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Onso6z

"Metabolik+Genetik+Biyokimyasal Reaksiyon Miihendisligi Prensipleriyle
Rekombinant Enzim Uretimi” konulu arastirma projesi, Orta Do§u Teknik Universitesi,
Kimya Mihendisligi Bé6limi, “Endistriyel Biyoteknoloji ve Metabolik Mihendislik
Laboratuvarinda” ydratilmdastir. Farmasotik sanayinde kullanilan benzaldehit liyaz enziminin
biyoteknolojik prosesle (iretimi icin projelendirilmis ve TUBITAK-MAG tarafindan 104M258
nolu proje ile desteklenmistir. MAG 104M258 projesi Kariyer Projesi olarak 30 Temmuz
2004de sunulmus; 25 Kasim 2004 tarihinde projenin kabul edildigi e-posta ile bildirilmis;
ancak "“Kariyer Programinin” esaslarindaki dedisimler sonucu diger arastirma projeleri
statistine gecirilmesi sonucunda dért aylhk gecikmeyle proje resmen 1 Nisan 2005
tarihinde baslamistir. 30 Temmuz 2004 tarihinde sunulan proje arastirma grubunun
calismalarina o6zellikle lisans-lsti burslarla destek vererek proje ydriitiicisinin bilimsel
kariyer etkinliginin gelismesi ve derinlesmesini hedeflediginden proje biitcesi adirlikli olarak
sarf malzemesi alimlar ve 6grenci burslarindan olusmus; makine techizat olarak sadece
dértli su banyosu talep edilmis ve alinmistir. Béylece, Kariyer programi projesi olarak kabul
edilen, ancak kabul edildikten sonra statlisii dedistirilen proje ile yiiriimekte olan proje ¢ok
sayida lisans-istl 6grenciye burs verilerek etkin olarak strdirilmdistir. Bu cercevede, proje
30 Temmuz 2004'de sunulduktan sonra, temel alt-yapi eksikligi olmadidi icin, arastirmalar
surdirilmis;, 1 Nisan 2005 tarihinde proje resmen baslatildiktan sonra da proje
kapsaminda arastirmalar yogun olarak devam etmistir.

Tarkiye'nin Avrupa Birligine, Bagimsiz Devletler Topluluguna, Orta Dogu Pazarlarina yakinhgi
ve blylk nifusu, ortaya c¢ikan ve yeni cikacak taleplerin karsilanmasi icin dodal
kaynaklarimizin kullanilarak yeni Urinler dretilmesini ve bunun icin 6zgln proseslerin
gelistirilmesini, bu cercevede biyoteknolojik proseslerle birim fiyati yliksek drdnler Gretimini
oncelikli arastirma ve uygulama alani yapmaktadir. Bilim-bulus-teknoloji gldimiinde
sanayilesmenin temel strateji olarak benimsendigi Sekizinci Plan D6neminde &nerilen ve
desteklenen ve 9.Plan Déneminde tamamlanan 104M258 Projesi biyoteknolojik Uriinler
tretim alaninda, enzim dretim sektérinin olusmasi igin 6nemli bir arastirma projesidir.
Farmasétik drinler endistrisinde kiral izomerin tidrd molekiliin islevi acisindan &6zgin
oldugundan, izomerik karisim halinde ise diger izomerin islevinin farkli olmasi gerektiginden,
kiral molekdllerin Uretiminde tek izomerlerinin elde edilmesi farmasétik aktif molekdillerin
turetiminde énemli arastirma uygulama alanidir. Bu cercevede, proje kapsaminda LUretilen
benzaldehit liyaz (BAL, EC 4.1.2.38) enzimi, benzoinin agil badinin kirilmasi ve olusmasi
tepkimesini dénlsimli olarak katalizleyerek aril aldehitlerin ve agiloinlerin sentezinde
katalizor olarak kullanilma potansiyeline sahiptir.. Bag kirilma reaksiyonunda, benzaldehit
liyaz enzimi yalniz R-konfiglirasyonundaki benzoin molekiiliini katalizleyerek tepkimeyi
olusturmakta; S-konfiglirasyonundaki benzoin ise tepkimeye girmemekte;, aciloin
reaksiyonunda da sadece R-benzoin olusmaktadir. Bu kataliz6r ézelligiyle benzaldehit liyaz
enzimi kiral madde sentezi igin potansiyel enzimdir; Gretimi bu nedenle 6nemlidir.

TUBITAK-104M258 projesi dért dederli lisans-iistii arastiricinin, KYM Hande Kaya, KYM
Vahideh Angardi, KYM Hande Levent ve Biyolog Arda Biiyliksungur, yetismesi icin olanak
saglamustir. Proje kapsaminda elde edilen bilgiler dogrultusunda literatiire énemli katkilar
yapilmaktadir.  Birincisi Enzyme and Microbial Technology, ikincisi Langmuirde, iki
arastirma makalemiz yayinlanmistir.

Pinar Calik
10 Ekim 2008
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Ozet

Benzoinin acil baginin kirilmasi ve olusmasi tepkimesini donlisiimli olarak katalizleyerek aril
aldehitlerin ve aciloinlerin sentezinde katalizér olarak kullanilma potansiyeline sahip benzaldehit
liyaz (BAL, EC. 4.1.2.38) enzim JUretimi igin rekombinant mikroorganizma ile biyoproses
gelistirilmesi arastirma projesinin temel amacidir. Bes alt-programdan olusan arastirma
programinin ilk programinda yapilan metabolik muthendislik tasarimlar ile, E. coli BL21 (DE3)
pLySs ile hiicre igi, Bacillus tirleriyle ve P.pastoris ile hicre disi rekombinant benzaldehit liyaz
Ureten mikroorganizmalar gelistirilmis; ikinci alt-program ile mikroorganizmalarin Gretim
kapasiteleri kiyaslanmistir. pRSETA::bal tasiyan E. coli BL21 (DE3) pLysS ile en yiksek BAL
aktivitesi elde edilmistir. Arastirmanin Uglncu alt-programinda laboratuvar 6lgekte bulunan en
uygun kosullarda, Vg=1.65 dm?® hacimli, mekanik karistirmali, pH, sicaklik, ¢6ziinmis oksijen ve
karistirma hizi kontrollu pilot-6lgek kesikli biyoreaktérlerde Qo/Vr = 0.5 vvm hava giris hizinda,
N= 250, 500, 625, and 750 dk™ karistirma hizlarinda ve ¢odziinmis oksijen DO= 20%, 40%
kosullarinda oksijen aktarim etkileri yan Griin dagihimlari ile birlikte incelenmis, oksijen aktarimi
ve biyoproses karakteristikleri belirlenmistir. En ylksek hicre derisimi ve benzaldehit liyaz
Uretimi Cguoz= 8.0 kg m™>; pH.=7.2 ve DO=40%’'da sirasiyla 3.0 kg m™ ve A=1095 Ucm™
olarak bulunmustur. Dé&rdlincl alt-programda, benzaldehyde liyaz Uretimi icin melas temelli
kompleks ortam tasarlanmistir. En vylksek hicre derisimi ve benzaldehit liyaz aktivitesi
Coukoz=7.5 kg m™> ve Cruoz=7.5 kg m™ derisimlerinde sirasiyla 5.3 kg m™> ve 1617 U cm
olarak bulunmustur. Besinci alt-program ile yiksek hiicre derisimi ve BAL Uretimine ulasabilmek
icin besleme stratejileri gelistirilmistir. Optimum kosullarda, kesikli biyoreaktér isletiminde t=10
st’'te hava giris hizinin minimuma indigi g6zlenmistir. Bu durum ortamdaki karbon kaynadinin
bittigini gosterdigi varsayildidi icin birinci stratejide glukoz ve fruktozun hava giris hizi minimuma
indiginde 2.5 kg m> e gikmasi saglanmistir. Bu strateji proses siiresince tekrarlanmistir. En
ylksek hiicre derisimi t=24 st'te Cx=7.4 kg m>, en yiksek BAL aktivitesi ise t=20 st te A=2360
U cm olarak elde edilmistir. Ancak hava giris hizinin degisimine bagl gelistirilen strateji yalnizca
glukozun tlketildigini gosterdigi bulunmus ve, glukoz ve fruktoz derisimi proses stliresince
izlenerek yeni bir strateji gelistirilmistir. Yeni stratejide glukoz ve fruktoz tliketildiginde derisimleri
Uretim ortaminda 2.5 kg m> e cikarilmis; en yiiksek BAL aktivitesi t=26 st'te A=2370 U cm™
olarak bulunmustur. Bu noktadaki hiicre derisimi ise Cx=7.5 kg m™ tir. Asetik asit birikimini
azaltmak icin yapilan beslemeler ile glukoz ve fruktoz derisimi 1.5 kg m™’ e disurilmustir. Bu
son strateji ile t= 24 st'te en yliksek BAL aktivitesi ve hiicre derisimi sirasiyla A=2315 U cm™ ve
Cx=8.04 kg m™ olarak bulunmustur. incelenen stratejilerin hepsinde aktiviteler yaklasik ayni
olmasina ragmen son kosulda en yliksek hlicre derisimine en az girdi kullanilarak ulasiimistir.

Anahtar Kelimeler : Benzaldehit liyaz, reaksiyon mihendisligi, metabolik muhendislik,
rekombinant, biyoreaktér, oksijen aktarimi, besleme stratejisi

viii



Abstract

In this project microorganism and bioprocess was developed for the production of benzaldehyde lyase
(BAL, EC 4.1.2.38), a thiamine pyrophosphate (TPP) dependent enzyme, catalyzes the cleavage of the
acyloin linkage of benzoin to form two molecules of benzaldehyde; which is also used for the synthesis
of enantiopure a-hydroxy ketones, an important class of compounds in natural product and drug
synthesis. In this first research programme, bal gene was cloned into E. coli BL21 (DE3) pLySs for
intracellular production and thereafter cloned into Bacillus species and P.pastoris for the extracellular
production. In the second research programme, production capacity of the developed recombinant
microorganisms were compared, and the highest BAL production was obtained with pRSETA::bal
carrying E. coli BL21 (DE3) pLysS. Thus, in the third research programme, the effects of oxygen
transfer together with the mass transfer coefficient and volumetric oxygen transfer rate were
investigated using pRSETA::bal carrying E. coli BL21 (DE3) pLysS, in the pilot scale batch bioreactors
at Qo/Vkr = 0.5 vvm and agitation rates of N= 250, 500, 625, and 750 min, and dissolved oxygen
levels DO= 20%, 40% conditions, in glucose based defined medium. The highest cell concentration
and benzaldehyde lyase activity were obtained at DO=40% condition as 3.0 kg m™ and A=1095 Ucm3,
respectively. In the forth research programme, molasses based complex medium was designed and
the highest cell concentration and benzaldehyde lyase activity were obtained as Cx=5.3 kg m™ and
A=1617 U cm3, respectively, in the medium containing 7.5 kg m™ glucose and 7.5 kg m™ fructose. In
the fifth research programme, feeding strategy was developed. As after 10 hours of batch-cultivation
with molasses based medium having 7.5 kg m™ glucose and 7.5 kg m™ fructose concentration, based
on the airflow rate, pretreated molasses was fed to the system. When air flow rate decreased
considerably, fed was given to the system that results in increase in glucose and fructose
concentration in the medium to 2.5 kg m™>. At the end of the process, the highest cell concentration
obtained was Cx=7.4 kg m>. The maximum activity was reached at 20" hour as A=2360 U cm™. On
the other hand, as air flow variation only demonstrated the absence of glucose not fructose, a second
strategy, based on the detection of the fructose and glucose concentrations during the process, was
applied. In this strategy when glucose and fructose were depleted, fed was given to the system that
results in increase in glucose and fructose concentration in the medium to 2.5 kg m™3; and the highest
BAL activity was obtained as 2370 U cm™ at t= 26 h where the cell concentration was 7.5 kg m™3. At
the last strategy, when glucose and fructose were depleted, fed was given to the system that results in
increase in Cgucse=1.5 kg m™ and Crrucose=1.5 kg m™> in the production medium to decrease the
accumulation of acetic acid. By this strategy the highest cell concentration was obtained as 8.04 kg m™
at t=24 h and the highest BAL activity was 2315 U cm™. These strategies could be accepted having
the same BAL activity with little distinctions. However, cell concentration of the last one was higher
than others and also the lowest amount of carbon source was used. Thus, last one could be chosen as
the most favorable strategy.

Key Words: Benzaldehyde lyase, reaction engineering, metabolic engineering, recombinant,
bioreactor, oxygen transfer, complex medium, feeding strategy.



1 GIRIS

Biyoteknolojik Grinler Gretiminde -sirayla- ABD, Japonya, basta AB Ulkeleri
Almanya, Hollanda, Fransa, Ingiltere, Danimarka, Isveg, Isvicre, Italya olmak iizere
Avrupa ulkelerinin bir kismi -Universitelerde vyaptiklari temel ve kuruluslarin
arastirma merkezlerinde yapilan uygulamali arastirmalarla- buluslari zamaninda
endUstriye aktararak, biyoteknolojik trlnlerin satisi ile 1990 Yilinda yaklasik $10Mil-
yar dederinde bir ticaret blUyuklugu elde etmislerdir. Endistriyel yeni kimyasal
maddeler sektérlerinde Japonya, endistriyel enzimler sektdérinde de AB Dinya
liderleridir. Turkiye klasik fermentasyon (rinleri sektoriinde maya Uretimi ve ihraci
ile Fransa 'dan sonra Dilnya ikincisidir. Gelecek on yilda biyoteknolojik Grlinlerin ve
biyoteknolojinin Sadlk ve Endustriyel Yeni Kimyasal Maddeler Sektérlerine etkisi
sirasiyla cok blyuk ve blylk olarak 6ngérilmektedir.

Enzimler amino asitlerin peptit baglari ile baglanmasi sonucu olusan ve
biyokimyasal tepkimeleri katalizleyen protein yapisindaki biyopolimerlerdir.
Mikrobiyal hlicre, hayvan ve bitki dokularindan Uretilebilen enzimlerin endistride
farmasotik, gida, deri, tekstil ve deterjan sanayilerinde kullanimi gereklidir.
Farmasotik Urlnler endistrisinde kiral izomerin tird molekdlin iglevi agisindan
6zgln oldugundan, izomerik karisim halinde ise diger izomerin islevinin farkli olmasi
gerektiginden, kiral molekillerin Gretiminde tek izomerlerinin elde edilmesi
farmasotik aktif molekdllerin  Uretiminde 6nemli arastirma uygulama alanidir.
Benzaldehit liyaz (BAL, EC. 4.1.2.38) enzimi, benzoinin acil baginin kirilmasi ve
olugsmasi tepkimesini doniusimll olarak katalizleyerek aril aldehitlerin ve agiloinlerin
sentezinde kataliz6r olarak kullanilma potansiyeline sahiptir. Bag kirilma
reaksiyonunda, benzaldehit liyaz enzimi yalniz R-konfiglirasyonundaki benzoin
molekilint katalizleyerek tepkimeyi olusturmakta; S-konfiglirasyonundaki benzoin
ise tepkimeye girmemekte; aciloin reaksiyonunda da sadece R-benzoin
olusmaktadir. Bu katalizor 6zelligiyle benzaldehit liyaz enzimi kiral madde sentezi
icin potansiyel enzimdir; Gretimi bu nedenle 6nemlidir.

Gonzales ve Vicuna (1989), BAL enzimini Ureten Pseudomonas fluorescens
Biovar I izole etmisler, Hinrichsen vd., (1994) bal pUC18 plasmidine klonlamis ve
Escherichia coli HB101’e trasnfer etmislerdir. Pohl vd., (2002) BAL enzimi gen
dizinini modifiye etmis ve proteinin C-ucunu 6xhis ekleyerek modifiye pUC18::bal
plasmidini gelistirmislerdir; ve gelistirdikleri BAL enzimini biyo-organik tepkimede
katalizor olarak kullaniimiglardir (Demir vd., 2001, 2002, 2003, 2004; Dinkelmann
vd., 2002; Sanchez vd., 2003).



Mosbacher vd (2005), enzimin X-ray difraksiyon analizi ile yapisini incelemis
ve yapinin homo-tetramer oldugunu bildirmislerdir. Janzen vd., (2006) BAL
enziminin karaligini arastirmis ve enzimin pH=8'de en yliksek aktiviteyi gosterdigini
bildirmislerdir.

Bu gergevede, "Metabolik+Genetik+Biyokimyasal Reaksiyon
Miihendisligi Prensipleriyle Rekombinant Enzim Uretimi" konulu TUBITAK

projesi bes temel arastirma programindan olusmaktadir.

1. Arastirma Programi: Metabolik mihendislik arastirma programi
Bu arastirma programinin amaci, rekombinant BAL Uretimi icin en uygun konak

hicrenin ve ekpresyon sisteminin tasarlanmasidir.

2. Arastirma Programi: Tasarlanan ve gelistirilen (¢ rekombinant
mikroorganizmanin (E.coli, Bacillus sp. ve Pichia pastoris) BAL dretim
performanslarinin kiyaslanmasi

Rekombinant hicreler kullanilarak laboratuvar dlgek biyoreaktdrlerde tanimlanmis
Uretim ortaminda mikroorganizmalarin BAL Uretim performanslarinin

karsilastiriimasidir.

3. Arastirma Programi: BAL liretimine oksijen aktarimi etkilerinin incelenmesi

Uretim performansi en yiiksek rekombinant E.coli ile BAL iretimine oksijen aktarim
etkilerinin pilot-6lcek biyoreaktorlerde, arastirilmasi, BAL ve yan-Urinlerin Gretimine
oksijen  aktarim  etkileri  incelenerek  biyoproses ve oksijen  aktarim

karakteristiklerinin belirlenmesidir.

4. Arastirma Programi: Kompleks ortam tasarimi

BAL Uretiminin artirilmasi icin kompleks ortam tasarlanmasidir.

5. Arastirma Programi: Besleme stratejisi gelistirilmesidir.

BAL Uretiminin artirilmasi igin yari-kesikli besleme stratejinin belirlenmesidir.



2 GENEL BILGILER

2.1. Biyoteknolojik Uriin ve Proses ile Ilgili Temel Bilgiler

2.1.1. Enzimler ve biyokimyasi

Biyolojik sistemlerin katalizérleri olan enzimler protein yapisindadirlar. Protein
molekdlleri, amino asitlerin birbirlerine kovalet baglarla baglanmasiyla olusurlar. Bir
a-amino asit, karbon atomuna bagli bir amino grubuna, bir karboksil grubuna, bir
hidrojen atomuna ve amino asiti simgeleyen hidrofilik veya hidrofobik; asitik, notral
veya bazik; alifatik veya aromatik bir R grubuna sahiptir. R gruplarinin etkisiyle
ozellikleri farklilasan amino asitler degisik gruplamalarla siniflandiriimaktadirlar.
Enzimlerin ve proteinlerin yapisi ve fonksiyonlari agisindan R gruplarinin
polaritelerine dayanan siniflandirma en 6nemlisidir. Buna gbére amino asitler doért
ana gruba ayirilirlar:
a. Polar olmayan (nonpolar) veya hidrofobik R grubuna sahip amino asitler,
b. Nétral (yUksliz) polar R gubuna sahip amino asitler,
c. Pozitif yakld (bazik) R grubuna sahip amino asitler,

¢. Negatif yiakli (asitik) R grubuna sahip amino asitler.

2.1.2. Enzimlerin yapilari

Atomlarin, “protein yapisini” olusturan ¢ boyutlu 6zel diizenlerine “protein
konformasyonu” adi verilir. Bir protein, polipeptit zincirindeki peptit baglari ve
gruplari arasindaki kovalent olmayan etkilesimler ile ¢ boyutlu 6zel yapiya sahip
olur. Protein yapisi, kovalent olarak baglanmamis atomlar arasindaki zayif molekdl
ici kuvvetlerle yonlendirilirler. Kovalent olmayan bu etkilesimler hidrojen badglari,
hidrofobik badlar, van der Waals kuvvetleri, disllfit baglari ve elektrostatik
etkilesmelerdir (Lehninger vd. 1993). Protein yapisi genellikle polipeptit zincirinin -
termodinamik agidan Gibbs serbest enerjisinin en disik dederi alarak- en kararli
oldugu dlizende olusur (Stryer 1995).

Dogal durumlarina gore protein molekilleri ¢ boyutlu karakteristik yapiya
sahiptir ve 6zgull yapilarina (konformasyon) goére de siniflandirilir. Yapilarina gore
proteinler ipliksi ve kiresel olmak {zere iki gruba ayinhrlar. ipliksi proteinler, bir
eksen boyunca paralel yerlesmis uzun iplik veya serit seklindeki polipeptit
zincirlerinden olusur. Ipliksi proteinler, fiziksel olarak saglamdir; su veya tuzlu suda
céziinmezler. Ipliksi proteinler yiiksek organizmalarin ézellikle baglanti dokularinda

temel yapi elemanlandir. Elastik baglanti dokularindaki elastin, tendon ve kemik



dokusu uzerindeki kollagen; sacta, tirnakta, deride bulunan a«-keratin ipliksi
proteinlere 6rneklerdir. Kiresel proteinlerde ise polipeptit zincirleri kiire seklinde siki
olarak sariimislardir. Kuiresel proteinlerin gogu suda ¢o6zinUr; hilicre icinde genellikle
hareketli veya dinamik isleve sahiptirler. Enzimlerin hemen timd, hormonlarin bir
kismi, antikorlar, serum albumin ve hemoglobin gibi tasinim islevi olan proteinler
klUresel proteinlerdir.

Proteinlerin yapisal 6zelliklerini agiklamak igin 6zglin terimler kullanilir.
Protein molekdillerinin birincil (primer) yapisi, polipeptit zincirin kovalent baglarla
amino asitlerden olusan biyopolimerik omurgasini yani amino asit dizinini belirler.
Protein molekullerinin ikincil (sekonder) yapisi, olusan polipeptit zincirinin dutzenli,
tek-boyutta kovalent olmayan etkilesimlerle sarilarak kivrilmasiyla olusur. Protein
molekdllerinin Gglncll (tersiyer) yapisi, uzun polipeptit zincirinin -yine kovalent
olmayan etkilesimlerle- lg¢-boyutta, birbiri lizerine kivrilip, katlanmasiyla meydana
gelir; bdylece kiresel proteinlerin kiiresel yapisi ortaya gikar. Protein molekdllerinin
doérdincil (kuaterner) yapisi, iki veya daha fazla zincir iceren bir proteinin bireysel
polipeptit zincirlerinin birbirleriyle etkilesim iginde dizenini belirtir. Dérdincul yapi
Ozellikle enzim goérevindeki proteinlerinde 6nem tasimakta ve enzim aktivitesi
Uzerinde etkin olmaktadir (Lehninger 1976, Branden ve Tooze 1991).

Molekiil igi kuvvetlerin olusturdugu etkilesimler, proteinlerin bitinligu ve
kararlihgi agisindan gok 6nemlidir. Enzim molekdllerinin gevrelerindeki herhangi bir
degisiklik enzimin yapisindaki ve kararhliindaki dengeyi tayin eder. Bir baska
deyisle kararli veya bozunmus olmasini saglar. Enzim yapisi ve kararliligi:

e Fiziksel Bilesiklerden (ylksek ve dusik sicakliklar, mekanik kuvvetler, ve
radyasyon)

e Kimyasal Bilesiklerden (asitler ve bazlar, organik hidrojen bag yapicilar, noétral
tuzlar, organik cozliciler, yizey aktif maddeler, oksidantlar, agir metaller ve
selat bilesikler), ve

e Biyolojik Bilesiklerden (proteolitik enzimler ve proteolitik aktivitesi olan

mikroorganiz-malardan, etkilenir.
2.1.3. Enzimlerin siniflandiriimasi
Uluslararasi Enzim Komisyonu (International Enzyme Comission: IEC, 1955)

enzimleri islevlerine gore siniflamak igin sistematik bir yontem gelistirmis; enzimler

alti ana gruba ayirlmistir. Enzim numaralamasinda -EC 'den sonra- ilk rakam



katalizledikleri tepkime tlrind gdsteren ana enzim grubunu; ikinci rakam
katalizlenen grubu gdésteren alt grubu; Gglinci rakam bir alt grubu géstermekte ve
doérdinci rakam grubu ise bu grup enzimler arasindaki ©6zgll numarasini

gbstermektedir. Benzaldehit liyaz enizmi (EC 4.1.2.38):

EC 4. Liyaz

EC 4.1. Karbon-karbon bagdi lzerine etkili

EC 4.1.2. Aldehit liyaz

EC 4.1.2.38. Benzoin'deki karobon karbon bagini tanimaktadir.

2.2 Benzaldehit liyaz
Benzaldehit liyaz (BAL, EC 4.1.2.38) enzimi, benzoinin acil baginin kirilmasi

ve olusmasi tepkimesini donlisimlli olarak katalizleyerek aril aldehitlerin ve
aciloinlerin sentezinde katalizor olarak kullanilma potansiyeline sahiptir. Bag kirilma
reaksiyonunda, benzaldehit liyaz enzimi yalniz R-konfiglirasyonundaki benzoin
molekllini katalizleyerek tepkimeyi olusturmakta; S-konfiglirasyonundaki benzoin
ise tepkimeye girmemekte; aciloin reaksiyonunda da sadece R-benzoin

olusmaktadir. BAL'In katalitik mekanizmasi asagida gosterilmistir:
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2.3. Biyoteknolojik Proseslerde Uretimi Etkileyen Biyoproses Parametreleri

C kaynadi, N kaynadi, P kaynadi, inorganik tuzlar, vitaminler girdi olarak
kullanilarak, mikrobiyal, bitki doku veya hayvan doku hlcrelerinin, enzimlerin veya
biyolojik sistemlerin  kullaniimasiyla -biyokimyasal bir tepkime vyoliziyle- Uretilen
drdnlere biyoteknolojik dlriinler ; bu Urinlerin (antibiyotikler, farmasétik proteinler,
amino asitler, organik asitler, enzimler) elde edildigi ve gesitli ayirma islemleri ile
istenen nitelige getirildigi proseslere de biyoteknolojik prosesler denir.
Biyoteknolojik proseslerle Gretim 20.Ylzyilin ikinci yarisinda 6zellikle son yirmi yilda
-6nem sirasina gore- farmasotik temel maddeler, biyokimyasal temel maddeler,
enzimler, klasik fermentasyon Grlinleri yaninda hayvancilik-ormancilik-tarim
sektorleri icin biyoteknolojik UGrlinler Gretim sektdrlerinin hizli ve blUyldk gelisimini
saglamistir. DuslUk basingta ve dislk sicakliklarda calisiimasi ile isletme maliyetinin
disik olmasi, kiclik o6lcekte yiksek birim fiyath UGrinlerin dretilebilmesi, iyi
tasarlanmis mikro ve kicuk dlgekli Gretim sistemlerinde arastirma-gelistirme (A+G)
destedi ile ¢ok sayida urln Uretilebilmesi kimya sanayinin biyoteknolojik Grtnler
Uretim sektdrlerine biyiuk dnem kazandirmaktadir.

Biyoteknolojik proseslerde (retimi etkileyen biyoproses ve biyoreaktdr
parametreleri :
1. Mikroorganizma
2. Ortam tasarimi
3. Biyoreaktor isletim tlir ve hidrodinamigi
4. Biyoreaktor isletim parametreleri

a) Oksijen aktarimi ve stratejisi

* Havalandirma hizi, (Qo/V)
* Karistirma hizi, (N)
b) Hidrojen iyonu derisimi (pH), ve sicakliktir.

2.3.3. Biyoreaktor igletim tiirii ve hidrodinamigi
Biyoreaktor isletim tird;
a) Kesikli veya yarikesikli isletim
b) Surekli isletim
c) Periyodik pulse (fed batch) beslemeli isletim
seklinde siniflandirilabilir.
Sivi faza gore kesikli, oksijene gore yarikesikli olan isletimler, kligik ve

orta kapasiteli tGretim proseslerinde kullanilirlar.



3 GEREC VE YONTEM
3.1 Mikroorganizmalar

Asadida tir adlari ve numaralari 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 1).

Cizelge 1. Arastirmada kullanilmis olan mikroorganizma ve plasmidler

Mikroorganizma Kaynak/Referans
E.coli

XL1Blue Bullock et. al. (1987)

JM109 Yanisch-Peron et. al. (1985)

K12 ATTC 10798

BL21 (DE3) pLySs Invitrogen Life Technologies (USA)
B. licheniformis DSM 1969; Calik et. al. (2003-b)
B. brevis NRRL NRS 604
B. firmus NRRL B1107
B. sphaericus NRRL NRS 732
B. subtilis

1A751 BGSC

1519 BGSC

WB600 Wu et. al. ,1991

WB700 Ye et. al., 1999
P.pastoris X-33 Invitrogen Life Technologies (USA)
Plasmid Kaynak/Referans
pUC18::bal Calik et. al., 2004
pRSETA Invitrogen Life Technologies (USA)
pUC19 Yanisch-Peron et. al. (1985)
pRB374 Bricknet et. al., 1991
pRSETA::bal Bu calismada

pUC19::hybrid
pRB374::hybrid
pPICZaA::bal

Bu calismada
Bu calismada

Bu calismada




E.coli hicreleri Cizelge 2'de bilesimi verilen kati ortamlara 6ze ile steril
kosullarda aktarildiktan sonra 37°C 'da 12 saat inklbatorde gogaltiimistir.
Mikroorganizmalarin yaslanmalarini ve zamanla aktivitelerini kaybetmelerini
onlemek igin kati ortamda g¢odaltilmis aktif mikroorganizmalar mikrobanka

aktarilarak -20°C 'da saklanmistir.

Cizelge 2. E.coli igin kati ortam bilegimi

Bilesen Derisim, kg m™
Soytripton 10.0
Maya Oziti 5.0
NaCl 10.0
Agar 15.0
pH 7.5

Kati ortamda codalan mikroorganizmalar, Cizelge 2'de verilen ortamdan agar

cikarilarak hazirlanan sivi ortamda 12 st 37°C 'da 12 saat inklbatdérde cogaltilmustir.

3.2 Rekombinant E.coli, Bacillus ve P.pastoris Tiirleri Gelistirmede

Kullanilan Genetik Miihendisligi Teknikleri

BAL Uretimi icin biyoproses gelistirilmesi igin kullanilan genetik
muihendisligi teknikleriyle asadida verilmistir. Cizelge 3’de mikroorganizmalarda

plasmid stabilitesi igin kullanilan antibiyotikler ve derisimleri verilmistir.

Cizelge 3. Plasmid stabilitesi icin kullanilan antibiyotikler ve derisimleri

Antibiyotik Derisim, kg m™
Kanamaysin 0.010
Ampisilin 0.100
Kloramfenikol 0.035
Eritromisin 0.005
Linkomisin 0.005
Zeosin (E.coli pPICZaA::bal igin) 0.025
Zeosin for (P.pastoris 0.100

pPICZaA::bal)




Kullanilan bakteriler, cogalma ortami ve plasmidler

E.coli ile BAL uretimi icin mikroorganizma gelistirme arastirmalarinda, PCR ile
bal geni codaltilirken bal proteinini afinite saflastirma yontemiyle saflastirmak

Uzere proteinin C-terminaline gelecek sekilde poli-histidine tag konumu
eklenmistir.

PCR'a dayanan SOE yonteminde tasarlanan primerler yardimiyla 6énce ayri-ayri

SAP Uretme potansiyeli olan Bacillus tiri mikroorganizmanin kromozomal DNA'sI
ve bal genini kodlayan DNA'yl tasiyan plasmid DNA kullanilacaktir. Bu amag
dogrultusunda B.licheniformis (DSM 1969) SAP geni ve bal geni icin de E.coli

XL1-Blue pUC18::bal plasmidi icin kaynak mikroorganizmalar olarak
kullanilmistir.

C. P.pastoris ile BAL Uretimi igin mikroorganizma gelistirme arastirmalarinda, PCR
ile bal geni c¢odaltilirken bal proteinini afinite saflastirma yontemiyle saflastirmak

Uzere proteinin N-terminaline gelecek sekilde poli-histidine tag konumu eklenmistir.

Klonlamalarda kullanilan plasmidler Sekil 1'de verilmistir.

Xmnl 2244

Begl 2215
Scal 2177

Sapl 683

AR, BspLUT1 806

Eam11061

nusncing EN38I

o Ao ocem |
—— [T
A o saa_mmm WO gy B gn AU s

T RAC GG CAGTE. CRA GCT TGC ATG CCT GCAGGT CGACTC TAG AGE ATC CCC GGG TRC CGA GOT OGRA ATT CAT AATCAT GATCAT ARC TATTTC
FOTECCGHTCACGGTT CGA ACG TAC GGEA CGT CCA GOT GAG ATC TCC TAG GGG CCC ATG GOT CGA GOT TAA GIATTLGTACCARTATCGACLARS
Val Ala Leu Al Llew Ser Al His Arg Cys Thr Ser G leu Pro Asp Gl Pro Val Ser Ser Ser Asn Thr lie Met Thr Met

Sekil 1a. pUC18/pUC19 plasmidi



Ncol Ncol
[

pBALhis

6308 bp His-Tag

Sekil 1b. pUC18::bal plasmidi

Sekil 1c. pRSET plasmidi

HindIII
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Sekil 1d. pRB374 plasmidi

Q

| 358&5

QE&EE c-myc epitope  6xHis @
LEXNDZE I
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3.2.1. Kromozomal DNA izolasyonu
Kromozomal DNA'nin Bacillus tirlerinden izolasyonu igin asadidaki yéntem
uygulanmistir:

1. Kati ortamdan 30 ml hacimh LB ortamina (EK 1) aktarilan hticreler 30°C 'da 12
st (bir gece) gogaltilmistir.

2. Hucrelerin gogaldiklari ortam 3000 g 'de 10 dk santrifiijlenmis, sivi alindiktan
sonra hicreler 5 ml SET tamponu (EK 1) iginde tekrar slispansiyon haline
getirilmistir.

3. Son derisimi 1 mg/ml olacak sekilde ortama lizozim enzimi eklenmis ve 37°C 'da

60 dk sireyle tepkime gerceklestirilerek hiicre duvan parcalanmistir.

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

calkalayarak- 4°C 'da tepkime gerceklestirilmistir.

"l

. Cozelti hacminin 1/3'G kadar 5M NaCl; sonra ¢6zelti hacmi kadar kloroform
eklenmis ve tepkime oda sicakhdinda 30 dk sireyle karistirilarak

gerceklestirilmistir.

6. Iki fazli karisim 4500g 'de 15dk santrifiijlenmis ve sulu faz Pasteur pipetiyle
tdpe alinmistir.

7. Sulu fazdaki kromozomal DNA Uzerine hacmi kadar izopropanol eklenmis;
sispansiyon 4500g 'de 15dk santrifijlenmistir. DNA %70 'lik EtOH ile yikanmis
ve vakum altinda kurutulmustur. DNA uygun miktarda TE tamponu (EK 1) iginde

¢6zllmus ve -20°C 'da saklanmistir (Posprech ve Neumann 1995) .
3.2.2 DNA derisiminin belirlenmesi

DNA molekillerinin ayirilmasinda jel elektroforez, jel olusturma maddesi
olarak agaroz; jel cozeltisi olarak da TBE tamponu (EK 1) kullaniimistir. Agaroz
derisimi 1.0-1.7 (a/h) arasinda amaca gore degistirilmistir. Jel elektroforez cihazinin
isletim voltaji 100 V 'tur. Bu islemden sonra jel blylkligine gore 20-50ul EtBr
(10mg/ml) ile boyanarak UV 1sigi altinda fotografi gekilmis ve isaretleyiciden
yararlanilarak her bandin derisimi hesaplanmistir. Plasmid DNA derigimi

izolasyonundan sonra 260nm dalga boyunda UV-spektrofotometre ile dlclilmustir.
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3.2.3 PCR cihaziyla gen derisimlerinin artirilmasi

Polimeraz zincir tepkimeleriyle (PCR) termal-déngil cihazinda gen derisiminin
artinlabilmesi icin ilk olarak gerekli primer tasarimlari yapilmistir ve bilgisayar
programi NAR ile primerlerin yapilari kontrol edilmistir. hGH'nun hicre disi Gretimi
icin rekombinant Bacillus gelistirilmesi amaciyla hiicre iginde Uretilen hGH'nun hicre
disina aktarilmasini saglayacak Bacillus hiicre disi enzimlerinden serin alkali proteaz
geninin -pre dizini icin iki ve AGH gen dizini igin de iki primer tasarlanmistir.
Primerlerin tasariminda, pre-pro(subC) ve pre(subC) dizininin ileri primerlerine Xbal,
hGH gen dizininin geri primerine BamHI restriksiyon konumlari plasmide

klonlanabilmesi igin eklenmistir.

3.2.4 Ligasyon tepkimesiyle klonlama

Ligasyon tepkimelerinde yapiskan uclu (sticky end) DNA parcasi -gen
(insert)- ve vektdr kullanildiginda gen (insert)/vektor molar oraninin 3 olmasi;
kiit uclu (blunt end) insert ve vektor kullanildiginda gen (insert)/vektér molar
oraninin 5-10 kullaniimasi uygundur. Ligasyon tepkimeleri asadidaki verilen

kosullarda gergeklestirilmistir:

Gen (Insert ) DNA ~60-200 ng

Vektér DNA ~10-60 ng

Ligasyon tamponu (ATP iceren) 2ul

T4 DNA ligaz 0.5-2U

dH20 Gen + vektér sulu c¢gozeltisi Vg= 20 pul'ye
tamamlanir.

Mikroreaktor hacmi Vr= 20 ul

Mikroreaktor sicaklhgi T=15°C

Kalma siresi t= 16 st

3.2.5 DNA dizin analizi

Plasmide klonlana hibrid genin dizin analizi icin tasarlanan primerler
kullanilmistir. Klonlamanin dogrulugunu kontrol etmek igin elde edilen hibrid genin
(-pre(subC) + hGH genleri) nikleotit dizini Microsynth GmbH (Balgach, Isvigre)

laboratuvarlarinda DNA dizin analiz cihazi ile analizlenmistir.
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3.2.6 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) gogdaltilir.

2. Kati ortamdan 5 ml hacimli LB ortamina aktariir ve 37°C’da bir gece daha
inkldbe edilir.

3. LB ortaminda godaltilan hiicrelerden 1 ml alinarak 100 ml’lik yeni LB ortamina
aktarihir ve 37°C sicaklikta 4 st 250 dk’da Ustel ¢odalma fazi basina kadar
tekrar gogaltilir.

4. Cogdalan hicreler steril, soguk 100 ml’lik santrifiij tiplerine konulur ve tlpler buz
Gzerinde 10 dk tutularak 0°C ‘a sogutulmasi saglanir.

5. Hicreler 4000 g'de, 4°C’da 10 dk santriftijlenerek ¢okturalir.

6. Sivi kisim atilir; gdken hicreler santrifij tiplnin kadit havlu Gzerinde ters
cevrilerek 1 dk kurutulur.

7. Hucreler 10 ml, 0,1M CacCl, ile siispansiyon haline getirilir ve buzda bekletilir.

8. Sispansiyon 4000 g’'de, 4°C’da 10 dk santrifijlenerek hiicreler tekrar ¢coktaralr.

9. Sivi kisim dokulir ve hicreler santrifiij tiplinidn kadit havlu Uzerinde ters
cevrilerek 1 dk kurutulur.

10. Coken hicreler 4 ml, 0,1M CaCl, iginde tekrar slspansiyon haline getirilir

ve
buzda bekletilir.

11. Mikropipetle 200 ul sispansiyon eppendorf tiplne alinir ve tipe DNA (10 ml
hacminde 50 ng’dan fazla olmayacak sekilde) eklenir, yavas yavas asadi yukari
cevrilerek karistirihir ve 30 dk buzda bekletilir.

12. Daha sonra tipler 42°C'daki su banyosuna alinarak 90 saniye bekletilir ve isi
sokuyla plasmid DNA'nin hiicreye transferi saglanir. Bundan sonra tipler hizh bir
sekilde buz banyosuna alinir ve 1-2 dk hiicrelerin ¢ékmesi igin beklenir.

13. Her tlpe 800 pl LB gozeltisi eklenir ve 37°C'da, 45 dk su banyosunda inkiibe
edildikten sonra LBA ve segici antibiyotigi iceren petri kaplarinin her birine uygun
hacimde (~250 pl ) aktaniir (Sambrook 1995).
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3.2.7 E. coli'den plasmid DNA izolasyonu

1. 12 st (bir gece) LB ortaminda c¢odaltilmis hicreler, 12000 g 'de 30 s
santrifujlenmistir.

2. Berrak kisim atildiktan sonra hicrelerin Uzerine godaltilmis hicrelerden 1ml
tekrar eklenmis ve Onceki basamaktaki gibi tekrar santrifjlenmistir.

3. Berrak kisim tekrar atilmis ve hicreler lzerinde kalan az miktardaki sivi da
mikropipetler yardimiyla alinmis; hicreler buz lizerine yerlestirilmistir.

4. Hucreler 4°C sicakligindaki, 100ul Coézelti I (EK 1) ile tekrar sispansiyon haline
getirilmistir.

5. Uzerine 200 pl yeni hazirlanmis Cézelti II (EK 1) eklenmis; eppendorf tiipl ara
sira asagi-yukari cevrilerek 5 dk karistiriimistir.

6. Uzerine 150ul 4°C sicakhidinda Gézelti III (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 ¢oktlrtlmustir.

10. Berrak kisim doékilmus ve ¢gdken plasmid DNA vakum altinda kurutulmustur.

11. Kuruyan pellet amaca gére ya 100 yl TE tamponu (EK 1) (pH=8) veya
dH,0 ile ¢bzllmus ve -20°C 'da saklanmistir (Sambrook 1995).

3.2.8 DNA'nin agaroz jelden ekstraksiyonu

Jelde ayrilan gen parcalarindan klonlama tepkimesinde kullanilacak olani UV-
1sidi altinda jelden kesilerek alinmis ve sonra da Fermentas DNA Ekstraksiyon Kit ile

ekstrakte edilmistir.
3.2.9 Elektroporasyonla plasmid DNA'nin Bacillus tiirlerine transferi

Hedef geni tasiyan E.coli-Bacillus shuttle vektdéri  Bacillus subtilis’lere
asagida aciklanan elektroporasyon ve dodal transformasyon yo6ntemleriyle
aktarilmistir. Dodal transformasyon yodnteminin elektroporasyondan farki elektrik

soku uygulanmamasidir.
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Ependorf Elektroporasyon Yontemi : B.subtilis 'in transformasyonu

Elektrokompotent hiicrelerin hazirlanmasi :

1. Hucreler 5ml’lik LB sivida 37°C ve 180rpm kosullarinda 1 gece codaltilirlar.

2. 5 ml'lik LB sivida gogaltilan mikroorganizmanin 250 ul ‘si 50 ml’'lik LB sivi igeren
yeni ortamlara aktarilir ve 1.basamaktaki ile ayni kosullarda 3 st gogaltilir.

3. 4000rpm ve +4°C’'de 15 dk santrifijlenerek ayirilan hicreler 1 mM HEPES
(pH=7.0) tamponu ile iki kez yikandiktan sonra soguk elektroporasyon tamponu
(%25 PEG ve 0.1M mannitol) ile de iki kez yikanir. Yontemin uygulandidi slirecte
hicrelerin soguk olmasi gerekir.

4. Hacreler baslangic c¢ogalma ortami hacminin 1/200°G kadar hacimh soguk
elektroporasyon tamponu ile slspansiyon haline getirilir ve +4°C'de 10 dk
bekletilir.

Elektroporasyonla DNA’nin hiicrelere aktarilmasi :

1. Elektroporasyon cihazi belirlenen voltaj dederine ayarlanir. Baslangic voltaj
dederi 16kV/cm olabilir (1mm’lik klvetler icin 1600 V kullanilmistir).

2. 40 ul elektrokompetent hicre iceren tiipe 5 pl'den daha az plasmid DNA (100 ile
500ng arasinda) eklenir ve karistirilir.

3. Hucre/DNA karisimi 6nceden sogutulmus kilvet igerisine konur ve kivetin digi
kurulandiktan sonra elektroporasyon cihazinin klvet tutucusuna (holder)
yerlestirilir.

4. Elektrik-pulse uygulanir ve hicrelerin 2-3 dk dinlenmesi igin beklendikten sonra
Uzerine 0.5 ml LB sivi eklenir ve 37°C’de 3 st bekletilir.

5. Uygun segcici antibiyotigi iceren LB agar Gzerine yayilir ve 37°C’de inklbe edilir.

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

Bacillus'tan plasmid DNA izolasyonu asadida verilen yontem kullanilarak yapilmistir.
Yontem uygulanirken kullanilan ¢ézeltilerin bilesimleri Ek 1’de verilmistir (Harwood
and Cutting 1990).

1. Deney tiapd veya 25ml’lik erlenlerde bulunan, segici antibiyotik iceren 2.5ml’lik
LB sivi-ortama plasmid DNA'nin izole edilecedi mikroorganizmadan tek koloni

aktarilir.
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10.

11

13.
14.

15.

16.
17.

18.

19.

Mikroorganizma 37°C ve 200rpm kosullarinda bir gece gogaltilr.

Codalan hiicrelerin 1.2ml’si 10000rpm ve oda sicakhdinda 1dk santrifijlenir. Sivi
kisim dokdlir ve kalan sivinin tamami bir mikropipet yardimiyla uzaklastirilir.
Hlcreler 1.2ml TSE tamponu (EK 1) ile tekrar slispansiyon haline getirilerek
yikanir.

3.basamak tekrarlanir.

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

10s vorteks islemi ile homojenizasyondan sonra T=37°C'de hucreler
parcalanincaya kadar (10-20 dk) inkidbe edilir. Bu basamak Kkritiktir ve
suspansiyon viskoz olmalidir.

Karisim buz Uzerine konur ve oda sicakliinda bekletilen Cozelti-B’den (EK 1)
400 pl eklenir, 10s vorteks islemi ile homojenizasyondan sonra 4 dk buz
Uzerinde bekletilir. Stspansiyon gercekte berrak olmalidir; eger berrak degilse
vorteks islem basamadi tekrarlanir.

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

16000 rpm ve +4°C kosullarinda 6 dk santrifijlenir. Cokeltinin blylk kismi dibe

¢Oker, bir kismi ¢ozeltide kalir.

. Sivi kismin ~ 600 ul'si 1ml’lik mikropipetle yeni ependorf tiptne alinir.
12.

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

Fazlari ayirmak igin 16000 rpm ve +4°C kosullarinda 6 dk santrifijlenir.

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

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

14. basamaktaki gibi yaklasik 450 pl’lik Gst-faz yeni tipe ahlnir.

1 ml %96'lik etanol (oda sicakliginda) eklenir, karistirihr ve buz lzerinde 10 dk
bekletilir.

16000 rpm ve +4°C kosullarinda 10 dk santrifijlenerek DNA pellet haline
getirilir.

Sivi kisim 4. basamaktaki gibi uzaklastirilir; pellete dokunulmamaldir.
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20.1 ml %80’lik etanol eklenir. Genellikle DNA pelleti tiptn bir tarafinda sabit kalir.
Eder kalmazsa, ya da herhangi bir siphe olursa, 1dk tekrar santrifijlenir. Sivi
kisim 19. basamaktaki gibi uzaklastirilir.

21.20.basamak tekrarlanir.

22. Pellet vakumda kurutulur ve 25ul TE tamponunda ¢ozillr.

23.1 ul RNaz eklenir ve 37°C’de 20 dk inkibe edilir. DNA -20°’de saklanir.

3.2.11 Pichia pastoris’'e Gen Aktarimi ve Genomic DNA izolasyonu

P. pastoris’e gen aktarimi LiCl yontemi (Invitrogen, catalog V195-20), P.
pastoris’den genomic DNA izolasyonu Sambrook vd (1995) yoéntemi kullailarak
gerceklestirilmistir.

3.3 Rekombinant BAL Uretimi: Olcek biiyiitme adimlari ve biyoreaktor

sistemi

1.8 cm® hacimh 25 adet kimyasal reaksiyondan gegirilmis mikroorganizmalari tutucu
Ozellikte porlu yapiya sahip seramik boncuk ve mikroorganizmalarin kolayca ve
homojen olarak boncuklara yapismasini saglayan Cryoprezervatif sivi igeren tlplere
(PRO-LAB, Microbank™) kati ortamda codaltilmis aktif mikroorganizma aktariimis,
bir stire galkalandiktan sonra sisedeki gliserol atilmis, mikroorganizmalarin gézenekli
boncuklara adsorpsiyonu saglanmistir. Tilpler derin dondurucuda, -20°C’da
saklanmistir.

BAL Uretiminde kullanilan pilot dlgek biyoreaktdr sitemi Sekil 2'de verilmigtir.
Birinci basamakta mikroorganizma mikrobanktan kati ortama aktariimig, ikinci
basamakta kati-ortamdan o6n-sivi  c¢odalma ortamina, (glinci basamakta 1/10
asllama orani ile 6n-sivi godalma ortamina; dérdincl basamakta ise 1/10 asilama
orani ile Uretim ortaminin yer aldidi pilot 6lgek biyoreaktdre aktariimistir.

BAL Uretim deneyleri, laboratuvar ve pilot dlgek olmak Uzere iki farklh dlgekte
yapilmistir. Laboratuvar 6lgekte Vgz=33cm?® calisma hacimli mikrobiyolojik hava
filtreli tam karistirmali kesikli biyoreaktérlerde N=200dk™ karistirma hizi, T=37°C
sicaklikta gerceklestirilmistir. Pilot 6lgcekte yapilan BAL iretim deneylerinde Vr=3000
cm?® hacimli biyoreaktér lretim ortamina 1/10 oraninda aktariimistir. Bu adimda
kullanilan biyoreaktér sistemindeki (B.Braun, Almanya) biyoreaktdrlerin herbiri

Vr=1.65 dm? toplam hacimli, iki adet Rushton tiirbin karistirici ile mekanik
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karistirmali, pH, sicaklk, ¢6zinmuls oksijen ve karistirma hizi kontrollu pilot 6lgek

kesikli biyoreaktor sistemleridir.

3.4. Analitik yontemler

Laboratuvar ve pilot 6lgekli biyoreaktdrlerde gerceklestirilen biyoprosesler
suresince farkh kalma sirelerinde alinan 6rneklerin dnce mikroorganizma derisimi
6lcilmus, daha sonra Uretim ortami 10dk sireyle 12000g ‘de 4°C sicaklikta santrifij
cihazi ( Hermle Z 323 K, Almanya) ile santrifijlenerek hicreler ayriimistir.
Ortamdan alinan mikroorganizmalardan ayirilan sivi faz 0.45 pm gozenekli
filtrelerden slizlildiikten sonra sivi ortamdaki hGH, amino asit, organik asit ve glukoz

derisimleri asagida aciklanan analitik yontemlerle olglimustar.

3.4.1 Mikroorganizma derisimi

Mikroorganizma derisimi UV-spektrofotometrede (Shimadzu UV 160A)
turbidimetrik olarak absorbans 6lgcimiyle belirlenmistir. Belli derisimde mik-
roorganizma igeren ortamlar igin 400-600 nm arasinda dalga boyu taramasi yapilmis
ve bu dalga boyu araliginda mikroorganizma derisiminin belirlenmesi igin
kalibrasyon egrileri hazirlanmistir. 600 nm dalga boyu icin olusturulan kalibrasyon
edgrisinin  digerlerine g6re daha hassas oldugu bulunmus ve daha sonraki
asamalarda hiicre derisiminin 600 nm dalga boyunda belirlenmesine karar

verilmistir.

19



3.4.2 BAL aktivite tayini ve SDS-PAGE analizi

BAL aktivitesi T=37°C, pH=8.0, t=10s kosullarinda, benzoinin benzaldehite
déndsiminin A=250 nm’de spektrofotometrik olarak o&lglilmesiyle belirlenmistir.
0.035 mM benzoin, 20 mM Tris-HCI (pH=8.0), 0.01 mM TPP, 0.1 mM MgCl,, ve
7.5% PEG tepkime bilesimini olusturmaktadir (Gonzalez ve and Vicuna, 1989).
Hiicreigi BAL aktivitesi icin E.coli hiicre duvari f=10 s 10 dk hiicre parcayic ile
parcalanmistir. Hulcredisi Bal aktivitesi belirlenirken, sivi ortam direk olarak BAL
aktivitesinin belirlenmesi igin kullaniimistir (Calik vd. 2004, 2006).

Olusan Gran= [2(Ar - A;)/(gs-2€,)]*10°

€s Ve g, slarsiyla benzoin ve benzaldehitin molar ekstinksiyon kaysayilardir.

Sodyumdodesilsulfat (SDS) poliakrilamid jel elektoroforez Laemmli vd.
(1970) proteinler ayinlmistir. 15, 25, 35, 50, 75 ve 100 kDa (Sigma M 0671) iceren

protein karisimi marker olarak kullaniimis; olusan bantlar giimuin ile boyanmistir.

3.4.3 Glukoz derigsimleri

indirgenmis seker -glukoz- derisimi A=505nm UV sperktrofotometrede glukoz
oksidasyon metoduyla 6lglilmustir (Boyaci 2005). Denklem 3.1'deki gibi D-glukoz
glukoz oksidaz enzimi katalizérliginde oksidasyonundan peroksidaz olusumu
verilmistir. Denklem 3.2'de ise olusan peroksidazin 4-aminoantipurin ve fenol ile
peroksidaz katalizérliginde tepkimesi gosterilmistir. Tepkime sonucunda kirmizi

renk gézlenmektedir.

D - glucose + O, +H,0 —Steoxondse , Giyconate + H, O, (3.1)

peroxidase

H,O, + 4 - Aminoantipyrine + Phenol —=****— Iminoquinone + H,O (3.2)

Once derisimi bilinen miktarlarda glukoz iceren ortamlar kullanilarak kalibrasyon
egrisi hazirlanmistir. Olusturulan kalibrasyon edrisi Ek 3'de, yontemde kullanilan
¢Ozeltinin ve glukoz standartlarinin hazirlanmasi ise Ek 4’de verilmistir. Kalibrasyon

egrisinin ve orneklerin analizinde kullanilan yéntem asadida verilmistir:
1. Ornekler derisimleri 0.1 g/l veya daha diisiik olacak sekilde seyreltilir.

2. 2 ml analiz ¢6zeltisine 0.05 ml drnek ¢ozeltisi eklenir.
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3. Oda sicakhginda 20 dk veya 37 °C 10 dk inklibe edilerek tepkime gergelestirilir

ve 505nm dalga boyunda UV-spektrofotometrede gézeltiniin absorbansi élgulir.

3.4.4 Amino asit derisimleri

BAL Uretiminde Uretim ortamina mikroorganizma tarafindan salgilanan yan Urin
olarak olusan amino asitlerin derisimlerinin belirlenmesi icin ylksek basing sivi
kromatografi (Waters, Amino Asit Analiz Sistemi) kullaniimistir. Amino asitler
fenilizotiyosiyanat (PITC) ile tepkimeye sokularak feniltiyokarbamilamino asit (PTC-
AA) tlrevleri elde edildikten sonra sisteme enjekte edilmistir. Elde edilen
kromatogramlardan amino asit derisimleri, amino asit standartlari temel alinarak
hesaplanmistir. Amino asitlerin analizi igin asagida verilen kosullar kullaniimistir
(Cohen 1983):

Kolon : Amino asit analiz kolonu (Nova-Pak C18,
Millipore)

Kolon boyutlar : 3.9mm x 30cm

Sistem : Ters faz kromatografi

Hareketli faz akis hizi : 1ml/dk

Kolon sicakligi : 38°C

Dedektér, dalga boyu ve duyarllik : UV/VIS, 254 nm, 0.05AUFS

Enjeksiyon hacmi D 4pl

Analiz slresi 1 18dk

3.4.5 Organik asit derisimleri

BAL Uretiminde Uretim ortamina mikroorganizma tarafindan salgilanan
organik asitlerin derisimlerinin belirlenmesinde ylUksek 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 igin asadida

verilen kosullar kullanilmistir (Ileri ve Calik 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
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Dedektor, dalga boyu ve duyarlihk : Waters 2487 Dual absorbans dedektér, 254 nm

Enjeksiyon hacmi : 5l
Analiz slresi :15 dk
Hareketli faz bilesimi : % 3.6 (NH4),HPO4 (a/h), % 96.4 Deiyonize su

3.4.6 Sivi faz kiitle aktarim katsayisinin ve oksijen tiiketim hizinin

belirlenmesi

Pilot Olcekte BAL (retim prosesi boyunca sivi faz hacimsal kitle aktarim
katsayisi ve oksijen tiketim hizi ‘Dinamik Yéntem’ ile belirlenmistir. Ydntem,
dinamik kosullarda oksijen igin kurulan kltle korunum denklemi yorumlanarak,
reaktdre goénderilen havanin kisa bir sire kesilmesi ve bir oksijen elektrodu
yardimiyla biyotepkime ortamindaki ¢dézinmis oksijen derisimindeki azalmanin,
daha sonra havanin sisteme tekrar verilmesi ile oksijen derisimindeki artisin
zamanla 6lgllmesi prensibine dayanmaktadir (Bandyopadhyay, 1967)

Uretim ortamina asi yapilmadan 6énce fiziksel oksijen aktarim katsayisi;
asllama vyapildiktan sonra ise kimyasal tepkimeli oksijen aktarim katsayisi
belirlenmistir. Farkh oksijen aktarim kosullari ve kalma sirelerinde biyoteknolojik
prosesin oksijen aktarim dinamigini etkilemeyecek sekilde gok kisa sireli olarak
biyoreaktdre beslenen hava mikroorganizmanin biyolojik faaliyetlerini etkilemeyecek
sekilde kesilmis; ylzey havalandirma etkisini azaltmak amaciyla karistirma hizi
N=20-50 dk™ arasinda tutulmus; ve zamanla biyoproses ortaminda ¢dzinmis
oksijen derisiminin dogrusal azalmasindan yararlanilarak mikroorganizmanin oksijen
tiketim hizi, r, (ro=dCpo/dt) hesaplanmistir. Sivi tarafi hacimsal kitle aktarim
katsayisinin belirlenmesi igin incelenen oksijen aktarim kosullarinda sisteme tekrar
hava verilerek ¢6ziinmis oksijen derisimdeki dogrusal olmayan artis 6lgulmustur.

((dC,/dt-r,), Co) grafiginin egiminden K, a dederi hesaplanmistr.
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4 BULGULAR VE TARTISMA

BAL enziminin hicreigi Uretimi igin rekombinant E.coli; ve hiicreiginde
sentezlenen BAL protein molekllindn hicre disina aktarilabilmesi igin, rekombinant

Bacillus sp. ve Pichia pastoris hiicreleri igin ekpresyon sistemleri tasarlanmistir.
4.1. Rekombinant BAL iiretimi icin mikroorganizma gelistirilmesi

4.1.1. Rekombinant Escherichia coli BL21 (DE3) pLysS ile BAL iretimi :
Tasarim-1

Uretim icin ilk konak hiicre Escherichia coli BL21 (DE3) plLysS olarak
belirlenmistir. E.coli BL21 (DE3) pLysS hicresi T7 promotoru ile kontrol edilen
genler ve genleri iceren plasmidler icin tasarlanmistir. Fermentasyon ortamina IPTG
eklendiginde, lacUV5 promotoru ve /acZ geninin klglk bir kismini iceren yapinin
kontrolu altinda olan T7 RNA polimeraz sentezlenerek salgilanmaya baslar ve T7
promotoru aktifleserek kontrolu altindaki genin transkripsiyonunu gergeklestirir. Bu
nedenle, BL21 (DE3) pLysS hiicresi potansiyel Uretici olarak pRSETA da klonlama
vektorl olarak segilmistir.

BAL enizmini kodlayan geninin codaltiip E.coli pRSETA plasmidine
klonlanmasi ve ylksek hiicre derisimi ve ylksek BAL (Uretimi icin primerler
tasarlanmistir. BAL geni (bal) pRSETA E.coli plasmidine klonlanmis ve rekombinant

E.coli hicreleri elde edilmistir.

a) bal gen klonlanmasi igin primer tasarimi

Primer tasarimini yapabilmek amaciyla, BAL'I kodlayan gen dizini National
Institutes of Health (ABD), National Library of Medicine, National Center for
Biotechnology Information’dan (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) alinmistir.

Genler Uzerinde bulunan ve bulunmayan restriksiyon enzim konumlari da ABD
Molecular Biology Resources kuruluslan icinde yer alan Restriction Mapper internet
sayfas! (http://www.restrictionmapper.org) kullanilarak belirlenmistir. Klonlama igin
primerlere eklenecek restriksiyon enzim konumlari secilmis ve bal geninin
codaltilmasi ve pRSETA E.coli plasmidine klonlanmasi icin gerekli uygun primerler
tasarlanmistir. Ileri primerin basina Ndel, geri primerin ucuna Sacl restriksiyon
enzim konumlari eklenmistir (Sekil 3). Primerlerin dimer olusturma ve kendi kendini
tamamlama o6zellikleri bilgisayar programi NAR ile kontrol edilmis ve T4, AG, AH ve

AS dederleri bulunmustur. Tasarlanan ileri ve geri primerlerin Td dederlerinin
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birbirine yakin olmasi gerekmektedir. Bu temelde, tasarlanan primerlerin dizinleri ve

termodinamik 6zellikleri asadida sirayla verilmistir (Cizelge 4):

N=2»

BAL

N\

O restriksiyon enzim konumu + BAL ileri primeri
Ndel (5’CATATG3’)
@® restriksiyon enzim konumu + BAL Geri primeri
Sacl (*GAGCTC?)

BAL ileri primeri: 5' CATATGGCGATGATTACAGGC 3'
BAL geri primer: 5 GCGAGCTCGCTTAGTGATGGTGATGGTGATG 3’

Sekil 3. Tasarlanan primerler ve dizinleri

Cizelge 4. Tasarlanan primerlerin 6zellikleri

isi Td AG AH AS Kendi kendini Di -
sim imer olusturma
(°C) kcaJI/mkc;;II/m eu tamamlama s
5' 5'
CATATG,| CATATGGCGATGATTACAGGC
Ndel-
3l
PAL N
ileri |60.7| -34.4 | -60.3 |-415.3 311111
Prime
. CGGACATTAGTAGCG- 3’
Fi
CGGACATTAGTAGCGGTATAC
5I
5' 5'
BAL GCGAG, GCGAGCTCGCTTAGTGA 3'
. ]|
Geri
. |60.7| -54.7 |-233.5]-592.3 ERRRRRERR
Prime
. 3'GTAGTGGTAGTGGTA
Fi
GTGATTCGCTC! |3'TGGTAGTGGTAGTGATTCGC
TCGAGCG 5'
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Tasarlanan primerler yardimiyla BAL geni r-pUC18 plasmidinin kalip DNA
oldugu ve asadida parametreleri ve bilesenleri belirtilen PCR tepkimesiyle hem Tag
DNA polimeraz hem de Pfu DNA polimeraz ile codaltiimistir (Sekil 4). Tag DNA
polimeraz ile ayni kosullarda daha ylksek derisimde BAL geni elde edildigi icin daha
sonraki tepkimelerde Tag DNA polimeraz tercih edilmistir.

Cogdaltilan BAL geni Ndel ve Sacl restriksiyon enzimleriyle kesilerek yapiskan
uclu hale getirildikten sonra QIAgen PCR saflastirma kiti ile saflastinimis ve ayni
enzimlerle kesilen ve DNA ekstraksiyon kiti ile saflastirlan PRSETA ifade vektérine
klonlanmistir (Sekil 5).

PCR tepkime parametreleri:

1 déngil T, = 94°C, | 2 dak

T, =94°C, | 1dak
30 dongii T, = 60°C, | 1 dak
T3 =72°C, | 3 dak
T3 =72°C, | 5dak
T,=4°C, | 5dak

1 dongii

PCR tepkime bilesenleri:

1) 2]

5ul S5ul
10XPCR Tamponu
dNTPs (1mM) 10pl 10pl
ileri Primer (10pM) 1pl 1pl
Geri Primer (10pM) 1pl 1pl
Kalip DNA 2ul puC18::bal | 2ul pUC18::bal
dH20 30.5pl 30 pul
DNA polimeraz 0.5ul (Taq) 1pl (Pfu)

Sekil 4. BAL geninin agaroz jel elektroforez goriintlisii ve gogaltildigi PCR tepkime
parametre ve bilesenleri. 1.kuyu: LambdaDNA/HindIII Marker; 2.kuyu: Bal geni
(Tag DNA polimeraz ile cogaltiimis); 3.kuyu: Bal geni (Pfu DNA polimeraz ile
gogaltiimis).

25



Sekil 5. Saflastirlan BAL geni ve PRSETA plasmidi. 1.kuyu: LambdaDNA/HindIII
Marker; 3.kuyu: Ndel ve Sacl RE ile kesik Bal geni; 4. kuyu QIAgen ile saflastiriimig
Ndel ve Sacl RE ile kesik Bal geni; 5. kuyu: izole dilmis PRESTA plasmidi;
6.kuyu:Ndel ve Sacl RE ile kesik PRSETA plasmidi; 7.kuyu: DNA extraction Kkiti ile
saflastiriimis Ndel ve Sacl RE ile kesik PRSETA plasmidi

Tasarlanan primerlerle belirlenen, genin g¢odaltilmasi sirasinda uglarina
eklenen Ndel ve Sacl restriksiyon enzim konumlarindan sirasiyla kesilerek,
yapiskan-uclu hale getirilen BAL geni, ayni restriksiyon enzimleriyle ardisik olarak
kesilen E.coli plasmidi pRSETA ‘ya gen/vektoér orani 5 ve 3 olan iki ayri ligasyon
tepkimesiyle asadida belirtilen kosullarda, T4 DNA ligaz enzimi katalizérliglnde
klonlanmistir (Sekil 6). Klonlamanin gercgeklesip-gergeklesmedigini belirlemek igin
ligasyon tepkime karisimindan plasmid tasimayan E.coli XLI-Blue
mikroorganizmasina CaCl, yontemi ile aktarildiktan sonra hicreler 100 pg/ml
ampisilin iceren kati ortamlara yayllmis ve 37°C'de 18-24 st sireyle

cogaltiimislardir.
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A 4
[BAL]: 8.4 ng/pl

-

[PRSETA]: 26.7 ng/pul P pRSETA’ 3 P @ pRSETA'E‘

t: 16 h
T: 22°C

o (2]
Ligasyon tepkimesi: G/V:5 G/V:3
ilgili gen ~ 120 ng ~ 60 ng
Vektor DNA ~ 24 ng ~ 20 ng
Ligasyon Tamponu (ATP'li) 2ul 2ul
T4 DNA ligaz (5u/pul) 1l 1pul
ATP 1.5pl 1.5pl
dH,0 max:19pl max:19pl
TOPLAM 20 pl 20 pl

Sekil 6. pRSETA::bal ligasyon tepkime kosullari ve sematik gosterimi

Kati ortamlarda olusan 64 koloninin bal genini iceren r-pRSETA tasiyip
tasimadigini kontrol etmek icin, elde edilen kolonilerden paralel olarak plasmid DNA
izolasyonu vyapilmistir. Ilk ligasyon {riininden 18, ikinci ligasyon urini
transformasyonundan 24 koloni izole edilmistir (Sekil 7). izolasyon urinlerinin jel
elektroforez goérintilerine bakildiginda kolonilerden bir tanesinin (1. 6rnekten 10.
koloni) pRSETA ’‘dan daha blylk plasmid DNA molekilt tasidigi gortlmustir.
pRSETA’dan daha blylik plasmid DNA molekdlleri tasidigi belirlenen koloniden izole
edilen muhtemel rekombinant- pRSETA'nin bal geni tasiyip-tasimadidi ilk asamada
PCR tepkimesi ile kontrol edilmis (Sekil 8), BAL gen bandi buyukliga kontrol
edildikten sonra, rekombinant- pRSETA plasmidi BAL genini ortadan (938.
nikleotidden) ve sondan kestigi bilinen PstI (5'CTGCGA3’) restriksiyon enzimiyle
kesilerek kontrol edilmis ve beklenen 778 bp blyikliginde DNA molekila
gbzlenmesi ile (Sekil 9) klonlamanin basarili belirlnemis ve DNA dizin analiziyle de
kanitlanmistir.
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Sekil 7. Plasmid DNA izolasyon sonucu

Lambda
DNA/Hindlll
Marker

|

yvuuWWe e

200000000

PCR tepkime parametreleri:

1 déngil T,=94°C, | 2 dak
T, = 94°C, | 1 dak
30 déngu T, = 60°C, | 1 dak
T, =72°C, | 3 dak
T, =72°C, | 5dak
1 déngl
T, = 4°C, 5 dak

PCR tepkime bilesenleri:

10XPCR Tamponu 5ul

dNTPs (1mM) 10pl

ileri Primer (10uM) 1pl

Geri Primer (10uM) 1l

Kalip DNA 2u1 10. koloni
dH,0 30.5ul

Taqg DNA polimeraz (5U/ul) 0.5ul

Sekil 8. Rekombinant-pRSETA plasmidinin PCR tepkime parametre ve kosullar. 1.
kuyu: LambdaDNA/HindIII Marker; 2. kuyu: PCR Grini; 3. kuyu: BAL geni
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~780bp
biiyiikligiinde
gen pargasi

Sekil 9. r-pRSETA plasmidi. 1.kuyu: LambdaDNA/HindIII Marker; 2. kuyu: r-PRSETA
plasmidi; 3. kuyu: r-pRSETA + Sacl + Ndel; 3.kuyu: r-pRSETA + Pstl

4.1.1.1 Rekombinant konak E.coli secimi

T7 faz promoten kontrolunda olan pRSETA::bal plasmidini tasiyan E. coli BL21
(DE3) pLySs ve E. coli JM 109, ve trc promoter kontroldeki modifiye pUC18::bal
plasmidini tasiyan E. coli K12, E. coli JM 109 ve E. coli BL21 (DE3) pLySs
hiicrelerinim BAL Uretim performanslari referans lretim ortami (RUO) kullanilarak
(kg m™3): glukoz, 8.0; Na,HPO,4, 6.7; KH,PO,4, 3.1; NaCl, 0.5; MgS0,4.7H,0, 0.5;
(NH4),HPO,4, 5.0; pH,=7.2 kiyaslanmistir. Hicreler t=4 st'te 1mM IPTG ile
indiklenmistir. En yuksek aktivite r-pRSETA::bal genini tasiyan E. coli BL21 (DE3)
pLySs ile A= 910 U cm™ olarak elde edilmistir (Sekil 10). Modifiye pUC18::bal
plasmidini tasiyan E. coli K12 ve r-pRSETA::bal tasiyan E. coli BL21 (DE3) pLySs ‘in
performanslari aktivite deneylerine ek olarak SDS-PAGE elektroforez ile
kiyaslanmistir (Sekil 11). r-pRSETA::bal tasiyan E. coli BL21 (DE3) plLySs ‘nin
Urettigi BAL'In aktivite ve derisimi diger konak-plasmid kombinasyonlarindan daha
ylksek oldugu igin Uretim deneylerine r-pRSETA::bal tasiyan E. coli BL21 (DE3)
pLySs ile devam edilmistir.
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Sekil 10. Farkli ekspresyon vektoérleri tasiyan E. coli ‘lerin BAL Uretim
performanslarinin kiyaslanmasi. C¢® = 8.0 kg m3, C\° = 5.0 kg m™3, t=12 st, V=33
cm?®, T=37°C, N=200 dk™.

18.4- .
14.4-

Sekil 11. Benzaldehyde liyaz enziminin SDS-PAGE goérintisi. 1: Protein Marker; 2:
E. coli BL21 (DE3) pLySs pRSETA::bal BAL"1; 3: E. coli K12 modifiye pUC18::bal
BAL'I.
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Azot kaynaginin benzaldehit liyaz liretimi iizerine etkisi

NH4Cl, (NH4),HPO4, ve (NH4),SO, etkisi NH,4CI, (kg m™): 5.0, 5.5, 6.0,
6.5; (NH4),HPO., (kg m3): 4.0, 4.5, 5.0, 5.5, 6.0; ve (NH4),S04, (kg m™): 4.5,
5.0, 5.5 derisimlerinde RUO’dan azot kaynadi gikartilarak arastirilmistir. En yiiksek
BAL aktivitesi 4.5 kg m> (NH4).HPO, iceren ortamda A= 955 U cm™ olarak
bulunmustur (Cizelge 5).

Cizelge 5. Hicre derisimi ve benzaldehit liyaz aktivitesinin azot kaynadi ve derisimi
ile degisimi. Cc° = 8.0 kg m™, t=12 st, V=33 cm?, T=37°C, N=200 dk*.

Azot Cx, kg m’
. kgm A, Ucm?
kaynagi 3
5.0 1.2 695
5.5 1.3 840
NH,CI
6.0 1.3 875
6.5 1.3 905
4.0 1.4 945
4.5 1.5 955
(NH4),HPO
5.0 1.5 910
) 5.5 1.5 905
6.0 1.5 900
4.5 1.1 675
(NH4),S04 5.0 1.1 736
5.5 1.2 760

Glukoz derisiminin benzaldehit liyaz iiretimi lizerine etkisi

Baslangig glukoz derisiminin hilicre derisimi ve benzaldehit liyaz Uretimi Gzerine
etkisi Cg°=6.0, 8.0, 10.0, 12.0, 15.0, 18.0, 20.0 ve 25.0 kg m™ baslangi¢ glukoz
derisimlerinde arastiriimistir. Cg°=8.0 kg m™ en yiiksek hiicre derisimi Cy=1.5 kg m"
3 benzaldehit liyaz aktivitesi de A=955 U cm™ olarak bulunmustur. (Sekil 12).
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Sekil 12. Hicre derisiminin ve benzaldehit liyaz aktivitesinin baslangic glukoz
derisimi ile degisimi. C\° = 4.5 kg m>, t=12 st, V=33 cm?, T=37°C, N=200 dk™.

Hlcre derisimi : (m); Benzaldehit liyaz aktivitesi: (o).

Glukoz ve (NH,;),HPO, benzaldehit liyaz liretimi lizerine ikili etkisi

Glukoz ve (NH4),HPO, ikili etkisi Cg°/C(nnay2nproa °=1.7 sabit tutularak Cs°=6.0,
8.0, 10.0, 12.0, 15.0, 18.0, 20.0 ve 25.0 kg m 2 igin arastinlmistir. Cs°=20 kg m™
ve C(nnayznpos °=11.8 kg m™ kosullarinda en yiiksek benzaldehit liyaz aktivitesi
A=1060 U cm™ olarak elde edilmistir (Cizelge 6).

Cizelge 6. Hiicre derisimi ve benzaldehit liyaz aktivitesinin glukoz ve (NH4),HPO,
derisiminin degisimi ile degisimi. Cg°/C\°=1.7, t=12 st, V=33 cm?, T=37°C, N=200 dk!.

(NH4),HPO

Glukoz Cy, kgm’
4 A, Ucm
kg m—3 5 3
kg m”
3.5 1.3 900
4.5 1.5 955
10 5.9 1.6 965
12 7 1.7 975
15 8.8 1.7 1000
18 10.5 1.8 1040
20 11.8 2.0 1060
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25 14.7 1.7 970

4.1.2 Hiicredisi Benzaldehit Liyaz Uretimi Icin Rekombinant Bacillus tiirii
Gelistirilmesi: Tasarim-I1I

BAL geninin hicre disi Uretimi icin gerekli genlerin sentezlenmesi ve B.
subtilis'te Uretiminin amaclandigi calismada, hicre disi salgilamada aktif oldugu
bilinen B. licheniformis mikroorganizmasinin salgiladigi serin alkalin proteaz geninin
sinyal peptidini (pre-subC) ve ribozomal baglanma bdlgesini iceren gen parcasi
(National Institutes of Health (ABD), National Library of Medicine, National Center

for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST)) tasarlanan

primerlerin yardimiyla c¢odaltiimis ve yine r-PUC18 plasmidinin kalip DNA olarak
kullanildigi  PCR tepkimesiyle c¢odaltilan BAL geninin basina entegrasyonu
gerceklestirilmistir. Sub-klonlama c¢alismalarinda hibrid gen pUC19 plasmidine
klonlanmis ve E. coli XL1Blue hicresine transforme edilmistir. B. subtilis'te Gretim
amaciyla pRB374 ifade vektdri ve B. subtilis 1A751 (Bacillus Genome Stock Center)
konak hiicresi secilmistir. pRB374 E. coli /B. subtilis shuttle vektdérli promotor
bolgesi icermeyen genlerin B. subtilis'te log-fazda trankripsiyonunu daha etkin hale
getiren vegll promotoru tasimaktadir. Bu vektorin coklu badglanma bdlgesinin
ardinda transkripsiyonu sonlandiracak terminal bdlge bulunmaktadir. Coklu
klonlama boélgesine entegre edilen hibrid gen kontroll altinda bulundugu promotor
boélge sayesinde (vegll) vejetatif blylime fazinda Uretilmeye baslayacaktir. Bu fazda
proteaz enzimlerinin Uretimi durgun faza goére daha az oldugundan klonlanan
yabanci genin (retim kapasitesi artmakta ve proses silresi kisaltmaktadir. Bu
nedenle, B. subtilis 1A751 hicresi potansiyel Uretici olarak pRB374 de klonlama

vektdrl olarak segilmistir.

BAL ve pre-subC genlerinin PCR tepkimesiyle gogaltilmasi icin gerekli uygun
primerler NAR programi yardimiyla tasarlanmis (Sekil 13) ve 6zellikleri Cizelge 7'de

siralanmistir.
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\ o | pre-subC

“oN\\_e,

BAL

o\

O Ekstra sekans + pre-subC ileri primeri

® pre-subC geni geri primeri + BAL genine komplementer
dizin

©pre-subC genine komplementer dizin + BAL geni ileri
primeri

O Ekstra sekans + BAL geni geri primeri

pre-subC ileri primeri: 5" GCGGATCCGCAGCAATCTCCTGTCATTCG 3’
pre-subC geri primeri: 5' CCTGTAATCATCGCCATAGCAGAAGCGGAATCG 3’

BAL ileri primeri:

BAL geri primeri:

Sekil 13. Tasarlanan primerler ve dizinleri

Cizelge 7. Tasarlanan primerlerin 6zellikleri: E.coli

5" CGATTCCGCTTCTGCTATGGCGATGATTACAGGC 3’
5" GCGAGCTCGCTTAGTGATGGTGATGGTGATG 3’

AG AH AS
kcal/mol kcal/mol eu
. Td
Isim ) Kendi kendini tamamlama Dimer olusturma
. 5' GCGGA, 5' GCGGATCCGCCTGAATAA 3'
Ipre-subC Ileri I
primeri 599 594 2556 | -651.9 | 3 AGAGGAGGAGAAATAAGTCCGCCT-[3' AGGAGAAATAAGTCCGCCTAGGCG 5'
5' CCTGTAATCAT- 5' CCTGTAATCATCGCCATAGCAGAAGCGGAAT3'
Ipre-subC Geri [ 1
. 58.8 -61.2 -264.6 -675.1 [T 11 C
primeri , g
3’ GCTAAGGCGAAGACGATACCG- [3'GCTAAGGCGAAGACGATACCGCTACT 5'
leaL freri 5' CGATTCCGCTTCTG[5' CGATT‘C‘(‘:G?rTCTﬁifﬂlﬂGGCGATGATTACA 3
eri
primeri 60.7 "64.3 2757 -701.8 M 3' CGGACATTAGTAGCGGTATCGTC 5'
3' CGGACATTAGTAGCGGTATC!
5
GCGAG ! |
leaL Geri 3l 5' GCGAGCTCGCTTAGTGATGGTGA 3
60.7 -54.7 -233.5 -592.3 [LEETTT
Primeri e 3' GTAGTGATTCGCTCGAGCG 5'
3' GTAGTGGTAGTGGTAGTGATTCGCTC!

Codaltilan BAL geni (Sekil 15) ve pre-subC geni (Sekil 16), ‘gene splicing by

overlap extension’ (SOE) yontemiyle Sekil 14'da gosterildigi gibi Gglinci bir PCR

tepkimesinde pre-subC

ileri

primeri

ve BAL geri

yapistiriimis ve hibrid gen (Sekil 14) elde edilmigtir.

primeri

yardimiyla birbirine
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pre-subC geni

PCR 1
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PCR3

Hibrid gen

Sekil 14. SOE yéntemiyle pre-subC ve BAL genlerinin birbirine entegrasyonu

PCR tepkime parametreleri PCR tepkime parametreleri
(BAL igin): (Hibrid gen igin):
1 cycle T, = 94°C, | 2 min 1 cycle T, =94°C, | 2 min
T, = 94°C, | 1 min T, = 94°C, | 1 min
30 cycle T, =60°C, | 1 min | | 30 cycle T, =55°C, | 1 min
Lambda T; = 72°C, | 3 min T, = 72°C, | 4 min
i T, = 72°C, | 5 min T, = 72°C, | 30 min
=) DNA/Hindlll 1 cycle 3 1 cycle 3 :
Marker T,=4°C, |5 min T, =4°C, |5 min
PCR tepkime bilesenleri: o o
BAL igin Hibrid gen igin
10XPCR Buffer Sl Sl
BAL dNTPs (1mM) 104l 104l
geni
l Forward Primer (10uM) 0.5ul 0.5ul
- . Reverse Primer (10uM) 0.5l 0.5ul
Hibrid gen 2ul 2ul BAL geni+ 2ul pre-subC
Template DNA pUC::BAL | geni
dH20 31l 31pl
DNA polymerase 1pl (Pfu) 1pl (Taq)

Sekil 15. BAL geninin ve Hibrid genin agaroz jel elektroforez gériintlisi ve
codaltildigi PCR tepkime parametre ve bilesenleri. 1.kuyu: LambdaDNA/HindIII
Marker; 2., 3., 4., 5., kuyu: Hibrid gen; 6.kuyu: BAL geni
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PCR tepkime parametreleri:

1 déngii T, = 94°C, | 2 dak

T, =94°C, | 1 dak
30 dongii T, = 60°C, | 1 dak
T3 =72°C, | 15sn
T; = 72°C, | 5 dak
T, =4°C, | 5dak

1 dongi

PCR tepkime bilesenleri:

5ul
pre-subC 10XPCR Tamponu
l dNTPs (1mM) 10pl
ileri Primer (10pM) 1pl
Low-range Geri Primer (10pM) 1pl
S U Kalp DNA 2ul  genomik
DNA
dH20 30.54l
DNA polimeraz 0.5ul (Taq)

Sekil 16. pre-subC geninin agaroz jel elektroforez géruntisit ve gogaltildigr PCR
tepkime parametre ve bilesenleri. 1.kuyu: Low-range Marker; 2.kuyu: pre-subC
geni

BamHI ve Sacl restriksiyon enzimleriyle muamele edilerek yapiskan uclu hale
getirilen hibrid gen ligasyon tepkime kosullari Sekil 17’de belirtildigi gibi T4 DNA
ligaz katalizérliglinde yine ayni enzimlerle lineer hale getirilen pUC19 plasmidine
klonlanmistir. 24 st, 100ul Ampisilin, IPTG ve X-GAL iceren kati ortamda godaltilan
transformantlardan segilen beyaz kolonilerden pUC19 plasmidine gdre daha bulyik
bant veren bir koloni, hibrid geni tasiyip tasimadigi ve uygun konfiglirasyonda
entegrasyonun gergeklesip gerceklesmediginin kontroll icin 6nce BamHI ve Sacl
restriksiyon enzimleriyle kesilmis ve iginden hibrid gen ile ayni blylUklikte gen
parcasi ciktigi gozlemlenmistir. Daha sonra kesik r-pUC19 plasmidi hibrid geni
ortasindan kestigi (1058bp ve 778bp olmak lizere iki gen parcasi) bilinen Pstl ile
muamele edilmis ve uygun buylklikte gen pargalarinin goézlemlenmesiyle
klonlamanin basarili oldugu kabul edilmistir. Ayrica r-pUC19 plasmidi kalip DNA

olarak kullaniimis ve BAL geninin godalmasi gézlemlenmistir.
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Sekil 17. r-pUC19 plasmidinin izolasyonu ve kesim kontrolleri. 1.kuyu:
LambdaDNA/HindIII Marker; 2.kuyu: pUC19 plasmidi; 3.kuyu: rekombinant pUC19
plasmidi; 4. kuyu: Sacl ve BamHI RE ile kesik r-pUC19 plasmidi; 5. kuyu: Sacl,
BamHI ve Pstl ile kesik r-pUC19 plasmidi; 6. kuyu: BAL geni (PCR truni).

pUC 19 plasmidine sub-klonlama gergeklestirildikten sonra hibrid gen BamHI
ve Sacl restriksiyon enzimleriyle kesilerek DNA extraction kit yardimiyla
saflastirilmis ve paralel olarak ayni enzimlerle yapiskan uglu hale getirilen pRB374
ifade vektérine gen/vektdr orani 3 olacak sekilde entegrasyonu gergeklestirilmistir.

Ligasyon tepkime kosullari asagidaki gibi ayarlanmistir.

[Hibrid]: 9.1 ng/pl

[pUC19]: 15.4 ng/ul

t:16 h

T: 22°C

Ligasyon tepkimesi: G/V:3
ilgili gen ~ 90 ng
Vektor DNA ~ 30 ng
Ligasyon Tamponu (ATP’li) 2ul

T4 DNA ligaz (5u/pl) 1pl

ATP 2ul
dH,O0 max:19ul
TOPLAM 20 pli
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Sekil 18. Kesik r-pUC19 plasmidi ve pRB374 plasmidi. 1.kuyu: LambdaDNA/HindIII
Marker; 2.kuyu: Sacl ve BamHI RE ile kesik r-pUC19 plasmidi; 3.kuyu: DNA
extraction kit ile saflastiriimis hibrid gen; 4. kuyu: pRB374 plasmidi; 5. kuyu: Sacl
ve BamHI RE ile kesik pRB374 plasmidi.

Kati ortamlarda olusan beyaz kolonilerin r- pRB374 tasiyip tasimadigini
kontrol etmek igin, elde edilen kolonilerden paralel olarak plasmid DNA izolasyonu
yapilmis ve sadece bir kolonide pRB374 plasmidine goére daha bilyldk bant
gbdzlemlenmistir. Muhtemel rekombinant plasmid izole edildikten sonra BamHI, Sacl
ve Pstl restriksiyon enzimleriyle kesilerek ve hibrid ve BAL genlerinin ¢ogaltiima
tepkimesinde kalip DNA olarak kullanilarak konlamanin gerceklesip gerceklesmedigi
kontrol edilmis (Sekil 19) ve olumlu sonuglar alinmistir. Klonlanan geninin
dogrulugununun kesin kontrolu igin, bal genini tasiyan rekombinant plasmid

Microsynth (Isvicre)’ye gen dizin analizi icin gdnderilecektir.

Sekil 19. Rekombinant pRB374 plasmidi. 1.kuyu: LambdaDNA/HindIII Marker; 2.kuyu:
PRSETA vektori; 3. kuyu: r- pRB374 vektorl; 4. kuyu: Sacl ve BamHI RE ile kesik r-pRB374
plasmidi; 5.kuyu: Pstl, Sacl ve BamHI RE ile kesik r-pRB374 plasmidi 6. kuyu: hibrid gen
(PCR Uruni); 7. kuyu: BAL geni (PCR urlnt); 8. kuyu LambdaDNA/HindIII Marker.
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4.1.2.1 Rekombinant Bacillus tiirleri ile benzaldehit liyaz liretimi

B. firmus, B. brevis, B. sphaericus, B. subtilis (npr-, abr-), B.subtilis (spo-),
alti proteaz geni silinmis Bacillus subtilis WB600’e ve yedi proteaz geni silinmis
Bacillus subtilis WB700’e aktarilmis herbir rekombinant mikroorganizma 10 pg/ml
kanamycin igeren LB ortaminda godaltiimis ve klonilerden plasmid DNA izolasyonu
yapilmis; Bacillus'larin pre(subC)::pRB374 tasidiklar belirlendikten sonra Ulretim
deneyleri yapilmistir. Bacillus ‘ler ile tGretim deneyleri referans tretim ortami (RUO)
kullanilarak (kg m™): glukoz, 8.0; Na,HPO,, 6.7; KH,PO,4, 3.1; MgS0,.7H-0, 0.5;
(NH4),HPO4, 5.0; pH,=7.2 yapilmis ve Bacillus'lar kiyaslanmistir. Bacillus subtilis
WB700 ile 20 U cm™ aktivite elde edilirken diger Bacillus tirleri ile hiicre-disi enzim
aktivitesi elde edilememistir. BAL'In tetramer yapiya sahip olmasi ve hiicre iginde
sentezlenip hiicre- disina aktarilan monomerlerin hicre-disinda tetramer yapiya
gecememeleri ve ortamdaki proteaz enzimleri nedeniyle, aktif BAL enzim

aktivitesinin gok dusuk oldugu sonucuna varilmistir.

4.1.3 Hiicredisi benzaldehit liyaz iiretimi igin rekombinant P. pastoris

gelistirilmesi: Tasarim-II11I

BAL geninin hicre digi Uretimi igin gerekli genlerin sentezlenmesi ve
P.pastoris ile Uretiminin amaglandigi yeni organize edilen alt programda, BAL
enzimini kodlayan gen, rekombinant proteinin hiicre disina tasinimi igin gerekli olan
sinyal dizini (a-Factor pre-pro) igeren pPICZaA (Sekil 1e) vektérine klonlamis, daha
sonra rekombinant vektdr, P. pastoris hicrelerine aktariimis ve recombinant
P.pastoris elde edilmistir. Hlcre disi benzaldehit liyaz enzim d{retimi igin
rekombinant mikroorganizma gelistiriimesi gergevesindeki arastirma plani Sekil

20’de 6zetlenmistir.

bal Geninin Cogaltilmasi Icin Primer Tasarimi

bal geninin godaltiimasi amaci ile EcoRI restriksiyon enziminin tanidigi dizini
iceren EcoRI-bal ileri primer, digeri Xbal enziminin tanidigi dizini iceren Xbal-bal
geri primer olmak Uzere iki primer tasarlanmistir. Tasarlanan primer dizinleri Sekil
21'te verilmistir. Primerler Thermo Hybaid GmbH (Almanya) laboratuarlarinda

sentezlenmistir.
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Enzim segiminde iki parametreye dikkat edilmistir; i) enzimlerin bal geninin
pPICZaA’a uygun bir sekilde klonlanmasini saglamasina, ve ii) bal genini kesmeyen
enzimler olmasina. 5’ uglara eklenen restriksiyon ezim tanima dizinleri ‘USA
Molecular Biology Resources’ (http://www.restrictionmapper.org) web-sayfasinda

bulunan, bal genini kesmeyen restriksiyon enzimlerden segilmistir.

PPICZaA vektoriin E.coli hiicrelerinde

cogaltilmasi ve saflastirilmasi Bal geninin ¢ogaltilmasi igin primerlerin tasarimi ve
genin E.coli hiicrelerinden izole edilmis pUC18::bal
plasmidini kullanarak PCR ydntemi ile ¢ogaltilmasi

l 1

PPICZaA vektoriiniin ECOR1 ve Xbal Bal geninin EcoR1 ve Xbal enzimleri ile
enzimleri ile kesilmesi kesilmesi

A 4

Genin vektore klonlanmasi (ligasyon tepkimesi)

v

Ligasyon karisiminin E.coli hiicrelerine transfer edilmesi, rekombinant hiicrelerin segilmesi ve kontrol
icin bu hiicrelerden plasmid izolasyonun yapilmasi

Kontrol i¢in:

1.Plasmidlerin ECOR1 veXbal ile kesimi
2.Bal geninin PCR ile ¢ogaltilmasi
3.Gen analizi (sekanslama)

A 4

Rekombinant PPICZaA::bal vektoriin P.pastoris hiicrelerine transferi ve rekombinant
hiicrelerin Zeocin iceren katilarda segilmesi

A 4

Kontrol amagl segilen hiicrelerin kromozomal DNA’larinin izolasyonu ve bal geninin PCR
yotemi ile cogaltilmast

A 4

Stok i¢in rekombinant P.pastoris hiicrelerin hazirlanmasi

Sekil 20. Rekombinant mikroorganizma gelistirilmesi icin uygulanan arastirma plani
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Polimeraz Zincir Tepkimesi (PCR) ile bal Geninin Cogaltilmasi

EcoRI ve Xbal kesim dizinlerinin uzantilarini iceren bal geni (1730 bg)
polimeraz zincir tepkimesi (PCR) ile godaltilmistir. PCR tepkimesi igin EcoR1
restriksiyon konumunu igeren ileri primer ve Xbal restriksiyon konumu igeren geri
primer gerekli olup, bu primerler yiksek sicaklikta birbirinden ayriimis olan DNA
bantlarinin zit kutuplarina badlanarak polimeraz enziminin DNA sentezine
baslamasini saglar. Boylece olusan cift banth sarmal DNA ikinci dongu ile tekrardan
ylksek sicaklikta birbiriden ayrilir ve primerlerin badglanmasi gergeklesir ve

polimeraz enzim ile DNA sentezi baslar.

\o ! bal geni e \

@ Restriksivon enzim sekansi + EcoRI-bal Teri Primer
EcoRI (5'- GAATTC -3)
Sekans: 5' GGGAATTCATGGCGATGATTACAGGC 3'

@ Resttiksivon enzun sekansi + pal Geri Primer

Xbal (5'-TCTAGA-3")
Sekans: 5' GGTCTAGATTAGTGATGGTGATGGTGATG 3°

Sekil 21. P.pastoris icin tasarlanmis primerlerin sematik olarak gésterimi. 1) EcoRI
restriksiyon konum dizini bal ileri primerin éniine eklenmistir. Ileri primer bal
geninin tamamlayan sarmalinin tamamlayicisidir. 2) Xbal restriksiyon konum dizini

bal geninin kodlayan sarmalin tamalayicisi olan geri pimerin édnine eklenmstir.

Polimeraz zincir reaksiyonu igin parametreler ve karisim oranlar Cizelge 8’
de verilmistir. pfu DNA polimeraz enziminin 3’ den 5’ e dlizeltme 6zelligi oldudu igin
dogru bal dizine sahip geni elde etmek amaciyla bu enzim kullaniimistir.

DNA kaynadi olarak kullanilan pUC18::bal plasmidin, Mg?* iyonlarinin PCR
ortaminda kullanimini engelleyen ve bdylece PCR verimini disliren proteinlerden,

RNA’lardan ve izolasyon igin kullanilan bazi kimyasallardan tamamiyla saflastiriimasi
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ve hiicreden izolasyonu igin Plasmid Saflastirma Kit'i (QIAGEN) kullaniimistir. Sekil

22'te kesilmemis pUC18::bal plasmidi gosterilmistir.

Sekil 22. pUC18::bal plasmidinin jel elektroforez goériintlisi. M1: 50 b¢ DNA ladder,
M2:lambda DNA/HIndIII marker, 1: kesilmemis pUC18::bal plasmid

Cizelge 8. bal gen derisiminin artirilmasi igin PCR parametreleri ve karisim oranlari

Hedef

DNA

PCR parametreleri

PCR tepkimesi karisimi igerikleri:

bal geni

1 D6ngu

30Dongii <
dak

1 Dongii

-

Ve

T1 = 949C, 4 dak
T1 = 940C, 1 dak

Ty, = 600C, 1

T3 = 720C, 2 dak

T4 = 720C, 10 dak

Tg = 40C, 5 dak

10XPCR Tamponu

5ul

dNTPs (1mM)

10pl

Ileri Primer (10uM)

1yl

Geri Primer (10pM)

1pl

Kaynak DNA ~60ng pUC18::bal
1yl

dH,0

31pl

Pfu DNA polimeraz (2.5 U/pl)
1yl
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Sekil 23, tasarlanan primerlerle ¢ogaltilan bal geni beklenilen blyUklikte

(1730 bg) oldugunu gostermektedir.

23130
9416-

2027 S e 1 730bc

Sekil 23. bal geninin jel elektroforezde gériinimi. M: LamdaDNA/HindIII Marker, 1-
3: pfu polimeraz enzimi ile gogaltilmis bal geni, 4:Negatif control (DNA yok)

Restriksiyon Enzim kesimi ve ligasyon

PCR ile gogaltiimis ve PCR saflastirma Kiti (QIAquick) ile saflastiriimis 1.7 kb
buyuklugindeki bal geni, ve plasmid saflastirma Kiti (QIAGEN) ile izole edilmis
pPICZaA vektdori ayn ayrn 37 °C de 06zel tamponlar iceren 20 pl'lik reaksiyon
hacminde EcoR1 ve Xbal enzimleri ile 12 saat kesilmistir. bal geni ve pPICZdA igin
EcoRI ve Xbal restriksiyon enzimleri ile kesim reaksiyon bilesimi sirasiyla Cizelge 9
ve 10 ‘da verilmistir. Reaksiyon sonunda, tepkime ortami 65 °C de yaklasik 20
dakikada bekletilerek enzimler deaktive edilmistir. Sekil 24’'da  bal geninin ve

pPICZaA vektdrinidn restriksiyon enzimlerle kesildikten sonraki jel elektroforezdeki

gérantdleri verilmistir.
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Cizelge 9. bal geni ve pPICZaA igin EcoRI restriksiyon enzim ile kesim reaksiyon

bilesenleri

bal geni pPICZaA
Bilesenler Miktar Miktar
DNA parcasi ~ 150 ng ~ 150 ng
EcoRI RE (10U/ ul) 1pl 1pl
10X EcoRI Tamponu 2l 2ul
dH,0 19ul’ ye kadar 19pul’'ye kadar

Cizelge 10. bal geni ve pPICZaA icin Xbal restriksiyon enzim ile kesim reaksiyonun

bilesenleri

bal geni pPICZaA
Bilesenler Miktar Miktar
DNA pargasi ~ 150 ng ~ 150 ng
Xbal RE (10U/ ul) 1pl 1l
10X Tango Tamponu 2ul 2ul

dH,0O

19ul’ ye kadar

19ul’'ye kadar

23130
9415-
GEET-

4361
38-
027

Sekil 24. bal geninin ve pPICZaA vektérinin restriksiyon enzimlerle kesildikten
sonraki jel elektroforezdeki goérintileri. M: lambda DNA/HIindIII Marker, 1:
Kesilmemis PPICZaA vektorl, 2: EcoRI ve Xbal enzimleri ile kesilmis PPICZaA
vektdrd, 3: EcoRI ve Xbal ile kesilmis ve saflastiriimisg bal geni, 4: EcoRI ve Xbal ile
kesilmis bal geni.
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Ligasyon tepkimesi icin gen miktari denklemde de gortldtiga gibi reaksiyon

karisimina gen/vektdr orani 1/3 olacak sekilde belirlenmistir.

1.7 bg (bal geni) 3
100 ng vektdr = 5 —— = 145.1 ng ba! geni

3.5 bg {vektar) 1

Ligasyon reaksiyonu hacmi 10 pul olacak sekilde hazirlanip 16 °C de 16 saat
bekletilerek gergeklestirilmistir (Cizelge 11). pPICZaA::bal plasimidinin tasarim

semasi Sekil 25'de gésterilmistir.

Cizelge 11. pPICZaA::bal icin 1/3 oranindaki ligasyon reaksiyon kosullari
10X ligasyon tamponu ;1pl
Klonlanacak DNA (1730 bg) : 145 ng
Restriksiyon enzimleri ile kesilmis : 100 ng
vektdér DNA (3536 bg)
T4 DNA ligaz : 1yl
Steril dH,0 : 10 pl'ye

pPICZaA::bal plasmidinin E.coli mikroorganizmasina aktarilmasi ve

kolonilerin segilmesi

Rekombinant plasmidlerin belirlenmesi igin, ligasyon Grun karisimi E. coli
JM109 ’a CaCl, ydntemi ile aktariimis ve koloniler Zeosin (0.025 kg m™) iceren kati
ortamda 12-18 saat codaltilmistir. 32 koloni secilmis ve plasmid izolasyonu igin
tekrar codaltilmislardir. Olasi rekombinant kolonilerden (¢ koloninin pPICZaA
vektoérinden daha blylk molekiler agirliga sahip oldugu goézlenmistir (Sekil 26). Bu
Ug koloni daha sonraki kontrol deneyleri ve uzun siire saklayabilmek igin tekrar

cogaltiimiglardir.
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Pire

bal geni |
pUCIS:bal
6308 bg

pPICZalphad
35Xhe

Zeocin

40Z1 bal geni %
pPICZad hal

EcloRI

5252 be

LOEITT 4

Sekil 25. P.pastoris ile benzaldehit liyaz enzimi Gretimi icin PPICZa::bal plasmid
tasarimin sematik gosterimi. EcoRI ve Xbal ile kesilmis 1726 bg blyUkliglndeki bal
geni ayni restriksiyon konumlari iceren pPICZaA vektérine klonlanmistir.
Transkripsiyon yonu oklarla belirtilmistir. Tarali bélge poly-his kuyrugunu belirtir;

TT, transkripsiyon bitis bolgesi; ori, E.coli’ deki replikasyon baslangig bélgesi.
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Sekil 26. Olasi rekombinant plasmidler M: A DNA/HindIII DNA Marker; 2-3-5: Olasi

rekombinant plasmidler

Olasi rekombinant plasmidler éncelikle EcoRI, Xbal ve Pstl restriksiyon
enzim kesimleri ile kontrol edilmislerdir. bal geninin restriksiyon enzimleri ile
muamele bilesenleri Cizelge 12’ de verilmistir. Pstl restriksiyon enzimi bal genini
938. bazindan kesmektedir ve bal geni 778bg ve 938bg olmak Uzere iki DNA pargasi

halinde agaroz jel elektroforezinde gérilmesi beklenmektedir (Sekil 27).

Cizelge 12. Olasi rekombinant pPICZaA vektdrinin EcoRI, Xbal and PstI

restriksiyon enzimleri ile kesilme reaksiyonunun bilesenleri

Bilesenler Miktarlar | Bilesenler Miktarlar | Bilesenler Miktarlar
DNA pargasi ~ 120 ng DNA pargasi ~ 120 ng | DNA pargasi ~ 120 ng
Xbal RE (10U/ pl) 1.5pl PstI RE (10U/ul) 1.5pl FeoRl 1.5pl
a ¥ .5u 'S ¥ .51 .54
RE(10U/ pl)
EcoRI
10XTangoTamponu 2ul 10XTangoTamponu 2yl 2yl
Tamponu
dH,0 19yl dH,0 19yl dH,0 19yl
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Sekil 27. pPICZaA::bal plasmidinin restriksiyon enzimleri ile kesildikten sonraki
agarose jel elektroforez gorintisi. M: ADNA/HIndIII Marker; 1: Birinci olasi
pPICZaA::bal plasmidi EcoRI and Xbal restriksiyon enzimleri ile kesilmis gérintisu;
2: Ikinci olasi pPICZaA::bal plasmidi EcoRI and Xbal restriksiyon enzimleri ile
kesilmis goruntiisi; 3: Uglincl olasi pPICZaA::bal plasmidi EcoRI and Xbal
restriksiyon enzimleri ile kesilmis gorintisi; 4: bal geni pUC18::bal plasmidinden
cogaltilmis gorinttsi; 5-7: Kesilmemis olasi pPICZaA::bal plasmidleri; M:
ADNA/HiIndIII Marker; 8-10: OlasI pPICZaA::bal plasmidlerinin EcoRI, Xbal and PstI

restriksiyon enzimleri ile kesilmis goéruntusu.

EcoRI ve Xbal restriksiyon enzimleri ile yapilan kesme islemi beklendigi gibi
bal geni ile ayni blylklUkte elde edilmistir, 1730 bg. Agaroz jel elektroforez
sonuglari bal geninin vektor plasmide klonlandigini kanitlamistir (Sekil 28).

Olasi recombinant (g koloni, PCR tepkimesi ile de bal geninin varligini
arastirmak amaci ile tekrar kontrol edilmislerdir. Primerler ve beklenen PCR urtnleri
Cizelge 13'da listelenmistir. Agaroz jel electroforez goérintisi (Sekil 28) bal geninin

bu plasmidlerde oldugunu gostermistir.
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Cizelge 13. Primerler ve beklenen PCR urinleri baz uzunluklar

Ileri Primer Geri Primer Beklenen Uzunluk(bg)
5" AOX primeri bal geni primeri 2085
bal geni primeri 3" AOX primeri 1899
bal geni primeri bal geni primeri 1726

13130
9416-
GEET-
4361-
T31-
2027

Sekil 28. pPICZaA::bal plasmidinin PCR Grlinlerinin agaroz jel elektroforez
goéruntisd. M: ADNA/HindIII Marker; 1: pPICZaA::bal plasmidinin 5'-A0X1 ileri
primeri ve Xbal-bal geri primeri ile yapilan PCR Grina 2: pPICZaA::bal plasmidinin
3’-A0X1 geri primeri ve EcoRI-bal ileri primeri ile yapilan PCR Grdna 3:
pPICZaA::bal plasmidinin EcoRI-bal ileri primeri ve Xbal-bal geri primeri ile yapilan
PCR drunt (bal geni).

Klonlanan genin DNA dizi sekansi otomatik DNA sekans cihazi ile (Microsynth
GmbH, Isvicre) AOX primerleri kullanilarak bir daha kontrol edilmistir Sonuclar
klonlama galismasinin basarili oldugunu ve klonlanan genin bal geni sekans ile ayni

oldugunu kanitlamistir.
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pPICZaA::bal plasmidinin P.pastoris hiicresine aktarilmasi

pPICZaA::bal plasmidinin P. pastoris genomuna entegrasyonu sematik olarak
Sekil 29'de gosterilmistir. pPICZaA vektord bir entegrasyon vektéridir ancak
vektorin ilk once AOX promoter kisminda lineer hale getirilmelidir daha sonra
genoma AOX lokusundan entegre olabilir. Sacl restriksiyon enzimi pPICZaA::bal
plasmidini lineer hale getirmek icin tek-kesici olarak secilmistir. pPICZaA::bal
plasmidi Sacl restriksiyon enzimi Cizelge 14’de verilen kosullarda tam olarak
kesilmis ve bu tam kesim agaroz jel elektroforezi ile dogrulanmistir. Daha sonra
kesim Urinl agaroz jelden cikarilarak saflastiriimistir. Verimli bir aktarim igin

kesilmis plasmidin derisimi 0.1-0.2 pg/pl olarak ayarlanmistir.

Cizelge 14. pPICZaA::bal plasmidinin lineerizasyonu igin Sacl restriksiyon enzimi ile

kesim reaksiyon bilesenleri

Bilesenler Miktar

DNA pargasi ~ 150 pg/ul
Sacl RE (10U/ pl) 1pl

10X Sacl Tamponu 2ul

dH,0 19ul'ye kadar
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EcoR |
Xbal

m benzaldehyde lyase geni @

AOX Promoter

" bat AOXITT Zeocin puUC ori
geni

Sekil 29. pPICZaA::bal plasmidinin P. pastoris genomuna entegrasyonunun sematik
gOsterimi. Rekombinant plasmid SaclI restriksiyon enzimi ile genoma entegre
olabilmesi amaci ile her iki ucunda da AOX promoter bdlgesine benzer sekanslar
bulunacak bigcimde kesilmistir. Plasmidin genoma entegrasyonundan sonra genomda

AOX promoterun iki islevsel kopyasi olusmustur.

Aktarim LiCl, yontemi ile yapilmistir. 30°C’'da t=60 st'te alti ayn koloni
olusmus ve bu koloniler dogrulama testleri igin tekrar godaltiimiglardir. Segilen
koloniler YPD + Zeosin (0.100 kg m™) kati besiyerinde kisa siireli saklama icin
cogaltilmis daha sonra 10 ml YPD + Zeosin sivi besiyerine aktariimislardir. Segilen
kolonilerin genomik DNA molekiileri PCR tepkimesi ile aktarimin kontroll igin izole
edilmistir.

Secilen alti olasi koloni icerisinde yalnizca l¢ koloni klonlama bal genini
tasimaktadir (Sekil 30).
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3130
9416-

4361-
23n-
2017-

Sekil 30. P.pastoris kolonilerinin genomik DNA’lari ile bal geni igin yapilan PCR
tepkimesinin agaroz jel elektroforez gérintisid. M: ADNA/HIindIII Marker; 1: Birinci
koloninin PCR triinii; 2: Ikinci koloninin PCR triint 3: Ugiinci koloninin PCR {riin{;
4:; Dordluncl koloninin PCR Grind; 5: Besinci koloninin PCR rinG; 6 Altinci

koloninin PCR UrinU; 7: pozitif kontrol olarak bal geni

4.1.3.1 Rekombinant P. pastoris hiicreleri ile benzaldehit liyaz liretimi

Benzaldehit liyaz enzim (BAL) geni bali tasiyan rekombinant P.pastoris
hlcresinin Urettigi hlcredisi benzaldehit liyaz Gretimi icin yapilan BAL Uretim
deneylerinde kullanilan kati ¢gogalma ortaminin bilesimi Cizelge 15’de verilmistir.
Mikroorganizma g¢ogalmasi ve enzim Uretiminde kullanilan 6n-sivi ortamin bilesimi
Cizelge 16'de verilmistir.

Kati ortamda gogalmalarini 30°C’de 48 st’te tamamlayan hiicreler, Vg=10 cm?
hacimli én-sivi ortami igeren mikrobiyolojik hava filtreli V=150 cm® haciml kesikli
biyoreaktére steril kosullarda aktariimis ve sicakhgi 30°C, karistirma hizi N=225 dk!

olan orbital karismali inkiibatérde t=24 st sireyle codaltiimiglardir.
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Cizelge 15. Rekombinant P.pastoris igin kati gogalma ortami

Bilesen Derisim, kg m™
Maya 6zatu 10.0
Peptone 20.0
Glukoz 20.0
Agar 20.0
Zeosin 0.100
Kloramfenikol 0.035

Cizelge 16. Rekombinant P.pastoris icin 6n-sivi cogalma ortami (BMGY).

Bilesen Derisim, kg m™
Maya 6ziti 10.0
Peptone 20.0
Potasyum fosfat tamponu (pH 6.0) 0.1 M
Amino asitsiz maya 6zitd (Yeast nitrogen base: 13.4
YNB)
Biyotin 4x107
Gliserol 10.0
Zeosin 0.100

Cizelge 17. BAL iretimi icin rekombinant P.pastoris kompleks Uretim ortami

(BMMY)
Bilesen Derisim, kg m™

Maya o6zdti 10.0
Peptone 20.0
Potasyum fosfat tamponu (pH 6.0) 0.1 M
Amino asitsiz maya 6zitl (Yeast nitrogen base: YNB) 13.4
Biyotin 4x107°

1 Metanol 10.0
Zeosin 0.100
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Cogalan hiicreler +4°C’ da 4000 rpm’‘de 10 dk santrifiijlerek on-sivi
ortamdan ayirildiktan sonra Cizelge 17'de bilesimi verilen, V=50 cm?® hacimli iretim
ortami iceren mikrobiyolojik hava filtreli V=150 cm® hacimh kesikli biyoreaktére
steril kosullarda aktarilmis ve sicakhgi 30°C, karistirma hizi N=225 dk olan orbital
karismal inkibatérde t=24 st BAL Uretimi gergeklestirilmistir. Hlcreler Gretim
ortamindan santrifujlenerek ayrildiktan sonra BAL Uretim ortami analizler igin

kullanilmistir.

Benzaldehit Liyaz Enziminin SDS-PAGE ile Analizi

Benzaldehit liyaz enziminin derisiminin artinlmasi igin ultrafiltrasyon sistemi
kullanilmistir. Benzaldehit liyaz enziminin monomer yapisinin molektler agirhigi 59
kDa olmasi nedeniyle herhangi bir kayip yasanmamasi icin 10 kDa ve 30 kDa’luk
ultrafiltrasyon membranlarn kullanilmistir. Rejenere selliloz membran proteinleri
adsorbe etmeden tutma kapasitesi bakimindan polieterstlfon membrana karsi
yuksek olmasi nedeniyle tercih edilmistir. Uretim ortamindaki BAL enzimini
proteolitik pargalanmadan korunmak amaci ile ultrafiltrasyon ile deristirme deneyleri
T=2-8°C arasinda vyapimistir. Ornekler tim ara-islemlerde buz (zerinde
saklanmigtir.

Polihistidin uzamasi iceren benzaldehit liyaz enzimi konsantre edildikten sonra
dogal vyapisini bozmayacak sekilde QIAexpress NI-NTA (Qiagen, Almanya)
saflastirma kolonlan (Sekil 31) ve kobalt bazhh metal ilgi rezineleri (BD Talon,
Ingiltere) ile saflastinimistir (Sekil 32).

Benzaldehit liyaz enziminin elektroforez sisteminde analizi, enziminin
indirgeyici ajani olan sodium-dodesil-silfat ve 1si uygulamasi ile monomerlerine
ayrildiktan  sonra poliakrilamit jel vasitasi ile yapilmistir.  Elektroforez
uygulamasindan sonra, jelde ayrilan proteinler gimis boyama yoéntemi yardimiyla
gériantr hale getirilmistir. Enzim SDS iceren poliakrilamid jelde monomer yapida
ylrimus ve yaklasik 59 kDa molekiiler biyiklige sahip oldugu gézlenmistir. Sonug
literatlirle uyum igindedir.

SDS-PAGE sonuglari his-tag saflastirmasinin %100 verimli olmadigini
gOstermistir, saflastirma kolonlari sadece benzaldehit liyazi dedil, yapilarinda histidin
iceren proteinleri de tutmustur. Sekil 33'te benzaldehit liyaz enzim bandinin
derisiminin zamanla azaldigi ve diger bantlarin derisimlerinin artigi gézlenmistir.
Bunun nedeni, rekombinant P.pastoris tarafindan uretilen hicredisi proteazlarin BAL

enzimini parcalamasidir.
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kDa kDa
116 116
66,2 66,2
45 45
35 35
25 25
18.4 18.4
14.4 14.4

Sekil 31. Rekombinant P.pastoris hiicresinin hicredisi proteinlerinin SDS-PAGE
analizleri. 1: Protein Markeri; 2: Gretim ortami; 3: Uretim ortami; 4: konsantre
stpernatant; 5: Rekombinant P.pastoris tarafindan uretilen saflastirilmis benzaldehit
liyaz,; 6: saflastirma kolonundan ikinci elisyon; 7: Protein Markeri

kDa

!

116

66.2 —*

45

!

35

25 —*»

18.4 —*

14.4 —*

Sekil 32. Benzaldehit liyaz enziminin SDS-PAGE go6rintlisid. M: Protein Marker; 1:
Uretim ortami; 2: BD Talon ydntemi ile saflastirlmis benzaldehit liyaz; 3: BD Talon
yontemi ile saflastinlmis benzaldehit liyaz ikinci; 4: BD Talon ydntemi ile
saflastiriimis benzaldehit liyaz Gglinct; 5: pUC18::bal plazmitini tasiyan E.coli K12
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hlicresince Uretilen benzaldehit liyaz enzimi; 7: control olarak dogal tip P.pastoris;
M: Protein Markeri

Sekil 33. Proteolitik aktiviteyi gosteren SDS-PAGE goriintlsu. A jeli: 1: saflastirmanin
birinci gint; 2: saflastirma kolonundan ikinci eliisyon; M: Protein Marker, B jeli: 1:
E.coli BL21 hiicresince Uretilen BAL enzimi; 2: saflastirmanin ikinci gind; M: Protein

Marker C jeli: M: Protein Markeri; 1: saflastirmanin ikinci gtini

SDS-PAGE sonuglari benzaldehit liyaz enziminin P.pastoris ile hiicredisi olarak
Uretildigini gostermistir. Ancak SDS-PAGE analizleri ile proteinlerin sadece
monomerik yapilari goérilebilmektedir. Bu nedenle tetramer (goklu vyapinin)

arastinlmasi icin FPLC analizleri yapilmistir.

P.pastoris Tarafindan Uretilen Hiicredisi Proteinlerin FPLC ile Analizi
Rekombinant P.pastoris ile Uretilen hlicredisi proteinlerin belirlenmesi amaci
ile Gretim ortami FPLC ile analizlenmistir. Rekombinant P.pastoris hiicreleri Cizlege
17'te bilesimi verilen Uretim ortaminda c¢odaltilarak t=24 st BAL Uretimi
gerceklestirildikten sonra Uretim ortami santrifijlenmis ve ortam FPLC analizi igin
kullanilmistir. Uretim tamamlandiktan sonra ilk asamada P.pastoris iretim ortami
t=7 st dondurularak kurutularak tretim ortami 25 kat deristirilmistir. Ornekler 0.20
um filtrelerde (Sartorius) suzllmus ve molekiler agirliklarina gére proteinleri ayiran
Hiload 16/60 superdex 200pg kolonuna yliklenmistir. Analiz 0.5 ml dk! akis hizinda
yapiimis ve UV dedektdér (A=280 nm) kullanimistir.  Ayirma islemi +4°C de
gerceklestilmistir (Sekil 34). Standart proteinlerin eliisyon zamanlar Sekil 4'te

kirmizi daire igerisine alinmistir.
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t=141 dk'daki pik monomer benzaldehit liyaz enzimine t=115 dk’daki pik
benzaldehit liyaz enziminin tetramer formuna karsilik gelmektedir (Sekil 34). FPLC
sonuglarina gore P.pastoris hicresinin hicredisi Urettigi BAL enzimi godunlukla

monomer formda kalmis fermentasyon ortaminda tetramer yapisini alamamistir.

Cizelge 18. FPLC analizi igin standart proteinlerin molektler blyuklikleri ve ellisyon

zamanlari

Molekdiler blytklik(kDa) Zaman (Dk)
Ferritin 440 103
AlbUmin 67 140
Riba MA 13.7 198

Benzoin Kondansasyon Reaksiyonu icin ince Tabaka Kromatografisi
Analizleri

ince tabaka kromatografisi benzaldehitten benzoine dénilisim reaksiyonunun
izlenmesi amaci ile yapilmistir. Ornekler reaksiyon ortamindan t=1 st ve t=24 st'te
alinmistir. Benzaldehit, benzoin ve reaksiyon uriinleri F,s, jel tabakalar ile Ethil
asetat: kloroform [3:1 (v/v)] kullanilarak analizlenmistir. Tepkime girdi ve Urlnleri
Cizelge 19'te gbsterilmistir. II. kondenzasyon tepkimesi Maria vd., (2006)
tarafindan bulunan optimum kosullarda gergeklestirilmistir.

Benzaldehit ve benzoin standartlann ve tepkime JUrinleri Sekil 35'te
gOsterilmistir. Hicredisi benzaldehit liyaz enzimi substrati benzoin ile tepkimeye
girmistir. Ancak Maria vd (2006) tarafindan belirtilen optimum benzaldehit
konsantrasyonu aktivite tepkimesi icin uygun kosullar olmadigi bulunmus; %20
DMSO ve ve 90 mM benzaldehit derisiminin enzim akarllidi igin Maria vd (2006)
ortamina kiyasla daha iyi oldugu bulunmustur.

Cizelge 19. Benzoin kondensasyon reaksiyon girdileri

Bilesen Derisim Derisim
I II
ThDP* 1 mM 1 mM
Mg2* 0.5 mM 0.5 mM
DMSO** 20% 30%
Benzaldehit ) mM )JmM

*ThDP: Tiyamin difosfat; **DMSO: Dimetil Stlfoksit
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Benzaldehit

Benzoin

Sekil 35. Benzoin donisim reaksiyonunun TLC sonuglari. 1: Benzaldehit standarti; 2: Birinci
reaksiyon karisimi; 3: ikinci reaksiyon karisimi; 4: Benzoin standarti; 5: Benzaldehit

standarti; 6: Dogal P.pastoris; 7: Benzoin standarti

Benzoin Kondansasyon Tepkimesi Analizi : GC-MS

TLC analizlerinde kullanilan tepkime drin karisimlari GC-MS ile de analizlenmistir.
Reaksiyon ortami etil asetat ile ayrnistirlmistir. Geride kalan DMSO’nun ortamdan
uzaklastiriimasi igin organik faz su ile defalarca yikanmistir. Organik faz magnezyum sulfat
ile kuruttuktan ve ¢ozici distk basing altinda ortamdan uzaklastirilarak olusan Grinler silica
kolon ile ortamdan uzaklastiriimistir. GC-MS analizlerinde kolona giris sicakhgi 2 dk boyunca
60 °C de sabit tutulduktan sonra 5°C/dk olacak sekilde 240°C yiikseltilmis ve 12 dakika
boyunca bu sicaklikta tutulmustur.

Sekil 36 ve 37’de benzoin ve benzaldehitin kolon icinde kalma stresi ve zebron
kolondan (60 m) elde edilen kiitle spektrum dederleri gosterilmistir. 211, 195, 181,165, 135
ve 119 tepe noktalar benzoinin molektler spectrum dederleridir benzoin kolondan 28-34
dakikalar arasinda c¢ikmistir. 105, 90, 77 ve 65 tepe noktalan benzaldehitin molekdler
spectrum dederleridir. Benzaldehit kolondan 18-25 dakikalar arasinda gikmistir. Sekil 36 ve
37'de goriuldigu gibi benzoin kondenzsasyon tepkimesi gerceklesmis ancak benzaldehit
molekdilleri tamamen benzoine donismemistir.

GC-MS ve TLC sonuglari, benzoin kondenzasyon tepkimesinin gerceklestirildigini
gostemistir. Hicredisi benzaldehit liyaz enzimi benzaldehit ile reaksiyona girmis ve onu

benzoine dénlstlirmustir.
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Sekil 36. I. benzoin kondenzasyon tepkime rind analizi GC-MS kromatogrami
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Sekil 37. II. benzoin kondenzasyon tepkime Grint analizi GC-MS kromatogrami



4.2 Rekombinant E.coli, B. subtilis, P.pastoris‘in BAL iiretim Performanslarinin
Kiyaslanmasi

bal geni (g alternatif konak hiicre E.coli, B. subtilis ve P.pastoris’e klonlamistir. BAL
enzim yapisinin tetramer olmasindan dolaylr recombinant B. subtilis ile elde edilememis,
P.pastoris ile distk BAL aktivitesi elde edilmistir. Hlcreigi Gretimin gercgeklestigi E.coli ile en
yuksek Uretim ve aktivite elde edilmis; pRSETA::bal plasmidini tasiyan konak htcre olarak
olarak secilmis ve biyoreaktdr isletim parametrelerinin BAL Uretimine etkisi pRSETA::bal

tasiyan E. coli BL21 (DE3) pLySs ile arastiriimistir.

4.3 pRSETA::bal Plasmidini Tasiyan E. coli Hiicreleri ile BAL liretimi

Benzaldehit liyaz enzim (BAL) geni bal'i tasiyan rekombinant E. coli BL21 (DE3) pLySs
kati cogalma ortaminin bilesimi Cizelge 20’de verilmistir. Mikroorganizma g¢odalmasi ve
enzim Uretiminde kullanilan dn-sivi ortamin bilesimi Cizelge 21'de verilmistir.

Kati ortamda ¢ogalmalarini 37°C’de 12 st’te tamamlayan hiicreler, VR=20 cm?® hacimli
dn-sivi ortami iceren mikrobiyolojik hava filtreli V=150 cm® hacimli kesikli biyoreaktére steril
kosullarda aktarilmis ve sicakligi 37°C, karistirma hizi N=250 dk™ olan orbital karismali
inklbatérde t=12 st stireyle cogaltilmislardir.

Cizelge 20. Rekombinant E.coli igin kati cogalma ortami

Bilesen Derisim, kg m™
Maya 6zutd 5.0
Soyton 10.0
NaCl 10.0
Agar 15.0
Ampisilin 0.1
Kloramfenikol 0.035

Cizelge 21. Rekombinant E.coli igin 6n-sivi godalma ortami

Bilesen Derisim, kg m™
Maya 6zutd 5.0
Soyton 10.0
NaCl 10.0
Ampisilin 0.1
Kloramfenikol 0.035
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Cizelge 22. BAL Uretimi igin rekombinant E.coli Gretim ortami

Bilesen Derisim, kg m™
Glukoz 8.0
Na,HPO, 6.7
KH,;PO4 3.1
(NH4)2HPO,4 5.0
NaCl 0.5
MgS04.7H>0 0.5
FeS0,4.7H,0 1.0x 1073
ZnS04.7H,0 0.1x 107
MnS0O,4.7H,0 7.5x 107
CuS0,4.5H,0 1.0 x 107
Ampisilin 0.1
Kloramfenikol 0.035

Cogalan hiicreler Cizelge 22’de bilesimi verilen, VR=20 cm?® hacimli Uretim ortami
iceren mikrobiyolojik hava filtreli V=150 cm?® hacimli kesikli biyoreaktére steril kosullarda
aktarilmis ve sicakhgi 30°C, karistirma hizi N=225 dk™ olan orbital karismali inkiibatérde
t=12 st BAL dretimi gerceklestirilmistir. Hlcreler Uretim ortamindan santrifujlenerek

ayrildiktan sonra BAL Uretim ortami analizler igin kullaniimistir.

4.4, BAL Uretime Oksijen Aktariminin Etkisi

Laboratuvar dlgekteki en uygun biyoreaktér isletim kosullari olarak bulunan T=37°C
ve pHy=7.25 kullanilarak, tanimlanmis Uretim ortaminda oksijen aktariminin substrat
tiketimine, mikroorganizma derisimine, lrin BAL ve yan-irin olusumuna etkileri Qo/ Vr =
0.5 vvm hava giris hizinda, dért farkli karistirma hizinda, N=250, 500, 625, 750 dk?; ve
%20 ve %40 oksijen doygunluk degerinde V= 3.0 dm3?® hacimli, sicaklik, pH, koépik,
karistirma ve ¢dzinmis oksijen derisimi kontrollu kesikli biyoreaktérlerde arastiriimistir.
Olusturulan oksijen aktarim kosullari ve tanimlama icin kullanilan kisaltmalar Cizelge 23’de

verilmistir.
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Cizelge 23. Oksijen aktarim kosullari ve kisaltmalari

Oksijen aktarim kosulu Oksijen aktarim kosulu

- Kisaltma 1 Kisaltma
Nldk H QO/VRI vvm NI dk H QO/VRI vvm
N=250, Qo/Vr = 0.5 oT, N=750, Qo/Vr= 0.5 oT,
N=500, Qo/Vr = 0.5 OoT, DO=20% OTs
N=625, Qo/vR = 0.5 OT3 DO=40% OTG

Coziinmiis oksijen profilleri

Cozinmis oksijen derisiminin (Cpo) kalma siresi ve oksijen aktarim kosullari ile
degisimi Sekil 38’de verilmistir. Oksijen aktarim hizi (OAH), oksijen tiketim hizina kiyasla
disuk oldugu (OT;) kosulda prosesin basindan itibaren aktarilan oksijenin tamami
tiketilmistir. OAH'nin daha yuksek oldugu kosullarda (OT,, OT3) hilicre metabolik
faaliyetlerine bagli olarak zamanla ¢o6zinmls oksijen derisiminde artma ve/veya azalma
g6zlenmis; ylksek OAH’lari OT,'te hlcre cogalmasina ragmen ylksek oksijen aktarimi
nedeniyle Cpo proses suresince az dedismistir. OTs ve OTg kosullarinda ise Cpp sabit
tutulmustur. Ancak OTs, OTg ‘da ortamdaki ¢ézlinmis oksijenin %20 ve %40’da tutubilmek
icin aktarilan havanin giris hizinin kalma sliresi ve oksijen aktarim kosullari ile degisimi Sekil
39’de verilmistir. Hava giris hizi t=6 st’e kadar artmis sonra azalmistir. incelenen oksijen
aktarim kosullarinda pH 7.25’de sabit tutulmustur (Calik vd 2006).

Glukoz Derisimi Profilleri

Glukoz derisiminin (Cg) kalma slresi, ve oksijen aktarim kosulu ile degisimi Sekil
40'te verilmistir. C¢ proses sliresince beklendigi gibi azalmistir. Proses sonunda, baslangicta
ortamda bulunan glukozun tamami tlketilmistir, tiketim karistirma hizinin artmasi (oksijen

aktariminin artmasi) ile artmistir.

Hiicre Derisimi Profilleri

Hicre derisiminin (C4) kalma siresi ve oksijen aktarim kosulu ile degisimi Sekil 41'te
verilmistir. Hicre derisimi t=0-4 st’te oksijen aktarimindan etkilenmemis, ancak t=4 st'ten

sonra hiicre derisiminin artmasi ile oksijen aktarim kosullarina bagh olarak hticre profillere
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degismistir. En yiiksek hiicre derisimi OT; ve OTg kosullarinda Cx= 3.0 kg m™ olarak en

dusiik hiicre derisimi de OT; kosullarinin Cx= 1.2 kg m™ olarak bulunmustur.

100

0.5 vvm 500 dk-1
0.5 vvm 750 dk-1
m—(0).5 vvm 625 dk-1
()5 vvm 250 dk-1

DO%
o
e

Sekil 38. Coézinmis oksijen derisiminin kalma stresi ve oksijen aktarim kosullari ile
degisimi. Cg=8.0 kg m™, T=37°C, Vg=1.65x103 m3, pH.=7.2. Cpo-0.21 mol m™.

t, st

Sekil 39. Hava giris hizinin kalma stiresi ve oksijen aktarim kosullari ile degisimi. C;=8.0 Kg
m3, T=37°C, Vr=1.65x107 m?, pH.=7.2. Cpo-0.21 mol m>. OTs (A); OT¢ ().
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Cc kgm?

t, st

Sekil 40. Glukoz derisiminin kalma siresi ve oksijen aktarim kosullari ile degisimi. C;=8.0
Kg m3, T=37°C, Vg=1.65x107 m?, pH.=7.2: OT; (0); OT, (m); OT3 (c); OT4 (A) OTs (A);

OT6 (.)

C,, kg m>

Sekil 41. Hucre derisiminin kalma siresi ve oksijen aktarim kosullari ile degisimi. Cs=8.0 Kg
m=, T=37°C, Vg=1.65x107 m?, pH.=7.2: OT; (0); OT, (m); OT3 (0); OT4 (A) OTs (A); OTs

(®).
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BAL Aktivite Profilleri

BAL aktivitesinin kalma silresi ve oksijen aktarim kosulu ile degisimi Sekil 42'te
verilmistir. En disik aktivite (A=459 U cm™) en az hiicrenin cogaldigi OT; kosulunda elde
edilmistir. Proses sonunda en yiiksek aktivite (A=1095 U cm™) OTs kosulunda t=12 st'te,
ikinci yiksek aktivite ise OT3 kosulunda elde edilmistir.

Organik Asit Derisimleri

Organik asit derisimlerinin oksijen aktarim kosullar ile degisimi Cizelge 24'te
verilmistir. Alti oksijen aktarim kosulunda da ortama asetik asit salgilanmistir. Bunun
yaninda formik, sitrik, malik ve suksinik asitte genel olarak ortamda gdzlenen organik
asitlerdir. Sekil 43'da da gérildigu gibi en yiiksek derisimde asetik asit (Cac=3.16 kg m™)

ortama OT; kosulunda salgilanmistir.

1200

1000 |

800 |

600 |

AU cm®

400 |

200 |

Sekil 42. BAL aktivitesinin kalma slresi ve oksijen aktarim kosullar ile degisimi. Cc=8.0 Kg
m™3, T=37°C, Vgk=1.65x103 m3, pH.=7.2: OT; (0); OT, (m); OT5 (0); OT4 (A) OTs
(A); OTse (o).

66



-3

CAsetic asit,, kg m

Sekil 43. Asetik aist derisiminin kalma slresi ve oksijen aktarim kosulu ile degisimi. C¢° =8.0
kg m>3, T=37°C, Vg= 1.65x10° m3, pH.=7.2: OT; (c); OT, (m); OT5 (0); OT4 (A) OTs

(A); OTg (o).

Cizelge 24. Organik asit derisimlerinin kalma siiresi ve oksijen aktarim kosulu ile degisimi

OTll COA (kg'm-3)

t, st 2 4 6 8 10 12

Ac 0.1148 0.5902 0.8430 1.3836 3.1608 2.6332
Form 0.0060 0.0969 0.0713 0.1037 0.0777 0.0557
Cit 0.0747 0.1185 0.1977 0.3535 0.7992 0.9495
Toa 0.1955 0.8056 1.1120 1.8408 4.0377 3.6384

OT,, Coa (kg.m™)

t, st 2 4 6 8 10 12

Ac 0.0778 0.2518 0.6958 1.7248 1.0952 1.4076
Form 0.0044 0.0086 0.0013 0.0288 0.0183 0.0181
Cit 0.0898 0.1138 0.2409 0.3006 0.0875 0.0770
Mal - - - - - -

Suc - - - 0.0232 0.0707 0.0614
Toa 0.1720 0.3742 0.9380 2.0774 1.2717 1.5641
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OT3, Coa (kg.m™)

t, st 2 4 6 8 10 12

Ac 0.0504 0.1722 0.2688 0.3512 0.5940 0.4680

Form - 0.0482 0.2838 0.8282 0.0213 0.0090
Cit 0.0950 0.0173 0.1767 0.1823 0.1023 0.0883
Mal - - - 0.1590 0.1886 0.1433
Suc - 0.0189 0.0408 - 0.1460 0.1075
Toa 0.1454 0.2566 0.7701 1.5207 1.0522 0.8161

OT., Coa (kg.m™)

t, st 2 4 6 8 10 12

Ac 0.0596 0.1640 0.2596 0.3448 0.3824 0.3596
Form 0.0044 0.0093 0.3000 0.4460 0.0068 0.0130
Cit 0.0878 0.0986 0.1645 0.1828 0.0784 0.0735
Mal - - 0.0582 0.1340 0.1322 0.1261

Suc - 0.0215 - - 0.0780 0.0740
Toa 0.1518 0.2934 0.7823 1.1076 0.6778 0.6462

OTs, Coa (kg.m™)

t, st 2 4 6 8 10 12

Ac 0.0596 0.2892 0.4016 0.5108 0.6436 0.4976
Form - 0.0620 0.1530 0.2605 0.0198 0.0075
Cit 0.0864 0.1161 0.1357 0.1807 0.1527 0.0392
Mal - - - 0.0907 0.1387 0.1087

Suc - 0.0114 0.0235 0.0169 0.0819 0.0603

Toa 0.1460 0.4787 0.7138 1.0596 1.0367 0.7133

OTs, Coa (kg.m™)

t, st 2 4 6 8 10 12

Ac 0.0498 0.2322 0.3118 0.4064 0.3468 0.3388
Form 0.0387 0.0390 0.2079 0.2079 0.0333 0.0880
Cit 0.0954 0.0982 0.1451 0.2424 0.0494 0.0491
Mal - 0.0076 - 0.1474 0.1035 0.1233
Suc .0155 0.0288 0.0684 0.0654 0.0920 0.1127
Toa 0.1994 0.4058 0.7332 1.0695 0.6250 0.7119
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4.4.1 Oksijen Aktarim Karakteristigi

Rekombinant E.coli ile BAL Uretimi igin glukoz temelli tanimlanmis ortamda farkli

oksijen aktarim kosullarinda sivi faz hacimsal kiitle aktarim katsayisi K a proses siresince

belirlenmistir (Cizelge 25). Cizelge 25'de de goérualdigi gibi,

Kia karistirma

hizinin

artmasiyla artmistir. En yiiksek K, a OT, kosullarinda t=5 st’te 0.039 s* olarak bulunmustir.

Oksijen tiketim hizi (OUR) lag ve Ustel gogalma fazinda (t=3-5 st) ylksektir. En fazla

oksijen tiiketim hizi t=5 st’te OT4 kosulunda (OUR=0.0025 molm™3s?) elde edilmistir.

Cizelge 25. Oksijen aktarim karakteristiklerinin kalma siresi ile degisimi

OAHma*1  OURX10
¢ K.a E OAH*103 oF 3
sty (s KK o (molm?®s’ s (molm
Ldo ) 1) 35-1)
0.25 0.008 1.05 1.08 1.68 0.70
1 - - - - -
oT; 3 - - - - -
5 - - - - -
10 - - - - -
0.25 0.017 1.42 1.03 3.57 1.2
1 0.019 1.58 1.47 3.99 1.5
oT, 3 - - - - -
5 - - - - -
10 - - - - -
0.25 0.022 1.57 0.63 4.62 0.90
1 0.023 1.65 0.74 4.83 1.3
OTs 3 0.025 1.78 2.14 5.25 2.2
5 0.021 1.5 2.63 4.41 2.2
10 0.020 1.43 0.2 4.20 0.40
0.25 0.034 1.62 0.81 7.56 1.10
1 0.036 1.71 0.85 6.93 1.30
OoT, 3 0.038 1.81 1.92 8.19 2.40
5 0.039 1.86 2.48 8.61 2.50
10 0.037 1.76 0.55 5.88 0.60
0.25 0.006 - 0.80 1.26 0.80
1 0.007 - 1.00 1.47 1.00
OTs 3 0.009 - 1.24 1.89 1.24
5 0.006 - 1.0 1.26 1.00
10 0.007 - 0.82 1.47 0.82
0.25 0.006 - 0.82 1.26 0.82
1 0.009 - 1.05 1.89 1.05
OT¢ 3 0.012 - 1.41 2.52 1.41
5 0.010 - 1.37 2.1 1.37
10 0.005 - 0.58 1.05 0.58

69



4.5 BAL Uretimi icin Kompleks Ortam Tasarimi

pRSETA::bal plasmidini tasiyan rekombinant E. coli BL21 (DE3) pLySs ile
benzaldehyde liyaz Uretimi icin melas temelli kompleks ortam tasarlanmis ve tasarlanan
ortam temel alinarak besleme stratejisi gelistirilmistir.

Bu amacgla, ilk olarak, melas derisimi etkisi laboratuvar 0&lcekli biyoreaktérlerde
incelenmistir. E. coli BL21 sukrozu tlketemedigi icin, kimyasal 6nislem uygulanarak melas
fruktoz ve glukoza indirgenmis (Calik vd 2003) ve melas derisiminin etkisi 16 kg m™ ile 56
kg m araliinda incelenmistir (Cizelge 26); uretim kosullarinin kisaltmalar Cizelge 27'de

verilmistir.

Cizelge 26. Kompleks ortam bilesimi

Bilesen Derisim, kg m™
Melas 8.0 - 40.0
Na,HPO,4 6.7
KH,PO4 3.1
(NH4),HPO, 5.0
NacCl 0.5
MgS04.7H20 0.5
ZnS04.7H,0 0.2 x 107
MnSQO4.7H,0 0.1
CoCl,.6H,0 2.0x 107
Ampisilin 0.1
Kloramfenikol 0.035

Cizelge 27. Biyoreaktdr deney kosullar ve kisaltmalar

Melas Derisimi Sukroz Derisimi Fruktoz - Glukoz
Derigimi
(kg m~) (kg m™3) Kisaltma
16 4-4 B1
24 12 6-6 B2
30 15 7.5-7.5 B3
56 28 14-14 B4
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Hlcre derisiminin melas derisimi ve zamanla dedisimi Sekil 44'de verilmistir. Hilcre
profili ilk doért saatte melas derisimin etkilenmemistir. En yiksek hlicre derisim B3

kosulunda (Cx=5.34 kg m™) bulunmustur.

¢ Bl A B2 mB3 @B

Cyx, kgm™

Sekil 44. Hicre derisiminin melas derisimi ve zamanla degisimi. B1, (¢); B2, (A); B3, (m);
B4, (e); T=37°C, Vg= 1.65x107> m?, DO=40%, N=625 min™, pHc=7.2.

Glukoz ve fruktoz derisiminin melas derisimi ve zamanla dedisimi (Sekil 45)
incelendiginde B1, B2 ve B3 kosullarinda glukozun proses sonunda tuketildigi B4 kosulunda
ise toplam seker inhibisyonu nedeniyle tiuketilmedigi gortlmustar.

BAL hacimsal ve spesifik aktivitesinin melas derisimi ve zamanla degisimi Sekil 46 ve
47'de gdsterilmistir. En yliksek BAL hacimsal aktivitesi B3 kosulunda 1617 U cm™ olarak

elde edilmistir.
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16

t, st

Sekil 45. Glukoz ve fruktoz derisiminin melas derisimi ve zamanla dedisimi. B1, (¢,$); B2,
(A, A); B3, (M, u,); B4, (®,0); T=37°C, Vg= 1.65x107> m3, DO=40%, N=625 min?,
pHC=7.2.

1600 - "¢ B1 A B2 m B3 @ B4

t, st

Sekil 46. Hacimsal BAL aktivitesinin melas derisimi ve zamanla degisimi. B1, (#); B2, (A);
B3, (m); B4, (¢); T=37°C, Vg= 1.65x10> m3, DO=40%, N=625 min?, pHc=7.2.
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Sekil 47. Spesifik BAL aktivitesinin melas derisimi ve zamanla dedisimi. B1, (¢); B2, (A); B3,
(m); B4, (e); T=37°C, Vg= 1.65x103 m*, DO=40%, N=625 min™!, pHc=7.2.

4.6 BAL Uretimi icin Besleme Startejisi Gelistirilmesi

En yilksek hiicre derisimi ve benzaldehit liyaz aktivitesi Cguwo:=7.5 kg m™ ve
Crruktoz=7.5 kg m™ derisimlerinde sirasiyla 5.3 kg m™> ve 1617 U cm™ olarak bulunmus ve
bir sonraki asamada, daha ylksek hiicre derisimi ve BAL Uretimine ulasabilmek igin besleme
stratejileri gelistirilmistir. Optimum kosullarda, kesikli biyoreaktor isletiminde B3 kosulunda
t=10 st’te hava giris hizinin minimuma ulastigi gézlenmistir. Bu durum ortamdaki karbon
kaynadinin bittigini gosterdigi varsayildidi igin birinci stratejide besleme yapilarak glukoz ve
fruktozun 2.5 kg m™ e ¢ikmasi saglanmistir. Bu strateji proses siiresince tekrarlanmistir. Bu
strateji FB1 olarak adlandiriimistir.

Sabit karistirma hizinda, N=625 dk, hava giris hizi, glukoz ve froktoz derigiminin
zamanla dedisimi Sekil 48’de, hicre derisimi Sekil 49°de, BAL hacimsal ve spesifik
aktivitesinin degisimi Sekil 50'de g6sterilmistir. En ylksek hicre derisimi t=24 st'te Cx=7.4
kg m=, en yiiksek BAL aktivitesi ise t=20 st 'te A=2360 U cm™ olarak elde edilmistir. Ancak
hava giris hizinin degisimine badli gelistirilen strateji yalnizca glukozun tiketildigini
g6sterdigi sonucuna varildidi igin, glukoz ve fruktoz derisimi proses slresince izlenerek yeni

bir strateji gelistirilmistir.
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Sekil 48. Hava giris hizinin (kesikli ¢izgi), glukoz (m) ve fruktoz (o) derisimlerinin FB1
stratejisi icin zamanla degisimi. Cggr=7.5 kg m3, T=37°C, Vg= 1.65x10> m?*, DO=40%,

N=625 dk?, pHc=7.2.

16 18 20 22 24

2 4 6 8 10 12 14
t, st

Sekil 49. Hiicre derisiminin FB1 stratejisi icin zamanla degisimi. Cger=7.5 kg m™, T=37°C,

Vr= 1.65x107 m3, DO=40%, N=625 dk™, pHc=7.2.
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Sekil 50. BAL hacimsal (m) ve spesifik aktivitesinin (o) FB1 stratejisi icin zamanla degisimi.
Cear=7.5 kg m3, T=37°C, Vg= 1.65x103 m?, DO=40%, N=625 dk™!, pHc=7.2.
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Yeni stratejide glukoz ve fruktoz tiketildiginde derisimleri Gretim ortaminda 2.5 kg
m~ e cikarilmistir. Bu strateji FB2 olarak adlandiriimistir. Sabit karistirma hizinda, N=625 dk
!, hava giris hizi, glukoz ve froktoz derisiminin zamanla degisimi Sekil 51’de, hiicre derigimi
Sekil 52’ de, BAL hacimsal ve spesifik aktivitesinin degisimi Sekil 53’ de gdsterilmistir. FB2
strateji ile en yiliksek BAL aktivitesi t=26 st’te A=2370 U cm™ olarak bulunmustur. Bu saatta
hiicre derisimi ise Cx=7.5 kg m™’ tiir.

FB2 stratejisini alternatif, asetik asit birikimini azaltmak igin yapilan beslemelerin

glukoz ve fruktoz derisimi 1.5 kg m™

e disirilmis ve bu strateji FB3 stratejisi olarak
adlandinlmistir.  FB3 statejisi icin hava giris hizi, glukoz ve fruktoz derisiminin zamanla
dedisimi Sekil 54'de, hicre derisimi Sekil 55° de, BAL hacimsal ve spesifik aktivitesinin
dedisimi Sekil 56’de gOsterilmistir. Bu son strateji ile t= 24 st'te en ylksek BAL aktivitesi ve
hiicre derisimi sirasiyla A=2315 U cm™ ve Cx=8.04 kg m™ olarak bulunmustur. incelenen
stratejilerin hepsinde aktiviteler yaklasik ayni olmasina ragmen son kosulda en ylksek hiicre

derisimine en az girdi kullanilarak ulasiimistir.

t, st

Sekil 51. Hava giris hizinin (kesikli ¢izgi), glukoz (m) ve fruktoz (o) derisimlerinin FB2
stratejisi icin zamanla degisimi. Cggr=7.5 kg m3, T=37°C, Vg= 1.65x10> m?*, DO=40%,
N=625 dk?, pHc=7.2.
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Sekil 52. Hiicre derisiminin FB2 stratejisi icin zamanla dedisimi. Cger=7.5 kg m™, T=37°C,
Vr= 1.65x107 m3, DO=40%, N=625 dk™, pHc=7.2.
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Sekil 53. BAL hacimsal (m) ve spesifik aktivitesinin (o) FB2 stratejisi icin zamanla degisimi.
Cear=7.5 kg m=, T=37°C, Vg= 1.65x10° m3, DO=40%, N=625 dk!, pHc=7.2.
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Sekil 54. Hava giris hizinin (kesikli ¢izgi), glukoz (m) ve fruktoz (o) derisimlerinin FB3
stratejisi icin zamanla degisimi. Cgar=7.5 kg m3, T=37°C, Vg= 1.65x10° m3, DO=40%,
N=625 dk?, pHc=7.2.
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Sekil 55. Hiicre derisiminin FB3 stratejisi icin zamanla degisimi. Cger=7.5 kg m™, T=37°C,
Vr= 1.65x1073 m3, DO=40%, N=625 dk!, pHc=7.2.

78



2500 1200

2000 - + 1000
. {800 &
'E 1500 c

o

= 1000 1% e
Z | ,
{400 ©
s

500 - 1 200

0 LI T T T T T T T T T T T T T 0
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
t, st

Sekil 56. BAL hacimsal (m) ve spesifik aktivitesinin (o) FB3 stratejisi igin zamanla degisimi.
Cear=7.5 kg m™3, T=37°C, Vg= 1.65x10° m*, DO=40%, N=625 dk™!, pHc=7.2.
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5 SONUCLAR

“"Metabolik+Genetik+Biyokimyasal Reaksiyon Miihendisligi Prensipleriyle
Rekombinant Enzim Uretimi"” konulu 104M258 nolu proje kapsaminda, benzoinin agil
baginin kirllmasi ve olusmasi tepkimesini dontusimli olarak katalizleyerek aril aldehitlerin ve
aciloinlerin sentezinde kullanilan benzaldehit liyaz (BAL, EC. 4.1.2.38) enzim Uretimi igin
rekombinant mikroorganizma ile biyoproses gelistirilmesi amaglanmistir. Bes alt-arastirma
programindan olusan projenin birinci alt-arastirma programinda hicreigi Uretim igin bal geni
pRSETA plasmidini klonlanmis ve E. coli BL21 (DE3) pLySs ekspres edilmistir. E. coli
hicreleri ile hligreigi Uretime alternatif olarak BAL enziminin Bacillus sp ve P.pastoris ile
hicredisi Gretimi igin alternatif tasarimlar yapilmistir. BAL'In biyokimyasal yapisinin tetramer
olmasi ve BAL enziminin sulu ortamda kararlihdinin diasik olmasi nedeniyle rekombinant
Bacillus sp aktivite gozlenemezken rekombinant P.pastoris ile disik enzim aktivitesi elde
edilmistir. Bulgular i1siginda pRSETA::bal tasiyan E. coli BL21 (DE3) pLysS ile biyoreaktér
isletim parametrelerinin etkisi arastinlmistir. Arastirmanin Uglncl alt-propgraminda
laboratuvar 6élcekte bulunan en uygun kosullarda, Vg=1.65 dm® haciml, mekanik
karistirmalh, pH, sicaklik, ¢gézinmuls oksijen ve karistirma hizi kontrollu pilot-dlgek kesikli
biyoreaktérlerde Qo/Vr = 0.5 vvm hava giris hizinda ve N= 250, 500, 625, and 750 dk
karistirma hizlarinda ve ¢6ziinmis oksijen DO= 20%, 40% kosullarinda oksijen aktarim
etkileri yan arin dadgilimlar ile birlikte incelenmis, oksijen aktarimi ve biyoproses
karakteristikleri belirlenmistir. En ylksek hticre derisimi ve benzaldehit liyaz tretimi Cgukoz=
8.0 kg m3; pH.=7.2 ve DO=40%’'da sirasiyla 3.0 kg m> ve A=1095 Ucm™ olarak
bulunmustur. Doérdincl alt-programda, benzaldehyde liyaz Ulretimi icin melas temelli
kompleks ortam tasarlanmistir. En ylUksek hlcre derisimi ve benzaldehit liyaz aktivitesi
Calukoz=7.5 kg m™ ve Cruor=7.5 kg m™ derisimlerinde sirasiyla 5.3 kg m™ ve 1617 U cm™
olarak bulunmustur. Besinci alt-program ile yutksek hiicre derisimi ve BAL (retimine
ulasabilmek icin besleme stratejileri gelistirilmistir. Optimum kosullarda, kesikli biyoreaktdr
isletiminde t=10 st'te hava giris hizinin minimuma ulastigi gézlenmistir. Bu durum ortamdaki
karbon kaynadinin bittigini gosterdigi varsayildigi igin birinci stratejide besleme yapilarak
glukoz ve fruktozun 2.5 kg m> e cikmasi saglanmistir. Bu strateji proses siiresince
tekrarlanmistir. En yiliksek hiicre derisimi t=24 st'te Cx=7.4 kg m=, en yiksek BAL
aktivitesi ise t=20 st 'te A=2360 U cm™ olarak elde edilmistir. Ancak hava giris hizinin
dedisimine badli gelistirilen strateji yalnizca glukozun tiketildigini gosterdigi sonucuna
varildigi igin, glukoz ve fruktoz derisimi proses siresince izlenerek yeni bir strateji
gelistirilmistir. Yeni stratejide glukoz ve fruktoz tiketildiginde derisimleri Gretim ortaminda
2.5 kg m> e cgikanlmis; en ylksek BAL aktivitesi t=26 stte A=2370 U cm™ olarak

bulunmustur. Bu noktadaki hiicre derisimi ise Cx=7.5 kg m™’ tir. Asetik asit birikimini
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azaltmak igin yapilan beslemelerin glukoz ve fruktoz derisimi 1.5 kg m™’ e disirilmustir.
Bu son strateji ile t= 24 st'te en ylUksek BAL aktivitesi ve hlicre derisimi sirasiyla A=2315 U
cm™ ve Cx=8.04 kg m™ olarak bulunmustur. incelenen stratejilerin hepsinde aktiviteler
yaklasik ayni olmasina ragmen son kosulda en ylksek hilicre derisimine en az girdi

kullanilarak ulasiimistir.
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Ekler

EK 1 Genetik MUhendisligi Arastirma Programinda Kullanilan Cozeltilerin Bilesimi

LB

Soytripton 10 kg m™
Maya 6z{t( 5kg m
NaCl 10 kg m™
LBA

Soytripton 10 kg m™
Maya 6zt 5 kg m3
NaCl 10 kg m™
Agar 15 kg m™
COZELTI I

Glukoz 50 mM
Tris-HCI (pH=8.0) 25 mM
EDTA 10 mM
COZELTI 11

NaOH 0.2N
SDS 1%
COZELTI 111

Potasyum asetat 5M
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 kg m3

&5



EK 1 Genetik Mihendisligi 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 0.2 M

COZELTI C

Potasyum asetat 5M

Asetik asit 60 ml

dH,0 100 ml'ye
tamamlanir

10X TE

Tris-HCI 0.1 M

EDTA pH=7.5 0.01 M
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Oz

Benzoinin agil baginin kirilmasi ve olusmasi tepkimesini donlisimlu olarak katalizleyerek
aril aldehitlerin ve aciloinlerin sentezinde kullanilan benzaldehit liyaz (BAL, EC. 4.1.2.38)
enzim Uretimi icin rekombinant mikroorganizma ile biyoproses gelistirilmesi arastirma
projesinin temel amacidir. E. coli BL21 (DE3) pLySs, Bacillus tirleriyle ve P.pastoris iginde en
yuksek BAL ajktivitesi pRSETA::bal tasiyan E. coli BL21 (DE3) pLysS ile elde edilmistir ve
biyoreaktdr isletim parametrelerinin etkisi de pRSETA::bal tasiyan E. coli BL21 (DE3) pLysS
ile arastirilmis; pH.=7.2 ve ¢6zinmuis oksijen derisiminin 40%/'da tutuldugu kosulda en
yuksek aktivite elde edilmistir. Besleme stratejileri icinde, hlicre derisimi, benzaldehit liyaz
aktivitesi ve karbon kaynadi tiiketimi temel alindidinda en uygun besleme stratejisi ortamdaki
glukoz ve fruktoz tiketildiginde Gretim ortaminda glukoz ve fruktozun derisimlerinin 1.5 kg
m™ e cikarilmasi olarak bulunmustur. Bu strateji ile t= 24 st'te en yiiksek BAL aktivitesi ve
hiicre derigimi sirasiyla A=2315 U cm™ ve Cx=8.04 kg m™ olarak elde edilmistir.
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