile c¢oktiiriilerek ayrilmis ve uygun
miktarda su ile coziildiikten sonra Sall restriksiyon enzimiyle Tepkime 6.’da verilen
kosullarda kesilmistir. Kesme isleminden sonra 65°C’de 15dk bekletilerek Sall enzimi
inaktif hale getirilmis ve karistmin tamami jelde kosturulmustur (Sekil 4.8).
Kosturmadan sonra Fermentas DNA Ekstraksiyon Kit’i ile agaroz jelden hibrit-gen
ekstrakte edilmistir (Sekil 4.9). Bu islemler klonlama basamaginda kullanmak igin

yeterli derigsime sahip hibrit-gen elde edilinceye kadar tekrarlanmistir.

bp
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Sekil 4.8 r-pUCI9 kesme Sekil 4.9 Jelden ekstrakte
tepkimesi sonucu; 1. Marker (A edilmig hibrit gen; 1. Marker
DNA Hind I ), 2. Marker (100 bp DNA Ladder ), 2.
(DNA Ladder, Low Range), 3. Hibritgen, 3. Ekstrakte hibrit gen
Kesik r-pUC19

Tepkime 5. r-pUC19 *un BamHI ile yapiskan-uc¢ kesimi icin tepkime kosullar::

r-pUC19 plasmidi (100ng) 10 ul
Tampon A 2 ul
BamHI enzimi (10U/ul) 2.5ul
dH,O 5.5ul
T=37°C, t=2st V=20 pl
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Tepkime 6. BamHI enzimiyle Kkesilmis r-pUC19 plasmidinin Sall enzimiyle
yapiskan-uc kesimi icin tepkime kosullari:

r-pUC19 plasmidi (BamHI ile kesilmis)(100ng) 10 ul
Tampon A 2 ul
Sall (10U/ul) 2ul
dH,O 6 ul
T=37°C, t=2st V=20 pl

Klonlamada kullanilacak olan pMK4 E. coli-Bacillus shuttle plasmidi oncelikle E.
coli’den izole edilmistir. Izole edilen pMK4 Fenol:Kloroform:izoamilalkol (FKI)
yontemine gore saflastirilarak klonlama igin yeterli derisime sahip pMK4 elde
edilmistir. Saflastirilmis olan pMK4 6nce BamHI restriksiyon enzimi ile Tepkime 5.’de
verilen kosullarda bes paralel islemle kesilmis ve kesme isleminden sonra 65°C’de 15dk
bekletilerek BamHI enzimi inaktif hale getirilmistir. BamHI enzimi ile kesilen pMK4
NaAc+EtOH ile ¢oktiiriilerek ayrilmis ve uygun miktarda su ile ¢oziildiikten sonra Sall
restriksiyon enzimiyle Tepkime 6.’da verilen kosullarda kesilmistir. Kesme isleminden
sonra  65°C’de 15dk bekletilerek Sall enzimi inaktif hale getirilmis ve FKI ile
saflastirildiktan sonra klonlama tepkimelerinde kullanilmistir (Sekil 4.11). Kesik r-
pUCI19’den ekstrakte edilen hibrit-genin klonlama tepkimesi i¢in uygun molekiiler
yapiya getirilen pMK4 plasmidine Tepkime 7.’de belirtilen kosullarda sub-klonlanmasi

icin deneysel ¢alismalar paralel olarak yiiriitiilmiistiir.

Tepkime 7. Hibrit-genin pMK4 ’e klonlanmasi icin ligasyon tepkime kosullari:

G/V=5 G/V=T7
Hibrit gen ~120 ng ~140 ng
PMK4 plasmidi ~24 ng ~20 ng
Ligasyon tamponu (10X) 2wl 2ul
ATP (10mM) 1,5 ul 1,5 ul
T4 DNA ligaz (5U/ul) 0.8 ul 0.8 ul
dH,O V=20 W olacak sekilde belirlenmistir.

T=22 °C, t=16 st
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Sekil 4.10 r-pMK4 plasmidinin tasarim semasi

Tasarlanan, hibrit-gen tasiyan r-pMK4 sematik olarak Sekil 4.10’da verilmistir.
Klonlanma sonucu elde edilen, hibrit-gen tasiyan r-pMK4 icermesi gereken ligasyon
tepkime karigimi plasmid tasimayan E. coli XLI-Blue’ye CaCl, yontemine gore
aktarilmistir. pMK4’e klonlama pUC19°de  oldugu gibi lacZ geni icindeki
poliklonlama bolgesine gergeklestirilir. Boylece, pMK4’e klonlamanin gerceklesip/
gerceklesmedigi mavi/beyaz koloni olusumu ile kontrol edilmistir. Olusan beg beyaz
koloninin paralel izolasyonu yapilmis ve bunlarin jel-elektroforez goriintiilerine (Sekil
4.12) gore hepsinin hibrit-gen tasidiklar diisiiniilmiistiir. Bes adet izole muhtemel r-
pMK4 plasmidinin kalip DNA olarak kullanilmasiyla gerceklestirilen PCR tepkimeleri

sonucundaki jel-elektroforez goriintiilerinde tiim PCR {iriinlerinde hibrit-gen banti
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gozlenmistir (Sekil 4.13). Bundan sonra PCR iirtinlerinden hibrit-gen banti olan
muhtemel r-pMK4’ler Tepkime 5 ve 6 ’da verilmis olan kosullarda BamHI ve Sall
restriksiyon enzimleri ile ardisik olarak kesilmistir. Kesme islemiyle kontrolden sonra
jel-elektroforez goriintiisiinde  sadece bir koloninin (G/V=5) hibrit-gen tasidigi

goriilmiistiir (Sekil 4.13).

bp

23130
9416
6557
4361

2322
2027

Sekil 4.11 BamHI ve Sall Sekil 4.12 izole muhtemel r-pMK4
enzimleriyle kesilmis pMK4; plasmidleri 1. Marker (A DNA
1.Marker (A DNA Hind III), HindIll), 2-6. izole muhtemel t-
2. Kesik pMK4, 3. Kontrol pMK4+Sall+BamHI, 7. Kesik pMK4

¥ bp

23130
9416
6557
4361

2322
2027

a b

Sekil 4.13 a- Muhtemel r-pMK4 plasmidlerin PCR tepkime sonuglari; 1-5. PCR iiriinleri , 6.
Hibrit gen, b- Kesilmis muhtemel r-pMK4 plasmidleri 1. Marker (A DNA Hind III),
2. Kesik pMK4, 3-4. Muhtemel r-pMK4+ Sall+BamHI, 5. Hibrit gen,6. Marker
(DNA ladder Low Range)
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4.1.4 Gelistirilen r-pMK4’iin Bacillus subtilis’e transformasyonu

Hibrit-gen tasiyan Bacillus-E. coli shuttle plasmidi r-pMK4 E. coli’de ¢ogaltilip izole
edildikten sonra segilen farkli Bacillus tiirii konak hiicrelere elektroporasyon ile
C=25uF, R=200Q ve V/L=10 kV/cm kosullarinda ve dogal transfromasyon
yontemleriyle paralel olarak aktarilmistir. Elde edilen kolonilerin rekombinant plasmidi
tasiyip tasimadiklarm kontrol etmek amaciyla plasmid izolasyonu yapilmis ve
izolasyon {iriinleri kalip olarak kullanilarak PCR’da hibrit gen sentezlenmistir. r-
pMK4’iin transfer edildigi dort Bacillus subtilis’ten yapilan plasmid izolasyonuna (Sekil
4.14) ve bu plasmidlerin kontrolii i¢in yapilan PCR’a ait jel goriintiilerinden (Sekil
4.16) r-pMK4 transferinin basarili oldugu belirlenmistir. Sonucta hibrit-geni tasiyan
rekombinant B.subtilis BGSC-1A197 ve B.subtilis BGSC-1A751  gelistirilmistir.
Klonlamanin dogrulugunu kontrol i¢in hibrit-gen -pre(subC)::hGH niikleotit dizini
DNA dizin analiz cihazi ile Microsynth GmbH, Isvigre laboratuarlarinda
analizlenmistir. Analiz sonucunda -pre(subC)::hGH hibrit geninin niikleotit dizini elde

edilmis ve gen dizininin dogrulugu kanitlanmistir.

1 2 3 4 5 bp

e 23130
9416
b 6557
bp 4361
23130 ‘L" 2322
9416 2027
6557
4361
2322
2027
Sekil 4.14 izole muhtemel r-pMK4ler 1. A Sekil 4.15 Kesik muhtemel r-pMK4’ler 1. A
DNA Hind III Marker, 2-5. 1zole muhtemel DNA Hind II Marker, 2-3. Kesik r-MK4’ler,
r-pMK4’ler 4. Saf Hibrit gen 5. DNA Ladder Low Range
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bp

1031
900
800
700
600
500
400

Sekil 4.16 Hibrit-genin PCR goriintiisii 1. DNA
Ladder Low Range Marker, 2. Saf Hibrit gen,
3-4. Hibrit gen ( r-pMK4)

4.2 -pre (subC)::hGH::pMK4 Tasiyan Mikroorganizmalarim hGH Uretim

Performansi (Expression)

Metabolik miihendislik arastirma programi dogrultusunda 1. arastirma programinda
gelistirilmis olan rekombinant Bacillus subtilis mikroorganizmalar1 kullanilarak ikinci
asamada mikrobiyolojik hava filtreli laboratuvar-olgcekli kesikli biyoreaktorlerde
Vr=110 ml, T=37°C, N=200 dk’! isletme kosullarinda ortama eklenen proteaz
inhibitoriiniin ve karbon kaynagi olarak kullanilan glukoz derisiminin hiicre ¢ogalmasi

ve hGH {iretimi tizerindeki etkisi arastirilmistir.
4.2.1 hGH iiretimi i¢in ortam tasarimi

Rekombinant B.subtilis BGSC-1A751 ve B.subtilis BGSC-1A197 ‘nin tasidig
rekombinasnt plasmid -pre(subC)::hGH::pMK4, Bacillus licheniformis hiicre-disi
enzimi serin alkali proteaz (SAP) geninin (subC) salgilamada gorev yapan sinyal dizini
-pre(subC)’yi tagimaktadir. Hiicre i¢inde sinyal-peptid (subC) +hGH olarak iiretilecek
biyomolekiiliin sinyal-peptit ile hiicre digma 191 amino asitten olusan hGH ’nu
aktarimmi gergeklestirmesi tasarlanmistir. Sonug olarak r-B.subtilis ’in dizinin 6niindeki

sinyal-peptit -pre(subC) tantyarak iiretime basladigi, gerideki dizinin subC yerine hGH
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olmasinin sentez ve taginim mekanizmasini etkilememesi gerektigi diisiiniildiigiinden,
ilk iiretim deneylerinde temel ortam olarak ayni1 sinyal peptitle SAP tiretimi i¢in Calik et
al. (2004)’nin tasarladiklar iiretim ortami hiicre-disi hGH {iretiminde kullanilmistir

(Cizelge 3.5).

4.2.1.1 Uretim ortaminda tuz ¢ozeltisinin etkisi

Aragtirma programi dogrultusunda Cizelge 3.5°teki ortam bilesiminde Vg=110 cm’
calisma hacimli mikrobiyolojik hava filtreli biyoreaktdrlerde, T= 37 °C, N= 200 dk™
isletme kosullarinda iki farkhi rekombinant mikroorganizma ile hGH {iretim deneyi
gerceklestirilmistir. 43 saat kalma siiresince mikroorganizma derisimi, karbon kaynagi

derisimi, SAP aktivitesi ve hGH derisimi izlenmis ve sirasiyla Sekil 4.17 ve 4.18,’te

sunulmustur.
9.00 1.60
8.00 11.40
7.00 |
1120
6.00 |
1100
T 500 | T
2 1080 2
S 400 | S
1060
3.00 |
1040
2.00 |
—@—r-B.subtilis BGSC-1A197
1.00 1020
: —o—r-B.subtilis BGSC-1A197 (T)
—a—r-B.subtilis BGSC 1A751
OOO L L L L L L L L L L 000

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44
tst

Sekil 4.17 r-B.subtilis BGSC-1A751 ve r-B.subtilis BGSC-1A197 i¢cin mikroorganizma

derisiminin ve glukoz derisiminin t ile degisimi. Cgo= 8 kg/m3; Vg= 110
cm’; T= 37 °C; N= 200 dk™'; pHo= 7.25
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Sekil 4.18 r-B.subtilis BGSC-1A751 ve r-B.subtilis BGSC- 1A197 i¢in SAP aktivitesi
ve hGH derisiminin t ile degisimi. Cgo= 8 kg/m’; Vg= 110 cm®; T= 37 °C;
N=200 dk'; pHo= 7.25

Biyoproses siiresince her iki rekombinant mikroorganizma ile Cizelge 3.5’teki ortam
bilesiminde hGH derisiminin kalma siiresiyle degisimi izlenmis ancak hGH {iretimi
gozlenmemistir. r-B.subtilis BGSC-1A751 ve r-B.subtilis BGSC-1A197 igin t=15 st’te
maksimum hiicre derigimleri sirasiyla Cx=1.35 kg/m3 ve 1.28 kg/m3, maksimum SAP
aktiviteleri A=67 ve 65 U/cm’ olarak bulunmustur. Biyoproses sonunda r-B.subtilis
BGSC-1A751 ve r-B.subtilis BGSC-1A197, sirasiyla, glukozun % 43 ve % 40’m
tilketmistir. 1k iiretim deneylerinde SAP "1n sinyal peptit ve baslaticisinin (promoter)
kullanilmast nedeniyle referans ortam olarak SAP iiretim ortami (Calik et al. 2004)
kullanilmistir. Sonug olarak bu referans ortamda biyoproses siiresince iiretilen proteaz
enzimlerinin iiretilen proteini parcaladi diisiiniilerek ortama proteaz inhibitoriiniin (P-
2714) ve proteaz {iretimini inhibe ettigi bilinen tuz ¢dzeltisinin (Pollock 1965) ayri-ayri

eklenerek etkilerinin arastirilmasina karar verilmistir.
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Uretim ortamlarina t.=6 st’te 0.744, 7.44 ve 74.4 uM derisimlerinde eklenen proteaz
inhibitor kokteylinin, ve 25.2 mM tuz ¢ozeltisinin hGH iretimi lizerindeki etkileri
incelenmistir  (Sekil 4.19-4.24). Proteaz inhibitorii eklemenin gerektigi bulunmustur.
Uretim ortamina eklenen proteaz inhibitor derisimi etkisiyle r-B.subtilis BGSC-1A751
hiicre derisiminin, glukoz derisiminin ve hGH derisiminin kalma siiresiyle degisimi
Sekil 4.19, 4.20 ve 4.21°de verilmistir. Maksimum hGH derisimi 7.44 UM proteaz
inhibitor kokteyli eklenmesiyle gerceklestirilmis olan {iretim ortaminda t=24 st’te
Cheu=0.027 kg/m3 olarak bulunmustur (Sekil 4.21). Sekil 4.19°dan da gérildiigii gibi
proteaz inhibitdr kokteylinin eklendigi t=6 st’e kadar hiicre derisimindeki artis
yiiksektir; tiretim ortamma proteaz inhibitdr kokteylinin ilavesi hiicre ¢ogalmasini
etkilemistir. Tuz ¢ozeltisi ile iiretilen proteazlarin inhibisyonu, inhibittr kokteyline gore

daha az etkilidir (Sekil 4.21).

2.0

1.8

16

14

1.2 +

Cx kg/nt

1.0

0.8 |

06 |

0.4

02 | /

t,st

Sekil 4.19 r-B.subtilis BGSC-1A751 derigiminin t ile degisimine eklenen inhibitor
derisiminin etkisi: Vg= 110 cm3; T= 37 °C; N= 200 dk'l; Cgo= 8 kg/m3;
pHo= 7.25. Proteaz inhibitorsiiz, ([1); tuz ¢ozeltili, (#); proteaz inhibitorlii
(UM): () 0.744; (W) 3.72; () 7.44; (A) 14.28; (A) 74.4
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Biyoproses siiresince proteaz inhibitoriiniin  hGH derisimine etkisi incelendiginde; 0-
7.44 UM proteaz derisiminin proteaz inhibisyonu icin az, 7.44 - 74.4 uM proteaz
derisiminin ise fazla gelmesi nedeniyle iiriin inhibisyonuna neden oldugu belirlenmistir
(Sekil 4.21). Sekil 4.20°deki glukoz derisminin kalma siiresi ile degisimi incelendiginde
glukoz derisiminin eklenen proteaz derisimine bagh olarak en az % 69.7’si (tuz ¢ozetisi
eklenen kosulda) en fazla da % 84.7’si ( proteaz inhibitorsiiz kosulda) tiiketilmistir.
7.44 uM derisiminde proteaz inhibitor eklenmesi hiicre ¢ogalmasini dolayisiyla glukoz
tilketimini inhibe ederken hGH derisimini arttirmistir. r-B.subtilis BGSC-1A751 ile
hGH iretimi acisindan optimum proteaz inhibitor derisimi 7.44 pM olarak

belirlenmistir.

9.0

Cg kg/n?

0 4 8 12 16 20 24
tst

Sekil 4.20 r-B.subtilis BGSC-1A751 ile glukoz derisiminin t ile degisimine eklenen
inhibitdr derisiminin etkisi: Vg= 110 cm’; T= 37 °C; N= 200 dk'; Cgo= 8
kg/m3; pHo= 7.25. Proteaz inhibitorsiiz, (L]); tuz ¢ozeltili, (#¥); proteaz
inhibitorli(UM): () 0.744; (W) 3.72; () 7.44; (A) 14.28; (A)74.4
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0.03

0.025

0.02

0.015

Cior kg/m?

0.01

0.005

Sekil 4.21 r-B.subtilis BGSC-1A751 ile hGH derisiminin t ile degisimine eklenen
inhibitér derisiminin etkisi: Vg= 110 cm®; T= 37 °C; N= 200 dk'; Cgo= 8
kg/m3; pHo= 7.25. Proteaz inhibitorsiiz, ([1); tuz c¢ozeltili, (¥); proteaz
inhibitorli(UM): (#) 0.744; (W) 3.72; () 7.44; (A) 14.28; (N)74.4

r-B.subtilis BGSC-1A197 kullanilarak iiretim ortamina eklenen proteaz derisimine goére
hiicre, glukoz derisiminin ve hGH derisimlerinin kalma siiresiyle degisimi sirasiyla
Sekil 4.22, 4.23 ve 4.24°de verilmistir. Biyoproses siiresince hGH derisiminin degisimi
incelenmis; maksimum hGH derisimi 7.44 uM proteaz inhibitor kokteyli eklenmesiyle
gerceklestirilmis olan iiretim deneyinde t=24 st'te Chgu=0.0275 kg/m®  olarak
bulunmustur (Sekil 4.24.). Sekil 4.22°den de goriildiigii gibi proteaz inhibitor
kokteylinin eklendigi zamana (t=6 st) kadar hiicre derisimindeki artis t=6-12 st araligina
gore daha fazladir. Biyoproses siiresince proteaz inhibitoriiniin  hGH derisimine etkisi
incelendiginde, 0-7.44 uM proteaz derisiminin proteaz inhibisyonu icin az, 7.44 - 74.4
UM proteaz derisiminin ise fazla gelmesi nedeniyle iiriin inhibisyonuna neden oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.24). r-B.subtilis BGSC-1A197 ile hGH iiretimi i¢in optimum

proteaz inhibitor derisimi 7.44 uM olarak belirlenmistir. Biyoproses sonunda glukozun
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en fazla % 83’1i, en az da % 75°i tiiketilmistir. Her iki r-Bacillus i¢in glukoz derisim
profilleri benzerdir. Hiicre derisimi artarken glukoz derisimleri azalmistir. Proteaz
inhibitorii r-B.subtilis BGSC-1A751°de oldugu gibi r-B.subtilis BGSC-1A197’de hiicre
cogalmasimi ve dolayisiyla glukoz tiiketimini etkilemistir. Her iki mikroorganizma igin

de en uygun proteaz derisim degeri 7.44 UM olarak belirlenmistir.

1.80

1.60 |

1.40
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0.40 |

0.20
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Sekil 4.22 r-B.subtilis BGSC-1A197 derisiminin t ile degisimine eklenen inhibitor
derisiminin etkisi: Vg= 110 cm’; T= 37 °C; N= 200 dk'; Cgo= 8 kg/m™;
pHo= 7.25. Proteaz inhibitorsiiz, (L1); proteaz inhibitorlii (WM): (¢) 0.744;
(W) 3.72; () 7.44; (D) 74.4
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Sekil 4.23 r-B.subtilis BGSC-1A197 ile glukoz derisiminin t ile degisimine eklenen
inhibit6r derisiminin etkisi: Vg= 110 cm3; T= 37 °C; N= 200 dk'l; Cgo=8

kg/m3; pHo= 7.25. Proteaz inhibitorsiiz, ([J); proteaz inhibitorli (WM): ()
0.744; (W) 3.72; () 7.44; (D) 74.4
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Sekil 4.24 r-B.subtilis BGSC-1A197 ile hGH derisiminin t ile degisimine eklenen
inhibitor derisiminin etkisi: Vg= 110 cm3; T= 37 °C; N= 200 dk'l; Cgo=8
kg/m3; pHo= 7.25. Proteaz inhibitorsiiz, ([]); proteaz inhibitorlii (WM): (e)
0.744; (m) 3.72; () 7.44; (AN) 74.4

4.2.1.2 Baslangic glukoz derisiminin etkisi

Mikroorganizmalar gereksinimleri olan enerjiyi, ortamda bulunan bilesiklerin kimyasal
baglarinda depolanmis enerjiyi kullanarak saglar. Karbon kaynag olarak secilen bilesik
—ornegin, glukoz- metabolizmaya 6zgiin bir yolizinden girerek katabolik tepkimelerle
kiiciik molekiillii ara-iiriinlere veya yan-iiriinlere doniistiiriilerek esanli olarak enerji
(ATP, NADH, NADPH) iretilir. Kullanilan karbon kaynagimin ozelliklerine ve
biyoreaktor isletme kosullarina —oksijen aktarimi, pH ve sicaklik- bagli olarak hiicre ici

merkezi dongii ve metabolik yolizindeki katabolizma tepkimeleri, enerji iiretim
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tepkimeleri ve hizlar1 belirlenir. Karbon kaynagimin (substratin) indirgenme derecesinin
(vs) mikroorganizma ¢ogalmasi iizerine etkisi bilytiktiir. y; i-bilesiginin oksidasyonu icin
redoks yar tepkimesinde verdigi elektron sayisidir. ys>4 olmasi durumunda karbon-
kisitlamali ancak yeterli enerji varliginda ¢ogalma gergeklesirken, Ys<4 ise enerji
kisitlamali ancak yeterli karbon kaynagi varhiginda gerceklesir. ys=4-4.5 ‘in {izerinde
oldugunda substrattan ATP {iretim verimi, hiicre olusumu i¢in ATP gereksinimini
asabilir; sonugta yiiksek hiicrei¢i metabolik tepkime hizlarina ulagmak i¢in enerji fazlasi

—enerji gerektiren hiicre disi tiriinler dahil- enerji tiikketen tepkimelerce kullanilir (Calik

1998).

Hiicreye aktif transferle tasinan ve karbon katabolizmasina glikoliz yolizinin basindan
giren glukoz mikroorganizmalarin diisiikk oksijen derisimlerinde bile kolaylikla
tilketilebilen ve Y(=4) degerinin biyoproseslerde kullanilan diger karbon ve enerji
kaynaklarma kiyasla daha yiiksek olmasi nedeniyle biyoteknolojik proseslerde

tanimlanmis ortamda &ncelikle diistiniilen karbon ve enerji kaynagidir (Calik 1998).

Aragtirma programi kapsamida hGH iiretimine baslangi¢c glukoz derisiminin etkisi
Cizelge 3.5°teki ortam bilesiminde Vg=110 cm’ ¢alisma hacimli mikrobiyolojik hava
filtreli biyoreaktorlerde, T= 37 °C, N= 200 dk! isletme kosullarinda t=50 st siireyle
gerceklestirilen deney programi ile incelenmistir. Baslangic glukoz derisimleri Cgo=6,
8, 10, ve 15 kg/m3 olarak belirlenmistir. Hiicre derisiminin kalma siiresi ve baslangig
glukoz derisimi ile degisimi Sekil 4.25, hGH derisiminin kalma siiresi ve baslangi¢
glukoz derisimi ile degisimi Sekil 4.27, ve glukoz derisimlerinin kalma siiresi ile

degisimi ise Sekil 4.26 'de verilmistir.

r-B.subtilis BGSC-1A197 i¢in kalma siiresiyle hiicre derisiminin degisimi incelenmis;
ve maksimum hiicre derisimi Cgo= 15 kg/m3 baslangi¢ glukoz derisiminde, t= 25 st’te
Cx= 2.7 kg/m3 olarak elde edilmistir (Sekil 4.25). Sekil 4.25’ten goriildigi gibi
prosesin ilk 15 saatinde mikroorganizma derisimi her dort glukoz derisimi ile yaklasik
aym seviyelerde olurken t=15 st’ten sonra Cgo= 6, 8, 10 kg/m3 baslangic glukoz
derisimlerinde mikroorganizma derisimlerinin yaklasik olarak sabit kalmis diger

ortamda ise 25. saate kadar ¢ogalma siirmiis daha sonra ise duraklama fazina
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gegilmistir. r-B.subtilis BGSC- 1A197 ile hGH tiretiminde glukoz derisimlerinin kalma
siiresi ve baslangi¢ glukoz derisimi ile degisimi incelendiginde (Sekil 4.26), t=15 st’e
kadar baslangigtaki glukozun %62’nin ve biyoproses sonunda (t=50 st) ise %92 nin
titketildigi bulunmustur. hGH derisimi iistel ¢ogalma fazindan (t= 15 st’ten) sonra t=30
st’te kadar artmistir. Biyoproses siiresince maksimum hiicre derisimi Cgo= 8 kg/m3

baslangi¢ glukoz derisiminde t= 30 st’te Cygu= 0.026 kg/m3 olarak bulunmustur.

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52
tst
Sekil 4.25 Mikroorganizma derisiminin t ile degisimine baslangi¢ glukoz derisiminin
etkisi: Vr= 110 cm’; T= 37 °C; N= 200 dk™'; pHo= 7.25
r-B.subtilis BGSC-1A751 i¢in Cgo(kg/m’): (#)6,0;(M)8,0;(A)10,0;(#)15,0
r-B.subtilis BGSC-1A197 i¢in Cgokg/m®): ()6,0; ((0)8,0; (A)10,0;
(£1)15,0

186



16.00

14.00 |

12.00 |

10.00

8.00

Ce, kg/n?

6.00

4.00

2.00

0.00

Sekil 4.26 Glukoz derisiminin t ile degisimi: Vg= 110 cm3; T= 37 °C; N= 200 dk'l;
pHo="7.25

r-B.subtilis BGSC-1A751 igin Cgo(kg/m’): (#)6,0;(M)8,0;(A)10,0;(%#)15,0
r-B.subtilis BGSC-1A197 icin Cgo(kg/m’):(<>)6,0;([1)8,0;(A)10,0; (£3)15,0
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Sekil 4.27 hGH derisiminin t ile degisimine baslangi¢ glukoz derisiminin etkisi:
Vi= 110 em®; T= 37 °C; N= 200 dk'; pH,= 7.25
r-B.subtilis BGSC-1A751 i¢in CGo(kg/m3): (4)6,0;(m)8,0;(A)10,0;(%)15,0
r-B.subtilis BGSC-1A197 icin Cgo(kg/m?):(<>)6,0;(01)8,0;( A)10,0;(%1)15,0

r-B.subtilis BGSC-1A751 igin  biyoproses siiresince hiicre derisiminin degisimi
incelenmis; ve maksimum hiicre derisimi Cgo= 15 kg/m3 baslangi¢ glukoz derisiminde,
t=36.5 st’te Cx=2.8 kg/m’ olarak elde edilmistir (Sekil 4.25). Sekil 4.25°ten goriildiigii
gibi prosesin ilk 25 saatinde mikroorganizma derisimi her dort glukoz derisimi icin
yaklasik ayni seviyelerde olurken t=30 st'te Cgo= 6, 8, 10 kg/m’ baslangi¢ glukoz
derisimlerinde mikroorganizma iistel ¢ogalma fazimi tamamlamis, Cge= 15 kg/m’
derisimli ortamda ise 36.5 saate kadar iistel ¢cogalma siirmils daha sonra ise duraklama
fazina gecilmistir. r-B.subtilis BGSC-1A751 ile hGH iiretiminde glukoz derisimlerinin
kalma siiresi ve baslangi¢c glukoz derisimi ile degisimi incelendiginde (Sekil 4.26), t=
25 st’te kadar baslangictaki glukozun %45°nin ve biyoproses sonunda (t=50 st’te) ise
%85’nin tiiketildigi bulunmustur. r-B.subtilis BGSC-1A751 ile hGH derisimindeki
degisim r-B.subtilis BGSC-1A197nin hGH derisimine benzer sekilde t= 15 st’ten sonra
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t=35 st’te kadar artmis, t=35-50 st arasinda ise azalmistir. Maksimum hiicre derisimi
Coo= 8 kg/m’ baslangi¢ glukoz derisiminde t= 35 st'te Chgu= 0,0298 kg/m’ olarak
bulunmustur (Sekil 4.27). Her iki rekombinant mikroorganizma i¢in de Cgo= 15 kg/m3
baslangi¢ glukoz derisimi kosulunda iistel ¢ogalma fazinda tiiketilen glukoz derisimi ve
buna bagli olarak hiicre ¢ogalmasi da daha fazladir. r-B.subtilis BGSC-1A197 i¢in
glukozun % 40’1, r-B.subtilis BGSC-1A751 igin ise % 69.7’si istel ¢ogalma fazinda

titketilmistir.

Uretim ortamida bulunan diger protein bantlari SDS-PAGE analizi sonucunda
goriilmiistiir. Poliakrilamid jele yiiklenen 6rnekler dikey jel elektroforezde kosturularak
protein bantlar1 elde edilmistir (Sekil 4.28.a). Uretilen hGH’nin insanda iiretilen ile
ayni yapi olup-olmadigim belirlemek i¢in Western Blot analizi yapilmistir. Analiz
sonunda blot’ta hGH bant1 gozlenmistir (Sekil 4.28.b). Dolayisiyla r-B.subtilis BGSC-
1A751 ve r-B.subtilis BGSC-1A191 ile aktif yapida hGH tiretilmistir.

a b

Sekil 4.28 a- Laboratuvar 6l¢ek iiretim deneyi sonucunda SDS-PAGE analizi
1. Marker, 2. Uretilen hGH ( r-B.subtilis BGSC-1A751 ile),
3. Uretilen hGH (7-B.subtilis BGSC-1A197 ile),
b- Laboratuvar 6lcekte iiretilen hGH nin Western Blot analiz sonucu
1. saf hGH, 2. Uretilen hGH ( r-B.subtilis BGSC-1A751 ile),
3. Uretilen hGH (r-B.subtilis BGSC-1A197 ile), 4.Marker

r-B.subtilis BGSC-1A751 ve r-B.subtilis BGSC-1A197, hGH iiretimi ag¢isindan
kiyaslandiginda her ikisi ile de Cgo= 8 kg/m’ baslangi¢ glukoz derisiminde maksimum

hGH tiretilmistir. Fakat r-B.subtilis BGSC-1A751 ile r-B.subtilis BGSC-1A197’ye gore

189



% 12.75 daha fazla hGH iiretilmistir. Boylece, alkali proteaz ve nétral prorteaz genleri
silinmis olan r-B.subtilis BGSC-1A751 ile arastirma programinin siirmesine karar

verilmistir.

4.3 Rekombinant hGH Uretimine Oksijen Aktarim Etkileri
4.3.1 Oksijen aktariminin etkileri

r-B.subtilis BGSC-1A751 ile hGH iretiminde oksijen aktarim etkilerinin
incelenebilmesi amaciyla V=1.0 dm’ pilot-6l¢ek biyoreaktdrlerde Vg= 0.5 dm® tepkime
hacmi olusturarak, Q,/Vgr =0.5, 0.7 vvm hava giris hizlarinda ve N=500, 700 ve 800 dk™
karistirma hizlar1 kullanilarak olusturulan dort farkli oksijen aktarim kosulunda, toplam
t=32 st kalma siireli yari-kesikli hGH {iretim deneyleri -laboratuvar 6lgekte bulunan
optimum kosullar kullanilarak- tasarlanmistir. Pilot dl¢ek biyoreaktorlerde biyoproses
siiresince karistirma hizi, ¢6ziinmiis oksijen derisimi ve baslangi¢c degeri pH,=7.25 olan
pH’1n degisimi siirekli-l¢iimle izlenmis; sistemden alinan 6rneklerde girdi, hiicre, tiriin
derisimleri Sl¢iilmiis; Dinamik Yontem ile de biyoproses siiresince sivi faz hacimsal
kiitle aktarim katsayist Kia ve mikroorganizma oksijen tiiketim hizi -r, belirlenmistir.

r-B.subtilis BGSC-1A751’in {iretim performansim sinamak igin her oksijen aktarim
kosulu icin yapilan deneye paralel olarak, 8 kg m> glukoz iceren ortamla 110 cm’
calisma hacimh laboratuvar oOlgek biyoreaktorlerde referans hGH iiretimleri

gerceklestirilmistir.

Cizelge 4.5 Oksijen aktarim kosullar1 ve kisaltmalari

Qo/Vg, vV N, dk’ Kisaltma
0.5 500 LOT
0.5 700 MOT1
0.5 800 MOT2
0.7 800 HOT

Biyoproses siiresince pH’in oksijen aktarim kosulu ve kalma siiresi ile degisimi (Sekil

4.29) incelendiginde; ortam pH’inin proteaz inhibitorii eklendigi zamana (t=4st) kadar
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hizli (t=0-4 st) sonra daha yavas (t=4-22 st) azaldi§i ve bir minimum degere,
MOT1’de pH=6.73, MOT2’de pH= 6.6, HOT’ta pH=6.52, ulastiktan sonra arttig1
goriilmektedir. hGH iiretim periyodunda (t=21-32 st) da hGH derisiminin artisiyla pH
artmistir. Oksijen aktariminin artisiyla pH’in t=0-4 st arasinda daha hizli azaldig1 ve
minimum degere ulastiktan sonra daha hizli arttigi, minimum pH degerine ulasildi
kalma siiresini oksijen aktariminin artmasiyla ileriye kaydi goriilmiistiir. Proses sonunda
ortamin pH degeri LOT, MOTI1, MOT2 ve HOT kosullarinda sirasiyla 6.67, 6.8, 6.68
ve 6.52 olarak kalmistir.

Coztinmiis oksijen derisiminin oksijen aktarim kosullar ve kalma stiresi ile degisimi
(Sekil 4.30) incelendiginde; her ii¢ kosul iginde benzer profiller gézlenmistir. MOT2
kosulu i¢in ¢6ziinmiis oksijen derisimi t=3-4 st arasinda sifira inmis ancak t=4 st’te
proteaz inhibitoriiniin eklenmesiyle artmis ve t=17-18 st’e kadar sabit kalmis, t=18-21
st’leri arasinda sifira yaklastiktan sonra proses sonuna kadar bu seviyede kalmistir.
MOT1 ve HOT kosulunda da ¢6ziinmiis oksijen derisim profilleri MOT2’ye benzerdir.
Ancak HOT’nin pH’da oldugu gibi oksijen aktarim kosulunun artmasiyla da MOT1 ve
MOT2’nin minimum degerlere ulastigi t=3-4 st ( sirasiyla Co=0.022 ve 0.002 mmol/l)
ve t= 18-21 st (sirasiyla Co=0.024 ve 0.001 mmol/l) zaman araliklarinda ¢oziinmiis
oksijen derisim profili geriye g¢ekilmistir. LOT kosulu i¢in ise ¢dziinmiis oksijen
derisimi t=3 st’te kadar hizla azaldiktan sonra proses sonuna kadar bu degerde sabit
kalmistir. Her ti¢ karistirma hizinda da oksijen seviyelerinin ¢ok diisiik olmasi, hiicre

cogalmasi ve hGH iiretimi igin oksijen ihtiyacinin yiiksek oldugunu gostermistir.

Mikroorganizma derisiminin oksijen aktarim kosulu ve kalma siiresi ile degisimi (Sekil
4.31) incelendiginde; mikroorganizma derisimlerinin t=4 st’e kadar hizla arttig1 ancak
t=4 st’te proteaz inhibitdriiniin eklenmesiyle t=18 st’e kadar sabit kaldiktan sonra, t=24
st’e kadar yine hizla arttigi goriilmiistiir. Coziinmils oksijen ve hiicre derisim
profillerinden eklenen proteaz inhibitoriiniin hiicre ¢gogalmasi iizerinde gegici inhibisyon
etkisine neden oldugu goriilmistiir. Biyoprosesin t=24 st’inden sonra substrat
tilketiminin durmasiyla hiicre durgunluk fazina ulasmakta, oksijen aktarim kosuluna
gore substrat tiikketim hizi ve hiicre ¢ogalma hizi farklhiliklar gostermektedir.

Mikroorganizma cogalma hizi ve ulasilan en yiiksek mikroorganizma derisimi
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karistirma hizimin artmasiyla artmis (Sekil 4.31), t=24 st’ten sonra hiicre durgunluk
fazina ulasmis ve en yiiksek mikroorganizma derisimi (Cx=2.1 kg m~) MOT2
kosulunda, en diisiik mikroorganizma derisimi (Cx=1.3 kg m™) ise LOT kosulunda elde

edilmistir. MOT2’deki hiicre ¢ogalmasi HOT a gore daha fazladir.

Glukoz derisiminin oksijen aktarim kosulu ve kalma siiresi ile degisimi (Sekil 4.32)
incelendiginde; karistirma hizinin artmasiyla glukoz tiiketim hizlari da artmis, hiicrenin
durgunluk fazma ulastig1 t=24 st’e kadar glukoz hizla tiiketilmis sonra glukoz tiiketim
hiz1 azalmistir. Sekil 4.31 ve 4.32 incelendiginde hiicrenin ¢ogalmasi igin glukoz
tiikettigi gortilmiistiir. En fazla hGH iiretiminin oldugu hiicrenin durgunluk fazinda
glukoz tiiketim hiz1 ¢ok duisiiktiir. Proses sonunda baslangigtaki glukozun en fazla

%95°nin (MOT?2) tiiketilmistir.

hGH derisiminin kalma siiresi ve oksijen aktarim kosulu ile degisimi incelendiginde,
diisiik oksijen aktarim kosullarinda hGH tiretiminin de diisiik oldugu ve oksijen aktarim
hizinin artmasiyla hGH tiretim hizinin arttigi ve hGH iiretiminin daha erken basladid:
goriilmektedir (Sekil 4.33). Maksimum hGH {iretimine ulasildigi anda oksijen
derisiminin degismedigi, pH’mn ¢ok diisilkk bir hizla artmaya devam ettigi,
mikroorganizmanin durgunluk fazinda oldugu ve belirgin bir substrat tiikketiminin
olmadig1 goriilmektedir. hGH {iretimi laboratuvar lgege kiyasla daha erken (t=12 st)
baslamistir (Sekil 4.33). Sabit hava giris hizinda karistirma hizinin artmasiyla hGH
tiretimi de artmistir.Genel olarak tiim kosullarda hGH derisimi t=12 st’ten sonra proses
sonuna kadar artmis ve en yiiksek hGH derisimi (Cyou=0.07 kg m'3) MOT?2 kosulunda,
en diisiik hGH derisimi (C,,gy=0.036 kg m'3) ise LOT kosulunda elde edilmistir. Tiim

kosullarda hiicre ¢ogalmasi iistel olarak devam ederken hGH tiretimine baslanmistir.

192



7.30

| LOoT
S MOT1
7.20 \‘\ —\0 T2
‘\‘ = = = =MOT2(T)
) E——SS
710 +
7.00 +
6.90 |
T
o
6.80 |
6.70 |
6.60 |
6.50 |
6.40
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36

t,st

Sekil 4.29 r-B.subtilis BGSC-1A751 ile hGH {iiretiminde pH’in oksijen aktarimi ve t
ile degisimi: Cgo=8 kg m™~, pH,=7,25, T=37°C, V=550 cm’
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Sekil 4.30 r-B.subtilis BGSC-1A751 ile hGH iiretiminde ¢6ziinmiis oksijen derisiminin
oks3ijen aktarimi ve t ile degisimi: Cgo=8 kg m'3, pHo=7,25, T=37°C, Vg=550

cm
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Sekil 4.31 r-B.subtilis BGSC 1A751 ile hGH tiretiminde hiicre derisiminin oksijen
aktarimi ve t ile degisimi: Cgo=8 kg m™~, pH,=7,25, T=37°C, V=550 cm’
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Sekil 4.32 r-B.subtilis BGSC 1A751 ile hGH iiretiminde glukoz derisiminin oksijen
aktarim1 ve t ile degisimi: Cgo=8 kg m™, pH,=7,25, T=37°C, Vg=550 cm’

196



0.08

—A—LOT
—=—MOT1
—e—MOT2
0.07 | —4A—MOT2 (T)
—O—HOT

0.06 |

0.05

0.04

C.arokg/m?

0.03 |

0.02

0.01 |

0.00

tst

Sekil 4.33 r-B.subtilis BGSC 1A751 ile hGH iiretiminde hGH derisiminin oksijen
aktarimi ve t ile degisimi: Cg,=8 kg m™, pH,=7,25, T=37°C, Vg=550 cm’

LOT, MOT1, MOT2 ve HOT kosullarinda tiretilen hGH’nin aktif olup olmadigim
belirlemek amaciyla Western Blott analizi yapilmistir. Analiz sonucunda elde edilen
blot’in goriintlisti Sekil 4.34 ve 4.35°da verilmistir. Blot {izerinde hGH bant
goriilmiistiir. Western Blott ile kapiler elektroforez analizleri sonucunda 6l¢iilen hGH
derisim degerleri birbirine yakindir. En yiiksek hGH iiretiminin (Cpgug= 0.07 kg m™)
oldugu MOT2 kosulu igin proses siiresince hGH derisiminin kalma siiresiyle degisimi
Dot-Blot (noktasal Western Blott’la ayni1 prensibe dayanan) analizi ile Sekil 4.36°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.34 Qo/Vr=0.5 vvim hava girig hizinda karistirma hizinin hGH iiretimine etkisini
gosteren Western Blott analiz. 1. LOT, 2.saf hGH, 3. MOT2, 4. MOT]1,
5.Marker

Sekil 4.35 N= 800 dk™' karistirma hizinda hava giris hizimin hGH iiretimine etkisinin
incelendigi deneydeki Western Blott sonucu. 1. saf hGH, 2. MOT?2, 3. HOT,
4 Marker

Sekil 4.36 MOT?2 kosulunda hGH derisiminin kalma siiresiyle degisimini gosteren Dot-
Blott analizi. 1,7,11,12. Saf hGH; 2. t=12 st; 3. t=15 st; 4. t=18 st; 5. t=21 st;
6. t=24 st; 8. t=27 st; 9. t=30 st; 10. t=32 st

Oksijen aktarim hizina bagh olarak biyoreaktdrde kalma siiresiyle hiicre disina aktarilan
amino asitler ile organik asitler ve derisimleri yan-iiriin dagiliminin ve hiicreigi
tepkimelerin ve yolizlerinin ayrintili incelenmesi i¢in arastirilmistir. Qo/Vg =0.5 vvm,

N=500 dk™ (LOT) isletim kosulunda amino asit ve organik asitlerin derisimlerinin
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kalma siiresiyle degisimleri Sekil 4.37 ve Sekil 4.41°de verilmistir. Biyoproses
siiresince ortamda gozlenen amino asitler serin, 16zin, isolézin ve fenilalanindir.
Ortamdaki amino asitlerin derisimlerinin kalma siiresiyle salimm gosterdikleri
belirlenmistir (Sekil 4.37). Yan-iiriin olarak biyoreakttrde en yiiksek derisimde bulunan
amino asitler sirasiyla serin (0.186 kg m'3), 16zin (0.184 kg m'3), fenilalanin (0.162 kg
m'3) ve isolozindir (0.088 kg m'3). Glutamin derisimi sifira yakindir. Alanin, arjinin,
glutamik asit, aspartik, glisin, histidin, triptofan, metionin, lizin, valin, treonin ve
asparajin ise proses siiresince tiretim ortaminda bulunmamaktadir. Biyoproses siiresince
ortamda belirgin bir sekilde gozlenen organik asitler ise glukonik, siiksinik, sitrik,
laktik, okzalik ve asetik asittir. Sekil 4.41'de LOT kosulunda kalma siiresiyle asetik,
formik, fumarik, glukonik, o-ketoglutarik, laktik, maleik, malik, okzalik, okzaloasetik,
sitrik, piriivik ve siiksinik asit derisimlerinin degisimleri gdsterilmistir. Laktik ve sitrik
asit derisimleri kalma siiresiyle nce artmis sonra da azalmistir. Ortamdaki diger
organik asitlerin derisimlerinin ise kalma siiresiyle salinim gosterdikleri belirlenmistir.
Bu oksijen aktarim kosulunda iiretim ortaminda en yiiksek derisimli organik asit
siiksinik asit (0.394 kg/m’) olmus, bunu glukonik asit (0.36 kg/m?), sitrik asit (0.131
kg/m?), laktik asit (0.128 kg/m’), okzalik asit (0.091 kg/m’) ve asetik asit (0.077 kg/m’)
takip etmistir. Piriivik, fumarik, o-ketoglutarik ve malik asit derisimleri ortamda 0-0.05
kg/m® derisim araliginda bulunmustur. Maleik, okzaloasetik ve formik asit ise proses

siiresince iiretim ortaminda bulunmamaktadir.

Qo/Vg =0.5 vvm, N=700 dk! (MOT1) isletim kosulunda amino asit ve organik asitlerin
derisimlerinin kalma siiresiyle degisimleri Sekil 4.38 ve Sekil 4.42°de verilmistir.
Biyoproses siiresince ortamda gozlenen amino asitler serin, 16zin, glysin, isolézin ve
fenilalanindir. Uretim ortaminda gozlenen amino asitlerin derisimlerinin kalma siiresi
ile degisimi incelendiginde; bu kosulda da LOT’taki gibi amino asitlerin salinim
gosterdikleri bulunmustur (Sekil 4.38). Yan-iirtin olarak biyoreaktorde en yiiksek
derisimde bulunan amino asitler sirasiyla 16zin (0.210 kg m?), serin (0.143 kg m?),
fenilalanin (0.140 kg m™) ve isolozindir (0.105 kg m™). Glutamin derisimi sifira
yakindir. Alanin, arjinin, aspartik asit, glutamik asit, histidin, triptofan, metionin, lizin,
valin, treonin ve asparajin ise proses siiresince liretim ortaminda bulunmamaktadir.

Biyoproses siiresince ortamda belirgin bir sekilde gdzlenen organik asitler ise glukonik,
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siiksinik, formik ve okzalik asittir. Ortamdaki organik asitlerin derisimlerinin kalma
siiresiyle salinim gosterdikleri belirlenmistir  (Sekil 4.42). Yan-iiriin olarak
biyoreaktorde en yiiksek derisimde bulunan organik asitler sirasiyla stiksinik asit (0.56
kg m™), glukonik asit (0.47 kg m™), okzalik asit (0.186 kg m™) ve formik asittir (0.126
kg m”). Uretim ortamindaki diger organik asitlerden laktik, sitrik, fumarik, o-
ketoglutarik asit 0.1-0.001 kg/m3 derisim araliginda; pirtivik ve malik asit ise sifira
yakin derisimde bulunmugstur. Asetik, maleik ve okzaloasetik asit ise proses siiresince

tiretim ortaminda bulunmamaktadir.

Qo/Vr =0.5 vvm, N=800 dk’! (MOT?2) isletim kosulunda amino asit ve organik asitlerin
derisimlerinin kalma siiresiyle degisimleri Sekil 4.39 ve Sekil 4.43°de verilmistir. LOT
kosulundaki gibi biyoproses siiresince ortamda godzlenen amino asitler serin, 16zin,
isolozin ve fenilalanindir. Uretim ortaminda gdzlenen amino asitlerin derisimlerinin
kalma siiresi ile salinim gosterdikleri bulunmustur. Yan-iiriin olarak biyoreaktdrde en
yiiksek derisimde bulunan amino asitler sirasiyla 16zin (0.191 kg m™), fenilalanin (0.172
kg m™), serin (0.120 kg m™), isoldzindir (0.096 kg m™). Glutamin derisimi sifira
yakindir. Alanin, arjinin, glutamik asit, histidin, triptofan, metionin, lizin, aspartik asit,
valin, glisin, treonin ve asparajin ise proses siiresince {retim ortaminda
bulunmamaktadir. Biyoproses siiresince ortamda belirgin bir sekilde gézlenen organik
asitler ise glukonik, siiksinik, laktik ve sitrik asittir. Ortamdaki organik asitlerin
derisimlerinin kalma siiresiyle salinim gosterdikleri belirlenmistir (Sekil 4.43). Siiksinik
asit LOT ve MOT1 kosullarinda oldugu gibi burada da iiretim ortamia diger organik
asitlerden daha fazla salgilanma 6zelligi gostermis ve en yiiksek derisimine t= 9 st’de
(0.5 kg m™) ulasmustir. Yan-iiriin olarak biyoreaktdrde en yiiksek derisimde bulunan
diger organik asitler sirastyla glukonik asit (0.359 kg m™), sitrik asit (0.190 kg m™),
laktik asit (0.111 kg m™) ve formik asittir (0.100 kg m™). Uretim ortamindaki diger
organik asitlerden malik, piriivik, fumarik, okzalik ve a-ketoglutarik asit 0.1-0.001
kg/m3 derisim araliinda; asetik asit ise sifira yakin derisimde bulunmustur. Maleik ve

okzaloasetik asit ise proses siiresince tiretim ortaminda bulunmamaktadir.

Oksijen aktarim hizina bagli olarak biyoreaktrde kalma siiresiyle hiicre disina aktarilan

amino asitler ile organik asitler ve derisimleri yan-iiriin dagiliminin ve hiicreici
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tepkimelerin ve yolizlerinin ayrintili incelenmesi igin arastirilmistir. Qo/Vg =0.7 vvm,
N=800 dk' (HOT) isletim kosulunda amino asit ve organik asitlerin derisimlerinin
kalma stiresiyle degisimleri Sekil 4.40 ve Sekil 4.44°de verilmistir. Lozin MOT?2
kosulunda oldugu gibi tiretim ortamina diger amino asitlerden daha fazla salgilanmis ve
en yliksek derisimine t=21 st’de (0.191 kg m'3) ulagmistir. Biyoproses siiresince
ortamda gdzlenen diger amino asitler serin, isolozin, glisin ve fenilalanindir. Uretim
ortaminda gdzlenen amino asitlerin derisimlerinin kalma siiresi ile salinim gosterdikleri
bulunmustur. Yan-iiriin olarak biyoreakttrde en yiiksek derisimde bulunan diger amino
asitler sirasiyla fenilalanin (0.179 kg m™), serin (0.169 kg m™), isolézindir (0.096 kg m™
%) ve glisindir (0.075 kg m™). Aspartik asit ise sifira yakin derisimde bulunmustur.
Alanin, arjinin, glutamik asit, histidin, triptofan, metionin, lizin, glutamin, valin,
treonin ve asparajin ise proses siiresince {iretim ortaminda bulunmamaktadir.
Biyoproses siiresince ortamda belirgin bir sekilde gézlenen organik asitler ise glukonik,
siiksinik, okzalik, formik ve asetik asittir. HOT kosulunda da MOT2’teki gibi ortamdaki
organik asitlerin derisimlerinin kalma siiresiyle salimm gosterdikleri belirlenmistir
(Sekil 4.44). Yan-iirlin olarak biyoreaktdrde en yiiksek derisimde bulunan organik
asitler sirastyla siiksinik asit (0.294 kg m?), glukonik asit (0.243 kg m™), asetik asit
(0.197 kg m™), formik asit (0.167 kg m™) ve sitrik asittir (0.09 kg m™). Uretim
ortamindaki diger organik asitlerden malik, piriivik, fumarik, okzalik, fumarik, laktik ve
a-ketoglutarik asit 0.1-0.001 kg m” derisim araliginda bulunmustur. Maleik ve

okzaloasetik asit ise proses siiresince iiretim ortaminda bulunmamaktadir.
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Sekil 4.37 Qo/Vr = 0.5 vvm, N= 500 dk! (LOT) OA- kosulunda ortama aktarilan amino
asit derisimlerinin t degisimi: Cgo=8 kg m”, pHo=7.25, T=37°C, Vg=550
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Sekil 4.38 Qo/Vr = 0.5 vvm, N= 700 dk! (MOT1) OA- kosulunda ortama aktarilan
amino asit derisimlerinin t degisimi: Cgo=8 kg m'3, pHo=7.25, T=37°C,
V=550 cm’
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Sekil 4.39 Q./Vr = 0.5vvm, N= 800 dk! (MOT?2) OA- kosulunda ortama aktarilan
amino asit derisimlerinin t degisimi: Cgo=8 kg m>, pHo=7.25, T=37°C,
V=550 cm®
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Sekil 4.40 Qy/Vg = 0.7 vvm, N= 800 dk' (HOT) OA- kosulunda ortama aktarilan amino
asit derisimlerinin t ile degisimi: Cgo=8 kg m'S, pHo=7.25, T=37°C, Vg=550

3

cm
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Sekil 4.41 Qy/Vg = 0.5 vvm, N= 500 dk' (LOT) OA- kosulunda ortama aktarilan
organik asit derisimlerinin t ile degisimi: Cgo=8 kg m'3, pH.=7.25, T=37°C,
V=550 cm®
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Sekil 4.42 Q,/Vr = 0.5 vvm, N= 700 dk!' (MOT1) OA- kosulunda ortama aktarilan
organik asit derisimlerinin t ile degisimi: Cg,=8 kg m?, pHo=7.25, T=37°C,
V=550 cm’

207



—&——Asetik Asit

0.90 —A—Sitrik Asit
———Formik Asit

- - -A- - - Fumarik Asit
0.80 |- - - -0O- - - Glukonik Asit
—A——A-ketoglutarik Asit
—O——Laktik Asit
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- - -@- - - Sliksinik Asit

COAv kg/rn3

Sekil 4.43 Q./Vr = 0.5vvm, N= 800 dk!' (MOT2) OA- kosulunda ortama aktarilan
organik asit derisimlerinin t ile degisimi: Cgo,=8 kg m'3, pH,=7.25, T=37°C,
V=550 cm’
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Sekil 4.44 Q,/Vr = 0.7 vvm, N= 800 dk! (HOT) OA- kosulunda ortama aktarilan
organik asit derisimlerinin t ile degisimi: Cgo,=8 kg m'3, pHo=7.25, T=37°C,
Vg=550 cm’

Oksijen aktarimmin arttirillmasiyla ortamda gézlenen amino asitlerden serin derisimi
azalirken, 16zin, fenilalanin ve isol6zin derisimleri artmistir. Ortama salgilan toplam
amino asit derisimleri agisindan karsilastirildiginda (Cizelge 4.6.a) prosesin genelinde
LOT kosulunda ortama daha yiiksek miktarda; MOT2 kosulunda ise daha diisiik
miktarda amino asitin yan-iirtin olarak aktarildigi goriilmiisttir. Bu sonug, 0.5 vvm
hava giris hizinda karnstirma hizindaki artigin {iretim ortamia yan-iiriin olarak amino
asit aktarrmmi diisiirdiigiinii dolayisiyla iirtin segimliliginde artis beklenebilecegini
gostermektedir. MOT2 ve HOT kosulu ortama salgilan toplam amino asit derisimleri
acisindan karsilastirildiginda (Cizelge 4.6.a) HOT kosulunda MOT2 kosuluna gore
daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. 800 dk™ sabit karistirma hizinda hava giris hizinin

artmasiyla ortamda gozlenen amino asitlerden fenilalanin, serin ve glisin derisimleri
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artmistir. HOT kosulunda oksijen aktarimimnin daha da artmasiyla ortama salgilanan

toplam amino asit derisimleri t=27 st‘da en diisiik olmustur.

Cizelge 4.6.a Toplam amino asit derisimlerinin t ile degisimi.Cg,=8 kg m>, pH,=7.25,
T=37°C, Vg=550cm’

Can; kg/m3
“ st LOT MOT1 MOT2 HOT
0 0.026 0.074 0.053 0.013
3 0.265 0.383 0.140 0.457
6 0.107 0.119 0.127 0.367
9 0.311 0.296 0.316 0.292
12 0.280 0.180 0.340 0.512
15 0.360 0.428 0.364 0.424
18 0.530 0.321 0.238 0.566
21 0.524 0.491 0.460 0.493
24 0.553 0.465 0.364 0.292
27 0.414 0.373 0.324 0.266

Sabit hava giris hizinda karistirma hizinin artmasiyla ortamda g6zlenen organik
asitlerden siiksinik, sitrik ve formik asit derisimleri artarken; o-ketoglutarik, malik,
fumarik, laktik, glukonik asit derisimleri de azalmistir. HOT kosulunda MOT2’ye gore
ortama salgilanan toplam organik asit derisimleri karsilastirildiginda siiksinik, sitrik,
laktik, glukonik asit derisimleri azalirken formik ve okzalik asit derisimleri artmistir.
MOT1 ve MOT2’de ortama aktarilan toplam organik asit derisimleri incelendiginde
(Cizelge 4.6.b), prosesin farkli evrelerinde farkli durumlarin gézlendigi fakat hiicre
cogalmalar1 dikkate alindiginda genelde MOT2 kosulunda ortama MOT1 kosuluna
kiyasla daha diisiik miktarlarda organik asit aktarildigi; en yiiksek toplam organik asit
derisimine ise MOT1 kosulunda (1.137 kg/m®) t= 27 st'de ulasildigi griilmiistiir.
Ortama salgilanan toplam organik asit derisimleri incelendiginde; MOT1, MOT2 ve
HOT kosullar1 i¢in prosesin genelinde MOT2 kosulunda ortama daha diisiik miktarda
miktarda organik asitin aktarildigi, sonugta ise bu kosulda hGH {iretiminin arttig
goriilmiistiir (Cizelge 4.6.b). Biyoproses siiresince ortama aktarilan maksimum toplam
amino asit derisimi HOT ta Caa= 0.56 kg m”, minimum toplam amino asit derisimi ise
MOT2’de Caa= 0.46 kg m~>dir. Ortama aktarilan amino asit derisiminin az ve {iriin

derisiminin fazla olmasi bunlarin hGH’nin iiretiminde kullanildigin1 gostermektedir.
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Biyoproses siiresince ortama aktarilan toplam organik asit derisimi incelendiginde; en
yiiksek derisim MOT1’de (Coa= 1.14 kg m™), en diisiik derisim ise HOT ta (Coa= 0.56
kg m™) elde edilmistir (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.6.b Farkl oksijen aktarim kosullarinda toplam organik asit derisimlerinin t
ile degisimi. Cgo=8 kg m™, pH,=7.25, T=37°C, Vg=550cm’

Coa; kg/m3
v st LOT MOT1  MOT2 HOT
;S
0 0.137 0.114 0.073 0.325
3 0.271 0.476 0.337 0.482
6 0.645 0.764 0.779 0.571
9 0.637 0.786 0.723 0.349
12 0.621 1.002 0.932 0.459
15 0.549 0.958 1.039 0.521
18 0.439 0.943 0.777 0.358
21 0.609 0.889 0.822 0.541

24 0.864 0.815 0.685 0.704
27 0.772 1.137 0.835 0.766

r-B.subtilis BGSC-1A751 ile gergeklestirilen pilot 6l¢cek deneylerin sonucunda hGH
tiretimi acisindan en uygun oksijen aktarim kosulu MOT2, yani Q,/Vg = 0.5 vvm, N=

800 dk™' olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.7 Salgilanan amino- ve organik- asitler ile maksimum toplam derisimleri

Kosul CaA, max Salgilanan amino asitler Coa. max Salgilanan organik asitler
(kg m™) (kg m™)
LOT 0.55 Leu, Ile, Phe, Ser, Asn, Gln 0.86 Glukonik, laktik, sitrik, siiksinik
MOT1 0.49 Leu, Ile, Phe, Ser, Asn, Gln, Gly 1.14 Formik, glukonik, okzalik, siiksinik
MOT2 0.46 Leu, Ile, Phe, Ser, Asn, Gln 1.04 Formik, glukonik, laktik, okzalik, sitrik, siiksinik
HOT 0.56 Leu, Ile, Phe, Ser, Asn, Gln, Gly 0.56 Asetik, formik, glukonik, okzalik, siiksinik
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4.3.2 hGH iiretiminde oksijen aktarim karakteristikleri

r-B.subtilis BGSC-1A751 ile hGH tretiminde oksijen aktarim kosullarmin verim ve
se¢imlilige etkisinin incelenmesi ve en uygun oksijen aktarim kosulunun bulunmasi
amaciyla pilot Olgekte dinamik yontem kullanilarak oksijen aktarim deneyleri
gerceklestirilmistir. Dort oksijen aktarim kosulundaki hiicre ve hGH derisim profilleri
dikkate alindiginda biyoproses bes periyoda ayrilmistir. Periyot 1 (0<t<4) hiicrenin
birinci ¢ogalma fazi, Periyot Il (4<t<12) ¢ogalmanin durduruldugu faz, Periyot III
(12<t<16) Periyot Il sonrasi gecikme ve hGH firetiminin basladigi faz, Periyot IV
(16<t<24) hiicrenin ikinci ¢ogalma ve hGH sentezinin arttig1 faz, Periyot V (24<t<32)
cogalmanin sonlandig1 ve hGH sentezinin en yiliksek oldugu faz olarak belirlenmistir.
Proses siiresince belirlenen karakteristik kalma siirelerinde (t=0.5, 7, 15, 21 ve 27 st)
sivi faz kiitle aktarim katsayis1 Kpa ve mikroorganizmanin oksijen tiiketim hizi ro
bulunmustur. Belirlenen karakteristik kalma siirelerinin her biri yer aldiklar periyotlar
ile Cizelge 4.8de verilmistir. Asilamadan 6nce (t<0 st’te) bulunan fiziksel kiitle aktarim
katsayis1 Kpa, yardimiyla artma faktorii E (=Kpa/Kpa,) degerleri de belirlenerek
sonuglar Cizelge 4.8°de verilmistir. LOT oksijen aktarim kosulunda proses siiresince
¢Oziinmiis oksijen derisimi ¢ok duisiik oldugu i¢in Ky a degerleri sadece prosesin basinda

(t=0 ve 0.5 st’te) belirlenebilmistir.

4.3.2.1 Oksijen aktarim katsayisi

Pilot 6lgek biyoreaktdr sisiteminde arastirma programinin ikinci asamasinda hGH
iiretimi i¢in optimize edilmis olan ortamda en uygun oksijen aktarim stratejisinin
belirlenmesi amaciyla farkli karistirma ve hava giris hizlarinda biyoproses ortaminda
dinamik yontem ile deneysel olarak belirlenen sivi faz hacimsal kiitle aktarim katsayisi

Kpa’nin karistirma hizi, hava giris hiz1 ve kalma siiresiyle degisimi incelenmistir.

Cizelge 4.8’ten goriildiigii gibi Qo/Vr= 0.5 vvm hava giris hizinda N= 500, 700 ve 800
dk” karistirma hizi kosullarinda sivi faz kiitle aktarim katsayisi Kia kalma stiresiyle
degisimi salmim gostermistir. MOT1 ve MOT2 kosullarinda proteaz inhbit6riiniin

eklendigi t= 4 st’e kadar biyoreakttre gonderilen oksijen mikroorganizma tarafindan
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hizla kullanilmaktadir. LOT kosulunda ise biyoreaktordeki ¢oziinmiis oksijen
derisiminin t= 2st ’te ¢ok diisiik degerlere (Co=0.013 mmol/l) ulagmis ve proses sonuna
kadar bu duruma devam etmistir. Sonugta, LOT kosulu i¢in t= 2-32 st arasinda Kpa
belirlenememistir. Uretim ortamina eklenen proteaz inhibitdrii mikroorganizmay1 ve
hiicrelerin oksijen tiiketimini etkilemistir. Mikroorganizmanin ortama uyum saglamaya
calistigl t= 4-21 st arasinda ¢oziinmiis oksijen derisimi 0.08-0.153 mmol/l arasinda
degistiginden, MOTI1, MOT2 ve HOT kosullarinda Kpa 6l¢iilmiistiir. hGH tiretim
prosesinde Qo/Vgr= 0.5 vvm hava giris hizinda Periyot II, 11l ve IV te karistirma hizinin
N= 700 dk™"den 800 dk'*e artmasi ile sivi faz oksijen aktarim katsayist Kpa sirasiyla
% 5.5, 7.14 ve 6.7 artmis, Periyot V’te ise % 9.1 azalmistir. N= 800 dk' karistima
hizinda Periyot Il ve 1V’te hava giris hizinin Qo/Vr= 0.5 vvm’den 0.7 vvm’e ¢ikmasiyla
Kia sirasiyla % 16.67 ve 6.25 azalmis, Periyot I11’te sabit kalmig ve Periyot V’te ise
% 9.1 artmistir. Buna gore MOT1, MOT2 ve HOT kosullar1 arasindan biyoproses
siiresince en yiiksek Kpa degerine MOT2 *de  Periyot 1l 'de (Kpa= 0.018 s™)
ulagilmigtir. Artma faktorii (E) genellikle kalma siiresi ile artmis ve ilk dort periyotta
degeri 1.0-2.3 arasinda degismistir; MOT2 ve HOT kosullarinda Periyot V ’te ise degeri
birden kiiciiktiir; E<1 olmasi ortamin reolojik 6zelliklerinin degistigini ve belirtilen iki

kosulda oksijen aktariminin artistyla son periyotta K a< Kya, oldugunu gostermektedir.

Calik et al. (2000) tarafindan, maksimum tepkime hizinin maksimum kiitle aktarim
hizina oram olarak tanimlanan Damkdohler sayisi (Da) ve oksijen titketim hizinin
maksimum oksijen aktarim hizina orani olan etkinlik sayisinin (1) kalma siiresi ile
degisimi Cizelge 4.8’de verilmistir. Periyot I’de biyoproses biyokimyasal reaksiyon
kisitlamalidir (Da<1); Periyot IlI’de ise kiitle aktarim kisitlamasi baslamaktadir
(Da>>1). En yiiksek Da degeri MOT1 ve HOT kosullarinda Periyot 1I’de bulunmustur.
MOT?2 kosulundaki Periyot [1I’iin Da degeri daha diisiiktiir. MOT1, MOT2 ve HOT
kosullarinda Periyot 1V’te hem oksijen hemde biyokimyasal reaksiyon kisitlamasi
etkilidir. Etkinlik katsayis1 biyoproses siiresince azalmaktadir ve degeri 1.0°den
dusiiktiir. Bu da r-B.subtilis hiicrelerinin kullanabilecekleri oksijenden daha azim

tilkettiklerini gostermektedir.
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4.3.2.2 Oksijen tiiketim hizi

hGH iretimi i¢in pilot &lgek biyoreaktor sisteminde dort farkli oksijen aktarim
kosulunda -sivi hacmi basina- oksijen tiiketim hizinin (-rp) degisimi arastirilmistir.
hGH {iretiminde Qo/Vg= 0.5 vvm hava giris hizinda oksijen tiikiitim hizinin N= 500,
700 ve 800 dk' olmak iizere ii¢ farkli karistirma hizinda kalma siiresi ile degisimi
Cizelge 4.8°de verilmistir. LOT kosulunda ortama gonderilen oksijenin yetersiz olmasi
nedeniyle t=2-32 araliginda oksijen tiikketim hiz1 dinamik yontemle belirlenememistir.
Beklendigi gibi oksijen tiiketim hiz1 &nce artmakta sonra azalmaktadir. Oksijen tiikketim

hizindaki artis t=4 st’te proteaz inhibitorii eklenmesinden etkilenmistir.

N=800 dk™ sabit karistirma hizinda oksijen tiiketim hizinin farkli hava giris hizlarinda
biyoproses siiresince degisimi incelendiginde; beklendigi gibi 6nce arttig1 sonra azaldig1
goriilmustiir. Ttim kosullarda oksijen tiiketim hiz1 ilk saatlerde arttiktan sonra kalma
stiresiyle azalmis ve oksijen aktarim kosullarina bagli olarak en yiiksek degerine (—ro=

1.6 mol m>s™ ) MOT?2 kosulunda Periyot 1I’de ulagmustir.

hGH {iretim prosesinde farkli oksijen aktarim kosullarinda gerceklestirilen deney
verileri kullanilarak sirasiyla Denklem (2.4), (2.5), (2.6), (E.5) ve (E.6) ile tiiketilen
substrat basina iretilen hiicre ve hGH verimi (Yxss, Ypss), tiiketilen oksijen basina
tiretilen hGH verimi (Yp) ve iiretilen hiicre basina iiretilen hGH verimi (Yp/x)
hesaplanmis; sonuglar Cizelge 4.9’da verilmistir. Verim katsayilar1 her bir periyotta yer
alan bes noktada (t=3, 9, 12, 15, 21 ve 27 st’te) hesaplanmistir. Verim katsayilari
proses siiresince salinim gdstermistir ve en yiiksek degerlerine Yxs= 1.004 kg kg™
(Periyot IV’te) ve Yps=0.647 kg kg'1 (Periyot V’te) MOT?2 kosulunda ulagilmistir, Tiim
proses i¢in toplam Yyss verim katsayisi oksijen aktarimin artisiyla artmistir ve ulagilan
minimum ve maksimum degerler, sirasiyla, LOT’ta 0.18 ve HOT ’ta 0.28’dir. Genel
olarak, tiiketilen oksijen basina hiicre verim katsayisi Yx/o kalma siiresiyle artmistir.
Biyoproses siiresince hiicre derisimi ve spesifik cogalma hizinin degisimi de Cizelge
4.10’te verilmistir. Maksimum spesifik ¢gogalma hizinin en yiiksek degerine .= 0.94
st! MOT1°de t= 0.5 st’te, en diisiik degerine ise WUmax= 0.87 st! MOT2’de t= 0.5 st’te

ulagtlmistir.
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Cizelge 4.8 Oksijen aktarim karakteristiklerinin biyoproses siiresince degisimi: Cg,=8 kg m'3, pHo=7.25, T=37°C, Vg=0.550 dm?®

Kosul Periyot K.a E=K a/Ka, ro*10° OTR*10? OTR,,,,*10’ 0oD*10? Da n
s (mol m?s™) (mol m>s™) (mol m>s™) (mol m?s”) OD/OTR,,., ro/OD

t<0 Kpa,=0.01 1.00 - - - - - -
0.023 2.30 1.3 1.27 6.28 1.31 0.21 0.997

0.5 vvin, 500 rpm

Low-Oxygen-Transfer 1 ) B - - - R _ )

I - - - - - - - -

(LOT) v ] i i ] i i i i

\Y4 - - - - - - - -

t<0 Kpa,=0.011 1.00 - - - - - -
0.5 vvm, 700 rpm I 0.016 1.45 0.6 0.31 4.37 1.00 0.23 0.602
Medium-Oxygen- I 0.017 1.55 1.4 291 4.64 205.60 44.30 0.007
Transfer 11 0.013 1.18 1.0 2.37 3.55 28.55 8.04 0.035
(MOT1) v 0.014 1.27 0.3 0.17 3,82 10.47 2.74 0.029

\4 0.011 1.00 0.3 0.42 3.00 - - -

t<0 K;a,=0.013 1.00 - - - - - -
0.5 vvm, 800 rpm I 0.017 1.31 0.6 0.55 4.64 1.11 0.24 0.541
Medium-Oxygen- II 0.018 1.38 1.6 2179 491 19.98 4.07 0.080
Transfer 11 0.014 1.08 1.0 2.35 3.82 63.54 16.62 0.016
(MOT2) v 0.015 1.15 0.6 4.01 4.10 8.11 1.98 0.074

\4 0.01 0.77 0.4 0.71 2.73 - - -

t<0 Kpa,=0.014 1.00 - - - - - -
0.7 yvm, 800 rpm 0.017 1.21 0.5 0.46 4.64 0.77 0.17 0.649
High-Oxyg’en-Transfer 0.015 1.07 0.9 2.30 4.10 186.29 45.49 0.005
(HOT) I 0.014 1.00 1.0 2.13 3.82 8.46 2.21 0.118
v 0.016 1.14 0.3 3.30 4.37 15.81 3.62 0.019

\ 0.011 0.79 0.2 0.04 3.00 - - -
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Cizelge 4.9 Verim katsayilarinin biyoproses siiresince degisimi

KOSH] Periyot Yx/s Yx/o Yp/s Yp/x
kg kg! kgkg' kgkg' Kkgkg!
I 0.20 - 0.00 0.00
11 0.13 - 0.00 0.000
1 0.13 - 0.00 0.01
Lot v 0.07 - 0.01 0.16
\Y% 0.00 - 0.14 0.00
Toplam 0.18 - 0.01 0,03
I 0.26 - 0.00 0.00
I 0.03 0.04 0.00 0.04
I 0.18 0.36 0.00 0.01
MoTi v 0.32 2.11 0.02 0.06
\Y% 0.00 0.00 0.31 -
Toplam 0.23 - 0.01 0.03
I 0.12 - 0.00 0.00
I 0.16 0.27 0.00 0.01
I 0.05 0.14 0.01 0.17
MOT2 v 1.00 1.61 0.04 0.04
\Y% 0.00 0.00 0.65 -
Toplam 0.26 - 0.01 0.03
I 0.27 - 0.00 0.00
I 0.03 0.05 0.00 0.06
I 0.56 0.91 0.01 0.02
HOT v 0.18 1.45 0.01 0.07
\Y% 0.00 0.00 0.03 -
Toplam 0.28 - 0.01 0.03
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Cizelge 4.10 Hiicre derisimi ve spesifik ¢ogalma hizinin biyoproses siiresince degisimi

Kosul t,st Cx wost' ppaest”
0.5 0.29 0.92 0.92
3 0.91 0.13
9 0.94 0.03
Lot 15 1.15 0.03
21 1.27 0.01
27 1.22 0.00
0.5 0.28 0.94 0.94
3 0.91 0.17
9 1.10 0.01
MOT1 15 1.25 0.03
21 1.63 0.05
27 1.72 0.01
0.5 0.29 0.87 0.87
3 0.86 0.16
9 1.03 0.05
MOT2 15 1.17 0.01
21 1.73 0.06
27 1.97 0.00
0.5 0.29 0.92 0.92
3 1.09 0.16
9 1.13 0.01
HOT 15 1.38 0.08
21 2.15 0.02
27 2.14 0.00

4.3.3 Metabolik aki analizi: Hiicreici tepkime hizlar:

Hiicreigi tepkime hizlarinin biyoreaktdrde c¢ogalma, iirlin ve yan-liriin olusumu
siirecindeki dagilimi hGH {iretim prosesinin gelistirilmesi i¢in tepkime yolizindeki
onemli 6zelliklerin ve muhtemel darbogazlarin belirlenmesi amaciyla incelenmistir.
Oksijen aktariminin etkilerini ayrmtili olarak incelenebilmesi amaciyla LOT, MOT]1,
MOT2 ve HOT kosullar i¢in metabolik aki analizi (MAA) yapilmistir. Hiicre ve hGH
derisim profilleri dikkate alindiginda proses bes periyoda ayrilmistir. Periyot I (0<t<4)
hiicrenin birinci ¢ogalma fazi, Periyot 11 (4<t<12) ¢ogalmanin durduruldugu, Periyot 111
(12<t<16) Periyot Il sonrasi ge¢ikme ve hGH {iretiminin basladigi faz, Periyot 1V
(16<t<24) hiicrenin ikinci ¢ogalma ve hGH sentezinin arttig1 faz, Periyot V (24<t<32)

cogalmanin sona erdigi ve hGH sentezinin en yiiksek oldugu faz olarak belirlenmistir.
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Bu bes periyot i¢in sirasiyla t= 3, 9, 15, 21 ve 27 st MAA igin segilmistir (Cizelge
4.11-14).

Periyot I'de (t=3 st’te) tim kosullardaki hiicreici tepkimelerin (metabolik) aki
dagilimlar1 incelendiginde; tiim kosullarda amino asitlerin ve hiicre bilesenlerinin
girdileri olan G6P, F6P, T3P PG3 ve PEP {iiretiminin gergeklestigi glikoliz yolizinin
aktif oldugu goriilmiistiir. Glikoliz yolizinde G6P ve F6P iki ayn tepkime grubuyla
iiretilebilen RSP ve pentoz fosfat yolizi (PFY) i¢cin dallanma noktasi olarak gorev
yapmaktadir. Niikleik asitlerin ve hiicre bilesenlerinin girdisi olan R5P, ya dogrudan
F6P'tan iiretilebilmekte ya da G6P'tan Gluc6P olusumunu takiben iiretilebilmektedir.
R5P, HOT kosulunda sadece G6P’tan, MOT2 ve MOT1 kosullarinda sadece F6P’tan,
LOT kosulunda ise hem G6P hem de F6P’tan iiretilmistir. Tiim kosullarda PFY
aktiftir. Glikoliz yolizinden ayrilan Pyr’tan Lac’m olus tepkimesi R28 tiim kosullarda
aktiftir ve karistirma hizi azaldik¢a artmistir. Periyot I’de AcCoA’dan Ac’nin olus
tepkimesi R30 ise inaktiftir. TCA dongiisit MOT?2 ve LOT kosullarinda tamamlanmistir.
HOT ve MOT1 koullarinda ise Mal sentezine kadar ger¢eklesmis, sonra da anaplerotik
reaksiyonlardan (R36, R37 ve R38) OA sentezlenmistir. Anaplerotik reaksiyonlardan
Periyot I’'de OA’dan Pyr’in sentezlendigi tepkime R37 tiim kosullarda pasif, Mal’dan
Pyr’in sentezlendigi tepkime R36 ise MOT1 ve HOT kosullarinda aktiftir. Gliksolat
sontit LOT, MOT2 ve MOT1 kosullann disinda gergeklesmemistir. Pilot Glgek
biyoreaktor deneylerinde amino asit derisimlerinde genellikle salinim g&riilmiistiir.
Tepkime sisteminde amino asitler hiicre ve hGH sentezinde kullanilmaktadir. Bu
nedenle amino asit akilari amino asit iiretim ve tiiketim hizlarina, hGH ve hiicre sentez
hizina baghdir. Periyot I’de glutamik asit ve aspartik asit amino asit grubundaki amino
asitlerin olusumu tiim kosullarda vardir ve olusum akilar sirastyla MOT2, LOT, HOT
ve MOT1 seklinde azalmistir. Alanin grubu amino asitlerden alanin olusumu LOT ve
HOT kosullarinda yoktur. Serin grubu amino asitlerinden glisin olusumu R51 MOT]1 ve
HOT kosullarinda inaktiftir. Oksijen aktarimi arttik¢a serin grubu amino asitlerin
olusum akilart azalmistir. Toplam ATP iiretim akilari, LOT, MOT1, MOT2 ve HOT
kosullarinda sirastyla 18.908, 49.994, 41.221 ve 17.612 mol g KH st olmustur.
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Periyot [I’de (=9 st’te) tiim kosullardaki metabolik aki dagilimlar1 incelendiginde;
glikoliz yolizinin aktif oldugu goriilmiistiir. Pentoz fosfat yolizi (PFY) i¢in dallanma
noktasi1 olan R5P, LOT, MOT]1 ve HOT kosullarinda sadece F6P’tan, MOT?2 kosulunda
ise hem G6P hem de F6P’tan iiretilmistir. Tiim kosullarda PFY aktiftir. Glikoliz
yolizinden ayrilan Pyr’tan Lac’in olusum tepkimesi R28 tiim kosullarda vardir.
AcCoA’dan Ac’nin olusumu R30 ise sadece HOT kosulunda vardir. TCA dongiisii
MOT1, MOT2 ve HOT kosullarinda tamamlanmistir. LOT de ise TCA dongiisii Mal
sentezine kadar gergeklesip sonraki adimlarda ise anaplerotik tepkimeler R36, R37, R38
gerceklesmistir. Gliksolat sontii sadece MOTI1’de gergeklesmistir. Periyot 1l°de
anaplerotik reaksiyonlardan OA’dan Pyr’in sentezlendigi tepkime R37 sadece
MOT1’de, Mal’dan Pyr’in sentezlendigi tepkime R36 ise sadece LOT kosulunda
gerceklesmistir. Glutamik asit ve aspartik asit amino asit grubundaki amino asitlerin
olusumu tiim kosullarda vardir ve olusum akilart MOT1, LOT, MOT2 ve HOT
sirastyla azalmistir. Alanin grubu amino asitlerden alanin olusumu MOT?2’ta, serin
grubu amino asitlerden glisin olusumu ise LOT ve MOT1 ta inaktiftir. Diger serin ve
alanin grubu amino asitlerin olusumu tiim kosullarda vardir ve karistirma hizinin
azalmasiyla akilari da azalmaktadir. Toplam ATP iiretim akilari, LOT, MOT1, MOT?2
ve HOT kosullarinda sirasiyla 26.173, 25.469, 26.173 ve 9.39 mol g'1 KH st olmustur.

Periyot IlI’te (t=15 st’te) tim kosullardaki metabolik aki dagilimlarn incelendiginde;
glikoliz yolizinin aktif oldugu goriilmiistiir. Pentoz fosfat yolizi i¢in dallanma noktasi
olan R5P, MOT1 kosulunda sadece G6P’tan; LOT, MOT2 ve HOT kosullarinda ise
sadece FOP’tan tiretilmistir. Tiim kosullarda PFY aktiftir. Glikoliz yolizinden ayrilan
Pyr’tan Lac’in olusum tepkimesi R28 tiim kosullarda vardir. AcCoA’dan Ac’nin
olusumu R30 ise yoktur. Periyot II’te anaplerotik reaksiyonlardan OA’dan Pyr’n
sentezlendigi tepkime R37 inaktiftir. Mal’dan Pyr’in sentezlendigi tepkime R36 ise
Periyot Il ’teki hi¢bir kosulda gerceklesmemistir. Gliksolat sontii sadece LOT ve
MOT2’de gerceklesmistir. TCA dongiisit LOT, MOT1, MOT2 ve HOT kosullarinda
tamamlanmistir. Periyot 11l *te MOT2 ’de sadece alanin (R53), MOT1 de sadece glisin
(R51) olusumu yoktur. Tiim kosullarda aspartik asit ve glutamik asit olusumu (R59 ve
R75) gerceklesmektedir. Toplam ATP tiretim akilari, LOT, MOT1, MOT2 ve HOT
kosullarinda sirastyla 1.139, 19.062, 13.41 ve 10.305 mol g KH st™' olmustur.
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Periyot IV’te (t=21 st’te) tiim kosullardaki metabolik aki dagilimlar1 incelendiginde;
glikoliz yolizinin tiim kosullarda aktiftir. Glikoliz yolizinden ayrilan Pyr’tan Lac’in
olusumu (R28) tiim kosullarda, AcCoA’tan Ac’nin olusumu R30 ise sadece LOT’ta
aktiftir. Pentoz fosfat yolizi i¢cin dallanma noktast olan R5P, LOT kosullarinda sadece
G6P’tan, HOT kosulunda sadece F6P’tan, MOT2 kosulunda ise hem G6P hem de
F6P’den dretilmisti. MOT1 kosulunda PFY pasiftir. Periyot IV ’te anaplerotik
reaksiyonlardan OA’dan Pyr’in sentez tepkimesi R37 MOT1 ve HOT kosullarda aktif
iken Mal’dan Pyr’in sentezlendigi tepkime R36 ise tiim kosullar icin pasiftir. MOT2 ve
LOT’de TCA dongiisii tamamlanmaktadir. HOT kosulunda o-ketoglutarik asit
olusumuna (R41) kadar dongli calismaktadir; ancak, bu basamaktan sonra gliksolat
sontii ile Suc olusup, anaplerotik reaksiyonlarla da OA olusmaktadir. Gliksolat sontii
sadece HOT kosulunda pasiftir. Ttim kosullarda aspartik asit ve glutamik asit olusumu
aktiftir. LOT ve HOT kosullarinda glisin (R51) olusumu gézlenmemistir. Toplam ATP
tiretim akilari, LOT, MOTI1, MOT2 ve HOT kosullarinda sirasiyla 11.233, 16.572,
13.264 ve 11.979 mol g KH st olmustur.

Periyot V’te (t=27 st’te) kosullardaki metabolik aki dagilimlar1 incelendiginde; glikoliz
yolizinin aktif oldugu goriilmiistiir. Glikoliz yolizinden ayrilan Pyr’tan Lac’in olusumu
(R28) tiim kosullarda aktiftir. AcCoA’dan Ac’nin olusumu (R30) ise HOT ’da aktiftir.
Pentoz fosfat yolizi i¢in dallanma noktasi olan R5P, MOT?2 kosulunda sadece G6P’tan,
LOT, MOT1 ve HOT kosullarinda ise sadece F6P’tan iiretilmistir. Tiim kosullarda PFY
aktiftir. Periyot V’te anaplerotik reaksiyonlardan R37 ile OA’dan Pyr *in sentezi tiim
kosullarda pasif iken, Mal "dan Pyr’in sentezlendigi tepkime R36 sadece MOT1’de
aktiftir. TCA dongiisi LOT ve HOT ’ta tamamlanmigstir. Dongii MOT2’de  Suc
olusumuna kadar, MOT1°de Mal olusumuna kadar gerceklesmistir. MOT1’de Mal
olusumundan sonra anaplerotik tepkimelerle OA olusmustur. Tiim kosullarda aspartik
asit (R59) ve glutamik asit (R75) olusumu goériilmiistiir. MOT1 kosulunda alanin ve
glisin, MOT?2 kosulunda glisin, alanin, tirozin ve fenilalanin, HOT kosulunda ise glisin
olusumu goézlenmemistir. Toplam ATP iiretim akilari, LOT, MOT1, MOT2 ve HOT
kosullarinda sirastyla 12.080, 12.535, 22.502 ve 15.543 mol g KH st olmustur.

221



Cizelge 4.11 LOT ° ta metabolik akilar

LOT
R# Periyot| Periyotll Periyotlll Periyot IV Periyot V
1 6.608 2.166 0.634 3.452 0.517
3 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
4 6.371 2.161 0.63 2.964 0.517
5 5.226 1.740 0.513 2.963 0.513
6 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
7 10.419 3.065 0.909 5.562 1.024
8 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
9 8.852 3.002 0.864 5.485 0.525
10 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
11 5.364 1.987 1.230 0.574 2.658
13 3.900 0.653 0.137 0.271 1.487
14 0.195 0.000 0.000 0.486 0.000
15 0.195 0.000 0.000 0.486 0.000
16 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
17 1.121 0.418 0.115 0.000 0.004
18 0.000 0.000 0.000 0.365 0.000
19 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
20 0.000 0.000 0.000 0.365 0.000
21 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
22 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
23 1.121 0.418 0.115 0.365 0.004
24 0.000 0.000 0.000 0.364 0.000
25 0.006 0.001 0.001 0.000 0.000
26 0.265 0.085 0.029 0.130 0.000
27 0.265 0.085 0.029 0.130 0.000
28 0.526 0.096 0.058 0.117 0.001
29 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
30 0.000 0.000 0.000 0.044 0.000
31 3.073 0.015 0.438 0.000 0.000
32 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
33 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
34 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
35 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
36 0.000 2.697 0.000 2.617 0.597
37 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
38 4.461 1.108 0.000 0.000 0.000
39 3.754 0.595 0.367 4.150 1.228
40 3.416 0.700 0.367 4.150 1.228
41 3.177 0.700 0.195 4.159 1.228
42 2.757 1.009 0.259 3.009 1.241
43 2.674 2.469 0.205 1.009 0.419
44 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
45 2.636 2.298 0.693 2.765 1.101
46 2.883 2.706 0.855 2.886 1.949
47 3.115 0.000 1.021 0.225 1.385
48 0.239 0.000 0.172 0.000 0.000

222



Cizelge 4.11 LOT * ta metabolik akilar (devam)

49 0.239 0.000 0.172 0.000 0.000
50 1.568 0.063 0.045 0.077 0.499
51 0.195 0.000 0.021 0.000 0.313
52 0.058 0.007 0.007 0.009 0.005
53 0.000 0.012 0.015 0.013 0.005
54 0.232 1.494 0.044 3.225 0.697
55 0.101 1.472 0.011 3.020 0.005
56 0.131 0.022 0.033 0.205 0.691
57 1.310 0.417 0.114 0.121 0.004
58 0.023 0.392 0.094 0.111 0.002
59 3.821 0.513 0.654 0.225 0.157
60 0.056 0.007 0.007 0.011 0.006
61 3.430 0.078 0.518 0.07 0.117
62 2.858 0.01 0.454 0.012 0.006
63 2.858 0.01 0.454 0.012 0.006
64 2.858 0.01 0.454 0.012 0.006
65 2.858 0.01 0.454 0.012 0.006
66 0.572 0.068 0.064 0.058 0.11
67 0.536 0.064 0.06 0.054 0.108
68 0.068 0.008 0.008 0.01 0.006
69 0.035 0.004 0.004 0.004 0.002
70 1.116 0.417 0.114 0.729 0.004
71 0.000 0.408 0.055 0.719 0.000
72 0.000 0.004 0.058 0.009 0.003
73 1.116 0.006 0.001 0.001 0.001
74 1.116 0.006 0.001 0.001 0.001
75 7.968 1.134 1.327 1.396 0.009
76 0.621 0.489 0.154 0.21 0.000
77 0.051 0.006 0.006 0.009 0.006
78 0.086 0.01 0.01 0.014 0.023
79 0.071 0.009 0.009 0.013 0.023
80 0.071 0.009 0.009 0.013 0.023
81 0.968 0.000 0.000 0.000 0.000
82 0.000 0.000 0.000 0.000 0.016
83 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
84 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
85 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
86 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
87 0.000 0.000 0.000 0.000 0.042
88 0.000 0.389 0.092 0.107 0.000
89 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
90 0.000 0.000 0.000 0.000 0.541
o1 0.116 0.000 0.000 0.000 0.824
92 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
93 0.000 0.000 0.000 0.000 0.252
94 0.407 0.048 0.045 0.032 0.095
95 0.103 0.004 0.000 0.000 0.000
96 0.083 0.000 0.054 0.000 0.822
97 0.000 1.460 0.000 3.009 0.000
98 0.066 0.008 0.007 0.003 0.000
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Cizelge 4.11 LOT ’ ta metabolik akilar (devam)

99 0.089 0.399 0.101 0.114 0.002
100 0.055 0.006 0.006 0.003 0.000
101 0.055 0.006 0.006 0.003 0.000
102 0.084 0.399 0.101 0.114 0.002
103 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
104 0.005 0.001 0.001 0.000 0.000
105 0.005 0.001 0.001 0.000 0.000
106 0.034 0.393 0.095 0.111 0.002
107 1.620 0.843 0.242 0.272 0.043
108 0.106 0.012 0.011 0.005 0.001

109 0.106 0.012 0.011 0.005 0.001

110 0.101 0.012 0.011 0.005 0.000
111 0.047 0.005 0.005 0.002 0.000
112 0.005 0.001 0.001 0.000 0.000
113 0.000 0.000 0.001 0.000 0.000
114 0.005 0.001 0.001 0.000 0.000
115 0.005 0.001 0.001 0.000 0.000
116 0.005 0.001 0.001 0.000 0.000
117 0.000 0.000 0.000 0.000 0.266
118 0.035 0.004 0.004 0.004 0.002
119 0.155 0.018 0.017 0.01 0.003
120 0.155 0.407 0.108 0.117 0.003
121 0.000 0.023 0.000 0.015 0.000
122 15.445 0.000 2.505 2.043 0.000
123 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
124 5.409 9.973 0.71 3.725 5.219
125 5.414 3.758 1.137 2.774 1.642
126 5.442 7.334 1.243 10.331 4.361

127 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
128 9.647 1.599 1.475 1.581 0.000
130 0.094 0.011 0.011 0.013 0.007
131 1.653 0.847 0.245 0.273 0.043
132 0.537 0.063 0.058 0.03 0.006
133 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
134 0.032 0.004 0.003 0.002 0.000
135 0.006 0.001 0.001 0.000 0.000
136 0.006 0.001 0.001 0.000 0.000
137 0.065 0.008 0.007 0.003 0.000
138 0.177 0.021 0.02 0.018 0.024
139 0.018 0.002 0.002 0.001 0.000
140 0.007 0.001 0.001 0.000 0.000
141 0.006 0.001 0.001 0.000 0.000
142 0.006 0.001 0.001 0.000 0.000
143 0.006 0.001 0.001 0.000 0.000
144 0.042 0.005 0.005 0.002 0.000
145 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
146 0.004 0.000 0.000 0.000 0.000
147 0.250 0.029 0.027 0.012 0.001

148 0.0001  0.0000 0.0001 0.0009  0.0007
149 0.000 22.941 0.000 37.111 12.009
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Cizelge 4.12 MOT1’de metabolik akilar

MOTH1
R# Periyot | Periyot Il Periyot lll Periyot IV Periyot V
1 9.078 7.134 1.840 3.607 0.414
3 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
4 9.021 7.077 0.000 3.550 0.414
5 7.969 6.216 0.908 3.200 0.349
6 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
7 14.162 11.081 2.281 6.025 0.651
8 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
9 14.070 10.894 1.996 5.529 0.636
10 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
11 6.98 3.258 3.654 1.138 2.569
13 4.304 1.267 1.018 3.865 0.405
14 0.000 0.000 1.783 0.000 0.000
15 0.000 0.000 1.783 0.000 0.000
16 0.000 0.000 0.939 0.000 0.000
17 1.021 0.83 0.000 0.32 0.065
18 0.737 0.524 0.508 0.036 0.023
19 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
20 0.737 0.524 0.508 0.036 0.023
21 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
22 0.000 0.000 0.431 0.000 0.000
23 1.758 1.355 0.000 0.355 0.088
24 0.73 0.517 0.5 0.028 0.023
25 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
26 0.078 0.134 0.04 0.107 0.097
27 0.078 0.134 0.04 0.107 0.097
28 0.13 0.01 0.04 0.013 0.03
29 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
30 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
31 0.391 1.370 0.39 0.394 0.114
32 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
33 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
34 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
35 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
36 2.740 0.000 0.000 0.000 0.700
37 0.000 0.302 0.000 0.198 0.000
38 6.360 0.000 0.024 0.000 0.476
39 4.530 0.462 2.101 1.990 0.357
40 4.416 0.463 2.103 1.990 0.357
41 4.416 0.285 2.103 0.384 0.357
42 3.936 0.987 1.750 0.025 0.026
43 3.936 2.798 0.302 0.000 0.326
44 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
45 2.496 2.717 1.716 1.676 0.344
46 2.713 2.942 3.389 1.932 0.343
47 0.000 3.121 3.390 3.574 0.000
48 0.000 0.178 0.000 1.606 0.000
49 0.000 0.178 0.000 0.000 0.357
50 0.092 0.187 0.077 0.497 0.015
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Cizelge 4.12 MOT1°de metabolik akilar (devam)

51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100

0.000
0.077
0.179
0.284
0.134
0.151
0.276
0.03
1.831
0.074
1.314
0.107
0.107
0.107
0.107
1.207
1.160
0.090
0.047
2.488
2.427
0.044
0.017
0.017
5.634
0.783
0.067
0.114
0.094
0.094
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.225
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.99
0.000
0.000
0.000
0.088
0.118
0.073

0.000
0.077
0.156
3.074
2.932
0.142
0.298
0.03
2.356
0.073
1.843
1.087
1.087
1.087
1.087
0.756
0.71
0.090
0.047
1.871
1.789
0.043
0.039
0.039
0.000
7.042
0.067
0.113
0.093
0.093
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.411
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.54
0.023
0.000
2.798
0.088
0.118
0.073

0.000
0.077
0.126
0.276
0.133
0.143
0.328
0.03
1.313
0.073
0.8
0.107
0.107
0.107
0.107
0.693
0.646
0.090
0.047
0.069
0.000
0.000
0.069
0.069
1.244
0.699
0.067
0.113
0.093
0.093
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.491
0.000
0.000
0.476
0.053
0.448
0.000
0.088
0.118
0.073
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0.26
0.078
0.179
0.305
0.134
0.171
0.276

0.03
1.386
0.075
0.869
0.108
0.108
0.108
0.108
0.761
0.714
0.091
0.047
0.383
0.297
0.069
0.017
0.017
3.413
0.705
0.068
0.115
0.095
0.095
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.542
0.000
0.025
0.000
0.088
0.118
0.073

0.000
0.001
0.000
0.026
0.001
0.025
0.042
0.000
0.12
0.867
0.115
0.111
0.111
0.111
0.111
0.005
0.004
0.001
0.004
0.111
0.069
0.001
0.042
0.042
0.000
1.119
0.001
0.001
0.001
0.001
0.04
0.000
0.866
0.000
0.000
0.279
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.002
0.041
0.000
0.000
0.0001
0.0005
0.0001



Cizelge 4.12 MOT1’de metabolik akilar (devam)

101 0.073 0.073 0.073 0.073 0.0001
102 0.111 0.111 0.111 0.111 0.0005
103 0.000 0.000 0.000 0.000 0.0000
104 0.007 0.007 0.007 0.007 0.0000
105 0.007 0.007 0.007 0.007 0.0000
106 0.045 0.044 0.044 0.045 0.0004
107 0.685 0.706 0.736 0.688 0.9120
108 0.141 0.141 0.141 0.141 0.0002
109 0.141 0.141 0.141 0.141 0.0002
110 0.134 0.134 0.134 0.134 0.0002
111 0.062 0.062 0.062 0.062 0.0001
112 0.007 0.007 0.007 0.007 0.0000
113 0.000 0.000 0.000 0.000 0.0000
114 0.007 0.007 0.007 0.007 0.0000
115 0.007 0.007 0.007 0.007 0.0840
116 0.007 0.007 0.007 0.007 0.0000
117 0.000 0.000 0.000 0.000 0.0000
118 0.047 0.047 0.047 0.047 0.0004
119 0.206 0.205 0.205 0.206 0.0004
120 0.206 0.205 0.205 0.206 0.0006
121 0.484 0.259 0.259 0.000 0.0006
122 6.025 16.925 1.207 7.608 0.000
123 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
124 18.281 8.088 8.673 7.448 6.267
125 2.496 6.495 1.716 1.676 0.454
126 12.062 9.426 8.625 5.072 0.782
127 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

128 5.876 6.748 1.679 4.059 0.293

130 0.124 0.123 0.123 0.125 0.001

131 0.729 0.75 0.781 0.732 0.912
132 0.714 0.714 0.714 0.715 0.002
133 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

134 0.043 0.043 0.043 0.043 0.0001
135 0.008 0.008 0.008 0.008 0.0000
136 0.008 0.008 0.008 0.008 0.0000
137 0.086 0.086 0.086 0.086 0.0001
138 0.235 0.234 0.234 0.236 0.0020
139 0.024 0.024 0.024 0.024 0.0000
140 0.009 0.009 0.009 0.009 0.0000
141 0.008 0.008 0.008 0.008 0.0000
142 0.008 0.008 0.008 0.008 0.0000
143 0.008 0.008 0.008 0.008 0.0000
144 0.057 0.057 0.057 0.057 0.0001
145 0.000 0.000 0.000 0.000 0.0000
146 0.005 0.005 0.005 0.005 0.0000
147 0.333 0.333 0.333 0.333 0.0004
148 0.48270 0.00001 0.00001 0.00014 0.00011
149 25.592 0.000 0.574 0.000 0.000
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Cizelge 4.13 MOT2’de (P1) metabolik akilar

MOT2 (P1)

R# Periyot | Periyot Il Periyot Il Periyot IV Periyot V
1 11.145 1.935 1.400 2.347 6.870
3 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
4 11.091 1.904 1.394 1.642 6.837
5 8.962 1.854 1.127 1.557 6.836
6 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
7 15.808 3.687 2.218 3.084 13.643
8 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
9 15.344 2.025 1.930 2.505 13.643
10 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
11 6.75 0.87 2.152 1.56 6.654
13 3.59 0.297 1.345 0.523 3.648
14 0.000 0.023 0.000 0.694 0.033
15 0.000 0.023 0.000 0.694 0.033
16 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
17 2.099 0.045 0.263 0.079 0.000
18 0.000 0.000 0.001 0.000 0.03
19 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
20 0.000 0.000 0.001 0.000 0.03
21 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
22 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
23 2.099 0.045 0.264 0.079 0.03
24 0.000 0.000 0.000 0.000 0.03
25 0.007 0.001 0.000 0.002 0.000
26 0.216 0.263 0.000 0.000 0.67
27 0.216 0.263 0.51 0.291 0.67
28 0.003 0.023 0.03 0.127 0.278
29 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
30 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
31 7.978 0.058 1.204 0.079 0.007
32 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
33 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
34 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
35 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
36 0.000 3.146 0.000 0.000 0.000
37 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
38 2.030 0.000 0.534 0.444 10.987
39 6.263 0.09 0.98 0.021 6.930
40 6.263 0.054 0.983 0.21 6.062
41 3.235 0.054 0.57 0.21 6.057
42 4.729 3.254 0.529 0.531 0.023
43 2.750 2.387 1.51 1.327 0.023
44 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
45 8.345 2.974 1.177 0.704 0.000
46 12.366 3.244 1.223 0.706 0.000
47 15.388 0.09 1.636 0.704 0.000
48 3.028 0.000 0.413 0.000 0.005
49 3.028 0.000 0.413 0.000 0.005
50 0.464 1.662 0.288 0.579 0.001
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Cizelge 4.13 MOT2’de (P1) metabolik akilar (devam)

51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100

0.247
0.073
0.17
0.267
0.127
0.139
2.091
1.857
11.155
0.07
9.017
8.294
8.294
8.294
8.294
0.723
0.678
0.086
0.045
2.091
0.054
2.021
0.016
0.016
18.001
2.491
0.064
0.108
0.089
0.089
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.83
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.516
0.000
0.979
0.000
0.084
1.941
0.070

1.602
0.011
0.000
2.503
2.407
0.096
0.067
0.004
0.38
0.011
0.127
0.016
0.016
0.016
0.016
0.111
0.105
0.013
0.007
0.044
0.009
0.007
0.029
0.029
1.827
0.102
0.01
0.017
0.014
0.014
0.000
0.000
0.000
0.235
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.069
0.000
0.000
0.000
0.079
0.026
0.000
2.387
0.013
0.017
0.011

0.03
0.009
0.000
0.054
0.016
0.039
0.261
0.004
1.190
0.009
1.259
1.170
1.170
1.170
1.170
0.088
0.083
0.011
0.006
0.264
0.008
0.024
0.232
0.232
2.578
0.081
0.008
0.014
0.012
0.012

0.21
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.062

0.23
0.019
0.000
0.010
0.013
0.008
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0.428
0.016
0.000
0.875
0.822
0.052
0.772
0.672
1.127
0.015
0.172
0.022
0.022
0.022
0.022
0.15
0.141
0.018
0.009
0.077
0.012
0.009
0.056
0.056
1.982
0.855
0.014
0.023
0.019
0.019
0.017
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.666
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.106
0.052
0.000
0.796
0.017
0.689
0.014

0.000
0.001
0.002
0.022
0.002
0.020
0.003
0.001
4.057
0.002
3.203
0.002
0.002
0.002
0.002
3.201
3.201
0.025
0.001
0.059
0.058
0.001
0.000
0.000
6.034
6.033
0.001
0.002
0.002
0.002
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.584
0.000
0.023
0.000
0.000
0.000
0.579
0.174
0.000
0.000
0.000
0.001
0.001
0.001



Cizelge 4.13 MOT2’de (P1) metabolik akilar (devam)

101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113

114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149

0.07
1.934
0.000
0.006
0.006
1.871
4.309
0.135
0.135
0.128
0.059
0.006
0.000

0.006
0.006
0.006
0.000
0.045
0.196
2.024
0.000
40.206
0.000
10.967
16.537
18.274
0.000
23.436
0.118
4.352
0.682
0.000
0.041
0.007
0.007
0.082
0.224
0.023
0.009
0.007
0.007
0.007
0.054
0.000
0.005
0.318
0.0000
0.000

0.011
0.016
0.000
0.001
0.001
0.007
0.127
0.021
0.021
0.020
0.009
0.001
0.000

0.001
0.001
0.001
1.564
0.007
0.03
0.03
0.000
1.724
0.000
9.581
5.430
6.535
0.000
3.276
0.018
0.133
0.104
0.000
0.006
0.001
0.001
0.013
0.035
0.003
0.001
0.001
0.001
0.001
0.008
0.000
0.001
0.049

0.3028
25.704

0.008
0.013
0.000
0.001
0.001
0.005
0.310
0.016
0.016
0.015
0.007
0.001
0.000

0.001
0.001
0.001
0.000
0.006
0.023
0.023
0.000
5.322
0.000
3.692
2.334
2.016
0.000
2.882
0.015
0.315
0.081
0.000
0.005
0.001
0.001
0.010
0.027
0.003
0.001
0.001
0.001
0.001
0.006
0.000
0.001
0.037
0.0001
0.000
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0.014
0.687
0.000
0.001
0.001
0.674
1.520
0.027
0.027
0.026
0.012
0.001
0.000

0.001
0.001
0.001
0.378
0.009
0.04
0.706
0.000
2.365
0.000
5.968
0.796
2.097
0.000
3.255
0.025
1.528
0.139
0.000
0.008
0.002
0.002
0.017
0.047
0.005
0.002
0.002
0.002
0.002
0.011
0.000
0.001
0.064

1.1200

7.441

0.001
0.001
0.000
0.000
0.000
0.001
0.010
0.001
0.001
0.001
0.001
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.001
0.002
0.002
1.587
10.594
0.000
11.251
0.046
0.464
0.000
13.020
0.002
0.011
0.008
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001
0.003
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001
0.000
0.000
0.003

0.0001
23.337



Cizelge 4.14 HOT ta metabolik akilar

HOT
R# Periyot |  Periyot Il Periyot Il Periyot IV Periyot V
1 5.570 0.769 0.892 1.505 2.213
3 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
4 4.271 0.768 0.887 1.492 2.207
5 4.246 0.683 0.863 1.275 1.973
6 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
7 8.410 1.282 1.713 2.268 3.512
8 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
9 7.747 1.272 0.898 2.196 3.484
10 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
11 2.123 0.335 0.228 2.456 2.896
13 0.568 0.231 0.198 1.408 1.981
14 1.253 0.000 0.000 0.000 0.000
15 1.253 0.000 0.000 0.000 0.000
16 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
17 0.000 0.084 0.020 0.210 0.231
18 0.544 0.000 0.000 0.068 0.202
19 0.000 0.000 0.009 0.000 0.000
20 0.544 0.000 0.000 0.068 0.202
21 0.000 0.000 0.009 0.000 0.000
22 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
23 0.544 0.084 0.011 0.278 0.433
24 0.537 0.000 0.000 0.066 0.202
25 0.000 0.000 0.01 0.000 0.000
26 0.170 0.009 0.067 0.05 0.013
27 0.170 0.009 0.067 0.05 0.013
28 0.036 0.013 0.123 0.097 0.080
29 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
30 0.000 0.201 0.000 0.000 0.474
31 1.957 0.000 0.007 0.090 0.000
32 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
33 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
34 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
35 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
36 1.570 0.347 0.000 0.000 0.000
37 0.000 0.000 0.000 0.212 0.000
38 4.964 0.000 0.864 0.000 0.000
39 2.181 0.528 1.766 0.651 1.379
40 2.427 0.528 1.766 0.651 1.379
41 2.427 0.528 1.766 0.018 1.043
42 2.145 0.600 1.725 0.000 0.947
43 2.145 0.600 1.140 0.000 0.947
44 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
45 1.408 0.898 1.689 0.481 1.270
46 1.579 0.978 2.296 0.617 1.293
47 0.000 0.634 2.294 1.251 1.627
48 0.000 0.000 0.000 0.633 0.337
49 0.000 0.000 0.000 0.633 0.337
50 0.663 0.010 0.815 0.072 0.028
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Cizelge 4.14 HOT ta metabolik akilar (devam)

51 0.000 0.005 1.413 0.000 0.000
52 0.063 0.002 0.008 0.017 0.008
53 0.000 0.004 0.019 0.039 0.018
54 0.229 0.707 0.045 0.081 0.041
55 0.109 0.003 0.014 0.030 0.014
56 0.120 0.704 0.031 0.051 0.028
57 0.702 0.083 0.028 0.141 0.028
58 0.025 0.079 0.003 0.088 0.003
59 2.783 0.106 1.391 0.388 0.248
60 0.060 0.002 0.008 0.017 0.008
61 2.361 0.017 1.337 0.192 0.194
62 1.742 0.002 0.012 0.024 0.011
63 1.742 0.002 0.012 0.024 0.011
64 1.742 0.002 0.012 0.024 0.011
65 1.742 0.002 0.012 0.024 0.011
66 0.619 0.015 1.325 0.168 0.183
67 0.581 0.014 1.320 0.158 0.178
68 0.074 0.002 0.010 0.020 0.009
69 0.038 0.001 0.005 0.010 0.005
70 1.081 0.084 0.002 0.344 0.635
71 0.555 0.083 0.000 0.330 0.628
72 0.036 0.001 0.000 0.010 0.005
73 0.491 0.000 0.002 0.004 0.002
74 0.491 0.000 0.002 0.004 0.002
75 6.152 0.226 0.000 1.096 1.098
76 0.568 0.092 1.835 0.255 0.128
77 0.055 0.001 0.007 0.015 0.007
78 0.093 0.002 0.012 0.026 0.012
79 0.077 0.002 0.010 0.021 0.010
80 0.077 0.002 0.010 0.021 0.010
81 0.331 0.000 0.000 0.000 0.000
82 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
83 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
84 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
85 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
86 0.000 0.000 0.762 0.000 0.000
87 0.000 0.000 0.623 0.000 0.053
88 0.000 0.078 0.000 0.081 0.000
89 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
90 0.000 0.699 0.000 0.000 0.000
91 0.000 0.000 0.59 0.000 0.000
92 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
93 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
94 0.442 0.011 0.301 0.119 0.16
95 0.477 0.000 0.000 0.000 0.000
96 0.000 0.000 0.585 0.000 0.000
97 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
98 0.072 0.002 0.009 0.019 0.009
99 0.096 0.08 0.012 0.107 0.012
100 0.06 0.001 0.007 0.016 0.007
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Cizelge 4.14 HOT ta metabolik akilar (devam)

101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113

114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149

0.060
0.091
0.000
0.005
0.005
0.036
1.036
0.115
0.115
0.11
0.051
0.005
0.000

0.005
0.005
0.005
0.000
0.038
0.168
0.168
0.212
7.913
0.000
6.202
3.063
0.000
0.000
6.937
0.101
1.073
0.584
0.000
0.035
0.006
0.006
0.071
0.192
0.019
0.008
0.006
0.006
0.006
0.046
0.000
0.004
0.272
0.237
0.000

0.001
0.08
0.000
0.000
0.000
0.079
0.170
0.003
0.003
0.003
0.001
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.001
0.004
0.082
0.000
0.219
0.000
3.896
1.597
2.215
0.000
0.316
0.003
0.171
0.014
0.000
0.001
0.002
0.000
0.002
0.005
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001
0.000
0.000
0.007
0.121
9.484

0.007
0.012
0.000
0.001
0.001
0.005
0.072
0.014
0.014
0.014
0.006
0.001
0.000

0.001
0.001
0.001
0.764
0.005
0.021
0.021
0.000
3.529
0.000
3.738
1.689
2.457
0.000
2.592
0.013
0.077
0.073
0.000
0.004
0.001
0.001
0.009
0.025
0.002
0.001
0.001
0.001
0.001
0.006
0.000
0.001
0.034
0.752
4.867
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0.016
0.105
0.000
0.001
0.001
0.091
0.314
0.031
0.031
0.029
0.014
0.001
0.000

0.001
0.001
0.001
0.000
0.010
0.045
0.126
0.057
2.361
0.000
4.999
1.981
2.117
0.000
1.281
0.028
0.323
0.156
0.000
0.009
0.002
0.002
0.019
0.052
0.005
0.002
0.002
0.002
0.002
0.012
0.000
0.001
0.073
0.919
2.216

0.007
0.011
0.000
0.001
0.001
0.005
0.07
0.014
0.014
0.013
0.006
0.001
0.000

0.001
0.001
0.001
0.000
0.005
0.021
0.021
0.079
1.338
0.000
7.136
1.270
4.703
0.000
1.140
0.013
0.075
0.072
0.000
0.004
0.001
0.001
0.009
0.024
0.002
0.001
0.001
0.001
0.001
0.006
0.000
0.001
0.033
0.611
15.620



4.4 Hibrit-gen iceren ve icermeyen pMK4 Tasiyan B.subtilis ile hGH Uretim ve

Biyoproses Karakteristiklerinin Kiyaslanmasi

4.4.1 Uriin ve yan-iiriin dagihmina etkileri

hGH {iretimi i¢in belirlenmis olan en uygun oksijen aktarim kosulu MOT2, yani Q./Vr
=0.5vvm ve N=800 dk"*dir. MOT2 oksijen aktarim kosulunda hibrit-genin B.subtilis
tizerindeki etkilerini kiyaslamak amaciyla, hibrit-gen iceren r-pMK4 tasiyan B.subtilis
ve pMK4 tasiyan B.subtilis ile, Vg=0.5 dm’, Cgo=8 kg m>, pH,=7.25, T=37°C tepkime
kosullarinda, pilot-6lgek biyoreaktorlerde iki paralel deney gergeklestirilmistir.
Biyoproses siiresince karistirma hizi, ¢éziinmiis oksijen derisimi ve baslangic degeri
pHo=7.25 olan pH’1n degisimi siirekli-6l¢iimle izlenmis; sistemden kalma siiresine karsi
belirlenen araliklarla alinan &rneklerde  girdi, hiicre, iiriin derisimleri Olctilmiis;
Dinamik Yontem ile proses siiresince Kpa belirlenmistir. Tasarlanan deney kosullar

Cizelge 4.15°deki kisaltmalarla gosterilmistir.

Cizelge 4.15 Iki farkli plasmid tastyan B.subtilis ile MOT2 kosulunda gergeklestirilen
pilot-6lcek biyoreaktor deneyleri

Plasmid Hibrit-gen Biyoreaktor
Deneyi:
Proses
r- pMK4 -pre(subC)::hGH P1
pMK4 - P2

Biyoproses siiresince pH’in kalma siiresi ile degisimi (Sekil 4.45) incelendiginde; her
iki proseste ortam pH’nin proteaz inhibitoriiniin eklendigi zamana (t=4 st) kadar hizh
(t=0-4 st) sonra daha yavas (t=4-22 st) azaldig1 ve bir minimum degere ulastiktan
sonra arttig1 goriilmektedir. Proses siiresince P1 prosesinde t=21 st’te pH=6.6 minimum
degerine ulasirken P2 isletiminde daha erken t=18 st’te pH=6.73"te ulasilmistir. t=4
st’te liretim ortamlarina eklenen proteaz inhibitSriiniin her iki proses tizerindeki etkisi

Sekil 4.45°da da goriildiigii gibi benzerdir. hGH tiretim periyodunda (t=21-32 st) da pH
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artis1 gozlenmistir. Proses sonunda ortamin pH degeri P1 ve P2 proseslerinde, sirasiyla,

6.68 ve 6.98 olarak kalmuistir.

Coziinmiis oksijen derisiminin  kalma siiresi ile degisimi (Sekil 4.45) incelendiginde
t=18 st’e kadar benzer profiller gézlenmistir. Sekil 4.45°deki profiller incelelendiginde;
her iki proseste de ¢oziinmiis oksijen derisimi t=0-4 st zaman araliginda hizla azaldig:,
t=4 st’te 25.2 mM proteaz inhibitoriiniin eklenmesiyle aniden Co=0.089 mmol/l ’ye
kadar artis gézlenmistir. Bu durum proteaz inhibitriiniin hiicre ¢ogalmasint ve sonugta
ortamdaki ¢oziinmiis oksijen derisimini etkilediginin gostermistir. P2 prosesinde
¢Ozlinmiis oksijen derisimi t=18 st’e kadar Co=0.094-0.045 mmol/l araliginda kaldiktan
sonra artmis ve proses sonuna dek bu degerde kalmistir. Hibrit gen igeren P1 prosesinde
ise ¢Oziinmiis oksijen derisimi t=18 st’e kadar Co0=0.12-0.064 mmol/l araliinda
kaldiktan sifira ¢ok yaklasmis ve iistel cogalma fazinin bitmesiyle artarak proses sonuna
dek bu degerde kalmistir. Her iki proses karsilastirildiginda hGH iiretim fazinda P1’teki
¢oziinmiis oksijen derisiminin daha diisiik olmasi hiicre ¢ogalmasi ve hGH {iretimi i¢in

oksijen ihtiyacinin yiiksek oldugunu gostermistir.

Mikroorganizma derisiminin kalma siiresi ile degisimi (Sekil 4.46) incelendiginde; P1
ve P2 proseslerinde maksimum hiicre derisimleri sirasiyla t=24 st *te Cx= 2.0 kg m™ ve
t=12 st’te Cx= 1.2 kg m” olarak elde edilmistir. Sekil 4.46’den de goriildiigii gibi r-
pMK4 tasiyan mikroorganizma ulasilan en yiiksek hiicre derisimi daha fazladir. P2 de
ikinci hiicre ¢ogalma fazi yoktur. Bu durum hibrit genin hiicre ¢ogalmasin arttirdigimi

ve dolayisiyla ikinci ¢gogalma fazini olustugunu gostermektedir.

Glukoz derisiminin kalma stiresi ile degisimi (Sekil 4.46) incelendiginde; hiicrenin
durgunluk fazina ulasana kadar glukoz hizla tiiketilmis sonra glukoz tiiketim hizi
yavaslamistir. P1 ve P2 prosesleri sonunda, sirasiyla, baslangigtaki glukozun %95°i ve
%85’ tiiketilmistir. Sekil 4.46’den de goriildiigii gibi glukoz, hiicre ve hGH derigim
grafikleri paralellik gostermistir. Ustel ¢ogalma fazinda glukoz tiiketimi artmus,
duraklama fazinda ise azalmistir. Hibrit gen iceren pMK4 ile iiretimde ikili ¢gogalma
goriilmekte ve glukoz tiiketimi de buna paralel olarak artmistir. Dogal olarak sadece

insanda {iiretildiginden beklendigi gibi P2’de hGH iiretimi yoktur.
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Sekil 4.45 P1 ve P2 proseslerinde ¢6ziinmiis oksijen derisiminin ve pH’in t ile degisimi:
Cgo=8 kg m™, pH,=7.25, T=37°C, Vg=550 cm’
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Sekil 4.46 P1 ve P2 proseslerinde glukoz, hiicre ve hGH derisimlerinin t ile degisimi:
Cgo=8 kg m™, pH,=7.25, T=37°C, Vg=550 cm’
Glukoz derigimi: (W) pMK4; (@) r-pMK4
Hiicre derisimi: (- -M- -) pMK4; (- -@- -) r-pMK4
hGH derisimi:;(-) pMK4; (<) r-pMK4
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Sekil 4.47 P1’de ortama aktarilan amino asit derisimlerinin t ile degisimi:
Cgo=8 kg m™, pH,=7,25, T=37°C, Vg=550 cm’
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Sekil 4.48 P2’de ortama aktarilan amino asit derigsimlerinin t ile degisimi:
Cgo=8 kg m™, pH,=7,25, T=37°C, Vg=550 cm’
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Sekil 4.49 P1°de ortama aktarilan organik asit derisimlerin t ile degisimi: Cgo,=8 kg m> ,
pH,=7,25, T=37°C, Vg=550 cm’
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Sekil 4.50 P2°de ortama aktarilan organik asit derisiminin t ile degisimi:
Cgo=8 kg m™, pH,=7,25, T=37°C, V=550 cm’

Hibrit-gen iceren ve igermeyen pMK4 tasiyan B.subtilis ile tasarlanan P1 ve P2
deneyleri, hiicre digina aktarilan amino asitler ile organik asitlerin ve derisimlerinin,
arastirlmistir. hiicrei¢i tepkimelerin ve yolizlerinin biyoproses siirence degisiminin

incelenmesi i¢in

P1 ve P2 proseslerinde amino asit ve organik asitlerin derisimlerinin kalma siiresiyle
degisimleri Sekil 4.47 ve Sekil 4.49°de verilmistir. Biyoproses siiresince ortamda
gbzlenen amino asitler serin, 16zin, isolozin ve fenilalanindir. Uretim ortaminda
gbzlenen amino asitlerin derisimlerinin kalma siiresi ile salimm gosterdikleri
bulunmustur. Yan-iiriin olarak biyoreaktdrde en yiiksek derisimde bulunan amino asitler
sirastyla 16zin (0.191 kg m’3), fenilalanin (0.172 kg m‘3), serin (0.120 kg m’3),
isolézindir (0.096 kg m™). Glutamin derisimi sifira yakindir. Alanin, arjinin, glutamik

asit, histidin, triptofan, metionin, lizin, aspartik asit, valin, glisin, treonin ve asparajin
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ise proses siiresince tiretim ortaminda bulunmamaktadir. Biyoproses siiresince ortamda
gozlenen organik asitler ise glukonik, siiksinik, laktik ve sitrik asittir. Organik asitlerin
derisimlerinin kalma siiresiyle salimm gosterdikleri belirlenmistir (Sekil 4.49). Siiksinik
asit iiretim ortamna diger organik asitlerden daha fazla salgilanma &zelligi gostermis ve
en yitksek derisimine t= 9 st’de (0.45 kg/m’) ulasmistir. Yan-iiriin olarak biyoreaktorde
en yiiksek derisimde bulunan diger organik asitler sirasiyla glukonik asit (0.359 kg m™),
sitrik asit (0.190 kg m™), laktik asit (0.111 kg m™) ve formik asittir (0.100 kg m™).
Uretim ortamindaki diger organik asitlerden malik, pirtivik, fumarik, okzalik ve o-
ketoglutarik asit 0.1-0.001 kg/m’ derisim arahiginda; asetik asit ise sifira yakin
derisimde bulunmustur. Maleik ve okzaloasetik asit ise proses siiresince {iiretim

ortaminda bulunmamaktadir.

Hibrit-gen icermeyen pMK4 tasiyan B.subtilis ile P2 prosesinde amino asit ve organik
asitlerin derisimlerinin kalma stiresiyle degisimleri Sekil 4.48 ve Sekil 4.50°de
verilmistir. Biyoproses siiresince ortamda belirgin bir sekilde gézlenen amino asitler
serin, 16zin, isoldzin, glisin ve fenilalanindir. P1 kosulunda oldugu gibi P2 kosulunda da
firetim ortaminda godzlenen amino asitlerin derisimlerinin kalma siiresi ile salinim
gosterdikleri bulunmustur (Sekil 4.48). Yan-iiriin olarak biyoreaktorde en yiiksek
derisimde bulunan amino asitler sirastyla fenilalanin (0.281 kg m™), 16zin (0.214 kg m’
%), serin (0.132 kg m™), isolozindir (0.107 kg m™). P2 kosulunda ortamda en yiiksek
derisimde bulunan amino asit fenilalanin iken P1°te 16zindir. P2°de serin derisimi proses
siiresince salinim gostermis, P1°de ise sadece Periyot II, IV ve V’te ve daha diisitk
derisimlerde salgilanmaktadir. Glisin derisimi P2°de proses siiresince diisiik
derisimlerde salgilanmis, hGH iiretiminin oldugu P1 kosulunda ise salgilanmamaistir.
Bu P2’deki amino asitlerin P1’de az yada hi¢ salgilanmamasi hGH iiretiminde
kullanildigimi gostermektedir. P1°de hGH dretimi arttikca stiksinik asit derisimininde
kalma stiresiyle azaldigi goriilmiistiir. P2’de ise siiksinik asit t=24 st’ten sonra
salgilanmis oldugu goriilmiistiir. Uretim ortamma aktarilan amino asit derisimleri
acisindan P2°de 16zin, isol6zin, glisin, fenilalanin derisimlerinin P1’e gore daha fazla
oldugu goriilmiistiir. Hiicre derisimleri de dikkate alindiginda P1 prosesinde amino asit
derisimlerindeki azalma iirtin tiretiminin gergeklestigini gostermektedir. Alanin, arjinin,

histidin, triptofan, metiyonin, lizin, glutamin, valin, treonin ve asparajin ise proses
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siiresince {iretim ortaminda bulunmamaktadir. Biyoproses siiresince ortamda belirgin bir
sekilde gozlenen organik asitler ise malik, glukonik, siiksinik asittir. P2 ile
karsilastirildiginda P1°de hibrit-gen varligi nedeniyle hiicrii cogalmasi daha fazladir ve
salgilanan organik asit derisimleri de daha fazladir. Ortamdaki organik asitlerin
derisimlerinin kalma siiresiyle salinim gosterdikleri belirlenmistir (Sekil 4.50). Yan-
tirlin olarak biyoreaktdrde en yiiksek derisimde bulunan organik asitler sirasiyla malik
asit (0.4 kg m'3), siiksinik asit (0.318 kg m'3) ve glukonik asittir (0.233 kg m'3). Uretim
ortamindaki diger organik asitlerden piriivik, fumarik, okzalik, fumarik, maleik, laktik
ve a-ketoglutarik asit 0.1-0.001 kg/m’ derisim araliginda bulunmustur. Sitrik, asetik ve

okzaloasetik asit ise proses siiresince iiretim ortaminda bulunmamaktadir.

Cizelge 4.16°da toplam amino asit derisimleri incelendiginde genel olarak P1
prosesinde ortama P2’ye kiyasla daha diisiik miktarda aktarildigi goriilmiistiir. Ortama
aktarilan toplam organik asit derisimleri incelendiginde ise (Cizelge 4.17); prosesin
farkli evrelerinde farkli durumlarin goézlendigi, fakat hiicre cogalmalar1 dikkate
alindiginda genelde proses P1 *de ortama daha fazla miktarlarda organik asit aktarildigi;
en yiiksek toplam organik asit derisimine de t= 15 st'te (1.039 kg/m’) ulasildigs

goriilmiistiir.

Cizelge 4.16 P1 ve P2 proseslerinde toplam amino asit derisiminin t ile degisimi: Cg,=8 kg m™,
pH,=7,25, T=37°C, V£=550 cm®, N=800 dk™', Qo/Vg= 0.5vvm

Canas kg/m3
P1 P2
t; st r-pMK4 pMK4
0 0.053 0.068
3 0.140 0.596
6 0.127 0.318
9 0.316 0.409
12 0.340 0.473
15 0.364 0.262
18 0.238 0.412
21 0.460 0.376
24 0.364 0.613
27 0.324 0.456
30 0.281 0.443
32 0.207 0.273
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Cizelge 4.17 P1 ve P2 proseslerinde toplam organik asit derisiminin t ile degisimi:
Cgo=8 kg m™, pH,=7,25, T=37°C, Vg=550 cm’, N=800 dk,

Qo/Vgr= 0.5vvm
Con; kg/m3
P1 P2
t; st r-pMK4 pMK4
0 0.073 0.026
3 0.337 0.277
6 0.779 0.439
9 0.723 0.522
12 0.932 0.599
15 1.039 0.520
18 0.777 0.598
21 0.822 0.385
24 0.685 0.268
27 0.835 0.553
30 0.655 0.597
32 0.988 0.519

4.4.2 Oksijen aktarim karakteristikleri

Cizelge 4.18 incelendiginde P2’de de Pl1°deki gibi genel olarak Kpa’nin kalma
siiresiyle arttigir goriilmiistiir. P2°de Periyot Il ve III’'te ortamdaki ¢dziinmiis oksijen
derisiminin ¢ok diisiik olmas1 sebebiyle Kja belirlenememistir. t=4 st’te ortama eklenen
proteaz inhibitorii P1°de oldugu gibi P2°de de mikroorganizmay1 dolayisiyla oksijen
tiiketimini etkilemistir. Biyoproses siiresince en yiiksek Kja degerine P2’deki Periyot
I'de (t=0.5 st’te K a= 0.028 s™) olgiilebilmistir. Artma faktoriiniin (E) degeri her iki
kosul i¢in ilk dort periyotta 1.00-2.15 arasinda degismis, Periyot V ise 0.77 olarak
bulunmugtur. E<1 olmas1 iiretim ortaminin reolojik ©zelliklerinin degistigini
gostermektedir. Dolayisiyla Kra degeri de degismistir. Biyoproses Periyot [I’de
biyokimyasal reaksiyon kisitlamali (Da<<1); Periyot ILIII, TV ve V’te ise hiicre
duraklama fazinda oldugunda Da hesaplanamamistir. P1°de oksijen tiikketim hiz1 kalma
siiresiyle artmistir. Iki kosul karsilastirildiginda Periyot I'de oksijen tiiketim hiz1 P2’de
(-ro= 1.3 mol m™ s™") daha biiyiiktiir. Bu periyotta P2’deki hiicre ¢ogalmasi oldugundan
(Sekil 4.46) oksijen tiiketimi de fazla olmustur (Sekil 4.45). P2’de etkinlik katsayisi

biyoproses siiresince sadece Periyot I’de hesaplanabilmistir ve degeri 1.0°dir. Bu da P2

244



kosulunda hiicrelerinin kullanabilecekleri maksimum oksijeni neredeyse tiikttiklerini

gostermektedir.
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Cizelge 4.18 P1 ve P2 plasmidleri iceren B.subtilis ile oksijen aktarim karakteristiklerinin biyoproses siiresince degisimi:
Cgo=8 kg m™, pH,=7.25, T=37°C, Vg=0.550 dm’

Kosul Periyot K a E=Ka/Ka, ro*10° OTR#10°  OTR,,*10°  OD*10° Da n
(s (molm?s”) (molm?s") (molm?s’) (molm?s’) OD/OTR,. ro/OD

t<0 Kpa,=0.013 1.00 - - - - - -
pre(subC)-:hGH::pMK4 0.017 1.31 0.6 0.55 4.64 1.1 0.24 0.54
(P1) I 0.018 1.38 1.6 2.79 491 19.9 4.07 0.08
111 0.014 1.08 1.0 2.35 3.82 63.5 16.62 0.02
v 0.015 1.15 0.6 4.01 4.10 8.1 1.98 0.07

\% 0.010 0.77 0.4 0.71 2.73 - - -

t<0 K;a,=0.013 1.00 - - - - - -
I 0.028 2.15 1.3 1.17 5.58 1.3 0.23 1.00

PMK4 I i i i i ] i ] i

(P2)

I - - - - - - - -

v 0.013 1.00 0.4 2.33 2.40 - - -

\% 0.010 0.77 0.3 0.99 2.00 - - -
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4.4.3 Metabolik yolizi analizi ile hiicreici akilarin bulunmasi

Metabolik hizlarin biyoreaktorlerde gogalma, iirlin ve yan-iirtin olusumu siirecindeki
dagilimi hGH iiretim prosesinin gelistirilmesi i¢in tepkime yolizindeki ©nemli
ozelliklerin ve muhtemel darbogazlarin belirlenmesi amaciyla incelenmistir. Hibrit-
geninin metabolik yolizlerine etkisi ayrintili olarak incelenebilmesi amaciyla P1 ve P2
prosesleri icin metabolik aki analizi (MAA) analizi yapilmistir. Hiicre ve hGH derisim
profilleri dikkate alindiginda proses bes periyoda ayrilmistir. P1 ve P2 proseslerinde
t=3, 9, 15, 21 ve 27 st i¢in metabolik akilarin dagilimi Cizelge 4.13 (Boliim 4.3.3) ve
Cizelge 4.19°da verilmistir.

Periyot I’de (t=3 st’te) tiim kosullardaki metabolik aki dagilimlari incelendiginde; tiim
kosullarda amino asitlerin ve hiicre bilesenlerinin girdileri olan G6P, F6P, T3P, PG3 ve
PEP iiretiminin gergeklestigi glikoliz yolizinin aktif oldugu goriilmiistiir. Glikoliz
yolizinde G6P ve F6P iki ayr1 tepkime grubuyla iiretilebilen RSP ve pentoz fosfat yolizi
(PFY) igin dallanma noktasi olarak gorev yapmaktadir. Niikleik asitlerin ve hiicre
bilesenlerinin girdisi olan R5P, P1 ve P2 proseslerinde sadece F6P’dan tiretilmistir.
Tiim kosullarda PFY aktiftir. Glikoliz yolizinden ayrilan Pyr’tan Lac’in olus tepkimesi
(R28) tiim kosullarda aktiftir. P2 kosulundaki R28 akisi P1°ye gore daha fazladir.
Periyot I’de AcCoAd’an Ac’nin olusumun (R30) ise yoktur. TCA dongiisii Pl
prosesinde tamamlanmistir. P2 ’de ise Mal sentezine kadar gerceklesmis, sonra da
anaplerotik reaksiyonlardan OA (R36, R37 ve R38) sentezlenmistir. Anaplerotik
reaksiyonlardan Periyot I’"de OA’dan Pyr’in sentezlendigi tepkime R37 tiim kosullarda
pasif, Mal’dan Pyr’in sentezlendigi tepkime R36 ise P2 *de aktiftir. Gliksolat sontii
P2°de inaktiftir. Periyot I’de glutamik asit (R75) ve aspartik asit (R59) gruplarindaki
amino asitlerin olusumu her iki proseste de vardir ve P1°deki akilar P2°den biiyiiktiir.
Serin grubu amino asitlerinden de glisin olusumu P2 kosulunda inaktiftir. Toplam ATP

iiretim akilart P1 ve P2 kosullarinda sirastyla 41.221ve 22.664 mol g KH st” olmustur.
Periyot [I’de (t=9 st’te) tiim kosullardaki metabolik aki dagilimlar1 incelendiginde;

glikoliz yolizinin aktif oldugu goriilmiistiir. Pentoz fosfat yolizi i¢in dallanma noktasi

olan R5P, P2 kosulunda sadece G6P’tan, P1 kosulunda ise hem G6P hem de F6P’tan
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iretilmistir. Tum kosullarda PFY aktiftir. Glikoliz yolizinden ayrilan Pyr’tan Lac’in
olusum tepkimesi (R28) tiim kosullarda vardir. AcCoA’dan Ac’nin olusumu (R30) ise
inaktiftir. TCA dongiisii P1 prosesinde tamamlanmistir. P2°de ise TCA dongiisii Mal
sentezine (R46) kadar gergeklesip sonraki adimlarda ise anaplerotik tepkimeler
gerceklesmistir. Gliksolat sontii sadece P2°de gergeklesmistir. Mal’dan Pyr’m
sentezlendigi tepkime (R36) sadece P2’da gerceklesmistir. Glutamik asit (R75) ve
aspartik asit (R59) amino asit grubundaki amino asitlerin olusumu tiim kosullarda
vardir ve P2’deki akilar P1°den biiyiiktiir. Alanin grubu amino asitlerden alanin
olusumu P1 ve P2 kosullarinda, serin grubu amino asitlerden glisin olusumu ise P2’de
yoktur. Diger serin ve alanin grubu amino asitlerin olusumu tiim kosullarda vardir.
Toplam ATP iiretim akilari, P1 ve P2 kosullarinda sirastyla 26.173 ve 3.513 mol g
KH st” olmustur.

Periyot [1I’te (t=21 st’te) kosullardaki metabolik ak1 dagilimlari incelendiginde; glikoliz
yolizinin aktif oldugu goriilmiistiir. Pentoz fosfat yolizi ig¢in dallanma noktasi olan R5P,
P1 ve P2 proseslerinde sadece F6P’tan tiretilmistir. Tiim kosullarda PFY aktiftir.
Glikoliz yolizinden ayrilan Pyr’tan Lac’in olusumu (R28) tiim kosullarda vardir.
AcCoA’dan Ac olusumu her iki kosulda da inaktiftir. Periyot IllI’te anaplerotik
reaksiyonlardan OA’dan Pyr’in sentez tepkimesi R37 sadece P2’de gergeklesmistir.
Mal’dan Pyr’in sentezlendigi tepkime R36 ise Periyot III'teki hicbir kosulda
gerceklesmemistir. Gliksolat sontii hem P1 hem de P2’de gerceklesmistir. TCA
dongiisii sadece P1°de tamamlanmistir. P2 *de ise TCA d&ngiisii Suc sentezine (R43)
kadar gerceklesmekte ve bu reaksiyondan sonra anaplerotik reaksiyonlarla OA
olusmaktadir. Periyot III’te P1°de sadece alanin (R53), P2°de ise hem alanin ham de
glisin (R51) olusumu yoktur. Tiim kosullarda aspartik asit (R59) ve glutamik asit (R75)
olusumu gerceklesmektedir. Toplam ATP diretim akilari, P1 ve P2 proseslerinde

sirastyla 13.41 ve 17.575 mol g'1 KH st olmustur.

Periyot IV’te (t=21 st’te) kosullardaki metabolik ak1 dagilimlari incelendiginde; glikoliz
yolizinin tiim kosullarda aktiftir. Glikoliz yolizinden ayrilan Pyr’tan Lac’in olusumu
R28 tiim kosullarda aktiftir, AcCoA’dan Ac’nm olusumu (R30) ise tiim kosullarda
pasiftir. Pentoz fosfat yolizi i¢in dallanma noktasi olan R5P, P2’de sadece F6P’tan; Pl
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prosesinde ise hem GO6P hem de F6P’den iiretilmistir. Periyot 1V’te anaplerotik
reaksiyonlardan OA’dan Pyr’m sentezlendigi tepkimesi (R37) P2 kosulunda aktif iken
Mal’dan Pyr’in sentezlendigi tepkime (R36) ise tiim kosullar i¢in pasiftir. P1 ve P2 de
TCA dongiisti tamamlanmaktadir; gliksolat sontii, aspartik asit ve glutamik asit olusum
tepkimeleri aktiftir. P2°de glisin ve alanin olusumu (R51 ve R53) gozlenmemistir.
Toplam ATP iiretim akilari, P1 ve P2 proseslerinde, sirasiyla, 13.264 ve 13.404 mol g
KH st” olmustur.

Periyot V’te (t=27 st’te) kosullardaki metabolik aki dagilimlar1 incelendiginde; glikoliz
yolizinin aktif oldugu goriilmiistiir. Glikoliz yolizinden ayrilan Pyr’tan Lac’in olusumu
(R28) tiim kosullarda aktiftir. AcCoA’dan Ac’nin olusumu (R30) ise inaktiftir. Pentoz
fosfat yolizi i¢in dallanma noktasi olan R5P, P1 ve P2 proseslerinde sadece G6P’tan
iretilmistir. Ttim kosullarda PFY aktiftir. Periyot V’te anaplerotik reaksiyonlardan
OA’dan Pyr’in sentez tepkimesi R37 tiim kosullarda pasif iken Mal’dan Pyr’n
sentezlendigi tepkime R36 ise sadece P2’de aktiftir. TCA dongiisii her iki proseste de
tamamlanmamistir. Déngii P1°de  Suc olusumuna (R43) kadar, P2’de ise izositrat
olusumuna (R40) kadar dongii gerceklesmis ve bu basamaktan sonra gliksolat sontii ile
Mal olusup (R49 ve R48) anaplerotik tepkimelerle de OA olusumu gergeklesmistir. Her
iki proseste de aspartik asit olusumu, P2 disinda da glutamik asit olusumu
goriilmiistiir. Toplam ATP iiretim akilari, P1 ve P2 proseslerinde, sirasiyla, 22.502 ve

5.438 mol g KH st” olmustur.
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Cizelge 4.19 P2 prosesinde metabolik akilar

P2

R# Periyot | Periyot i Periyot Il  Periyot IV Periyot V
1 5.693 1.420 1.487 1.522 0.248
3 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
4 5.645 0.757 1.487 1.521 0.239
5 4.944 0.989 1.315 1.335 3.416
6 0.000 0.000 0.000 0.000 3.178
7 8.890 2.118 2.336 2.428 0.475
8 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
9 8.519 1.894 2.320 2.369 0.376
10 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
11 2.689 1.698 1.987 2.079 0.127
13 2.554 0.856 1.458 1.115 0.109
14 0.000 0.656 0.000 0.000 0.007
15 0.000 0.656 0.000 0.000 0.007
16 0.000 0.237 0.000 0.000 0.000
17 0.674 0.000 0.172 0.186 0.000
18 0.369 0.237 0.122 0.119 0.0003
19 0.000 0.000 0.000 0.000 0.0000
20 0.369 0.237 0.122 0.119 0.0003
21 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
22 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
23 1.043 0.000 0.294 0.305 0.0003
24 0.363 0.235 0.122 0.119 0.0001
25 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
26 0.369 0.008 0.05 0.022 0.01
27 0.369 0.008 0.05 0.022 0.01
28 0.105 0.023 0.02 0.001 0.022
29 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
30 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
31 1.438 0.769 0.001 0.006 0.01
32 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
33 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
34 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
35 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
36 2.317 0.601 0.000 0.000 2.218
37 0.000 0.000 1.942 0.234 0.000
38 4.651 1.446 0.000 0.000 1.414
39 2.366 0.54 1.281 0.991 0.842
40 2.366 0.54 1.281 0.991 0.842
41 2.366 0.274 0.000 0.991 0.000
42 1.947 0.173 0.034 0.993 0.000
43 1.947 0.173 0.000 0.993 0.000
44 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
45 1.947 0.438 1.848 0.993 0.576
46 3.219 0.471 2.464 0.996 1.353
47 0.000 0.000 3.808 1.246 0.000
48 0.000 0.266 1.281 0.000 0.842
49 0.000 0.266 1.281 0.000 0.842
50 0.371 0.224 0.016 0.058 0.099
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Cizelge 4.19 P2 prosesinde metabolik akilar (devam)

51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100

0.000
0.066
0.091
0.234
0.114
0.12
0.298
0.026
2.285
0.063
0.74
0.091
0.091
0.091
0.091
0.648
0.608
0.077
0.04
1.406
1.293
0.037
0.076
0.076
5.014
1.813
0.057
1.201
1.184
1.184
0.000
0.104
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.463
0.062
0.000
0.000
0.075
0.101
0.063

0.000
0.011
0.000
0.038
0.019
0.02
0.181
0.004
0.907
0.010
0.835
0.729
0.729
0.729
0.729
0.106
0.099
0.013
0.007
0.235
0.084
0.006
0.145
0.145
2.002
0.147
0.009
0.016
0.013
0.013
0.118
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.076
0.143
0.000
0.000
0.012
0.016
0.010

0.000
0.0002
0.000
1.456
0.0004
1.455
0.049
0.048
0.585
5.100
0.535
0.0003
0.0003
0.0003
0.0003
0.535
0.535
0.533
0.0001
0.416
0.000
0.416
0.0005
0.0005
0.468
5.165
0.0002
0.0003
0.0003
0.0003
0.000
0.000
0.099
0.000
0.000
0.000
0.000
0.048
0.533
0.455
0.151
0.000
0.000
0.001
0.000
0.567
0.000
0.000
0.048
0.000
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0.000
0.001
0.000
0.94
0.002
0.938
0.067
0.0005
0.021
0.001
0.013
0.002
0.002
0.002
0.002
0.011
0.011
0.001
0.0007
0.423
0.36
0.0007
0.063
0.063
0.387
0.003
0.001
0.002
0.001
0.001
0.06
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.936
0.000
0.000
0.000
0.008
0.063
0.000
0.000
0.001
0.002
0.001

0.344
0.002
0.005
0.596
0.003
0.592
0.007
0.0008
0.573
0.017
0.457
0.003
0.003
0.003
0.003
0.454
0.453
0.002
0.001
0.0004
0.0000
0.0000
0.0004
0.0004
0.000
0.000
0.002
0.003
0.002
0.002
0.000
0.000
0.015
0.103
0.000
0.000
0.217
0.000
0.000
0.589
0.669
0.000
0.000
0.449
0.000
0.668
0.000
0.002
0.003
0.002



Cizelge 4.19 P2 prosesinde metabolik akilar (devam)

101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113

114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149

0.063
0.095
0.000
0.006
0.006
0.038
1.751
0.121
0.121
0.115
0.053
0.006
0.000

0.006
0.006
0.006
0.000
0.04
0.176
0.176
0.222
5.349
0.000
9.385
1.947
6.213
0.000
5.514
0.106
1.789
0.612
0.000
0.037
0.007
0.007
0.074
1.305
0.020
0.008
0.007
0.007
0.007
0.048
0.000
0.004
0.285
0.000
0.000

0.010
0.016
0.000
0.001
0.001
0.006
0.239
0.020
0.020
0.019
0.009
0.001
0.000

0.001
0.001
0.001
0.000
0.007
0.029
0.029
0.036
2.202
0.000
1.180
1.153
1.263
0.000
2.247
0.017
0.245
0.100
0.000
0.006
0.001
0.001
0.012
0.033
0.003
0.001
0.001
0.001
0.001
0.008
0.000
0.001
0.047
0.000
0.000

0.000
0.048
0.000
0.000
0.000
0.048
5.198
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001
0.049
0.001
4.102
0.000
6.603
4.369
5.475
0.000
0.000
0.000
5.198
0.002
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001
0.000
0.000
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0.001
0.002
0.000
0.000
0.000
0.000
0.073
0.002
0.002
0.002
0.001
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.001
0.001
0.003
0.003
0.004

0.88
0.000
5.737
1.929
3.586
0.000
0.447
0.002
0.074
0.011
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001
0.004
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001
0.000
0.001
0.005
0.000
13.709

0.002
0.003
0.000
0.000
0.000
0.001
0.032
0.004
0.004
0.003
0.002
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.120
0.001
0.005
0.005
0.000
0.000
0.000
2.137
1.164
1.976
0.000
0.000
0.003
0.033
0.018
0.000
0.001
0.000
0.000
0.002
0.006
0.001
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001
0.000
0.000
0.008
0.000
0.000



4.5 Amino Asit Eklemesinin hGH Uretimine Etkisi

Aragtirma programinin besinci alt-programinda, en iyi oksijen aktarim kosulu MOT2
’de, mikrobiyolojik hava filtreli kesikli pilot-lgekli biyoreaktorlerde Cgo=8 kg/m3,
pHo=7,25, T=37°C, VR:O.SSOdm3’de hGH’nin yapisinda 6nemli bir yere sahip olan
aspartik asit, glutamik asit, serin, valin ve 16zinin kisitlayici birer amino asit olup
olmadigint belirlemek amaciyla tiretim ortamina t.=0 ve t.=24.st ayri-ayr1 ve karigim
olarak eklenerek hGH iiretimine etkileri arastirilmistir. Bu amag¢ dogrultusunda ortama
eklenecek olan amino asit derisimleri belirlenirken arastirma grubumuzun (Bayram
2002) serin alkali proteaz ile gergeklestirdikleri arastirma sonuglari dikkate alinmig ve
eklenecek amino asitin ortamdaki derisimi Caa= 2.5 mM olarak belirlenmistir. Amino

asit icermeyen ortam referans ortamdir.
4.5.1 t.=0 st’te amino asit eklenmesinin hGH iiretimine etkisi

Yapisindaki dnemli amino asitlerden bir kismini olusturan aspartik asit, glutamik asit,
serin, 16zin + valinin hGH {iretimine etkisi arastirmak amaciyla, t.=0 st’te Caa= 2.5
mM derisimlerinde bu amino asitler ayri-ayr eklenerek Cgo=8 kg/m3, pHo=7.25,
T=37°C, Vg=0.550 dm’, Qo/Vg=0.5 vvm, N=800 dk’ isletim kosullarinda deneyler
gerceklestirilmistir.

Sekil 4.51°de pH’in eklenen amino asite ve kalma siiresine gdre degisimi verilmistir.
Biyoreaktore t= 3 st inkiibe edilmis 6n-s1vi ortam1 ve amino asit eklemesiyle (t=0 st) pH
degerinde proteaz inhibitoriin eklendigi ana kadar (t=4 st) hizli ve t=4-18 st arasinda
vavas bir diislis goriilmiistiir. Hiicre ¢ogalmasindaki ani artisa bagh olarak t=18-22 st
arasinda ise pH degerinde yine hizli bir diislisten sonra proses sonuna kadar daha yavas
bir artis ve diisiis goriillmiistiir. Eklenen amino asite gore benzer pH profilleri elde
edilmistir. Biyoproses siiresince minimum pH degerine aspartik asitli, 16zin+valinli ve
referans ortamlarda i¢in t=22 st’te (sirasiyla pH=6.36, 6.54 ve 6.6 ); glutamik asitlide t=
20 st’te (pH=6.54) ve serinli de ise t= 24.5 st’te (pH=6.53) ulasilmistir.

Coziinmiis oksijen derisiminin eklenen amino asite ve kalma siiresine gore degisimi

Sekil 4.52°te verilmistir. Sekil 4.52 incelendiginde; amino asit eklenenler ile referans
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ortam profillerinin benzerlik gosterdigi goriilmiistiir. Biitlin kosullarda referanstaki gibi
proteaz inhibitoriiniin eklendigi ana kadar ¢&ziinmiis oksijen derisiminde ani bir diisiis,
belli bir degere (Glu, Co=0.09 mmol/l; Ser, Co=0.13 mmol/l; Asp, Co==0.11 mmol/I;
Leut+Val, Co=0.12 mmol/l) artis ve bu degerlerin yakininda sabit kaldiktan sonra yine

diistis ve artig goriilm{istiir.

Mikroorganizma derisiminin kalma siiresi ile degisimi (Sekil 4.53) incelendiginde;
hiicre derisimini t=21 st’e kadar artig1 t=24 st’te durgunluk fazina gectigi goriilmiistiir.
Biitiin kosullar i¢in hiicre derisim profilleri benzerdir. Sekil 4.53’tan da goruldiigii gibi

Caa=2.5 mM’lik serin ve 16zin+valin derisimleri hiicre ¢cogalmasini inhibe etmistir.

Glukoz derisiminin kalma siiresi ile degisimi (Sekil 4.54) incelendiginde; hiicrenin
durgunluk fazma ulasana kadar glukoz hizla tiiketilmis sonra glukoz tiiketim hizi
yavaslamistir. Proses sonunda baslangigtaki glukozun yaklasik olarak %85-99°1

tiiketilmistir.

hGH derisiminin eklenen amino asit ve kalma siiresi ile degisimi Sekil 4.55.a’da
verilmistir. Uretim ortamina t.=0 st’te eklenen Cyx=2.5 mM derisimindeki aspartik asit,
glutamik asit, 16zin+valin karisimi ve serin hGH derisimini arttirmamistir. Amino asit
eklenen ortamlar birbiri ile kiyaslandiginda en yiiksek hGH derisimine Cger =2.5 mM
serin eklenen ile ulasilmistir. Sekil 4.55.b°de hGH iiretim hizinin kalma siiresi ile
degisimi incelendiginde; hGH iiretim profilleri ile paralel oldugu goriillmiistiir. t= 18 st’e
kadar referans ve serin eklenen ortamlardaki artis birbirine paralel, t=18-24 st arasinda
serin eklenende artis az iken referansinki daha fazladir. t=24-27 st arasinda referansta
hGH iiretim hiz1 maksimum degerindeyken serin icerende artis devam etmektedir; t=27-
30 st arasinda referansta azalma baslarken serin eklenende ise artis devam etmektedir.
Sonug olarak Periyot V’te serin eklenen ortamdaki hGH iiretim hiz1 referanstan daha
fazladir. qp degisimini gosteren Sekil 4.55.c incelendiginde, q, degeri referans ortamda
bir maksimum olusturarak q,=0.0023 kg kg'1 st! (t=24 st) degerine kadar artmis, sonra
t=29 st "ta qp=0.002 kg kg st degerine diismiistiir. Serin eklenen ortamda ise referansa
gore qp t=18 st’e kadar daha yavas artis, t=18-24 st arasinda yavas azalma ve t=24-27 st

arasinda hizli bir artis gézlenmistir. Leu+Val eklenen ortam proses siiresince salinim

254



(Sekil 4.55.b), aspartik asit eklenen ortam t=24 st’e kadar artis ve sonra azalma,
glutamik asit eklenende ise artis gozlenmistir. te=0 st’te ortama eklenen serin, eklenen

diger amino asitlere gdre daha az iiriin inhibisyonuna neden olmustur.

7.30
J Asp
7.20 \ Glu
\ - = = =Ser
\ Leu+Val
7.10
Ref
7.00 +
6.90
L 680 |
6.70
6.60 -
6.50
6.40
6.30 :
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36

t,st

Sekil 4.51 te=0’da amino asit eklenmesi ile pHin t ile degisimi: Cg,=8 kg m>,
pH,=7,25, T=37°C, Vg=550 cm®, Qo/Vr=0.5vvm, N=800 dk'
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0.30

Asp
= = = =Ser
= = = =Glu
025 Leu+Val
Ref
0.20
g
£ 0.15
o)
(@]
0.10
0.05
0.00
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36

t,st

Sekil 4.52 te=0’da amino asit eklenmesi ile ¢oziinmils oksijen derisiminin t ile
degisimi: Cgo=8 kg m™~, pH,=7,25, T=37°C, V=550 cm’, Qo/Vr=0.5vvm,
N=800 dk'
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———Glu
—&—Ser
—A—Lleu+Vval
| —2—Asp

Cx,kg/m3

0.50 | -

t,st

Sekil 4.53 te=0’da amino asit eklenmesi ile hiicre derisiminin t ile degisimi: Cgo=8 kg
m™, pHo=7,25, T=37°C, Vg=550 cm’, Qo/Vg=0.5vvm, N=800 dk™’
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9.00

—N——Asp
8.00 ——Glu
—&—Ser
700 L —@——Leu+Val
---l---Ref
6.00 -
E 5.00
=]
X
S 400 |
3.00
2.00 +
1.00 +
0.00 .
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36

t,st

Sekil 4.54 te=0°da amino asit eklenmesi ile glukoz derisiminin t ile degisimi: Cgo=8
kg m~, pH,=7,25, T=37°C, Vg=550cm’, Qo/Vr=0.5vvm, N=800 dk'
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0.08

—A——Asp
—e—Glu
0.07 +
—®m—Ser ]
—aA— L eutVal
0.06 | ---H- - - Ref
0.05 -
E
>
< 0.04
5
&
0.03 +
0.02 +
0.01 +
0.00 p—mmssni==
0 36

Sekil 4.55.a  te=0"da amino asit eklenmesi ile hGH derisiminin t ile degisimi: Cgo=8
kg m>, pH,=7,25, T=37°C, Vg=550 cm’, Qo/Vr=0.5vvm, N=800 dk ™'
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0.006

—&— Ser
—e—Glu
—A—Asp
—aA—Leu+Val
—¥—Ref

0.005 |

0.004 |-

0.003 |

r, kg m® st

0.002

0.001

0.000

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36
t, st

Sekil 4.55.b hGH iiretim hizinin t ile degisimi. Cg,=8 kg m‘3, pHo=7.25, T=37°C,
V=550 cm®, Qo/Vr=0.5vvm, N=800 dk'

260



0.003

—m— Ser
—e—Glu
—A—Asp
—A—Leu+Val
—¥—Ref

0.003

0.002

0.002 -

d, kg kg' st

0.001

0.001

0.000

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36
t,st

Sekil 4.55.c qp'nin t degisimi. Cgo=8 kg m>, pHo=7,25, T=37°C, Vr=550 cm’,
Qo/Vr=0.5vvm, N=800 dk'

Amino asit icermeyen (Cap=0 mM) referans ortam igin hiicre dis1 amino asit ve organik
asit derisimlerinin kalma siiresi t ile degisimi sirasiyla Sekil 4.47 ve Sekil 4.49°da

verilmistir.

Casp=2.5 mM derisiminde aspartik asit eklenen iiretim ortamn igin hiicre digina aktarilan
amino asit ve organik asitlerin kalma siiresi ile degisimi sirasiyla Sekil 4.56 ve Sekil
4.60°da verilmistir. Aspartik asit derisiminin kalma siiresiyle azaldigi goriilmustr.
Uretim ortaminda gdzlenen diger amino asit derisimlerinin kalma siiresi ile salinim
gosterdikleri bulunmustur. Proses siiresince referans ortamda glisin {iretimi yok iken bu
kosulda t=30 st’te Cgiy=0.033 kg m> olarak bulunmustur. Ortama aktarilan fenilalanin

derisimi (t=32 st’te Cppe= 0.221 kg m™ ) referans ortama gore artmustir. Yan-iiriin olarak
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biyoreaktorde en yiiksek derisimde bulunan diger amino asitler sirasiyla aspartik asit
(0.332 kg m™), serin (0.116 kg m™), 16zin (0.113 kg m™) ve isol6zindir (0.056 kg m™).
Referansta oldugu gibi burada da alanin, arjinin, histidin, triptofan, metionin, lizin,
glutamin, valin, treonin ve asparajin ise proses siiresince {iretim ortaminda
bulunmamaktadir. Sekil 4.60’tan da goriildiigii gibi ortama aktarilan organik asitlerin
derisim profilleri salimm g&stermektedir. Biyoproses siiresince biyoreaktorde Olciilen
organik asitler ise glukonik, siiksinik, formik, asetik ve sitrik asittir. Glukonik asit
(0,392 kg/m3) derisimi referans ortamdakine gore % 8.4 kat artmistir. Biyoreaktorde en
yiiksek derisimde bulunan diger organik asitler sirasiyla siiksinik asit (0.235 kg m™),
formik asit (0.128 kg m™), sitrik asit (0.109 kg m™) ve asetik asittir (0.108 kg m™).
Maleik ve okzaloasetik asit ise proses siiresince tretim ortaminda bulunmamistir.

Ortamdaki diger amino asitlerin derisimi ise 0.1 kg m™’ten daha diisiiktiir.

Co=2.5 mM derisimde glutamik asit eklenen {iretim ortami i¢in hiicre digina aktarilan
amino asit ve organik asitlerin kalma siiresi ile degisimi sirasiyla Sekil 4.57 ve Sekil
4.61°da verilmistir. Glutamik asit derisimi prosesin ilk saatlerin sifira ulasmistir. Uretim
ortaminda g&zlenen diger amino asitlerin derisimlerinin kalma siiresi ile salinim
gosterdikleri bulunmustur. Ortama aktarilan fenilalanin derisimi (t=15 st’te Cppe= 0.220
kg m™ ) referans ortama (0.132 kg m™) gore artmustir. Biyoreaktdrde en yiiksek
derisimde bulunan diger amino asitler sirasiyla aspartik asit (0.132 kg m?), 16zin
(0.102 kg m'3), isolozin (0.051 kg m'3) ve serindir (0.056 kg m'3). Referans ortamda
oldugu gibi alanin, arjinin, histidin, triptofan, metionin, lizin, glutamin, valin, treonin,
asparajin ve glisin proses siiresince tiretim ortaminda bulunmamistir. Sekil 4.61°de
organik asit derisimlerinin kalma siiresi ile degisimi verilmistir. Ortama aktarilan
organik asitlerin derisim profilleri sahinim gostermektedir. Biyoproses siiresince
ortamda belirgin bir sekilde gozlenen organik asitler ise glukonik, siiksinik, laktik,
asetik, formik, okzalik ve o- ketoglutarik asittir. Referans ortama (0.36 kg/m3) gore bu
kosullardaki glukonik asit (0.27 kg/m3) derisiminde % 25 kat diisiis goriilmiistiir.
Maleik, sitrik ve okzaloasetik asit ise proses siiresince {iretim ortaminda
bulunmamaktadir. Biyoreaktérde en yiiksek derisimde bulunan diger organik asitler
sirastyla siiksinik asit (0.20 kg m™), o-ketoglutarik asit(0.246 kg m™), okzalik asit
(0.169 kg m™), asetik asit (0.157 kg m™), laktik asit (0.149 kg m™) ve formik asittir
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(0.104 kg m™). Ortamdaki diger amino asitlerin derisimi ise 0.1 kg m~’ten daha
duistktiir.

Cser=2.5 mM derisiminde serin eklenen iiretim ortami i¢in hiicre disina aktarilan amino
asit ve organik asitlerin kalma siiresi ile degisimi sirasiyla Sekil 4.58 ve Sekil 4.62°da
verilmistir. Serin derisimi ilk saatlerden itibaren hizla azalmis ve t=21 st’ten itibaren
proses sonuna kadar sifir olmustur. Uretim ortaminda gozlenen diger amino asitlerin
derisimlerinin kalma siiresi ile salmim gosterdikleri bulunmustur. Biyoreaktrde en
yiiksek derisimde bulunan amino asitler sirastyla serin (0.263 kg m™), 16zin (0.217 kg
m™), fenilalanin (0.203 kg m™), aspartik asittir (0.154 kg m™) ve isoldzindir (0.109 kg
m™). Bu sonuglarla referans ortam sonuglari kiyaslandiginda 16zin, fenilalanin ve
isolozin derisimlerinde artis goriilmiistiir. Referans ortamda oldugu gibi alanin, arjinin,
glutamik asit, histidin, triptofan, metionin, lizin, glutamin, valin, treonin, asparajin ve
glisin proses siiresince iiretim ortaminda bulunmamistir. Organik asit derisimlerinin
kalma siiresi ile degisimi Sekil 4.62’de verilmistir. Ortama aktarilan organik asitlerin
derisim profilleri salimmm gostermektedir. Biyoproses siiresince ortamda go6zlenen
organik asitler glukonik, siiksinik, sitrik ve formik asittir. Maleik ve okzaloasetik asit
proses siiresince {iretim ortaminda bulunmamaktadir. Biyoreaktorde en yiiksek
derisimde bulunan organik asitler sirastyla glukonik asit (0.307 kg m™), siiksinik asit
(0.176 kg m™), sitrik asit(0.137 kg m™) ve formik asittir (0.125 kg m™). Ortamdaki

diger amino asitlerin derisimi degeri ise 0.1 -0.001 kg maraligindadur.

CrLewrva=2.5 mM derisiminde 16zin+valin amino asit karisitminin eklendigi {iretim
ortami igin hiicre-digina aktarilan amino asit ve organik asitlerin kalma siiresi ile
degisimi smrasiyla Sekil 4.59 ve Sekil 4.63°da verilmistir. Valin ortama eklendikten
sonra kisa siirede tiiketilmistir. Lozin derisim profili ise ortama aktarilan diger amino
asit profilleri gibi salinim gostermistir. Biyoreaktérde en yiliksek derisimde bulunan
amino asitler sirasiyla fenilalanin (0.255 kg m'3), 16zin (0.219 kg m'3), aspartik asittir
(0.156 kg m™), serin (0.113 kg m™) ve isolozindir (0.110 kg m™). t=0 st’te Cpegsva=2.5
mM derisiminde 16zintvalin amino asit karisimimin eklendigi kosulda referansa gore
fenilalanin iiretimi % 32.5 fazladir. Referansta oldugu gibi burada da alanin, arjinin,
glutamik asit, histidin, triptofan, metionin, lizin, glutamin, valin, treonin ve asparajin

proses siiresince iiretim ortaminda bulunmamaktadir. Sekil 4.63’tan da goriildiigi gibi
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ortama aktarilan organik asitlerin derigim profilleri salinim gostermektedir. Biyoproses
siiresince ortamda gozlenen organik asitler ise laktik ve glukonik asittir. Biyoreaktorde
en yiiksek derisimde bulunan organik asit glukonik asit (0.257 kg m™) ve laktik asittir
(0.138 kg m™). Malik, maleik ve okzaloasetik asit ise proses siiresince iiretim ortaminda
bulunmamaktadir. Ortama aktarilan diger amino asitlerin derisim degeri ise 0.1-0.001

kg m’ derisim araliginda bulunmaktadir.

1.00
—4—Ser
0.90 + —&—Gly
—aA—Val
—O0——Leu
—AN—Tlle
0.80 ———phe
---m---Glu
---A---Asp
---A---GIn
0.70 +
0.60 -
£
o
~ 050 |
g
@)
0.40 |
I\
0.30
0.20 |
0.10
0.00

.....

t ile degisimi. Cgo=8 kg m™, pH,=7,25, T=37°C, V=550 cm’, N=800 dk ™,
Qo/Vgr=0.5vvm
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Sekil 4.57 t.=0 st’te glutamik asit eklendiginde aktarilan amino asitlerin derisimlerinin t
ile degisimi. Cg,=8 kg m™, pH,=7,25, T=37°C, V=550 cm’, N=800 dk',
Qo/Vg=0.5vvm
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Sekil 4.58 t.=0 st’te serin eklendiginde aktarilan amino asitlerin derisimlerinin t ile
degisimi. Cgo=8 kg m™, pH,=7,25, T=37°C, Vg=550 cm’, N=800 dk',
Qo/Vr= 0.5vvm
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Sekil 4.59 t=0 st’te 16zin+valin eklendiginde aktarilan amino asitlerin derisimlerinin t
ile degisimi. Cge=8 kg m™~, pH,=7,25, T=37°C, Vg=550 cm’, N=800 dk,
Qo/Vg= 0.5vvm
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Sekil 4.60 t.=0 st’te aspartik asit eklendiginde aktarilan organik asitlerin derigimlerinin t
ile degisimi. Cge=8 kg m™, pH,=7,25, T=37°C, Vg=550 cm’, N=800 dk,
Qo/Vr= 0.5vvm
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Sekil 4.61 t.=0 st’te glutamik asit eklendiginde aktarilan organik asitlerin derisimlerinin
t ile degisimi. Cgo=8 kg m™, pH,=7,25, T=37°C, Vg=550 cm’, N=800 dk ™,
Qo/Vr= 0.5vvm
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Sekil 4.62 t.=0 st’te serin eklendiginde aktarilan organik asitlerin derisimlerinin t ile
degisimi. Cgo=8 kg m~, pH,=7,25, T=37°C, V=550 cm’, N=800 dk',
Qo/Vr= 0.5vvm
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Sekil 4.63 t.=0 st’te 16zintvalinin eklendiginde aktarilan organik asitlerin derisimlerinin
t ile degisimi. Cgo=8 kg m™, pH,=7,25, T=37°C, Vg=550 cm’, N=800 dk ™,
Qo/Vg= 0.5vvm

4.5.1.1 Metabolik aki analizi

te=0 st'te Cs,=2.5 mM derisiminde serin eklenmis ortam referans ortam ile
kiyaslandiginda; hGH derisiminde % 5.7°lik azalma goriilmiistiir (Sekil 4.55.a). hGH
tiretim hizinin kalma siiresiyle degisimini gosteren Sekil 4.55.b incelendiginde; serin
eklenen ortamda hGH iiretim hizi Periyot I-1V arasinda daha az olmasina ragmen
Periyot V’te ise daha fazladir. Sekil 4.55.c’den de goriildiigii gibi Periyot V’te q, degeri
serin eklenen ortamda daha yiiksektir. Bu nedenle hiicrei¢i tepkime akilarinin ayrintili

olarak incelenebilmesi i¢in bu kosulda metabolik aki analizi gerg¢eklestirilmistir. Diger
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amino asitlerin eklendigi ortamlarda hGH {iretim hizinda artis gézlenmediginden bu

kosullar i¢in metabolik aki analizine gerek duyulmamastir.

Serin eklenen ve referans (P1) kosullardaki metabolik aki dagilimlar1 incelendiginde;
glikoliz yolizinin her iki kosulda da aktif oldugu goriilmiistiir. Pentoz fosfat yolizi igin
dallanma noktasi olan R5P, Ser eklenende Periyot III, IV’te ve P1°de I, IIIte sadece
F6P’tan, Ser eklenende Periyot I’de ve Pl’de Peryot V’te sadece G6P’den, Ser
eklenende Periyot II, V’'te ve P1°de II, IV’te ise her ikisinden de iiretilmistir. Tiim
kosullarda PFY aktiftir. Glikoliz yolizinden ayrilan Pyr’tan Lac’in olusumu (R28)
P1’de tiim periyotlarda, Ser eklenende ise Periyot I, Il ve III’te vardir. AcCoA’dan Ac
olusumu (R30) sedece Ser eklenende Periyot Il ve V’te aktiftir. Anaplerotik
reaksiyonlardan OA’dan Pyr’in sentezlendigi tepkimesi (R37) sedece Ser eklenendeki
Periyot I, 11l ve IV'te gerceklesmistir. Mal’dan Pyr’in sentezlendigi tepkime (R36) ise
hicbir kosulda gergeklesmemistir. Gliksolat sontii P1°de Periyot I1 ve [V diginda aktiftir.
TCA dongiisii sadece P1°deki Periyot V’te Suc olus tepkimesine kadar ger¢eklesmekte
diger kosullarda ise aktiftir. Aromatik amino asit yolizine dallanma noktas1 olan R70
tepkimesi ve serin olusum tepkimesi Ser eklenen kosulun tiim periyotlarinda, alanin
olus tepkimesi (R53) ise sadece Periyot | ve III’te aktiftir. Tiim kosullarda aspartik asit
(R59) ve glutamik asit (R75) olusumu gergeklesmektedir. Ser eklenen kosul igin toplam
ATP {tiretim akilar, Periyot I, 11, III, IV ve V’de sirasiyla 12.69, 3.20, 18.654, 2.41 ve
1.40 mol g” KH st olmustur.
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Cizelge 4.20 t.= 0 st’te serin eklenen proseste metabolik akilar

t.= 0 st'te 2.5 mM Ser eklenmis

R# Periyot | Periyot I Periyot Il Periyot IV Periyot V
1 3.3080 1.3400 1.3570 0.8960 0.1460
3 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
4 2.6840 1.3080 1.3530 0.8900 0.1370
5 2.6620 1.0630 0.8480 0.8100 0.1130
6 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
7 4.9300 2.1220 1.4290 1.5730 0.2090
8 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
9 4.8340 1.8270 1.4200 0.9910 0.1950

10 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000

11 4.0770 1.5850 1.3390 0.9440 0.1700

13 2.5840 1.4550 1.3390 0.7210 0.1280

14 0.5840 0.0270 0.0000 0.0000 0.0080

15 0.5840 0.0270 0.0000 0.0000 0.0080

16 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000

17 0.0000 0.2420 0.5020 0.0770 0.0250

18 0.3810 0.0008 0.0000 0.0000 0.0000

19 0.0000 0.0000 0.2350 0.0150 0.0000

20 0.3810 0.0008 0.0000 0.0000 0.0000

21 0.0000 0.0000 0.2350 0.0150 0.0000

22 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000

23 0.3810 0.2420 0.2670 0.0630 0.0250

24 0.3760 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000

25 0.0000 0.0000 0.2360 0.0160 0.0000

26 0.0460 0.0080 0.0290 0.1110 0.1360

27 0.0460 0.0080 0.0290 0.1110 0.1360

28 0.0090 0.0380 0.0030 0.0000 0.0000

29 0.0000 0.0000 0.0000 0.0070 0.0260

30 0.0000 0.0000 0.0180 0.0000 0.1710

31 0.1220 0.7570 0.0000 0.4120 0.0000

36 0.2640 0.0365 0.0303 0.0386 0.2750

37 0.0770 0.0000 1.2420 0.0970 0.0000

38 0.0000 0.2850 0.0000 0.0000 0.0000

39 1.0440 0.7860 2.6420 0.5610 0.2160

40 1.0440 0.7860 2.6420 0.5610 0.2160

41 0.9730 0.3500 1.4710 0.3360 0.0540

42 0.6000 0.2580 0.7160 0.1900 0.0210

43 0.6000 0.2580 0.7160 0.1900 0.0210

44 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000

45 1.2390 0.6830 1.7420 0.5800 0.1560

46 1.9690 0.7330 2.4730 0.6540 0.1790

47 2.0340 1.1430 3.6430 0.8840 0.0830

48 0.0710 0.4360 1.1710 0.2250 0.1620

49 0.0710 0.4360 1.1710 0.2250 0.1620

50 0.0970 0.2960 0.0080 0.5820 0.0140

51 0.1810 0.0250 0.0210 0.5290 0.0020

52 0.0540 0.0070 0.0060 0.0080 0.0010

53 0.1250 0.0000 0.0150 0.0000 0.0000

54 1.3590 0.3160 0.0320 0.2300 0.0750
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Cizelge 4.20 t.= 0 st’te serin eklenmesi kosulundaki metabolik dagilimlari(devam)

55 1.2610 0.3010 0.0110 0.2040 0.0010
56 0.0980 0.0140 0.0210 0.0260 0.0740
57 0.1980 0.2670 0.7360 0.0920 0.0330
58 0.0260 0.0030 0.7170 0.0490 0.0230
59 1.8860 0.9430 1.1590 0.5460 0.0830
60 0.0510 0.0070 0.0060 0.0080 0.0010
61 1.0400 0.9530 0.0710 0.5070 0.0090
62 0.5110 0.8790 0.0090 0.4290 0.0010
63 0.5110 0.8790 0.0090 0.4290 0.0010
64 0.5110 0.8790 0.0090 0.4290 0.0010
65 0.5110 0.8790 0.0090 0.4290 0.0010
66 0.5290 0.0730 0.0620 0.0770 0.0070
67 0.4960 0.0690 0.0580 0.0720 0.0070
68 0.0630 0.0090 0.0080 0.0090 0.0010
69 0.0330 0.0050 0.0040 0.0050 0.0005
70 0.7570 0.2420 0.0310 0.0470 0.0250
71 0.1470 0.0000 0.0260 0.0220 0.0160
72 0.5990 0.0000 0.0040 0.0050 0.0000
73 0.0120 0.2420 0.0010 0.0200 0.0090
74 0.0120 0.2420 0.0010 0.0200 0.0090
75 0.3730 0.0920 0.7550 0.1460 0.0330
76 0.2470 0.0750 0.7390 0.1270 0.0300
77 0.0470 0.0060 0.0060 0.0070 0.0010
78 0.0790 0.0110 0.0100 0.0120 0.0020
79 0.0650 0.0090 0.0080 0.0100 0.0020
80 0.0650 0.0090 0.0080 0.0100 0.0020
81 0.0000 0.2240 0.0000 0.0000 0.0070
82 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
83 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
84 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
85 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
86 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
87 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
88 0.0050 0.0000 0.7140 0.0460 0.0230
89 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
90 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0460
91 0.0000 0.0340 0.0000 0.0000 0.0010
92 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
93 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
94 0.3780 0.0520 0.0440 0.0540 0.0040
95 0.0000 0.2410 0.0000 0.0180 0.0090
96 0.5680 0.0300 0.0000 0.0000 0.0000
97 1.1680 0.2890 0.0000 0.1900 0.0000
98 0.0610 0.0080 0.0070 0.0090 0.0003
99 0.0870 0.0110 0.7240 0.0580 0.0240
100 0.0510 0.0070 0.0060 0.0070 0.0003
101 0.0510 0.0070 0.0060 0.0070 0.0003
102 0.0830 0.0110 0.7230 0.0570 0.0240
103 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
104 0.0050 0.0006 0.0005 0.0006 0.0000
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Cizelge 4.20 t.= 0 st’te serin eklenmesi kosulundaki metabolik aki1 dagilimlari

(devam)
105 0.0050 0.0006 0.0005 0.0006 0.0000
106 0.0360 0.0040 0.7180 0.0510 0.0230
107 0.4880 0.3070 1.4850 0.1800 0.0610
108 0.0990 0.0140 0.0110 0.0140 0.0005
109 0.0990 0.0140 0.0110 0.0140 0.0005
110 0.0940 0.0130 0.0110 0.0130 0.0005
111 0.0440 0.0060 0.0050 0.0060 0.0002
112 0.0050 0.0006 0.0005 0.0006 0.0000
113 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
114 0.0050 0.0006 0.0005 0.0006 0.0000
115 0.0050 0.0006 0.0005 0.0006 0.0000
116 0.0050 0.0006 0.0005 0.0007 0.0000
117 0.0000 0.0000 0.0000 0.5030 0.0000
118 0.0330 0.0050 0.0040 0.0050 0.0005
119 0.1440 0.0200 0.0170 0.0210 0.0010
120 0.1490 0.0200 0.7310 0.0670 0.0240
121 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
122 7.6750 4.7980 1.6490 3.2220 0.0000
123 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
124 4.5930 0.5530 8.0980 0.5150 0.5870
125 2.8430 1.8410 1.7420 1.1890 0.2030
126 4.8720 1.5240 4.4340 0.4500 0.4860
127 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
128 3.3550 2.2650 2.0040 2.3390 0.1840
130 0.0860 0.0120 0.0100 0.0130 0.0020
131 0.5190 0.3110 1.4880 0.1840 0.0610
132 0.4990 0.0690 0.0570 0.0710 0.0030
133 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
134 0.0300 0.0040 0.0030 0.0040 0.0002
135 0.0050 0.0008 0.0006 0.0008 0.0000
136 0.0050 0.0008 0.0006 0.0008 0.0000
137 0.0600 0.0080 0.0070 0.0090 0.0003
138 0.1640 0.0230 0.0190 0.0240 0.0020
139 0.0170 0.0020 0.0020 0.0020 0.0001
140 0.0060 0.0009 0.0007 0.0009 0.0000
141 0.0050 0.0008 0.0006 0.0008 0.0000
142 0.0050 0.0008 0.0006 0.0008 0.0000
143 0.0050 0.0008 0.0006 0.0008 0.0000
144 0.0400 0.0050 0.0050 0.0060 0.0002
145 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
146 0.0040 0.0005 0.0004 0.0005 0.0000
147 0.2330 0.0320 0.0270 0.0330 0.0010
148 0.0000 2.4650E-6 4.5420E-5 5.4870E-5 1.1960E-4
149 0.0000 0.0000 13.3830 0.0000 1.3350
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4.5.2 t.=24 st’te amino asit eklenmesinin hGH iiretimine etkisi

Biyoprosesin baslangicinda tiretim ortamina eklenen amino asitlerin hGH tiretimini
inhibe etmesi sonucunda iistel ¢ogalma fazinin sona erdigi -hGH iiretim fazinin
ortasinda- te=24 st’te Caa=2.5mM  derisiminde amino asit karigimi
(Glu+Asp+Leu+Val+Lys) ve 16zin+valin eklenmesinin etkisi Cgo=8 kg/m3, pHo=7,25,
T=37 °C, Vg=550 cm3, MOT2 (Qo/Vr=0.5 vvm, N=800 dk'l) isletim kosullarinda

arastirilmistir.

Sekil 4.64°te pH’in eklenen amino asit ve kalma siiresine gore degisimi verilmistir.
Benzer pH profilleri elde edilmistir. Sekil 4.64’ten de goriildiigli gibi inhibitdriin
eklendigi t=3 st’e kadar pH degerinde hizli, t=4-20 st arasinda ise yavas bir diisiis
goriilmiistiir. Proses sonunda ortam pH’1 amino asit karisimi, 16zin+valin eklenmesi
ve referansa gore, sirasiyla 7.03, 6.79 ve 6.6 olarak Sl¢lilmiistiir. L6zin+valinin ortama
eklenme zamanina gore proses sonundaki pH degeri t.=0 st icin 6.54 iken t.=24 st i¢in

6.79 olarak belirlenmistir.

Coziinmiis oksijen derisiminin eklenen amino asit ve kalma siiresine gore degisimi Sekil
4.65’te verilmistir. Sekil 4.65 incelendiginde; amino asit eklenenler ile referans ortam
profillerinin benzerlik g&sterdigi goriilmiistiir. Tiim kosullarda referanstaki gibi proteaz
inhibitoriiniin eklendigi zamana kadar ¢&ziinmiis oksijen derisiminde ani bir diistis, belli

bir degere artis ve bu degerde sabit kaldiktan sonra yine diisiis ve artig goriilm{istiir.

Mikroorganizma derisiminin kalma siiresi ile degisimi (Sekil 4.66) incelendiginde;
hiicre derisimini t=21 st’e kadar arti§1 t=24 st’te durgunluk fazina gectigi goriilmiistiir.
Biitiin kosullar i¢in hiicre derisim profilleri referans ile benzerdir. En yiiksek hiicre
derisimine amino asit karisiminm eklendigi kosulda Ci= 2.14 kg/m3 ulagilmistir.
Lozintvalin eklenme zamanma gore karsilastirildifinda proses siiresince ulasilan
maksimum hiicre derisimi birbirine yakindir. Bu da 16zin+valin eklenme zamaninin

hiicre derisimini etkilemedigini gostermektedir.
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Glukoz derisiminin  kalma siiresi ile degisimi incelendiginde (Sekil 4.67); hiicre
durgunluk fazina ulagincaya kadar glukoz hizla tiiketilmis sonra glukoz tiiketim hizi
vavaslamistir. Proses sonunda baglangigtaki glukozun yaklasik olarak %99’u

tiiketilmistir.

hGH derisiminin eklenen amino asit ve kalma siiresi ile degisimi Sekil 4.68’te
verilmistir. Uretim ortamina t.=24 st’te eklenen Caa=2.5 mM derisimindeki amino asit
karigimi ve 16zin+valinin hGH tiretiminde inhibisyona neden oldugu goriilmiistiir. hGH
derisimi eklenen amino asit karistmi ve 16zin+valine gore sirasiyla % 25.7 ve 31.4 kat
azalmistir. Halbuki t.=0 st’te eklenen 16zin+valinde ise % 42.8 kat azalma goriilmiistiir.

Bu da t.=0 st’te eklenen 16zin+valinin inhibisyonunun daha fazla oldugunu gostermistir.
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Sekil 4.64 t.=24 st’te amino asit eklenmesi ile pH’in t ile degisimi. Cgo,=8 kg m>,
pHo=7,25, T=37°C, Vg=550 cm, N=800 dk™', Qo/Vg= 0.5vvm
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Sekil 4.65 t.=24 st’te amino asit eklenmesi ile ¢oziinmils oksijen derisiminin t ile
degisimi. Cg,=8 kg m™, pH,=7,25, T=37°C, Vg=550 cm’, N=800 dk,
Qo/Vg= 0.5vvim
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Sekil 4.66 t.=24 st’te amino asit eklenmesi ile hiicre derisiminin t ile degisimi.
Cgo=8 kg m™, pH,=7,25, T=37°C, Vg=550 cm’, N=800 dk ™', Qo/Vr= 0.5vvm
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Sekil 4.67 t=24 st’te amino asit eklenmesi ile glukoz derisiminin t ile degisimi.
Cgo=8 kg m™, pH,=7,25, T=37°C, Vg=550 cm’, N=800 dk ™', Qo/Vg= 0.5vvm
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Sekil 4.68 t.=24 st’te amino asit eklenmesi ile hGH derisiminin t ile degisimi.
Cgo=8 kg m™, pH,=7,25, T=37°C, Vg=550 cm’, N=800 dk™', Qo/Vr= 0.5vvm

Caa=2.5 mM derisiminde amino asit karigimmin (Glu+Asp+Ser+Leu+Val) eklendigi
te=24 st’e kadar ortama salgilanan amino asit derisimleri referans ile benzerdir.
Salglanan amino ve organik asit derisimleri incelenirken t.=24 st’ten sonrasi dikkate
alinmistir. Sekil 4.69’te ortama aktarilan amino asit derisimlerinin kalma siiresi ile
degisimi verilmistir. Buna gdre amino asit eklenmesinden sonra ortama serin, valin,
16zin, aspartik asit, glutamik asit, isol6zin ve fenilalanin aktarilmistir. Derisimi en
yiiksek olan valindir (0.28 kg m™). Yan-iiriin olarak biyoreaktorde en yiiksek derisimde
bulunan diger amino asitler sirasiyla fenilalanin (0.195 kg m™), 16zin (0.106 kg m?),
aspartik asit (0.104 kg m™), isoldzin (0.053 kg m™), serin (0.043 kg m™) ve glutamik
asittir (0.024 kg m'3). Referansta oldugu gibi burada da alanin, arjinin, histidin,
triptofan, metionin, lizin, glutamin, treonin ve asparajin ise proses siiresince iiretim

ortaminda bulunmamaktadir. Uretim ortamina aktarilan organik asit derisilerinin kalma
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siiresi ile degisimi Sekil 4.71°de verilmistir. Sekil 4.71°den de goriildiigii gibi ortama
aktarilan organik asitlerin derigim profilleri salinim gostermektedir.  Biyoproses
siiresince ortamda belirgin bir sekilde gozlenen organik asitler ise asetik, siiksinik,
formik, sitrik ve glukonik asittir. Biyoreakttrde en yiiksek derisimde bulunan organik
asitler sirasiyla siiksinik asit (0.307 kg m™), glukonik asit (0.30 kg m™), asetik asit
(0.251 kg m'3), sitrik asit (0.158 kg m>), formik asittir (0.15 kg m'3). Ortama aktarilan
diger amino asitlerin derisim degeri ise 0.1-0.001 kg m> derisim arahiginda
bulunmaktadir. Malik ve okzaloasetik asit ise proses siiresince {iiretim ortaminda
bulunmamaktadir. Bu kosul ile referans ortam karsilastirildiginda siiksinik, asetik,
formik asit derisimlerinde artma; piirivik ve laktik asit derigsimlerinde ise azalma oldugu

goriilmiistiir.

CLeutva=2.5 mM derisiminde 16zin+valin amino asit karisiminin eklendigi {iretim
ortami i¢in hiicre disina aktarilan amino asit ve organik asitlerin kalma siiresi ile
degisimi sirasiyla Sekil 4.70 ve Sekil 4.72°de verilmistir. Bu kosulla diger kosullar
karsilastirilirken t.=24 st’ten sonraki amino asit ve organik asit derisimleri onemlidir.
Lozin derisim profili ortama aktarilan diger amino asit profilleri gibi salinim
gostermistir (Sekil 4.70). Valin ise ortama eklendikten sonra kisa siirede tiiketilmistir.
Biyoreaktdrde en yiiksek derisimde bulunan diger amino asitler sirasiyla 15zin (0.085
kg m™), aspartik asit (0.09 kg m™), fenilalanin (0.126 kg m™), serin (0.041 kg m™) ve
isolozindir (0.041 kg m‘3). te=24 st’te Crey+va=2.5 mM derisiminde 16zin+valin amino
asit karisiminin eklendigi kosulda referansa ve t.=0 st’te eklenene gore fenilalanin
tiretimi sirasiyla % 4.7 ve 50.6 kat daha azdir. Referansta oldugu gibi burada da alanin,
arjinin, glutamik asit, histidin, triptofan, metionin, lizin, glutamin, treonin ve asparajin
proses siiresince liretim ortaminda bulunmamaktadir. Sekil 4.72°ten da goriildiigi gibi
ortama aktarilan organik asitlerin derisim profilleri salimm g&stermektedir. Biyoproses
siiresince ortamda belirgin bir sekilde gtzlenen organik asitler ise glukonik asit (0.231
kg m™), siiksinik (0.207 kg m™), asetik (0.161 kg m™) ve formik asittir (0.1 kg m™).
Sitrik, maleik, piirivik ve okzaloasetik asit proses siiresince iiretim ortaminda
bulunmamaktadir. Ortama aktarilan diger amino asitlerin derisim degeri ise 0.1-0.001
kg m™ derisim araliginda bulunmaktadir. Bu kosul t.= 0 st kosulu ile kiyaslandiginda

glukonik asit derisiminin % 10 kat azaldig1 goriilmiistiir.
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Sekil 4.69 t.=24 st’te amino asit karisiminin eklenmesi ile ortama aktarilan amino asit
derisimlerinin t ile degisimi. Cgo=8 kg m'3, pHo=7.,25, T=37°C, Vg=550
cm’, N=800 dk ™', Qo/Vr= 0.5vvm
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Sekil 4.70 t.=24 st’te lozin+valin eklenmesi ile ortama aktarilan amino asit
derisimlerinin t ile degisimi. Cg,=8 kg m>, pHo=7,25, T=37°C, Vg=550
cm’, N=800 dk™', Qo/Vg= 0.5vvm
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Sekil 4.71 t=24 st’te amino asit karisiminin eklenmesi ile aktarilan organik asit
derisimlerinin t ile degisimi. Cgo=8 kg m'3, pHo=7,25, T=37°C, Vr=550
cm®, N=800 dk™', Qo/Vg= 0.5vvm
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Sekil 4.72 t.=24 st’te 16zin+valin eklemesi ile aktarilan organik asit derisimlerinin t ile
degisimi. Cgo=8 kg m~, pH,=7,25, T=37°C, V=550 cm’, N=800 dk',
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5. TARTISMA VE SONUCLAR

“Genetik miihendisligi teknikleri ile rekombinant insan biiyiime hormonu iiretimi
icin biyoproses gelistirilmesi” konulu yiiksek lisans arastirma programi kapsaminda
ilk asamada sadece insanda dogala 6zdes, ¢oziinebilir ve biyolojik olarak aktif yapida
tiretilen insan biilyiime hormonunun (hGH) mikroorganizmalarca hiicre-disi
tiretilebilmesi i¢in Bacillus hiicre-dig1 enzimi serin alkali proteaz (SAP) geninin (subC)
pre- sinyal dizini hGH gen dizininin 6niine SOE yontemiyle entegre edilerek
olusturulan hibrit gen genetik miihendisligi teknikleri ile segilen plasmide iki asamal
proses ile klonlanmis ve geni tasiyan plasmidin Bacillus subtilis tiirlerine aktarilmasiyla
rekombinant mikroorganizmalar gelistirilmistir. Ikinci asamada bu rekombinant
mikroorganizmalar ile mikrobiyolojik hava filtreli, kesikli, Vr=110 cm’ calisma
hacimli laboratuar dlgekli biyoreaktorlerde, T=37 °C, N=200 dk! ve pHo=7.25 isletme
kosullarinda iiretim ortamina eklenen proteaz inhibitriiniin ve karbon kaynagi
glukozun derisimi belirlenmistir. Arastirmanin {igiincii asamasinda laboratuvar lgekte
bulunan en uygun kosullarda farkl hava giris ve karistirma hizlarinda olusturulan dort
farkli oksijen aktarim kosulunda pilot Olcek biyoreaktorde oksijen aktarim etkileri
arastirilmistir. Oksijen aktarim kosullarindaki deney verileri kullanilarak hiicre-igi
tepkime akilarinin bulunmast; iiretimde muhtemel metabolik darbogazlarin belirlenmesi
amaciyla metabolik aki analizleri yapilmistir. Dordiincli asamada, belirlenen en iyi
oksijen aktarim kosulunda hibrit-gen iceren (-pre(subC)::hGH::pMK4) ve icermeyen
(pPMK4) plasmid tasiyan Bacillus subtilis BGSC-1A751 ile iki kosulda deney
gergeklestirilerek -pre(subC)::hGH  hibrit-genin biyoproses etkisi kiyaslanmis ve
muhtemel metabolik darbogazlarin belirlenmesi amaciyla metabolik aki analizleri
yapilmistir. Besinci ve son asamada, belirlenen en iyi oksijen aktarim kosulunda iiretim
ortamina farkli zamanlarda (t= 0 ve 24 st’te ) C= 2.5 mM derisimde eklenen serin,

aspartik asit, 16zin+ valin ve glutamik asitin iiretime etkisi arastiritlmistir.

5.1 Rekombinant Mikroorganizma Gelistirilmesi

Yiiksek lisans arastirma programinin ilk programinda, istenilen {iriin hGH iiretimi igin

metabolik mithendislik tasarimi yapilmistir. Bu amag¢ dogrultusunda 6ncelikle hGH’nin
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hiicre-disina aktarilabilmesi i¢in, Bacillus hiicre-dis1 enzimi serin alkali proteaz (SAP)
geninin (subC) salgilamada gorev yapan sinyal dizininin (pre-) hGH gen dizininin
oniine SOE yontemi (Horton er al.1993) ile entegre edilerek hibrit gen olusumu
tasarlanmigstir. Hibrit gen olusturulabilmesi i¢in ncelikle bir bilgisayar programai ile her
bir gen igin birer ileri ve geri olmak {izere toplam 4 adet primer tasarimi
gergeklestirilmistir. SAP iiretme potansiyeli olan B. licheniformis DSM 1969'ten (Calik
et al. 2003b) izole edilen kromozomal DNA ve E. coli XL1-Blue ATCC 31538 'dan
izole edilen hGH cDNA’simi tasiyan pHGH107 (Goeddel er al. 1979) plasmidi kalip
olarak kullanilarak —pre(subC) ve hGH mature-peptit dizinleri iki ayr1 PCR
tepkimesiyle ¢ogaltilmistir. Tasarlanan primerler ile her iki genin birlestirilecek uglarina
birbirlerinin tamamlayict dizinler eklenmistir. Uclincii bir PCR tepkimesiyle de —
pre(subC) dizini hGH mature dizininin oniine SOE yaklasimiyla entegre edilerek
hibrit-gen elde edilmistir. E. coli’ye plasmid DNA transferinin ve E. coli’den plasmid
DNA izolasyonunun kolayligi nedeniyle 6n klonlama islemlerinin E. coli plasmidine
yapilmasina ve E. coli’ye transformasyonuna karar verilmistir. Klonlanacak hedef genin
molekiil biiyiikliigii ne kadar kiigiik ise klonlama tepkimesinin gergeklesme olasiligini
artirmak i¢in bu tepkimenin girdileri olan gen ve vekt6riin miktarlari gen/vektdr oranm
artirtllarak degistirilmelidir. Bu dogrultuda farkli gen/vektor oranlarinin (G/V=3 ve 5)
klonlama tepkimesine verimi arastirilmigti. PCR ile sentezlenen —pre(subC)::hGH
hibrit geni pUCI19 plasmidine yapiskan-u¢ kesim yapilarak gen/vektor=5"te T4 DNA
ligaz enzimi katalizorliigiinde T=22°C ’de t=16 st siiren ligasyon tepkime ile basaril bir
sekilde klonlanmis ve CaCl, yontemiyle E. coli’ye transforme edilmistir. E. coli
transformasyonu sonra —pre(subC)::hGH::pUCI9 plasmidinin ilk kontoli  PCR
tepkimesi, ikinci kontrolii ise tasarlanan primerlerde konumlart bulunan BamHI ve
Xbal restriksiyon enzimleriyle kesme tepkimeleri sonunda, —pre(subC)::hGH hibrit gen
bandinin gozlenmesi seklinde gergeklestirilmistir. Son asamada, hibrit-gen -
pre(subC)::hGH::pUC19 plasmidinden kesilip ayrilarak izole edildikten sonra
kopyalama sayis1 yiiksek olan pMK4 Bacillus-E. coli shuttle vektoriine sub-klonlama
yapilmis ve E. coli’ye transfer edilmis; hibrit genin dogru klonlandig1 saptandiktan
sonra elektroporasyon yontemiyle B.subtilis BGSC-1A197 (spo-) ve B.subtilis BGSC-

1A751 (npr-, abr-) mikroorganizmalarina aktarilarak iki rekombinat Bacillus subtilis
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elde edilmistir. Yiiksek lisans arastirmasinin bundan sonraki agsamalarinda gelistirilmis

olan bu iki r-B. subtilis kullanilmistir.

Siireli yayin literatiiriinde hGH iiretimi i¢in rekombinant E. coli (Goeddel et al. 1979,
Ikehara et al. 1984, Gray et al. 1985, Becker and Hsuing 1986, Chang et al. 1987, Kato
et al. 1987, Hsuing et al. 1989, Yamakawa et al. 1998b, Shin ef al. 1998b, Tabandeh et
al. 2004) ve Bacillus tiirleri (Nakayama et al. 1988 ve Kajino et al. 1997) gelistirilmesi
ile ilgili calismalar bulunmaktadir. E. coli ile gerceklestirilen c¢alismalarda hGH
periplazmik, sitoplazmik ve hiicre-disi olarak iiretilmistir. Gray et al. (1985), Becker
and Hsuing (1986), Chang et al. (1987), Yamakawa et al. (1998b) arastirmalarinda
sirastyla hGH, OmpA, STII, hGH sinyal peptitlerini ve trp, Lpp-lac, phoA, tac
promoter(baslatict)’larin1 kullanarak hGH’yi periplazmik olarak itiretmislerdir. Kato et
al. (1987) gerceklestirdikleri ¢alismada ise Bacillus penisilinaz sinyal peptidini ve Ex-
K, Ex olmak iizere iki farkli baslatici (promoter) kullanarak E. coli’de hGH’nin sirasiyla
hem hiicre-digt hem de periplazmik iiretimini gergeklestirmislerdir. Goeddel et al.
1979, Ikehara et al. (1984), Shin et al. (1998b) ve Tabandeh er al. (2004) hGH’yi

periplasmik olarak tiretmislerdir.

Nakayama et al. (1988) Bacillus subtilis’t kullanarak gelistirilmis olan farkli iki
plasmidin (pNPA225 ve phGH526) hGH iiretimine etkilerini arastirmiglar ve
maksimum 0.04 kg/m® hGH derisimini elde etmislerdir. Kajino er al. (1997) pNPA84
promoter ve sinyal peptidini kullanarak gelistirilen plasmid ile Bacillus brevis 31-OK’te
hiicre-dis1 olarak 0.148 kg/m3 hGH tiretmislerdir. Kajino et al. (1997) hiicre-disi
proteazin {iiriinii pargalamasini engellemek icin hiicre-dis1 proteaz {iretimi ¢ok diisiik
olan Bacillus brevis 31-OK’yi (Bacillus brevis HPD31’in mutantidir) kullanmislardir.
Aragtirmalarin1 karbon kaynagi olarak glukozun kullanildigi polipepton ve maya oziitii
iceren kompleks ortamda gergeklestirmislerdir. Uretim ortamindaki polipepton
derisimini optimize ederek hGH iiretimini 0.24 kg/m™’e arttirmislardir. Bu yiiksek lisans
calismasi1 ise karbon kaynagi olarak glukozun kullanildigi tanimlanmis ortamda

gerceklestirilmistir.

289



Stireli yayn literatiiriinde bu arastirmada tasarlanan ve olusturulan —pre(subC)::hGH
hibrit geni ile hGH iiretim ¢alismasi bulunmamaktadir. Bacillus subtilis’in kullanildig1
Nakayama et al. 1988 yilindaki calismasi ile bu yiiksek lisans arastirmasi
karsilastirildiginda; farkli promoter ve sinyal peptidler kullanilarak gelistirilen farkl
rekombinant plasmidlerle sirasiyla 0.04 ve 0.03 kg/m3 derisiminde hGH {iretilmistir.
Bu yiiksek lisans ¢alismasinda tamimlanmis ortamda gelistirilen oksijen aktarim

kosullarinda hGH derisimi 0.07 kg/m® olmustur.

5.2 r-Bacillus subtilis ile h\GH Uretiminde Ortam Optimizasyonu

Aragtirma programinin ilk asamasinda gelistirilmis olan r-Bacillus subtilis BGSC-
1A197 ve r-Bacillus subtilis BGSC-1A751 nin tiretim performanslar1 karsilastirilmisgtir.
hGH’nin hiicre-digina salgilanmas1 i¢in —pre(subC) sinyal dizini kullanildiginda ilk
tiretim deneyinde referans ortam olarak SAP i¢in belirlenmis tanimlanmis {iretim
ortami (Calik et al. 2004 ) kullanilmistir. Bu ortam kullanilarak biyoproses sonunda
hGH iiretimi gozlenememistir. Kullanilan ortamin SAP iiretimine neden oldugu ve
iretilen proteazlarin da {riinii pargaladigina karar verilmistir. Bu nedenle proteaz
iretiminin bagladig1 anda {iretim ortamina proteaz inhibitor kokteylinin (Sigma, P-2714)
eklenmesine karar verilmistir. Protezlar1 inhibe ettigi belirlenen tuz ¢6zeltisi ( Pollock
1965) ile protez inhibitor kokteyli hGH tiretimi acisinda karsilastirilmis ve inhibitor
kokteyli ile yaklasik % 93.6 artis belirlenmistir. Eklenen inhibitor derisiminin etkisi
arastirilmis ve 7.44 uM eklenerek r-Bacillus subtilis BGSC-1A197 ve r-Bacillus
subtilis BGSC-1A751 igin sirasiyla 0.025 ve 0.027 kg/m3 derisiminde hGH tiretilmistir.
0-7.44 uM araligindaki inhibitor derisiminin protez tiretimini inhibe etmek i¢in yeterli
olmadigi, 7.44-74.4 uM araligindakinin ise fazla olmasi nedeniyle {iriin inhibisyonuna

neden oldugu belirlenmistir.

Baslangi¢ glukoz derigimlerinin Cg,=6, 8, 10, ve 15 kg/m3 tiretime etkisi arastirilmis ve
her iki r- Bacillus subtilis iginde maksimum hGH derisimine 8 kg/m3 baslangi¢ glukoz
derisiminde ulasgilmistir. Calik et al. (2004) ¢alismasinda da —pre(subC) sinyal peptit

kullanilarak 8 kg/m3 baslangi¢ glukoz derisiminde maksimum SAP iiretilmistir.
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Ortam optimizasyonu sonunda r-Bacillus subtilis BGSC-1A197 ve r-Bacillus subtilis
BGSC-1A751 ile sirastyla 0.026 kg/m’ ve 0.030 kg/m’ derisimlerinde hGH iiretilmistir.
Bu nedenle hGH iiretim potansiyeli %13.3 daha fazla olan r-Bacillus subtilis BGSC-

1A751 ile arastirma programina devam edilmesine karar verilmistir.

Literatiirde Bacillus tiirleri kullanarak hGH tiretimi ile ilgili yapilan iki ¢alismada
(Nakayama et al. 1988, Kajino et al. 1997) karbon kaynagi olarak glukoz igeren
kompleks ortam kullanilmistir. Uretilen hGH’nin proteazlar tarafindan pargalanmasim
engellemek icin proteaz aktivitesi diisiiriilmiis B. brevis 31-OK (Kajino et al. 1997)
kullanilmistir. 30 g/l polipepton P1, 2 g/l maya 6ziitii, 30g/1 glukoz, 0.1 g/l CaCl,.2H,O0,
0.1 g/ MgSO47H,0, 0.01 g/l FeSO4.7H,0, 0.01 g/ MnSO44H,O ve 0.01 g/l
ZnS04.7H,0 igeren kompleks iiretim ortaminda 0.148 kg/m’ hGH, bu ortamdaki
polipepton P1°i %3’ten %2’ye diisiiriilerek hGH derisimi 0.24 kg/m>ye artmistir.
Nakayama et al. (1988) ise B.subtilis MTS00 ile 10 g/l soytripton, 5 g/l maya oziitii ve
10 g/l NaCl iceren LB ortamda 0.04 kg/m3 derisiminde hGH elde etmislerdir.

Literatiirde r-Bacillus ile hGH iiretiminde en uygun karbon kaynaginin ve derisiminin
belirlenmesi ile ilgili ¢alisma bulunmamaktadir. Siireli yayin literatiiriinde r-Bacillus ile
hGH iiretiminde tamimlanmig ortam optimizasyonu ile ilgili c¢alisma da

bulunmamaktadir.

5.3 Oksijen Aktarim Karakteristikleri

Arastirma programinin ii¢lincii asamasinda laboratuvar Olcekte bulunan en uygun
kosullarda, Vg=550 cm® hacimli, mekanik karistirmal, pH, sicakhk, ¢dziinmiis oksijen
ve karistirma hiz1 kontrollii pilot dlgekli kesikli biyoreaktorlerde farkli hava giris ve
karistirma hizlarinda oksijen aktarim etkileri incelenmis, oksijen aktarimi ve biyoproses
karakteristikleri belirlenmistir. Oksijen aktariminin etkisinin incelendigi deneylerde
dinamik-yontem ile proses siiresince sivi faz hacimsal kiitle aktarim katsayis1 Kia ve
mikroorganizma oksijen tiiketim hizi —ro’da belirlenmistir. Ortama mikroorganizma

asilanmadan once (t<0 st’te) bulunan fiziksel kiitle aktarim katsayis1 Kia, yardimiyla
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artma faktorii E (=Kpa/Kra,), Da, 1 degerleri de belirlenerek sonuglar Cizelge 4.8°de

sunulmustur.

pH ve ¢oziinmiis oksijen derisiminin kalma siiresi ile degisimi genel olarak paralellik
gostermekte oksijen aktarim kosuluna da bagl olarak pH 6nce belli bir kalma siiresine
kadar farkli hizlarda azalmakta ve sonra da artmaktadir, ¢6ziinmiis oksijen derisimi de
once azalmakta, bir siire sabit kaldiktan sonra artmaktadir. hGH tiretim prosesi sonunda
pH degeri diismiistiir. Her hiicrenin belli bir hiicre-i¢ci pH degeri vardir ve hiicreler
yasamlarinin tiim evrelerinde hiicre-i¢i pH degerini sabit tutmaya ¢aligirlar. Bu nedenle
biyoproses ortam bilesimine ve buna paralel olarak hiicre-ici tepkimelere ve
mikroorganizmalarm bulunduklar1 evreye bagli olarak, mikroorganizmalar ya ortama
H" iyonu salgilarlar, iiretim ortam pH '1 diiser veya ortamdan H" iyonu transfer ederler
ve ortam pH "1 yiikselir. Karbon kaynagi olarak glukoz kullanilan iiretim ortaminda
ortam pH'1 kalma siiresiyle azalmis, bir baska deyisle hiicre-i¢i tepkimelerin olusumuyla

hiicreden ortama H" iyonu taginmstir.

Tiim oksijen aktarim kosullarinda t=4 st’ten sonra ¢6ziinmiis oksijen derisimindeki
artisin ortama eklenen proteaz inhibitoriinden kaynaklandigi goriilmiistiir. Qo/Vg= 0.5
vvm hava giris hizinda, hiicre derisimi karistirma hizimn N= 500 dk*den 700 ve 800
dk e artmasiyla artmistir. Sabit karistirma hizinda (N= 800 dk™) ise hava giris hizimin
Qo/Vr= 0.5 vvm’den 0.7 vvm’e artmasiyla hiicre derisiminde belirgin bir artis
gozlenmemistir. Uretim ortamina salgilanacak proteazlarin iiriinii parcalamasini
onlemek i¢in t=4 st’te eklenen proteaz inhibitoriiniin hiicre ¢ogalmasmi etkiledigi
goriilmuistlir. t=4 st’e kadar hizla artan hiicre derisimi proteaz inhibit6riiniin
eklenmesiyle durgunluk fazina ge¢mistir. Biyoprosesin t=24 st’inden sonra substrat
titketiminin azalmasiyla hiicre durgunluk fazina ulasmis, oksijen aktarim kosuluna goére
substrat tiikketim hiz1 ve hiicre cogalma hizi farkliliklar gostermistir. Biyoproses sonunda
oksijen aktarim kosullarina gére baglangi¢ glukoz derigiminin en fazla %98’i en az da %
88.27si tiiketilmistir. Diisiik oksijen aktarim kosulunda hGH {iretiminin de diisiik oldugu
goriilmisttr. LOT kosulundaki ile karsilastirildiginda hGH derisimi MOT1°de %33 ve
MOT2’de % 48.6 artmistir. N= 800 dk™' sabit karistirma hizinda ise hava giris hiz1 0.5

vvm’den 0.7 vvm’e arttiginda hGH derisimi % 14.3 azalmistir. Sonug¢ olarak en
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yiiksek hGH derismine (Chgu= 0.07 kg/m’) Qo/Vg= 0.5 vvm hava giris hizinda ve N=
800 dk™' karistirma hizinda MOT?2 *de ulasilmstir. Hiicre cogalmasi ile glukoz tiikketimi
paralellik gdstermistir. Tiim kosullarda hGH iiretimi hiicrenin {istel cogalma fazinda

baslamis ve durgunluk fazinda maksimuma ulagmaistir.

Siireli yayin literatiiriinde hGH’nin r-E. coli ile yari-kesikli biyoreaktorlerde iiretimi ile
ilgili calismalar bulunmaktadir (Jensen and Carlsen 1990, Shin et al. 1998a, Shin et al.
1998b, Byund et al. 2000, Caston et al. 2002, Tabandeh et al. 2004). Bu arastirmalarda
T=30-37 °C, pH=6.75-7.2, N>500 dk" ve Qo/Vg= 1-1.4 vvm isletim kosullarinda
karbon kaynagi olarak glukoz/gliserol kullanilarak sitoplazmik olarak hGH tiretilmistir.
r-E. coli ile hiicre-dist hGH iiretiminde oksijen aktarim kosullarinin incelendigi bir

calisma bulunmamaktadir.

Stireli yaym literattirtinde r-B.subtilis ile pilot 6lcekte hiicre-dist hGH tiretimiyle ilgili
bir ¢alisma bulunmaktadir (Nakayama et al. 1988). Fakat bu ¢alisma tek bir isletim
kosulunda gergeklestirilmistir. Nakayama et al. (1988), temel aldiklart pNPA225
plasmidinin sinyal peptidini de kullanarak gelistirdikleri phGH526 plasmidi ile tek
bir isletim kosulunda karbon kaynagi olarak glukozun kullamldig tanimlanmis ortamda
kesikli (Vg1 dm’ ) ve yari-kesikli biyoreaktorlerde (Vg =4 dm®) hiicre-dis1 hGH
tiretimini arastirmislardir. Bu ¢alismada isletim kosullart belirtilmemistir. Biyoproses
sonunda Vg= 1 dm® hacimli kesikli biyoreaktorlerde 0.006 kg/m3, Ve=1 dm® hacimli
yari-kesikli biyoreaktorlerde ise 0.04 kg/m3 hGH derisimine ulasiimistir. Bu yiiksek
lisans arastirmasinda ise Vg= 0.55 dm’® hacimli kesikli biyoreaktsrde Cpgy= 0.07 kg/m3
hGH derisimi elde edilmistir. Literatiirde daha ¢ok rekombinant plasmid gelistirilmesi
ile ilgili caligmalar bulunmaktadir fakat oksijen aktariminin hGH iiretimine etkileri ile

ilgili bir calisma bulunmamaktadir.

Calik er al. (2000) ayn1 subC sinyal peptidini kullanarak SAP iiretimini amacladiklari
calisma ile bu calisma kiyaslandiginda her iki biyomolekiiliinde hiicrenin durgunluk
fazinda sentezinin arttigi goriilmiistiir. Vg= 2.2 dm® hacimh kesikli biyoreaktorlerde
Qo/Vr= 0.5 vvm hava giris izt ve N= 750 dk” karistirma hizi oksijen aktarim

kosullarinda maksimum SAP iiretilmistir. Olgek biiylitme yonteminin sabit giic
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kriterlerinden (Rose 1981) yararlanilarak Vg= 0.55 dm® hacimli kesikli biyoreaktorde
N= 800 dk' karistirma hizindaki maksimum hGH derismine Vg= 2.2 dm’ hacimli
kesikli biyoreaktorde N= 577 dk™ karistirma hiziyla ulasilacagi hesaplanmistir. Bu
deger aym sinyal peptit ve iiretim ortam kullanarak (proteaz inhibitorii hari¢) SAP
tiretmis olan Calik er al. (2000)’1n arastirmalarinda belirledikleri optimum karigtirma
hizindan daha disiiktir. N=750 dk' karistirma hizinda Vg= 2.2 dm’® hacimh
biyoreaktorde tiretilen SAP*in derisimi Cgap =0.25-0.5 kg/m3 arasindadir. Bu yiiksek
lisans arastirmasinda pilot-6lcek biyoreaktor sistemiyle maksimum Npa,= 800 dk™
karistirma hizi saglanabilmistir. Karistirma hizinin artmasiyla hGH iiretimi arttifindan
ayni hava giris hizinda SAP iiretiminin maksimum oldugu N=750 dk™! karistirma hizi
saglanirsa hGH {iiretiminde artis beklenmektedir. SAP iiretim profilleri incelendiginde
(Calik et al. 2000) hGH’de oldugu gibi iistel ¢ogalma fazinda iiretime baslandigi ve
maksimum {iiretime duraklama fazinda ulasildigi gorulmiustiir. hGH ve SAP iiretim

profilleri benzerdir.

Oksijen aktarim kosuluna bagh olarak biyoreaktorde kalma siiresiyle hiicre-disina
aktarilan amino asitler ile organik asitler ve maksimum derisimleri Cizelge 5.1°de
verilmistir. Dort oksijen aktarim kosulunda da aromatik grubu amino asitlerden olan
fenilalanin, serin grubu amino asitlerden serin, alanin grubu amino asitlerden 16zin ve
aspartik asit grubu amino asitlerden aspartik asit ve izolozinin ortama aktarildigi
belirlenmistir. Biyoproses siiresince ortama aktarilan maksimum toplam amino asit
derisimi HOT ta Caa= 0.56 kg m”, minimum toplam amino asit derisimi ise MOT2’de
Caa= 0.46 kg m™’dir. Ortama aktarilan amino asit derisiminin az ve iiriin derisiminin
fazla olmasi bunlarin hGH’nin {iretiminde kullamildigint gostermektedir. Biyoproses
siiresince ortama aktarilan toplam organik asit derisimi incelendiginde; en yiiksek
derisim MOT1°de (Coa= 1.14 kg m™), en diisiik derisim ise HOT ta (Coa= 0.56 kg m™)
elde edilmistir. MOT2’de aktarilan maksimum toplam organik asit derisimi MOT1’den
azdir. Ortama salgilanan organik asitlerden biri de TCA dongiisti organik asitlerinden
siiksinik asittir. Tiim oksijen aktarim kosullarinda ortama aktarilmas1 TCA dongiiniin iyi
calismamasindan dolayidir. MOT1 ve MOT2 kosullar1 ortama aktarilan siiksinik asit
derisimi acisindan karsilastirildiginda; MOT1°de MOT2’den daha fazla derisimde
salgilanmasi TCA dongiisiiniin daha az etkinlikte calistigini ve hGH’nin yapisinda
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bulunan ve hiicre sentezi i¢in kullanilan amino asitlerin tiretiminin etkilendiginin
gostermektedir. Uretim ortamina yiiksek derisimde salgilanan diger bir organik asit
glukonik asittir. Orta oksijen aktarim kosulunda glukonik asit derisimi karistirma
hizinin artmasiyla azalmis ve Qo/Vg = 0.5 vvm, N= 700 dk! oksijen aktarim kosulunda
0.47 kg/m3 derisimde en ytiksek degerine ulasmistir (Sekil 4.42). Siireli yaymn
literatiiriinde hGH {iretiminde yan-iiriin olarak amino ve organik asitlerin incelendigi bir

calisma bulunmamaktadir.

Oksijen aktarim karakteristikleri

hGH iiretimi i¢in farkli oksijen aktarim kosullarinda sivi faz hacimsal kiitle aktarim
katsayist Kra ve oksijen tiiketim hizi -ro dinamik yontem ile deneysel olarak
belirlenmistir. Dort oksijen aktarim kosulundaki hiicre ve hGH derisim profilleri
dikkate alindiginda biyoproses bes periyoda ayrilmistir. Incelenen kosullardan Qo/Vg=
0.5 vvm hava giris hizinda N= 500 dk™ karistirma hizinda t>0.5 st kalma siiresinde
biyoproses ortamina gonderilen oksijenin mikroorganizma tarafindan tamamina
yakinmin tiiketilmesi nedeniyle sivi faz hacimsal kiitle aktarim katsayisi ve oksijen
tilketim hizi Periyot II, III, 1V ve V’te belirlenememistir. Ortama t=4 st’te eklenen
proteaz inhibitorii oksijen tiiketimini dolayisiyla ortamdaki ¢&ziinmiis oksijen derisimini
etkilemistir. Genel olarak Kpa kalma siiresiyle artmistir ve MOT1, MOT2 ve HOT
kosullarinda en yiiksek degerine Kpa= 0.018 s%e, t=7.0 st’te MOT2 de ulasilmistir. Her
periyottaki hiz kisitlayici basamagi belirleyebilmek icin OD ve OTR;.x degerleri
hesaplanmistir (Cizelge 4.8). Sabit hava giris hizinda beklendigi gibi oksijen tiiketim
hiz1 6nce artmakta sonra azalmaktadir. Oksijen tiiketim hizindaki artis t=4 st’te proteaz
inhibitorii eklenmesinden etkilenmistir. Tiim oksijen aktarim kosullarinda oksijen
tilketim hiz1 ilk saatlerde arttiktan sonra kalma siiresiyle azalmis ve oksijen aktarim
kosullarina bagl olarak en yiiksek degerine (—r,= 1.6 mol m> s’ ) MOT?2 kosulunda
Periyot II’de (t=7.0 st’te) ulagmistir.

Kimyasal tepkimeli kiitle aktarim hizinin maksimum fiziksel kiitle aktarim hizina orani

olarak tanimlanan artma faktorii E (=Kpa/Kpa,), incelenen farkli oksijen aktarim

kosullarinda ¢cogunlukla yavas tepkimeler i¢in beklendigi gibi bir mertebesinde; kalma
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stiresi ile degisimi ise kiitle aktarim katsayisinin degisimine paralel ve oksijen tiikketim
hizinin artmasiyla da artacak sekilde olmaktadir. Artma faktsrii (E) degeri MOT2 ve
HOT’un Periyot V’i disinda 1.0-2.3 arasinda degismistir. Bu durum, biyoreaktdrde
gergeklesen oksijen tiuketim hizinin fiziksel kiitle aktarim hizinda artmaya neden
oldugunu gostermektedir. Boyutlari film tabakasi mertebesinde olan mikroorganizma
partikiilleri de kimyasal tepkimeli kiitle aktarim hizinin fiziksel kiitle aktarim hizindan
biiyiik olmasina neden olabilmektedir (Beenackers 1993). MOT2 ve HOT’da Periyot
V’te, E<1 bulunmasimin nedeni dretim ortaminin biyoproses siirecinde reolojik

ozelliklerinin degisiminden ve K;a 'nin bu nedenle diismesindendir.

Maksimum tepkime hizinin maksimum kiitle aktarim hizina orani olan Damké&hler
sayist (Da) ve oksijen tilketim hizinin maksimum oksijen aktarim hizina orani olan
etkinlik sayisinin (1) kalma siiresi ile degisimi Cizelge 4.10°de verilmistir. Biyoproses
Periyot I’de biyokimyasal reaksiyon kisitlamali (Da<l1), Periyot II’de kiitle aktarim
kisitlamasi baslamaktadir (Da>>1). En yiiksek Da degeri MOT1 ve HOT kosullarinda
Periyot 1I’de bulunmustur. MOT2 kosulundaki Periyot I1I’tin Da degeri daha duisiiktiir.
MOT1, MOT2 ve HOT kosullarinda Periyot IV’de hem oksijen hem de biyokimyasal
reaksiyon kisitlamasi etkilidir. LOT kosulunda prosesin diger kalma siirelerinde
Damkohler sayist ve etkinlik faktoriiniin  hesaplanamamasimin  nedeni ortamdaki
¢Ozlinmiis oksijen degerinin ¢ok diisilk olmasindan dolayr oksijen tiiketim hizinin
Ol¢tilememesidir. Etkinlik sayis1 biyoproses siiresince azalmaktadir ve degeri 1.0°den
dusiiktiir. Bu da r-B.subtilis hiicrelerinin kullanabilecekleri oksijenden daha azinm

tilkettiklerini gostermektedir.

hGH iiretim prosesinde farkli oksijen aktarim kosullarinda gergeklestirilen deney
verileri kullanilarak sirasiyla Denklem (2.4), (2.5), (2.6), (E.5) ve (E.6) ile tiiketilen
substrat basina iiretilen hiicre ve hGH verimi (Yxss, Ypss), tiiketilen oksijen basina
tiretilen hGH verimi (Yp) ve iiretilen hiicre basina iiretilen hGH verimi (Yp/x)
hesaplanmis; sonuglar Cizelge 4.9°da verilmistir. Verim katsayilar1 her bir periyotta yer
alan bes noktada (=3, 9, 12, 15, 21 ve 27 st’te) hesaplanmistir. Verim katsayilari
proses siiresince salmm gostermistir ve en yiiksek degerlerine Yxs= 1.004 kg kg'1

(Periyot IV’te) ve Yp;s=0.647 kg kg'l (Periyot V’'te) MOT?2 kosulunda ulagilmistir, Tiim
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proses i¢in toplam Yx;s verim katsayisi oksijen aktarimin artmasiyla artmistir ve
ulagilan minimum ve maksimum degerler, sirasiyla LOT’ta 0.18 ve HOT’ta 0.28’dur.
Genel olarak tiiketilen oksijen basina hiicre verimi kalma siiresiyle artmistir.
Biyoproses siiresince hiicre derisimi ve spesifik ¢ogalma hizinin degisimi de Cizelge
4.10’da verilmistir. Maksimum spesifik ¢ogalma hizinin en yiiksek degerine L= 0.94
st! MOT1’de t= 0.5 st’te, en diisiik degerine ise Wmax= 0.87 st' MOT2’de t= 0.5 st’te

ulastimistir.

Arastirma grubumuzda Bacillus tiiri mikroorganizmalarla yapilan diger arastirmalar
(Calik et al. 2000) icin bulunan verim katsayilar1 ile hGH prosesi sonuglari mertebe

olarak uyumludur.

Uretilen hGH’nin aktif yapida olup olmadigini tespit etmek igin literatiirdeki hGH
arastirmalarinda da kullanilmis olan giivenilir bir yontem olan Western Blot ile
gerceklestirilmistir.  Poliklonal Rabbit Anti-Human Growth Hormone primer ve
Horseradish Peroxidase Label Goat-Anti Rabbit IgG (H+L) sekonder antibodi’leri
kullanilarak  gergeklestirilen Western Blot analizi sonucunda hGH bandi
gozlemlenmistir. Bu sonug¢ dogala 6zdes yapida hGH hiicre-dis1 diretiminin

gerceklestigini gostermistir.

Metabolik aki analizi

Bu yiiksek lisans ¢aligmasi hGH tiretimiyle ilgili yapilmis olan ilk metabolik aki analizi
calismasidir. Calik (1998) tarafindan serin alkali proteaz iiretimi icin gelistirilen
Bacillus licheniformis igin 105 metabolit ve 147 tepkimeden olusan matematik model,
Bacillus subtilis icin modifiye edilerek kullanilmistir. LOT, MOT1, MOT2 ve HOT
kosullar i¢in metabolik yolizi analizi yapilmis ve kalma siiresiyle metabolik yolizi
tepkimelerinin hizlarimin degisimi ve dagilimlart belirlenmistir. Hiicre ve hGH derisim
profilleri dikkate alinarak proses bes periyotta ayrilmistir. Her bir periyotta yer alan t=3,
9, 15, 21, 27 st kalma siirelerinde analiz gergeklestirilmistir. Glukoz karbon
katabolizmasina glikoliz yolizinden girmektedir. Glikoliz yolizi amino asitlerin ve hiicre

bilesenlerinin girdileri olan G6P, F6P, T3P, PG3 ve PEP diiretimi icin Onemlidir.
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Glikoliz yolizi tiim kosullarda gergeklesmistir. TCA dongiisiiniin hiz1 hiicrelerin enerji,
dolayisiyla ATP gereksinimine baghdir; ATP fiiretiminde oksijen yiiriitlicii kuvvet
olarak gorev yapmaktadir. Hiicreler enerjiye gereksinim duyduklarinda TCA dongiisii
tamamlanmakta; Icit, ’KG'e oksidatif olarak dekarboksile olmaktadir. Hiicreler enerjiye
gereksinim duymuyorlar ise gliksolat sontii aktif olarak calismakta; Icit, Suc ve Glx'a
doniismektedir. LOT ta Periyot IV’te, MOT’ta Periyot III’te, MOT2’de Periyot II ve
IV’te, HOT ta Periyot II ve III'te sadece TCA dongiisii; MOT2’de Periyot V’te sadece
gliksolat sontiinde; LOT’ta Periyot [ ve IlI'te, MOT1°de Periyot 1I’'de, MOT2’de
Periyot I ve III'te ve HOT’ta Periyot IV ve V’te ise hem TCA dongiisii hem de
gliksolat sontii aktiftir. Karbon kaynagi olarak glukoz kullanilmasiyla kalma siiresiyle
ATP iiretim hiz1 6nce artmis sonra azalmis ve en son olarak tekrar artmistir. ATP iiretim
hiz1 oksijen aktarim kosullarindaki hiicre ve hGH derisim profilleri ile orantilidir.
Hiicre olusum hizlarinin kalma siiresi ile degisimi hiicre derigim profilleri ile benzerlik

gOstermistir.

Tiim kosullarda aspartik asit, glutamik asit ve histidin grubu amino asit ana yolizlerine
giden akilar genelde yiiksektir; ancak alanin ve serin grubu amino asitlerine giden
akilar genelde diisiiktiir. hGH yapisinin % 3.7’sini alanin ve % 4.2’sini glisin
olusturmas1 nedeniyle bu amino asitlerin olusum tepkimeleri {iretim agisindan muhtemel
bir darbogaz olusturmaktadir. Genel olarak tiim periyotlarda aromatik amino asitlerin
olusum akilan diistiktiir. hGH yapismin % 11.51°ni Tyr+Trp+Phe olusturmaktadir.
Dolayisiyla aromatik amino asit olusum tepkimeleri iiretim agisindan muhtemel bir
darbogaz olusturmaktadir. Toplam aromatik amino asit yolizindeki E4P+PEP’ten
DAHP olus (R70) akismin arttirilabilmesi i¢in bu tepkimeyi katalizleyen = DAHP
sentetaz enzimini kodlayan aroA geni ile serin grubu amino asitlerden Gly olug (R51)
tepkimesini  katalizleyen enzimi kodlayan geninin birlestirilmesi sonucunda
olusturulacak ikili gen gelistirilen r-pMK4 plasmidine klonlanarak bu darbogaz

asilabilir.

Metabolik yolizi analizi sonucunda hGH verim ve secimliliginin artirilabilmesi icin hiz

kisitlayict basamaklarin (Ala, Gly, Tyr ve Trp tiretimi) dogrulugu ispatlandiktan sonra
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uygun bir molekiiler tasarimin gerceklesmesi gerekmektedir. Kompleks ortam tasarimi

ile hGH verim ve se¢imliligine etkilerinin incelenmesi gerekmektedir.

r-B.subtilis ile hGH {iretiminde oksijen aktarim etkilerinin incelendigi, yan-iiriin
dagilimlarinin, verim katsayilarmin ve metabolik yolizi akilarinm belirlendigi bir
calisma bulunmamaktadir. Bu arastirma terapatik protein iiretimi ile ilgili metabolik
yolizi miihendisliginin kullamldigr ilk calismadir. Endiistriyel bir enzim olan serin alkali

proteaz iiretiminde ilk defa metabolik aki analizi kullanilmistir (Calik et al. 1999).

5.4 Hibrit-gen —pre(subC)::hGH Iceren ve icermeyen pMK4 Tasiyan B. subtilis

ile h\GH Uretim ve Biyoproses Karakteristiklerinin Kiyaslanmasi

hGH tiretimi i¢in pilot 6lgek deneylerin sonucunda belirlenmis olan en uygun oksijen
aktarim kosulunda (Q./Vr =0.5vvm ve N=800 dk™) hibrit-genin hiicre iizerindeki
etkilerini arastirmak amaciyla -pre(subC)::hGH::pMK4 ve pMK4 plasmidli
mikroorganizmalarla Vg=0.55 dm3, Cso=8 kg m'3, pH.=7.25, T=37°C tepkime
kosullarinda deney gergeklestirilmistir.

Biyoproses siiresince pH’in kalma siiresi ile degisimi (Sekil 4.45) incelendiginde; her
iki proses icinde ortam pH’nin proteaz inhibitoriiniin eklendigi zamana (t=4 st) kadar
hizl1 (t=0-4 st) sonra daha yavag (t=4-22 st) azaldig1 ve bir minimum degere ulastiktan
sonra arttig1 goriilmektedir. pH degerindeki azalma amino asitlerin salgilandig {istel
cogalma fazinin sonuna kadar devam etmistir. Hiicreler durgunluk fazina gecince
ortamdaki amino asitlerin hGH tiretiminde kullanilmasi artmis oldugundan yani hGH
tiretimi arttigindan ortam pH’1 artmaya baslamistir. P1°deki hiicre derisiminin P2’den
fazla olmasi nedeniyle pH degerinde daha fazla azalma goriilmiistiir. Proses sonunda
ortamin pH degeri P1 ve P2 kosullarinda sirasiyla 6.68 ve 6.98 olarak kalmigtir. pH

degerindeki azalma hiicreden ortama H* iyonunun tasindigii gostermektedir.
Coziinmus oksijen derisiminin zamanla degisimi incelendiginde; P2 prosesinde t=18

st’e kadar belli bir degerde kaldiktan sonra arttig1 ve proses sonuna dek bu degerde

kaldig, hibrit gen iceren P1 prosesinde ise ¢oziinmiis oksijen derisimi t=18 st’e kadar
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Co= 0.12-0.064 mmol/l araliginda kaldiktan sonra sifira ¢ok yaklastigi ve iistel
cogalma fazinin bitmesiyle artarak proses sonuna dek bu degerde kaldigi goriilmiistiir.
P1 ve P2’nin hiicre ¢ogalmalan karsilastirldiginda; P1°de ikili ¢ogalma fazlarinda
¢oziinmiis oksijen derisiminin daha diisiik olmasi hiicre ¢ogalmasi ve hGH iiretimi i¢in

oksijen ihtiyacinin yiiksek oldugunu gostermistir.

Sekil 4.46 incelendiginde P2’de hiicrenin iistel ¢cogalma fazini daha erken (t=12 st’te)
tamamladig1 ve hiicre derisiminin (Cx= 1.2 kg m'3) daha diisiik oldugu goriilmiistiir.
Bu sonug hibrit genin hiicre ¢ogalmasini arttirdigir fakat proses stiresini uzattigini
gbstermistir. Biyoproses sonunda P2 prosesinde glukozun % 85°i tiiketilmistir. Ustel
cogalma fazinda glukoz tiikketimi artmis, duraklama fazinda ise azalmistir. Hibrit gen
iceren pMK4 ile tiretimde ikili ¢ogalma goriilmekte ve glukoz tiikketimi de buna paralel

olarak artmistir.

Biyoproses siiresince ortama salgilanan amino asitler serin, 16zin, isoldzin, glisin ve
fenilalanindir. P2 prosesinde ortamda en yiiksek derisimde bulunan amino asit
fenilalanin iken P1°te 16zindir. Genel olarak P2’deki amino asitlerin derisimleri daha
dusiiktiir. Hiicre derisimleri de dikkate alindiginda P1 prosesinde amino asit
derisimlerindeki azalma iiriin iiretiminin gerceklestigini gostermektedir. P2’de iiretim
ortamina organik asitlerden glukonik ve siiksinik asit salgilanmistir. P2 prosesinde
salgilanan siiksinik asit derisiminin P1°den fazla olmasi nedeniyle TCA dongiisiiniin
etkinligi daha da azdir. Hibrit gen ortama aktarilan toplam organik asit derisimleri
incelendiginde (Cizelge 4.13); prosesin farkh evrelerinde farkli durumlarin gézlendigi
fakat hiicre c¢ogalmalar1 dikkate alindiginda genelde hibrit genin bulundugu P2
prosesinde ortama daha fazla miktarlarda organik asit aktarildigi; en yiiksek toplam

organik asit derisimi t= 15 st’te Cpa=1.04 kg/m3’e olarak bulunmustur.

Cizelge 4.14 incelendiginde s1vi tarafi kiitle aktarim katsayis1 Kpa’nin her iki proseste
da Periyot I'de arttigi goriilmiistiir. Maksimum Kpa= 0.028 s™' degerine P2’deki Periyot
I’de ulasilmistir. Da sayisi sadece Periyot I’de hesaplanabilmistir ve bu periyotta proses
biyoreaksiyon kisitlamahdir (Da<<I). Prosesin diger kalma siirelerinde Da sayis1 ve

etkinlik faktoriiniin hesaplanamamasinin nedeni hiicrenin kisa siirede iistel ¢ogalma
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fazin1 tamamlayip durgunluk fazina ge¢mesinden dolay1 tiiketilen oksijen basina hiicre
veriminin bulunamamasidir. P2’de Periyot I'de etkinlik degeri 1.0 olarak bulunmustur.
Coztinmis oksijen profillerinde de goriildiigii gibi hibrit gen iceren plasmidle iiretimde
ortamda bulunan ¢oziinmiis oksijen derisimi daha fazladir. t=4 st’te eklenen proteaz

inhibitoriiniin r-pMK4 tizerindeki etkisi daha fazladir.

Metabolik Yolizi Miihendisligi Analizi

Bu yiiksek lisans g¢alismast hibrit gen —pre(subC)::hGH igeren icermeyen pMK4 ile
hGH iiretimi konusunda yapilmis olan ilk Metabolik Yolizi Miihendisligi ¢alismasidir.
Calik (1998) tarafindan serin alkali proteaz iiretimi icin gelistirilen Bacillus
licheniformis i¢in 105 metabolit ve 147 tepkimeden olusan matematik model, Bacillus

subtilis i¢in modifiye edilerek kullanilmistir.

P1 ve P2 kosullari i¢in metabolik yolizi analizi yapilmis ve kalma siiresiyle metabolik
yolizi tepkimelerinin hizlarmin degisimi ve dagilimlar1 belirlenmistir. Glikoliz yolizi
amino asitlerin ve hiicre bilesenlerinin girdileri olan G6P, F6P, T3P, PG3 ve PEP
tiretimi i¢in 6nemlidir. Glikoliz yolizi iki kosulda da beklendigi gibi aktiftir.

Hiicreler enerjiye gereksinim duyduklarinda TCA dongiisii tamamlanmakta; Icit,
aKG'e oksidatif olarak dekarboksile olmaktadir. Hiicreler enerjiye gereksinim
duymuyorlar ise gliksolat sontii aktif olarak c¢aligmakta; Icit, Suc ve Glx'a
dontismektedir. P1°de Periyot 1l ve 1V’te, P2’de Periyot 1V’te sadece TCA dongiisii;
P1’de Periyot V’te ve P2’de Periyot 11, 11l ve 1V’te sadece gliksolat sontii; P1°de Periyot
I ve IIT’te ise hem TCA dongiisii hem de gliksolat sontii aktiftir. Karbon kaynagi olarak
glukoz kullanilmasiyla kalma siiresiyle ATP {iretim hiz1 6nce artmis sonra azalmis ve en
son olarak tekrar artmistir. Hiicre olusum hizlarimin kalma siiresi ile degisimi hiicre
derisim profilleri ile benzerlik gdstermistir. Organik asit profillerinden de goriildiigii
gibi TCA dongiisiinde tepkimeler P2’de Periyot LIl ve I1I'te Mal olusumuna, Periyot V
ise Suc olusumuna kadardir. P1°de ise ilk dort periyotta TCA tamamlaniyor, Periyot
V’te ise Suc olusum tepkimesine kadar tepkimeler gerceklesiyor. P1°de TCA’da Suc

olus tepkime akist Fum olus akisindan daha fazladir.
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P1’de P2’ye gore aspartik asit, glutamik asit, serin ve histidin grubu amino asit
yolizlerine giden akilar genelde daha yiiksektir; ancak alanin ve aromatik amino asit
grubuna giden akilar genelde diisiiktiir. Hibrit gen hiicre derisimini ve aspartik asit ,

glutamik asit, serin, histidin tepkime akilarin1 artirmistir.

5.5 Uretim Ortamina Eklenen Amino Asitlerin hGH Uretimine Etkileri

Besinci asamada belirlenen en iyi oksijen aktarim kosulunda iiretim ortamma farkl
zamanlarda (t.= 0 ve 24 st’te ) C= 2.5 mM derisimde eklenen serin, aspartik asit, 16zin+

valin ve glutamik asitin hGH iiretimine etkisi incelenmistir.

te= 0 ve 24 st’te amino asit eklenen ortamlarla referans ortama benzer pH ve ¢6ziinmiis
oksijen derisim profilleri elde edilmistir. Biyoproses siiresince minimum pH degerine
aspartik asitli, 16zin+valinli ve referans ortamlarda igin t=22 st’te (sirasiyla pH=6.36.
6.54 ve 6.6 ); glutamik asitlide t= 20 st’te (pH=6.54) ve serin igeren iiretim ortaminda
ise t= 24.5 st’te (pH=6.53) ulasilmistir. t.= 24 st’te eklemenin gergeklestirildigi
proseslerde ortam pH’1 amino asit karigimi. 16zin+valin eklenmesi ve referansa gore

stirastysa 7.03. 6.79 ve 6.6 olarak Sl¢iilmiistiir.

te= 0 ve 24 st’te eklenen amino asite gore elde edilen maksimum hiicre derigimi
sirastyla Cx= 2.3 kg/m3 (te= 0 st’te glutamik asit eklenmesinde) ve Cy= 2.1 kg/m3 (te=0
st’te amino asit karisimi eklenmesinde)’dir. t.= O st’te eklenen serin ve 16zin+valin

amino asitleri hiicre ¢ogalmasi iizerinde inhibisyon etkisi yapmistir.

Biitiin kosullardaki glukoz derisim profilleri incelendiginde baslangi¢ glukoz
derisiminin yaklasik olarak % 85- 99°unun tiiketildigi goriilmiistiir. hGH derisimleri
incelendiginde; tiim kosullarin hGH iiretimini inhibe ettigi goriilmiistiir. te= O st’te serin,
aspartik asit, 16zin+valin, glutamik asitin eklenen kosullarda hGH tiretiminde % 5.7,
34.28, 42.86 ve 48.43 kat azalma goriilmiistiir. hGH derisimi t.=24 st’te eklenen amino
asit karigim1 ve l6zintvaline gore sirasiyla % 25.7 ve 31.4 kat azalmistir. Ancak t.=0

st’te eklenen 16zin+valinde ise % 42.8 kat azalma goriilm{istiir. Bu da t.=0 st’te eklenen
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16zin+valinin inhibisyon etkisinin daha fazla oldugunu gostermistir. Sonug olarak en
fazla iiriin inhibisyonuna t.= 0 st’te eklenen glutamik asit neden olmustur. Sekil 4.62.b
ve 4.62.c’den de goriildiigli gibi Periyot V’te serin eklenen ortamin r, ve qp’si
referanstan daha yiiksektir. Diger eklenen amino asitlerle kiyaslandiginda da ayni sonug

elde edilmistir.

te=0 ve 24 st’te amino asit eklenmesi sonucunda ortama fenilalanin, 16zin, izolozin,
glisin, serin ve amino asitleri salgilanmigtir. Tiim kosullarda siiksinik asit salgilanmasi
gergeklesmistir. TCA dongiisiindeki organik asitlerden biri olan siiksinik asit
derisimindeki artis dongiiniin etkin ¢alismadigini gostermektedir. Ortamlardaki derisimi
yiiksek olan diger bir organik asitte glukonik asittir. Tiim kosullarda ortama salgilanan

organik asit ve amino asit derisim profilleri salinim g&stermistir.

Metabolik Yolizi Miihendisligi Analizi

te=0 st'te Cs,=2.5 mM derisiminde serin eklenmis ortam referans ortam ile
kiyaslandiginda; hGH derisiminde % 5.7°lik azalma goriilmiistiir (Sekil 4.55.a). hGH
iretim hizinin kalma siiresiyle degisimini gosteren Sekil 4.55.b incelendiginde; serin
eklenen ortamda hGH iiretim hizi Periyot I-1V arasinda daha az olmasina ragmen
Periyot V’te ise daha fazladir. Sekil 4.55.c’den de goriildiigii gibi Periyot V’te qp degeri
serin eklenen ortamda daha yiiksektir. Bu nedenle hiicre-i¢i tepkime akilarinin ayrintili
olarak incelenebilmesi i¢in bu kosulda metabolik aki analizi gergeklestirilmistir. Calik
(1998) tarafindan serin alkali proteaz tiretimi icin gelistirilen Bacillus licheniformis igin
105 metabolit ve 147 tepkimeden olusan matematik model, Bacillus subtilis icin
modifiye edilerek kullamlmistir. Diger amino asitlerin eklendigi ortamlarda hGH
iretim hizinda artis gdzlenmemistir. Bu nedenle bu kosullar i¢in metabolik aki analizi

gerceklestirilmemistir.

Glikoliz yolizi amino asitlerin ve hiicre bilesenlerinin girdileri olan G6P, F6P, T3P, PG3
ve PEP iiretimi i¢in 6nemlidir. Glikoliz yolizi iki kosulda da aktiftir. Pentoz fosfat yolizi
icin dallanma noktas1 olan R5P, Ser eklenende Periyot III, I[V’te ve P1’de I, IIT’te
sadece F6P’tan, Ser eklenende Periyot I’de ve P1’de Peryot V’te sadece G6P’den, Ser
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eklenende Periyot 1I, V’te ve Pl’de II, IV’te ise her ikisinden de iiretilmistir. Ttuim
kosullarda PFY aktiftir. TCA dongiisii sadece Pl1°deki Periyot V’te Suc olus
tepkimesine kadar gergeklesmekte diger kosullarda ise aktiftir. t.=0 st’te serin
eklenmesi sonucunda Periyot V'te TCA dongiisii aktif olmustur. Gliksolat sontii P1°de
Periyot Il ve IV disinda aktiftir. Karbon kaynagi olarak glukoz kullanilmasiyla kalma

siiresiyle ATP iiretim hizi salinim g6stermistir.

hGH iiretim hizimn arttigi Periyot V’te Ser eklenen kosuldaki serin grubu amino
asitlerin ve 16zint valin olus akilar1 referansa gore artig1 goriilmiistiir. Serin eklenen
kosulda ilk dort periyotta glutamik asit, aspartik asit, serin- ve alanin- grubu, aromatik
amino asit grubuna giden akilarin daha yiiksek oldugu goriilmiis. hGH olusum
profillerinden de goriildiigii gibi referensta hGH derisimi daha yiiksek oldugundan bu

beklenen bir durumdur.

5.6 Sonuclar

Bu yiiksek lisans arastirma programi ile elde edilen sonuglar toplu olarak asagida

verilmistir.

1. hGH’nin hiicre-dis1 iiretilebilmesi i¢in Bacillus hiicre-disi enzimi serin alkali
proteaz (SAP) geninin (subC) pre- sinyal dizini hGH gen dizininin Oniine
entegre edilerek olusturulan hibrit gen once pUCI19 E. coli plasmidine
klonlanmis, sonra da pMK4 E. coli-Bacillus shuttle plasmide sub-klonlama
vapilmis ve rekombinant DNA —pre(subC)::hGH::pMK4 farkli Bacillus

tiirlerine aktarilarak rekombinant Bacillus subtilis tiirleri elde edilmistir.

2. Uretim ortamma eklenen proteaz inhibitorii ve baslangic glukozun
derisimlerinin etkisi incelenmis; En yiiksek Cygy= 0.03 kg/m3 hGH derisimine

Bacillus subtilis BGSC-1A751 ile Cgo= 8.0 kg/m’ glukoz derisiminde ortama

7.44 uM proteaz inhibitdr derisiminde ulasilmistir.
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3. Laboratuvar dlgekte bulunan en uygun kosullarda, Vg=0.550 dm’ hacimli,
mekanik karigtirmali, pH, sicaklik, ¢6ziinmiis oksijen ve karistirma hizi
kontrollii pilot-6lgek kesikli biyoreaktorlerde farkli hava giris (Qo/Vr= 0.5 ve
0.7 vvm) ve karistirma hizlarinda (N= 500, 700 ve 800 dk™) oksijen aktarim
etkileri yan driin dagihmlar ile birlikte incelenmis, oksijen aktarim ve
biyoproses karakteristikleri belirlenmistir. En yiiksek hGH derisimine (Cphgu=
0.07 kg/m3) Qo/Vgr= 0.5 vvm, N= 800 dk™' kosulunda ulasiimistir. 143 tepkime
ve 105 metabolitten olusan hiicre-i¢i tepkime sistemi i¢in matematik model
olusturulmus ve reaksiyon miihendisligi  prensipleriyle tepkime akilar
hesaplanarak sonuglar yorumlanmistir. Buna gére metabolik yolizi miithendisligi
analizi ile hGH iiretiminde yetersiz kisitlayici basamagin aromatik amino asit
(Tyr+Trp+Phe) ve Ala iretiminin hiz kisitlayict basamak olusturabilecegi

bulunmustur.

4. Belirlenen en iyi oksijen aktarim kosulunda hibrit gen igeren (-
pre(subC)::hGH::pMK4) ve icermeyen (pMK4) plasmidli Bacillus BGSC-
1A751 ile iretim deneyi gerceklestirilerek —pre(subC)::hGH hibrit genin etkisi
incelenmistir. hGH’nin hiicre ¢ogalmasint ve buna bagh olarak glukoz
titketimini artirdig1 goriilmiistiir. 149 tepkime ve 109 metabolitten olusan hiicre-
ici tepkime sistemi icin matematik model olusturulmus ve reaksiyon
mithendisligi prensipleriyle tepkime akilar1 hesaplanarak sonuglar

yorumlanmistir.

5. Belirlenen en iyi oksijen aktarim kosulunda iiretim ortamina farkli zamanlarda
(te= 0 ve 24 st’te ) C= 2.5 mM derisimde eklenen serin, aspartik asit, 16zin+
valin ve glutamik asitin iiretime etkisi arastirilmis ve hGH derisimini sirasiyla
te= 0 st’te % 6.1, 34.3, 42.4 ve 48.4, t.= 24 st’te cklenen karigimlari ve

16zin+valinin ise % 25.7 ve 31.4 azalttig1 bulunmustur.
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5.7 Hedeflenen Calisma

1.

Rekombinant hGH iiretimine oksijen aktariminin etkileri incelendikten sonra iki
basamakli oksijen aktarim stratejisi Onerilmistir. Periyot [-1ll arasinda diisiik
glukoz tiiketimiyle yiiksek hiicre ¢cogalmasi ve diisiik organik asit olusumunun
gergeklestigi HOT kosulu, Periyot IV ve V’te ise hGH {iiretiminin yiiksek (Yp/x
ve Yps'nin yiiksek, ortama salgilanan amino asit derisimi diisiik) oldugu MOT?2

kosulunun uygulanmasi 6nerilmistir.

Metabolik yolizi analizi sonucunda hGH verim ve secimliliginin artirilabilmesi
icin hiz kisitlayic1 basamaklarin (Ala, Gly, Tyr ve Trp tretimi) dogrulugu
ispatlandiktan sonra uygun bir molekiiler tasarimin gerceklestirilmesi

onerilmektedir.

Kompleks ortam tasarimi ile hGH verim ve se¢imliligine etkilerinin incelenmesi

gerekmektedir.
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EK 1 Genetik Miihendisligi Arastirma Programinda Kullanilan Cézeltilerin

Bilesimi
LB
Soytripton 10 kg m”
Maya oziitii 5kgm”
NaCl 10 kg m”
LBA
Soytripton 10kg m”
Maya oziitii 5kg m*
NaCl 10 kg m”
Agar 15 kg m”
COZELTI 1
Glukoz 50 mM
Tris-HCI1 (pH=8.0) 25 mM
EDTA 10 mM
COZELTI 11
NaOH 02N
SDS 1%
COZELTI 111
Potasyum asetat 5SM
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”
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EK 1 Genetik Miihendisligi Arastirma Programinda Kullanilan Cézeltilerin

Bilesimi (devam)

TSE

Tris HCI, pH= 8.0 10 mM

NaCl 300 mM

EDTA 10 mM

COZELTI A

Tris HCI, pH= 8.1 10 mM

EDTA 10 mM

NaCl 50 mM

Sakkaroz 8% (W/v)

COZELTI B

SDS 1% (w/v)

NaOH 02M

COZELTI C

Potasyum asetat 5M

Asetik asit 60 ml

dH,O 100 ml'ye
tamamlanir

10X TE

Tris-HCl 0.1M

EDTA pH=7.5 0.01M
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EK 2 Mikroorganizma Derisimi I¢cin Kalibrasyon Egrisi

Absorbans

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
C,, kg/m?

Sekil 1 Mikroorganizma kalibrasyon egrisi

Kalibrasyon dogrusunun egimi, m=0.309 kg/m3

Cx (kg/m’) = Abs-0.0223 x (SO)
1.8538
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EK 3 Glukoz Derisimi icin Kalibrasyon Egrisi

0.9

0.8 |

0.7

06 |

05

0.4

absorbans (505nm)

0.3 |

0.2 |

0.1

Cs, kg/m®

Sekil 1 Glukoz kalibrasyon egrisi

Kalibrasyon dogrusunun egimi, m=0.1061 kg/m’
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EK 4 Glukoz Analiz Cozeltisi

Analiz Cozeltisinin Hazirlanmasi

1. Glukoz oksidaz (900U), peroksidaz (500U) ve 4-aminoantipirin (10mM) iceren
karistm son hacmi 100 ml olacak sekilde fosfat tamponu (150 mM, pH=7.5) veya
fenol (4mM) ile tamamlanir.

2. Hazirlanan ¢ozelti 1 dk. Karistirilir.

Glukoz Standart Cozeltisinin Hazirlanmasi
1. 10 ml 10 kg/m’ derisiminde stok glukoz ¢zeltisi hazirlanir.

2. Bu ¢ozeltiden 0.5, 1, 1.5,2, 4, 6 ve 8 kg/m3 derisiminde standart glukoz ¢ozeltileri

hazirlanir.
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EK 5 CE Enzim Analizi Ornek Elektroferogrami
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EK 6 hGH Derisim Kalibrasyonu

120000

100000 |

80000 |

60000

Alan

40000 (

20000

0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25
Chcn» ka/m?

Sekil 1 hGH derisim kalibrasyonu

Kalibrasyon dogrusunun egimi, m=2x10° kg/m3
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EK 7 SDS-PAGE ve WESTERN-BLOTT yontemlerinde kullanilan c¢ozeltileri

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¢g
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 ¢

Su

10X Kosturma Tamponu: 1 L

Trizma base (= 0.25 M) 303 ¢
Glisin (= 1.92 M) 144 g
SDS (= 1%) 10g
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EK 7 SDS-PAGE ve WESTERN-BLOTT yéntemlerinde kullanilan ¢ozeltileri

(devam)

10X Transfer Tamponu: 1L

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

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 0.5L

PBS-Tween 20 (PBST) Cozeltisi (% 0.1’lik)

Na,HPO, 115¢g

NaH,PO, 2.969 g
NaClI 584 ¢
Tween 20 1 ml
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EK 8 Serin Alkali Proteaz (SAP) Aktivitesi Kalibrasyonu

2.5

20

15

Absorbans
*

1.0

0.5 |

0.0

0.0 0.5 1.0 1.5 20 25 3.0
CTirozm’ Urnol/Cn'Tz

Sekil 1 SAP kalibrasyonu

SAP aktivitesi; enzimin kazein ile enzimatik hidrolizi sonunda aci§a c¢ikan
hidrolizatlarin absorbansinin dl¢iilmesi ile belirlenmektedir. Enzimatik hidroliz sonunda
acgiga ¢ikan hidrolizatlar arasinda 275 nm’de absorpsiyon yapan amino asit tirozindir.
Bu nedenle farkli derisimlerde hazirlanan tirozin derisimlerine karsi 275 nm dalga
boyunda absorbans Ol¢limleri okunmustur. Elde edilen verileri ve aktivite denklemi

asagida verilmistir.

A = [(EgimxAbsorbans)xSeyreltme faktorii]x (10'3nm01/ 1umol) x[1U/(4nmol/dk)]x(1/20dk)

324



EK 9 Dinamik Yontem ile Sivi Faz Kiitle Aktarim Katsayisi1 ve Mikroorganizma

Oksijen Tiiketim Hizinin Belirlenmesi

Ortama verilen hava kesildiginde elde edilen (t; Co) grafiginde azalan dogrusal iligskiden
-ro degeri bulunur. ((dCy/dt-r,); C,) grafigi cizilir. Dogrunun egimi -1/Kpa degerini
verir. Asagida Q/V=0.5 vvm ve N=700 dk', Vg=0.55 dm’, T=37°C ve t=0.5 st

kosullarinda uygulanan Dinamik Y&ntem sonuglar ile ilgili hesaplamalar gosterilmistir.

0,30
0.25 Egim=-r,
-1,=6.0%10™* mol s!
0,20 K
g 015 4
o 3
S \
3
0,10 \ N
3
*
0,05 N
0,00 L L L
0 200 400 600 800
ts

Sekil 1 Coziinmiis oksijen derisiminin t ile degisimi. Cgo=8 kg m>, pHo=7.25, T=37°C,
Vr=550 cm’, Qo/Vr= 0.5vvm, N=700 dk ™', t=0.5 st

0,25
0,20
¢
T 015 | .
g °
& 010 | Egim=-1/K.a N
=-62,501 s .
K;a=0.016 s
0,05
0,00

0 0,0005 0,001 0,0015 0,002 0,0025 0,003
(dCy/dt)-r,, mol m? s

Sekil 2 Sivi faz hacimsal kiitle aktarim katsayisinin belirlenmesi. Cgo=8 kg m'3,
pH,=7.25, T=37°C, Vg=550 cm’, Qo/Vg= 0.5vvm, N=700 dk ', t=0.5 st
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EK 10 Primerlerin Tasarimi

1. —pre(SubC) ileri Primeri

getctagagegeaatcteetgteattcg
Position & Length

of fragm.
1 28

Td [°C]=78.3
AG(kcal/mol)= -48.5
AH(kcal/mol)=-213.8
AS (eu)=-547.6

GCTCTAGAGCGCAATCTCCTGTCATTCG
CGAGATCTCGCGTTAGAGGACAGTAAGC

Dimer formation:
5' GCTCTAGAGCGCAATCTCCTGTCATTCG 3'

3' GCTTACTGTCCTCTAACGCGAGATCTCG 5'

Self-complementarity:
5" GCTCT -'

3' GCTTACTGTCCTCTAACGCGAGA-

2. —pre(SubC) Geri Primeri

ggtatagttgggaaagcagaageggaatcg
Position & Length
of fragm.
1 30

AG(kcal/mol)= -54.3
AH(kcal/mol)= -242.9

! Td [°C= 80.0
! AS (eu)= -625.4

GGTATAGTTGGGAAAGCAGAAGCGGAATCG
CCATATCAACCCTTTCGTCTTCGCCTTAGC

Dimer formation:
5' GGTATAGTTGGGAAAGCAGAAGC 3'

3' GCTAAGGCGAAGACGAAAGGGTTGATATGG 5'
Self-complementarity:
5' GGTATAGTTGGH

3' GCTAAGGCGAAGACGAAAG-
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EK 10 Primerlerin Tasarimi (devam)

3. hGH ileri Primeri

gcttctgetttcccaactataccactatctc
Position & Length
of fragm.
1 31

: Td [°C]=74.4
i AG(kcal/mol)= -49.4

i AH(kcal/mol)= -232.9
i AS (eu)=-607.9

GCTTCTGCTTTCCCAACTATACCACTATCTC
CGAAGACGAAAGGGTTGATATGGTGATAGAG

Dimer formation:
5' GCTTCTGCTTTCCCAACTATACCACTATCTC 3'

3' CTCTATCACCATATCAACCCTTTCGTCTTCG 5'

Self-complementarity:
5" GCTTCTGCTTTCCCAACTATACCH

3 CTCTATCA—J
4. hGH Geri Primeri I

geggatcegeactggggaggggteac
Position & Length

of fragm.
1 26

AG(kcal/mol)= -53.9
AH(kcal/mol)= -217.5

i Td [°C]=87.5
i AS (eu)=-542.7

GCGGATCCGCACTGGGGAGGGGTCAC
CGCCTAGGCGTGACCCCTCCCCAGTG

Dimer formation:
5' GCGGATCCG|C|A|C|T|G|G|G|G|A|GGGGTCAC 3'

3' CACTGGGGAGGGGTCACGCCTAGGCG 5'

Self-complementarity:
5' GCGGA

3' CACTGGGGAGGGGTCACGCCT-
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EK 10 Primerlerin Tasarimi (devam)

5. hGH Geri Primeri I1

gcggatccgecccgggeagetagaage
Position & Length
of fragm.
127

! Td [°C]= 89.5

! AG(kcal/mol)= -60.4

! AH(kcal/mol)= -245.7
! AS (eu)= -615.3

GCGGATCCGCCCCGGGCAGCTAGAAGC
CGCCTAGGCGGGGCCCGTCGATCTTCG

Dimer formation:
5' GCGGATCCGCCCCGGGCAGCTAGAAGC 3

3' CGAAGATCGACGGGCCCCGCCTAGGCG 5
Self-complementarity:
5" GCGGAA

3' CGAAGATCGACGGGCCCCGCCTA
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EK 11 Arastirma Programinda Kullanilmis Olan Marker’lar

b ng20pl ngASul ngAA0pl ngfSpl

1031 200 150 100 50
900 120 135 o 45

700 140 105 7 35
600 120 an [E1] 30
5000 200 150 100 50

400 20 a0 40 20
— 300 0 45 0 14

— 200 40 an 20 10

% 100 ] 15 10 g
= 80 16 12 8 4
&

M

Apllane,

Bom length gel,

1X TEE, 5\fem, 1.50rs

Sekil 1 DNA Ladder Low Range Marker’indaki DNA biiyiikliikleri (bp)

Lambda DNA HindIII Marker

bp ng/0.5Hg 9

Ve 23130 238.4 477
9416 Q7.6 19.4
G557 67.6 13.5
4361 45.0 9.0
2322 23.9 4.8
2027 z20.9 4.2
564 5.8 1.2
125 1.3 0.3

Sekil 2 A DNA Hind 111 Marker’indaki DNA biiyiikliikleri (bp)
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EK 11 Arastirma Programinda Kullanilmis Olan Marker’lar (devam)

s —"25_

— — 15 —

— 1D —

(el
Blat

B8-16% Tris-glyeine S0E-PAGE

Sekil 3 PageRuler™ Prestained Protein Ladder Marker’indaki DNA biiyiikliikleri (bp)

7% TopVizon™ LE GO Agamss [#RE91)

1.

0.5pipfanez, Bom knglh g,
X TRE, SWiem, 1h

Sekil 4 100 bp DNA Ladder Plus Marker’indaki DNA biiyiikliikleri (bp)
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EK 12 GAMS Paket Programi ile MYM Analizi icin Matematik Modelin
Coziimiinde Kullanilan Program

SET 1/1 *5000/;

VARIABLES
J (D
DD
Z,

POSITIVE VARIABLE J, DD ;
J.UP() = 350;

EQUATIONS
SS
PEP
Pyr
G6P
F6P
ATP
CO2
R5P
NADPH
T3P
E4P
PG3
NADH
Lac
AcCoA
Ac
Cit
GLOX
Mal
ICit
AKG
Succ
SuccCoA
FADH2
Fum
OA
DHF
Gly
NH3
MTHF
MeTHF
MetTHF
THF
Gln
Glu
CaP
ADP
Pi

331



EK 12 GAMS Paket Programi ile MYM Analizi i¢cin Matematik Modelin Céziimiinde
Kullanilan Program (devam)

Chor
Phe
Tyr
PRPP
IGP
PPi
Ser
Trp
Asp
Asn
ASPSA
mDAP
Lys
HSer
Cys
Met
Thr
Ile
Pro
Orn
Citr
Arg
AMP
H2S
Ala
Kval
Val
Leu
His
PRAIC
IMP
GTP
GDP
GMP
UMP
UTP
CTP
UDP
CDP
dATP
dGTP
dCTP
dTTP
GL3P
C140
Cl41
PA
UDPNAG
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UDPNAM
CMPKDO
CDPEN
UDPGIc
ADPHep
G1P

S7P
XYL5SP
RIB5P
Gluc6P
Ldihy
Ltet
Proteaz
Glc
F10THF
Amy
IFN

NP

0X
Form
Bla

hGH
DGloc
Gloc

OBJECTIVE;

OBJECTIVE .. Z =E= DD;

SS .. 1('179') =E=0.01188;

Glc .. J('1)-J('804") =E=3.322;

OA .. +1J(550)-J(49") - J(50) +I(61") - J('75") =E= 0;

OX .. + J('802') - J('803") =E= 0.01521;

Form .. + J('800') - J('801") - J('802') + J('803") =E= 0;

PEP.. J(13)-J(14"-J(1) - J(26)) - 2*J(91") -J('137') - J('172) =E= 0;

PYR .. -J(800) +J('801") - J('550") + J(14) +J(1) - J(40") + J(41") +J(47) +1(65") -
1(69") - 251('70") - J('78") - J('86') + J('90') + J(95") - J('29") + J('49") + J('604") +
J('608)=E= -0.0029;

G6P .. J(T)-1(2) +1(3) - I(4) + 1(10) - J(9) =E= 0;

ATP .. +J(14)-J(181") - J('11") + J(22") - J('23")
+J('42") - J('43") + J('56") - J('5T) - I('73") - J('74") - I('76")
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“J(77) - J(85") - J(91") - J(98") - J('100') - J('101') - J('103")
- 4%J('104") - J('106') - J('107') - J('108") + J('109")
SJC112) - 3113 - JC115Y) - JC117") - (118"
SJC1217) - (124" - J('126)) + J('127') - 2¥J('128)
- 6%J('133") - 6*J('134") - 7.2%]('135')- 2*J('145))
+2% J('155") + J('156)) - 2¥1('165") - J('173")
- J('176') - 41.139*J('179") - 5.5%J('180") - 5.5%J('190") - 5.5*J('191") - J('607)-
5.5%J('700') - 5.5%J('900") =E= 0;

CO2 .. -J('802) + J('803)- J('S50) + J(49") +J('8) + J(47") +I('’53")
+ (55" + J(72)) + J(83") + J(93") + J('94) + J('86") + J('95")
SJ('104Y) + J('116)- J('145") - J('148') + J('184") - I('161")
+J(162") + (173" + J(29") + J('602) + J(603") + J(611') +2*#]('612") =E= 0;
NADPH .. + J('306) + J(4') - J(97) +J(8') + J(47) + J('53') - J('70') -J('77") - J('80)) -
J(84") -J(86') - J('91') - 2%J('100") - J('101') - J('132") - 12%J('133))- 11*J('134")
S 14%3('135") - J('137") - J(147') - J(149')+ J(150') - 4*1('165") - J('112") - J('113") -
(124" - J('128") - J(300) + J('301") - J('303") + J('602') - J('605") - J('610') =E= 0;
PG3.. -J('13)+J(22) - J(23) + J(26') - J(64") =E= 0;
NADH ..  +1J(22)-J(23) - J(40) + J(41)) -J('155")
+J(55) + J(61) + J(64') + J('72") + 2*1('74")
+J(94) + J('106") + J('116") - J('148) + J('184") + J(29") + J('300') - J('301') + 2*J('603")
+ J(607") + J('609') +3*J('612") + J('613') =E=0;
Lac .. J(40') - J('41") =E=-0.1174;
AcCoA .. +J('800') - J(801')- J('S0') - J(42') + J(43) - J(63') - J(68") - J('72") - J('101") -
75J('133") - 7*J('134") - 8.2*1('135") - J('169") + J(29") - J('90") - J('81") + J('603")
+2% J('607') + J('609") + J('610)+ J('611") + J(613") =E= 0;
Ac .. J('42') - J('43) + J('68') + 2*J('90") + J('101") + J('81") =E= 0.0872;
Cit.. J(50") - J(51") =E=0;
GLOX .. J('62") - J('63") =E= 0;
Mal .. - J(47) + J(59") - J(61') + J(63") =E=0.0441;
ICit .. J(51") - J('53") - J('62") =E= 0;
AKG .. +J(53)-J(97) - J(55") + J(64) - J(65") + J(69") + J(T1") + J(72") + J(74) + I('75")
+J(81) +J(86") +J('93") +J('94") +J('101") - J('602)) - J('605') - J(603") - J('607")
-J(611') - J(612")=E= 0.0082;

Succ .. J(56") - J('57") - J('58") + J('62") + J('611") =E= 0.244;
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SuccCoA .. J(55) - 1(56) + J('57)) - J(611") + J(612") + J(603') =E= 0;

FADH2 .. J(58') - J('156) + 251('603") + J('607") + J(612") + J('613') =E= 0;

Fum .. J('58") - J('59") + J('103") + J(104') + J('114") + J('600") + J(611") =E= 0.0066;
DHF .. - J('147") + J('128") =E= 0;

Gly .. -8*J('900") - J('66") - J('67") - J('104") + J('148") - J('184") - 0.58*J('179") - 35*]('180")
- 51*J('190)- 3*J('191")- 48*J('192") + J('609") - 16*J("700") =E= 0;

NH3 .. - J(97') - J(121) + J(86') + J(90') - J('98') - J('148") + J('184") + J('163")
+7J(600") +J('601') + J(602") + J('604') + J('608") - J('95") =E= 0;
MTHE .. - J('90') + J('149") =E= 0;

MeTHF .. - J('183') + J('150") + J('606') =E= 0;
FIOTHF .. J('183") - J('104") - J('105') =B= 0;
MetTHF .. J(66') - J(67') - J('128") - J('148") + J('184") - J('149") - J('150") =E=0;

THF .. - J('66') + J(67) +J('90") + J('104) + J('105")+ J('147") + J('148') - I('184") - I('606')

Gln.. -13*J('900") - J('74") - J("76") + J('98") - 2*J('104") - J('106") - J('145") - J('169") -
0.25*J('179") - 7*J('180") - 29*J('190") - 10*J('191") -24*J('192") - J('605") -
8*J('700") =E= 0.0461;

Glu.. J(306") +J(97") +J(106) +J('145" +J(169)- 0.25%1('179") - 5*I('180") - J(64") +
J(65') - J(69') - J('71') - J('72) - J('75') + J('76') - I(81')- J('86)) - J(93") - J('94) -
J(98') - J('100) - 2*J('101") + 2*J('104") - 23*J('190') - 15*J('191") -40*J('192") +
2%J('602") + 2¥J('605") + J('606') + J(603)+I('607") + J(611") + J(612') - 21*J('700')
- 14*J('900') =E= 0;

CaP .. - J('102") - J('116") + J('145") =E=0;

ADP .. -J(14) +JC181) + JC11) - J(22') + J(23") - J(42") + J(43)- J('56") + J(57') +
JC77) + J(85") +J(91") + J('98") + J('100")+ J('101') + 4*J('104') + J('107") +
J(108") - J(109") + J(113") + 2#J('115)+ J(117) + J(118) + J(121") + J('124") +
J(126)) - J(127") + 2%J('128") + 6¥J('133") + 6¥J('134") + 7.2%J('135') + 2*]('145")
2%J('155") - J('156") + J('165") + J('173") + 41.139%]('179') + 5.5*J('180") +
5.5%1('190" + 5.5%J('191)+ J('607") + 5.5%1('700') + 5.5%J('900") =E= 0;

Pi.. J(64)+J(181) - J('22)) +J(23") - J(42") + J(43") - J(56') + J(57) +I('74") + J('TT) +
J(85') + 4*J('91") + J('98") + J('100) + J(101") + J('102') + 4*J('104") + J('114") +
JC116") + J('121") + 6%J('133")+ 6¥J('134") + 7.2%J('135") + J('145') - 2*]('155") -
J(156) + J(167) - J('168)  +J('165) + 2*¥J('166') + J(137") + 2*I('172") +
41.139%J('179") + 5.5%J('180") + 5.5%J('190") + 5.5%J('191") + J('12) + J('607") +
5.5%J('700") =E= 0;
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Chor .. J(91') - J('93') - J('94') - J('95") =E= 0;

Phe .. J('93") - 0.17*]J('179") - 4*J('180") - J('303") - 20*J('190") - 8*J('191") - 20*J('192") -
7*J("700" - 13*J('900") =E= 0.7055;

Tyr .. J('94") - 0.13*J('179") - 13*J('180") + J('303") - 28*J('190") - 4*J('191") -32*J('192") -
J(611") - 6*J("700") - 8*J('900") =E= 0;

PRPP .. J('"73") - J("74") - J('104")- J('95") - J('116") =E= 0;
IGP .. J('95") - J('96") =E= 0;

PPi .. 2*J('74) + J('76') + J(95") + J(103")+ J(104") + J('106')+ J(116) + J('128") + J('136') +
(165" - J('166") + J('169') + J('172") + J('173') + J('176") =E= 0;

Ser .. J('64") -J('66") +J('67") - J('68") - J('96')- J('173") - 0.377*]J('179") - 32*J('180")-
55*J('190") - 13*J('191") - 43*J('192") - J('608") - 11*J("700") - 18*J('900") =E=
0.0461;

Trp.. J(96) - 0.05%1('179') - 1¥J('180") - 14*J('190') - 2%J('191") - 4%J('192') - J('610") -
3%J(700') - J('900") =E= 0;

Asp .. J(75") -3('76)) - J(77") - J(103') - J('104') - J('114") - J('116) - 0.22%I('179") -
9+J('180") - 44*J('190") - 11*J('191')- 30%J('192') - J(600") + J('601') - 23*J('700') -
11%J('900") =E= -0.000363;

Asn .. J('76") - 0.22*J('179") - 18*J('180") - 54*J('190") - 16*J('191") - 23*J('192") - J('601")
- 13*J("700") - 9*J('900") =E= 0;

ASPSA .. J('77") - J('78') - J('84") =E= 0;
mDAP .. J('81)- J('83") =E= 0;
HSer .. J('84") - J('85") - J('90") =E= 0;

Cys .. J(68) - J(90") - 0.09%J('179") - 1*I('190") - S*J('191') - 1¥J('192') - J(604") -
4*J('900') =E= 0;

Met .. J('90") - 0.14*J('179") - 5*J('180") - 10*J('190")- 7*J('191") - 8*J('192") - 4*]J('700") -
3*J('900") =E=0;

Thr.. J('85") -J('86") - 0.24*J('179") - 20*J('180") - 45*J('190") - 9*J('191") - 35*J('192") -
J('609") - 23*]J(*700") - 10*J('900") =E= 0;

Te.. J(86") -0.27+J('179') - 10*J('180') - 35%J('190") - 7*J('191") -32*J('192") - J('603") -
14*J('700') - 8*J('900") =E= 0;

Pro .. J('100") - 0.2*J('179") - 10*J('180") - J('306") - 23*J('190") - 6*J('191") - 17*J('192") -
11*J(*700") - 8*J('900") =E= 0;
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Orn .. J('101") - J('102") - 0.0593*J('179") =E= 0O;
Citr .. J('102") - J('103") =E=0;

Arg .. J('103") - 0.28*J('179') - 4*J('180') - 24*J('190") - 12*J('191") - 14*J('192") - J('602") -
14*J('700") - 11*#J('900") =E= 0;

AMP .. J('73) + J('76) + J('103") + J(106") + J('114") - J('115") + J('165") =E= 0;
H2S .. - J(68") -J('90") + J('165") + J('604") =E= 0;

Ala .. - J(65) + J('69") - 0.5352*J('179") - 40%J('180') - 49*J('190") - 10*J('191") - 47*J('192))
+J(610") - 24¥J('700") - 7¥J('900") =E= 0;

Kval .. J('70") - J('71)- J(72") =E= 0;

Val.. J(71)-0.4%J(179") - 31*J('180") - 32*]J('190") - 6*J('191") - 32*J('192") - J('612") -
15*J(*700") - 7*J('900") =E= 0;

Leu .. J('72") - 0.42*J('179") - 16*J('180") - 36*J('190")- 22*J('191")- 33*J('192") - J('607") -
27*J('700") - 226*J('900") =E=0;

His .. J('74) - 0.09%J('179") - 5+J('180")- 16*J('190") - 3*J('191") - 18*J('192') - J('606') -
1#J('700')- 3*J('900") =E= 0;

PRAIC .. J('74") + J('104") - J('105') =E= 0;

IMP .. J('105') - J('106') - J('114") =E= 0;

GTP .. - I(114) + J('108) - J('109)- 0.2*]('179") =E= 0;

GDP .. 1('107') - J('108") + J('109") +J('114") - J('113') =E= 0;
GMP .. I('106') - J('107") =E= 0;

UMP .. I('116) - J('117") =E= 0;

UTP .. I(118) - I('136)) - J('121") - J('169') - 0.13%]('179") =E= 0;
CTP .. J(121') - J('127) + J('126)) - J('172") - J('173")- 0.12*]('179') =E= 0;
UDP .. J(117") - J('118') - J('128') =E= 0;

CDP .. J('127) - J('126') - J('124") =E= 0;

dATP .. J('112') - 0.02*]('179') =E= 0;

dGTP .. J(113") - 0.02%J('179") =E=0;
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dCTP .. J('124") - 0.02*1('179") =E= 0;
dTTP .. J('128") - 0.02%]('179") =E= 0;

Lys .. J('83") - 0.32*J('179") - 9*J('180") - 30*J('190") - 8*J('191") - 37*J('192") - J('613') -
24*J('700") - 9*J('900") =E= 0;

GL3P .. J('132') - 0.129%]('179") =E= 0;

C140 .. J(133') - 0.0235*]('179') =E= 0;

C141 .. (134 - 0.0235*]('179') =E= 0;

PA .. 1(135') - 0.259%]('179") =E= 0;

UDPNAG .. J('169") - J('137') - 0.0433*]('179") =E= 0;
UDPNAM .. J('137') - 0.0276*1('179')=E=0;
CMPKDO .. J('172)) - 0.0235%]('179') =E= 0;

CDPE(N .. J('173") - 0.0235%]('179') =E= 0;
UDPGLC .. J('136)) - 0.0157#J('179') =E=0;

ADPHep .. J('176') - 0.0235%J('179") =E= 0;

GIP .. J(2)-1(3)-1('136) - 0.154*]('179") =E= 0;

STP .. - J(34)) + (35" +J(38") -1(39") - I('176) =E= 0;

XYLSP .. - J(30) + J(31) +1(34) -1(35) +1(36) -J(37) =E=0;

F6P .. J(9) - J(10) - J(11)) + J(12)) - J(36") +I('37) - J(38) +1(39') - J('169") =E= 0;

T3P .. +2%J('11") - 2%J('12) - J('22) + J('23) - J(34) + (35" - J(36") +I(37) +I(38") -
1('39') + J(96') - J('132") =E= 0;

RIBSP .. - J('32) + J(33") + J(34") - J(35') =E=0;

R5P .. +J(8)+J(30) - J(31)+ J('32) - (33 - (73 - J(172") =E=0;
E4P .. +1(36") -J(37) -1(38) +1(39)-J(91') =E= 0;

Gluc6P .. J(4") - J('8") =E=0;

Ldihy .. J(78') - J('80) =E=0;

Ltet .. J('80") - J('81") =E= 0;
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Proteaz .. J('180") =E=0;

Amy .. J('190") =E=0;

IFN .. J('191") =E= 0;

NP .. J('192") =E=0;

Bla .. J('700") =E= 0;

hGH .. J('900") -DD =E= 0.000883;
DGloc.. J('804") - J('805") =E=0;
Gloc.. J('805") =E=0.13;

MODEL CATABOLIC /ALL/ ;
OPTION LIMCOL = 5000;

SOLVE CATABOLIC USING NLP MINIMIZING Z;
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