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OZET

REKOMBINANT DNA TEKNOLOJISI ILE FLORESAN PROTEIN
URETIMI
KABOGLU, Ebru
Yiiksek Lisans Tezi, Biyomiihendislik Anabilim Dali
Tez Danigmani: Prof. Dr. Gaye Ongen Ozgen
Ikinci Danisman: Prof. Dr. Serap Evran
Agustos 2024, 34 sayfa

Otoindiiklenebilir kiiltiir ortamlar1 kullanilarak gergeklestirilen biyoproses
uygulamalarinda bir operator gereksinimi duyulmamasi ayrica sentetik indiikleyici
uygulamalar ile karsilastirildiginda da {liretim ortami maliyetinin diisiik olmas1 ve
sisteme miidahale ihtiyacini azaltmasi agisindan degerlendirildiginde biiyiik 6l¢ekli
tiretim proseslerinde E. coli gibi protein ekspresyonunu lac operonu kontroliinde
gerceklestiren hiicreler i¢in siklikla tercih edilen kiiltiir ortam kosulunu
saglamaktadir. Bu ¢alismada, E. coli'de rekombinant yesil floresan protein iiretimi
bir model olarak secilerek tliretimde farkl kiiltiir kosullar1 degerlendirilmistir ve en
uygun kosul lizerinden maliyeti azaltmaya yonelik bir optimizasyon c¢aligmasi
yapilmistir. Sonugta optimize edilen yeni ortamda 1,18 mg/ml konsantrasyonunda
geleneksel IPTG indiikklemesi yapilan LB ortaminda ise 0,6 mg/ml
konsantrasyonunda protein elde edilmistir. Yapilan optimizasyon caligmasi ile
birlikte kiiltlir ortamindaki tripton konsantrasyonu % 33,6 oraninda azaltilmistir ve
daha diisiik maliyetli bir tiretim ortam kompozisyonu elde edilmistir. Optimize
edilen yeni iiretim ortami ve kontrol olarak IPTG indiiklemesi yapilan LB iiretim
ortaminda 2L karistirmali tank biyorektorde gerceklesen iiretimlerde protein
konsantrasyonunda LB ortaminda %130 optimize edilen yeni ortamda %45,2 artis
hesaplanmistir. Bu bulgular, verimli ve uygun maliyetli biiyiik 6l¢ekli rekombinant

protein iiretimi i¢in optimize edilmis ortamin potansiyelini vurgulamaktadir.

Anahtar sozciikler: Otoindiiksiyon, yesil floresan protein, E.coli, optimizasyon






ABSTRACT

FLUORESCENT PROTEIN PRODUCTION WITH
RECOMBINANT DNA TECHNOLOGY

KABOGLU, Ebru
MSc in Bioengineering
Supervisor: Prof. Dr. Gaye Ongen Ozgen
Co-Supervisor: Prof. Dr. Serap Evran
August 2024, 34 page

Using autoinducible culture media in bioprocess applications eliminates the
need for an operator and, compared to synthetic inducer applications, reduces
production costs and the need for system intervention. This makes it a preferred
culture condition for large-scale production processes involving cells like E. coli that
express proteins under the control of the lac operon. In this study, recombinant green
fluorescent protein production in E. coli was selected as a model, and different
culture conditions were evaluated. An optimization study was conducted to reduce
costs based on the optimal condition identified. As a result, in the optimized new
medium, a protein concentration of 1.18 mg/ml was obtained, while in the traditional
IPTG-induced LB medium, a concentration of 0.6 mg/ml was achieved. The
optimization reduced the tryptone concentration in the culture medium by 33.6%,
resulting in a more cost-effective production medium composition. In the production
processes carried out in a 2L stirred-tank bioreactor, protein concentration increases
of 130% in the LB medium and 45.2% in the optimized new medium were
calculated. These findings highlight the potential of the optimized medium for

efficient and cost-effective large-scale recombinant protein production.

Keywords: Autoinduction, green fluorescent protein, E.coli, optimization
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ONSOZ

Yesil Floresan Protein (GFP), organizmalarin biyolojik siireglerini goriiniir
kilmak i¢in yaygin olarak kullanilmakta olan biyolojik bir belirtectir. Bununla
birlikte GFP tip, enerji, tekstil alanlarinda yenilikgi tiriinleri kapsayan uygulama
alanlarinda da yer almaktadir. 2019 yilina ait verilerde GFP iiretimi yillik 1,6 milyar
dolar pazar payimna ulasmistir ve pazardaki pay1 her gecen yil artmaktadir. Ancak,
GFP’nin genis ¢apta kullanimi, tiretim maliyetleri ile ilgili zorluklar1 da beraberinde
getirmektedir. Bu nedenle GFP iiretiminde maliyetleri azaltmaya yonelik yeni
stratejilerin gelistirilmesi ve optimizasyon calismalar1 ile birlikte endiistriyel

iiretimlere entegre edilebilmesi bir ihtiyag¢ haline gelmistir.

Bu ¢aligma GFP {iretim maliyetlerini diisiirmek amaciyla gergeklestirilen
deneysel calismalarin detayli bir incelemesini sunmaktadir. Calismanin temel
hedefi GFP iiretiminde daha ekonomik bir ortam kompozisyonunun elde
edilmesidir. Biyoproses ¢alismalarinda ortam maliyeti toplam iiretim maliyetlerinin
yaklasik % 30 ila 40’ 1n1 olusturmaktadir. Bu dogrultuda literatiirde var olan {iretim
stratejileri degerlendirilerek alternatif stratejilerin aragtirilmasi ve gelistirilmesi gibi

konular ele alinmustir.

Bu calismanin gergeklestirilmesinde emegi gecen tiim ekip arkadaglarima
ve danmismanlarima tesekkiir ederim. Ozellikle, calismanin her asamasinda
desteklerini esirgemeyen ve degerli katkilariyla c¢alismayr zenginlestiren
danismanlarima siikranlarimi sunarim. Ayrica, laboratuvar olanaklar1 ve gerekli
teknik alt yapisi ile deneysel calismalarimi kolaylikla yapmami saglayan

tiniversitemize tesekkiir etmek isterim.

GFP dretim maliyetlerinin azaltilmasina yonelik bu calismalarin,
biyoteknoloji alanindaki bilimsel ilerlemeye katki saglayacagina inaniyorum.
Calismanin, gelecekte yapilacak olan benzer projelere rehberlik etmesi ve bilimsel

topluluga faydali olmasi dilegiyle.
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1. GIRIS

Rekombinant protein ekspresyon sistemlerinin ortaya ¢ikisi biyoteknolojik
tiretimde kokli bir degisime yol acmistir. Bu degisim gida, tarim, kimya,
biyofarmasotik gibi endiistrilerinde biiyiime faktorleri ve hormonlar, antikorlar,
enzimler ve asilar gibi katma degeri yiiksek {irlinlerin tiretimi gergeklestirilmistir
ve biyoekonomiye biiyiik 6l¢iide katkida bulunmustur (Ow, Dave Siak-Wei, et al.,
2021).

Rekombinant protein liretiminde ilk adim tiretmek istenen proteinin kodunu
iceren genin genetik mithendisligi teknikleri ile kaynagindan izole edilmesi ve
uygun bir vektore klonlanmasi ile baslamaktadir. Klonlanan geni igeren vektor
hedef organizmaya transformasyon, transdiiksiyon veya transfeksiyon
yontemlerinden biri kullanilarak aktarilmaktadir (Streather, Bree R., et al., 2023).
Gen aktarimi gerceklestirilmis mikroorganizma uygun idretim kosullarinda
tiretilmektedir ve bu siirecte translasyon ve transkripsiyon mekanizmalari
tarafindan hedef protein hiicrede yiiksek seviyelerde eksprese olmaktadir.
Rekombinant protein ekspresyonu sonrasi, hedef rekombinant protein iiretim
ortamindan kati-sivi ayirma teknikleri kullanilarak ayrilmakta ve saflastirma
teknikleri kullanilarak ortamdan izole edilmektedir. Izole edilen protein
karakterizasyonu, protein miithendisligi teknikleri kullanilarak gergeklestirilmistir
(Eskandari, Azadeh, et al., 2024).

Gram-negatif bir bakteri olan Escherichia coli (E. coli), kapsamli olarak
arastiritlmig genetik ge¢misi, yliksek hiicre yogunluguna kisa siirelerde ulasabilme
kapasitesi, genetik olarak kolayca manipiile edilebilir olmas1 ve endiistriyel 6lgekte
uygulanabilirligi nedeniyle rekombinant protein {iretimi i¢in mevcut konakge tiirleri
arasinda birincil mikroorganizma olarak yer almaktadir (Santos, Sara PO, et al.,
2022). E. coli’de protein ekspresyonu genellikle lac operonu kontroliinde
gerceklesir ve indiikleyici laktoz ya da laktozun sentetik analogu olan izopropil -
d-1-tiyogalaktopiranosid (IPTG) kullanilir. (Marschall, et al., 2017). IPTG, lac
operonunu aktif hale getirerek T7 RNA polimeraz/promoter sistemi gibi giiglii
transkripsiyonel araglar araciligiyla yiiksek seviyede hedef protein {iiretimi

saglamaktadir. Ancak, IPTG'nin kullanimi hem maliyetli hem de operator



miidahalesi gerektirdiginden, iiretim siirecini optimize etmek icin alternatif oto-

indiiksiyon ortamlar1 gelistirilmistir (Studier, F. William., 2018).

Otoindiiksiyon, hiicre yogunluguna bagli olarak protein ekspresyonunu
tesvik eden bilesenleri igeren ortam kompozisyonlarinin kullanildig1 bir yontemdir.
Bu yontemde, kiiltiir ortaminda glikoz, laktoz ve gliserol gibi karbon kaynaklarinin
kombinasyonu kullanilmaktadir (Xu, Jianlin, et al., 2012). Hiicrelerin karbon
kaynaklarini sira ile tiikketmesi saglanmaktadir. Hiicreler glikozu tiikettikten sonra
laktozu karbon kaynagi olarak kullanir. Bdylece indiiksiyon gergeklesir ve protein
tiretimi saglanir (Mostovenko, et al., 2011). Otoindiiksiyon ortamlari, IPTG gibi
kimyasal indiikleyicilere olan ihtiyaci ortadan kaldirmaktadir ve iiretim siireclerinin
daha ekonomik ve operasyonel olarak daha basit hale getirmektedir (Isakova, Alina,
etal., 2023).

Protein ekspresyon diizeyi ve iiretim verimi, ortam bilesimi, pH, karistirma
hizi, havalandirma hizi, sicaklik, inokulum konsantrasyonu, indiikleyici
konsantrasyonu, indiiksiyon stiresi ve besleme stratejileri gibi cesitli parametrelere
gore degismektedir (Subramaniam, R. et al., 2018). Biyoproseslerde etkin ortam
optimizasyonu yoluyla {iriin veriminin maksimuma ¢ikarilmasi, 6lgek biiyilitme
siirecinde kritik bir faktordiir. Uretim giderlerinin yaklasik %30-40'min {iretim
ortami maliyetinin olusturdugu goéz Oniine alindiginda, {retim ortami
kompozisyonunun endiistriyel 6lgek dikkate alinarak olusturulmasi kritik 6neme
sahiptir (Hajji, M. et al., 2008). Guo, et al.,, yapmis olduklar1 c¢alismada
Streptomyces diastatochromogenes’den Poli-g-L-lizin iiretiminde Yanit Yiizey
Metodu ile {iiretim ortamindaki glukoz, maya ekstrakti ve amonyum siilfat
konsantrasyonunu optimize ederek Poli-g-L-lizin verimini baslangi¢ iiretim
kosullarma gore ¢alkalamali tiretimlerde konsantrasyon cinsinden %43,1 oraninda,
5L’lik biyoreaktor iiretimlerinde ise %56,4 oraninda arttirdiklarini bildirmistir.
(Guo, et al., 2018). Chew et al. ise E. coli’den Yesil Floresan Protein (GFP)
tiretiminde ¢alkalama hiz1 (rpm), sicaklik (°C), baslangig tiretim ortam pH degeri,
indiikleyicinin konsantrasyonu (mmol/L), indiiksiyon siiresi (h) ve inokulum hacmi
(ml) parametrelerini Box-Behnken tasarimi ile optimize etmistir ve optimize edilen
kosullarda GFP {iretiminin verimi baslangi¢c kosullara gore 0,025 g/L'den 0,241
g/L’ye cikarilmistir (Chew, et al.,, 2012). GFP, hiicresel biyoloji ve protein



miihendisligi alaninda raportoér protein olarak protein dinamiklerini anlamaya
yonelik ¢alismalarda yaygin kullanimi nedeni ile protein ekspresyon sistemlerinin

optimizasyonu i¢in ideal bir modeldir (DeBlasio, et al., 2010).

GFP iiretimi hem akademik arastirmalarda hem de endiistriyel
uygulamalarda protein ekspresyon sistemlerinin etkinligini degerlendirmek igin
yaygin olarak kullanilmaktadir. GFP'nin parlak floresans 1s1ma vermesi, protein
ekspresyonunu ve hiicre i¢i lokalizasyonunu kolayca izlemeyi saglamaktadir. Bu

nedenle biyoproses optimizasyonu i¢in etkili bir aragtir (Soleja, Neha, et al., 2018).

Bu c¢alismanin amaci, E. coli'de rekombinant protein {iretiminde
otoindiiksiyon ortamlarmin etkinligini ve ortam optimizasyonunun biyoproses
maliyetleri iizerine etkilerini arastirmay1 amaglamaktadir. Ozellikle GFP iiretimi
lizerinden yeni {retim ortami kompozisyonlarmin geleneksel IPTG bazli
indiiksiyon sistemlerine kiyasla sagladigi avantajlar degerlendirilmistir. Bu
baglamda optimize edilen otoindiiksiyon ortaminin biyoteknolojik uygulamalarda
protein iiretimini nasil daha etkin ve ekonomik hale getirdigi incelenmistir.
Calismanin bulgulari, biyoteknolojik agidan ortam optimizasyonu ile protein liretim
stireclerinin gelistirilmesine katki saglayacak ve otoindiiksiyon ortamlarmin
ekonomik olmasi nedeni ile daha genis bir uygulama yelpazesinde kullanilmasina

olanak tantyacaktir.



2. GENEL BILGILER

Ticari olarak genellikle ilag endiistrisi tarafindan iiretimi gerceklestirilen
GFP proteini tani kitlerinde belirte¢ gérevi gérmesi nedeniyle yiiksek saflikla ve
hacimde iiretimi dnem teskil etmektedir. Tan1 kitlerinden Raportér Gen Test Kiti
pazar1 GFP igermektedir ve bu pazar 2019 yilinda yillik 1,6 milyar dolarlik bir
piyasa degerine ulasmistir. Diinya ¢apinda rekombinant GFP {iretimi pazarinda
Assay Genie, MyBiosource, Abnova, Novus Biologicals ve abcam gibi
biyoteknoloji sirketleri GFP Assay Kitlerini piyasaya siirmiistiir. GFP’nin piyasa
degeri mg bagina yaklasik 350 ila 600 Amerikan dolar1 arasinda degismektedir
(Torres-Acosta, et al., 2021). Son yillarda GFP’nin {iretim maliyetlerini diisiirmek
ve uretim verimliliklerinin arttirilmasina yonelik bir¢cok ¢alisma yaymlanmistir.
GFP’nin rekombinant iiretim teknolojileri kullanilarak iiretilmesi i¢in giiniimiize
kadar farkli {iretim stratejileri gelistirilmistir. Lopes, et. al. yapmis oldugu
calijmada LB ortaminda GFP iiretiminde c¢alkalama hizi, indiikleyici
konsantrasyonu ve indiiksiyon siiresi olmak iizere {i¢ farkli parametre calkalama
hiz1 100, 150 ve 200 rpm, IPTG konsantrasyonu 0,005, 0,010 ve 0,025 mM ve
indiiksiyon siiresi 2., 6. ve 10. saat seklinde denenmistir. Calismanin sonuglar1
iiretim ortami bilesenleri ve ortam bilesenlerinin konsantrasyonlar1 agisindan
degerlendirildiginde IPTG konsantrasyonlarinin OD 600 nm’de hiicre yogunluguna
ve GFP konsantrasyonuna etki etmedigi ya da ihmal edilebilir diizeyde etkisi
oldugu bulgusuna ulasilmistir. Dolayisiyla indiikleyici konsantrasyonunun
azaltilmas1 tiretim maliyetlerini azaltmada etkili bir parametre olarak tespit
edilmistir (Lopes, et. al., 2019). Menacho-Melgar et. al. yaptiklar1 ¢calismada fostat
tiilkenmesi yoluyla otoindiiklenebilir suslar gelistirmis ve gelistirilen bu suslarin
iiretimi i¢in otoindiiksiyon ortami optimizasyonu gerceklestirilmistir. Gelistirilen
bu metot ile gen ekspresyon seviyeleri toplam hiicresel proteinin %55’ine ulastig
raporlanmistir. Patentlenen bu calisma duragan fazda fosfatin tiikenmesi ile
tetiklenen otoindiiksiyona dayanmaktadir ve yliksek protein ekspresyonu saglamasi

amaclanmistir (Menacho-Melgar et al., 2020).

Ticari olarak 6nemli bir yere sahip olan GFP’nin kesfi, 1960 yilinda Osamu
Shimomuro et. al. yaptig1 ¢calismaya dayanmaktadir ve ilk olarak Aequorea victoria

denizanasi tiiriinden elde edilmistir (Shimomura et al., 1962). Prasher et. al. ise



GFP’yi 1992 yilinda klonlamistir (Prasher et al., 1992). Yabani tip GFP’nin sekansi
ilk kez 1992 yilinda Presher et. al. tarafindan literatiire kazandirilmistir. (Presher et
al., 1992). Chalfie et al. GFP’nin oOkaryotlarda hem de prokaryotlarda
ekspresyonunu raporlamistir (Chalfie et al., 1994). Ayni ¢alismada GFP’nin yesil
floresan yaydigi tespit edilmistir. 1996 yilinda yabani GFP ve mutant GFP’nin
(S65T) tglinciil yapist bildirilmistir. Boylece floresan yapi ¢oziilerek mutant
floresan protein liretimi gergeklestirilmistir (Kong et al., 2011). GFP'nin kesfi ve
yapisinin detayli olarak anlagilmasi, biyokimyada ve molekiiler biyolojide 6nemli
ilerlemelere yol agmistir. GFP’nin kesfi ile ilgili yapilan ¢calismalar nedeniyle 2008
yilinda Nobel Kimya Odiilii Osamu Shimomura, Martin Chalfie ve Roger Tsien’e

verilmistir (Ferreira et al., 2022).

Sekil 2.1:Yesil Floresan Protein kaynagi Aequorea victorea (Bilal, A. Mir, et al., 2015)

GFP, 238 amino asitten olusan 27 kDa’luk, yiiksek c¢oziiniirliige ve
stabiliteye sahip bir polipeptit zinciridir ve 509 nm dalga boyunda yesil 151k
yaymaktadir (Liu et al., 2015; Wymelenberg et al., 2018; Kermani, 2023). Proteinin
katlanmig halinde, Ser65-Tyr66-Gly67 (S65, Y66, G67) amino asitlerinden olusan
kromofor bolgesi bulunmaktadir ve GFP’nin floresan 0&zelliklerinde protein
katlanmas1 ve molekiiler yapisinin énemli bir rolii bulunmaktadir (Ansari et al.,

2016).

Cap1 yaklasik 24 A ve yiiksekligi 42 A olan GFP, 11 B-sheetlik fi¢1 benzeri
bir yapiya sahiptir ve B-sheetler bir kutunun duvarlarini olusturmaktadir (Zimmer,
2002). Ayrica a-heliks bu kutunun ortasindan ¢apraz gegmektedir (Zimmer, 2002).
GFP’nin kromoforu, a-heliksin merkezinde yer almaktadir (Li et al., 2015).

Kromofor  grubu  65-67  pozisyonlarindaki ~ aminoasit  kalintilarinin



posttranskripsiyonel modifikasyonu ile olusmaktadir (Chudakov et al., 2010).
Kromofor GFP’de 1s1k yayan kisim olarak bilinmektedir ve p-hidroksibenziliden-
2,3-dimetilimidazolinon (HBDI)'un anyonik formudur (Svendsen et al., 2017).
Kromofor grubundaki 65. pozisyondaki aminoasitin (Ser65) yan zinciri
degisebilirken Try66 ve Gly67 tim GFP benzeri proteinlerde korunmustur
(Chudakov et al., 2010; Kubala et al., 2010). Kromofor kapsiillenmistir ve B-sheetin
ylizeyini kaplayan hidrojen baglar ile biiyiik dlgiide ¢oziiciiden korunmaktadir
(Craggs, 2009). Kromoforda hem nétr fenol hem de anyonik fenolat kromoforda
bulunmaktadir ve fenol ile fenolat oraninin 6:1 oldugu tahmin edilmektedir (Chan
et al., 2022). Kromoforu olusturmak i¢in herhangi bir kofaktore ihtiya¢ duymadan
yalnizca molekiiler oksijen gerekmektedir (Scott et al., 2017).

Tsien, GFP'nin dogal floresans oOzelliklerini arttirmak igin genetik
mutasyon ve protein miihendislikleri teknikleri ile ¢esitli mutantlarimi gelistirerek,
farklh renklerde floresan veren proteinler elde etmis ve bu sayede hiicre biyolojisi

caligmalarinda yeni ufuklar agmistir (Tsien, Roger Y., 1998).
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Sekil 2.2:(a)Yesil floresan proteinin ve kromoforun yapisi (b) GFP kromofor olusumu
(Nam, Ki Hyun., 2023)

GFP, protein miktarinin 6l¢timii, proteinlerin hiicre igindeki yerinin tespiti,
molekiiler goriintiileme ve hiicre-hiicre interaksiyonunun tespiti gibi amaclarla
farkli biyoteknolojik alanlarda kullanilmaktadir (Kamiyama et al., 2015). Splint-
GFP teknolojisi ile farkli protein-protein interaksiyonunun verimli bir sekilde
izlenebilmektedir (Chan et al., 2022). GFP, proteinlerin aktivitesini tespit etmek
i¢in in vivo olarak protein biyosensorii uygulamalarinda da rol almaktadir (Chan et
al., 2022). Ozellikle biyosensoér uygulamalarinda GFP’nin floresan ozellikleri,

yiiksek stabilite sahip olmas1 ve mutasyona ugramama yetenekleri nedeni ile yaygin



olarak kullanilmaktadir (Tian et al., 2023). Cieri et. al. canli hiicrelerde in vivo
olarak organel yakinligim1 tespit etmek amaciyla organeller yakin oldugunda
floresan verecek sekilde tasarlanmig split-GFP tabanli bir sensor gelistirmistir
(Cierietal., 2017). Cai et. al. canli hiicrelerde mitokondri fonksiyon bozuklugunun
tespit etmek amaciyla viskozite ol¢iimiinii gerceklestirebilecek GFP-kromofor
tabanli bir floresan probu gelistirmistir (Cai et al., 2021). Ger¢ek zamanli
degisikliklerin tespitinde hizli ve takip edilebilir bir yontem olmasiyla GFP bazli

problarin gelistirilmesi biyoteknolojik agidan 6nemlidir.

GFP, biyobelirteg 6zelligi ile hem hayvan hem de bitki hiicrelerinde yaygin
olarak kullanilmaktadir (Li ve Chye, 2009). GFP’nin, ziraat alaninda kullanimi1
patojen-konakgr iligkisinin tespiti ve bitkilerde GFP veriminin arttirilmasi gibi
konular1 kapsamaktadir. Nandakumar et. al. yapmis oldugu calismadan seker
kamigi i¢in patojen olan Colletotrichum falcatum’un konak kolonizasyonunu ve
yayillimin1 ortaya koymak amaciyla GFP etiketli C. falcotum gelistirilmistir
(Nandakumar et al., 2020). GFP, patojen-konak¢1 etkilesimleri hakkinda bilgi
sahibi olmak ve bu bilgilerin bitkilerin hastaliklara diren¢ kazandirmasi igin
tarimsal stratejiler gelistirmek amaciyla kullanilmasi s6z konusudur. GFP’nin
mikrobiyal kaynaklar kullanilarak rekombinant {iretimi yami sira tibbi agidan
onemli bir bitki olan tatli feslegen bitkisel kaynakli GFP direticisi olarak one
cikmakta ve dogal yolla GFP iiretebilmektedir. Tathi feslegen bitkisi diisiik
konsantrasyonda GFP iiretebilmekte ancak tiretilen GFP zayif floresan 6zellik
gostermektir. Bu sorunlarin asilmasi Sindarovka ve Kuchuk’in, gelistirilmis
ekspresyon sistemleri ile GFP verimini arttirmaya yonelik ¢alismalari ile miimkiin
olmustur (Sindarovka ve Kuchuk, 2023).

Tip alaninda tiimor tedavilerinde gen ekspresyon calismalarinda GFP
biyobelirte¢ olarak yaygin kullanim alanina sahiptir. Giiniimiizde timér tedavisinde
lazer kaynaklar1 kullanilmaktadir. Ancak c¢evredeki saglikli dokulara zarar
verilmeden tedavi uygulanabilmesi i¢in sicaklik kontrolii 6nemlidir. Lahoz et. al.
yaptiklart ¢aligmada sicaklik degisikliklerinin tespiti ve izlenmesi igin E. coli’de
eksprese edilen GFP’yi kullanmislardir (Lahoz et al., 2017). Blesa et. al. Parkinson
hastaliginda gen terapisi uygulamistir ve kan-beyin bariyeni gegerek ilgili dokuya
ulagip ulasmadig1 GFP yoluyla izlenmistir (Blesa et al., 2023)



Yaygin kullanim alanlarina ve genis pazar payma sahip GFP’nin
rekombinant tiretimi ve {liretim maliyetlerinin diisiiriilmesine yonelik gelistirilen

optimizasyon stratejileri her gegen giin onem kazanmaktadir.



3. MATERYAL VE METOT
3.1. Mikroorganizma Tiirii

Yesil floresan protein iiretimi igin, E. coli BL21(DE3) susu Ege Universitesi

Biyokimya Boliimii’nden temin edilmistir.

3.2. Kiiltiir Ortam ve Uretim Kosullar

On kiiltiir igin, 250 ml’lik ErlenMayer sisesine 50 ml LB Broth (LB: 10 g/L
bakto-tripton, 5 g/L maya ekstrakti, 5 g/LL NaCl pH:6.8) hazirlanmistir ve otoklav
ile 121°C'de 15 dakika sterilize edilmistir. Dondurulmus stoklardan bir 6ze yardimi
ile alinan E. coli hiicrelerinin son konsantrasyonu 100 mg/ml ampisilin iceren LB
ortamina asilamasi gergeklestirilmistir. Kiiltiir ortam1 37°C'de ve 250 rpm'de 18
saat boyunca bir ¢alkalayicida gece boyunca kiiltiire edilmistir. Otoindiiksiyon

ortamlari;

e A (2.9 g/L glukoz, 11.17 g/L gliserol, 7.6 g/L laktoz, 4 g/L (NH4)2HPOa4,
3.3 g/L KH2PO4,1.55 g/L sitrik asit, 0.59 g/L MgSOs, pH: 6.8, Li, Zhaopeng
et. al, 2011)

e B (2.9 ¢g/L glukoz, 11.17 g/L gliserol, 7.6 g/L laktoz, 4 g/L (NH4)2HPOs,,
3.3 g/lL KH2PO41.55 g/L sitrik asit, 0.59 g/L MgSOs, iz elementler, pH:6.8
Li, Zhaopeng et. al, 2011)

e C (0,5 g/L glukoz, 2 g/L laktoz 35 g/L tripton, 20 g/L. maya ekstrakti, 3,3
g/L (NH4)SOs4, 6,8 g/L KH2PO4, 7,1 g/LNa;HPO4, 0,15 g/L MgSO., pH:6.8,
Mehrnoosh Fathi-Roudsari et. al, 2018) 250 ml’lik ErlenMayer’de 50ml

olarak hazirlanmistir ve otoklav ile 121°C’de 15 dk sterilize edilmistir.

On kiiltiir, nihai konsantrasyonu 100 mg/ml ampisilin iceren otoindiiksiyon
ortamlarina ve kontrol LB ortamma %?2’lik (v/v) olarak ii¢ tekrarli hali ile
aktartlmistir. Kiiltiir ortami, OD600nm’de 0.6-0.8 araligina ulagana kadar 37°C'de
ve 250 rpm'de bir calkalayicida inkiibe edilmistir. Istenilen OD araligmna
ulagildiginda, inkiibasyon sicaklig1 25°C'ye diistiriilmiistiir ve LB ortamina 0,5 mM
izopropil-b-D-1-tiyogalaktopiranosidin ~ (IPTG)  nihai  konsantrasyonunun
eklenmesiyle indiiksiyon yapilmistir. Kiiltiir ortamlar1 25°C sicaklikta, 250 rpm

calkalama hizinda 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin
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tamamlanmasinin ardindan hiicreler, 4°C’de 30 dakika boyunca dakikada 4000 rpm
hizinda santrifiijleme yoluyla toplanmistir ve floresans yogunlugu O6l¢limii i¢in

+4°C’de saklanmustir.

3.3. Floresans Yogunlugu Ol¢iimii

Hiicre pelleti, PBS tamponu (pH: 7,4) ile iki kere yikamaya tabi tutulmustur.
Yikama sonrasi hiicre pelletinin iizerine 500mM NaCl igeren 100mM potasyum
fosfat tamponu her 1 g pellet icin 10 ml olacak sekilde eklenmistir ve 15ml’lik
falkon tiiplere aktarilmigtir. Hiicre parcalama islemi i¢in falkonlar buz iizerine
alinmistir ve ultrasonik homojenizator (%40 Amp, 03-06 Pulser) ile 5 ila 7 dakika
arasinda parcalama islemi gergeklestirilmistir. Hiicre kalintilarini uzaklastirma i¢in
ornekler 2 ml’lik ependorflara alinmistir ve 15000 rpm’de 30 dakika boyunca
santriflyj gerceklestirilmistir. Siipernatantlar temiz ependorflara aktarilmistir. Yesil
Floresan Protein yogunlugu, Agilent Technologies tarafindan Santa Clara, CA,
ABD'de iiretilen bir Cary Eclipse spektroflorimetresi ile 395 nm'de uyarma (5
nm'lik bir uyarma yarig1 ile) ve 509 nm'de emisyon (10 nm'lik bir emisyon yarigi

ile) degerlerinde olgiilmiistiir.

3.4. Deneysel Tasarim

Otoindiiksiyon ortamlarinin birbirleri arasinda ve kontrol olarak se¢ilen LB
ortami ile arasindaki OD600nm’de hiicre yogunlugu ve floresans yogunlugu
farklar1 degerlendirilmistir ve optimizasyona yonelik yapilacak deneysel tasarim
icin kiiltiir ortam1 secilmistir. Deney tasarimi ve analizi, Design Expert Istatistik
Yazilimi (Strim 13.0.0, State-Ease Inc., Minneapolis, MN) kullanilarak
yapilmustir. Uretim maaliyetlerinin %70’ini olusturan tripton ve maya ekstrakt:
konsantrasyonlar1 floresan protein iiretiminde ortam igerigi optimizasyonu igin
degisken faktorler olarak secilmistir. Bu degiskenlerin optimal seviyelerini
belirlemek i¢in Merkezi Kompozit Tasarim kullanilmistir. Faktor degerlerinin
araliklar1 tripton igin st siir1 35 g/L, alt sinir110 g/L; maya ekstrakti igin ise tist
sinir1 20 g/L alt st ise 5 g/L olarak belirlenmistir. Optimizasyon igin
OD600nm'de hiicre yogunlugu ve floresans yogunlugu olmak {iizere iki farklh
degisken izlenmistir. Toplam 13 deney yapilmistir. Deneysel tasarimdaki

optimizasyon verileri ii¢ tekrarli deneyler ile valide edilmistir.
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3.5. Bradford Yontemi ile Toplam Protein Miktarinmin Belirlenmesi

Sonikasyon sonrasi His etiketli yesil floresan proteinleri, Ni-NTA manyetik
agaroz boncuklarina baglanmistir ve eliisyon i¢in hazirlanan B tamponu (50mM
KH2PO4, 300 mM NaCl, 500 mM imidazol) ile eliie edilmistir. Eliie edilen
proteinlerin kantitatif 6l¢timii Bradford yontemi ile gerceklestirilmistir (Bradford,
1976). Bu yontemde BSA (Bovine Serum Albiimin) standartlar1 kullanilarak
kalibrasyon grafigi ¢izilmistir. Ornekler 5 kat ve 10 kat seyreltilmistir. 96 well-
plate’lere 10 pl 6rnekler ve {izerine 200 pl Bradford ¢ozeltisi eklenip 10 dakika
inkiibe edilmistir ve ardindan absorbans degerleri spektrofotometrede 595 nm dalga
boyunda Olclilmiistiir. Degerler kalibrasyon grafigindeki denklemde yerlerine

yazilmistir ve protein konsantrasyonlari mg/ml cinsinden hesaplanmaistir.

3.6. Karistirmah Tank Biyoreaktoriinde Olgek Biiyiitme Calismasi

Olgek biiyiitme ¢aligmasinda yesil floresan protein iiretimi 2L ¢aligma
hacmine sahip "Sartorius Biostat®B plus" biyoreaktoriinde gergeklestirilmistir.
Biyoreaktorde 1 L ¢alisma hacminde iiretim yapilmustir. Uretim ortam
kompozisyonu olarak onceki deneylerde optimize edilen otoindiiksiyon ortami ve
kontrol olarak LB {iiretim ortamlar1 denenmistir. Biyoreaktdre asilama hacimce
%2’lik (v/v) olacak sekilde gerceklestirilmistir ve iiretim ortamlarinin baslangic
pH’16,8 olarak ayarlanmigtir. Reaktdrde pH, karistirma hizi, sicaklik, havalandirma
hiz1 gibi parametreler otomasyon sistemi ile izlenmistir ve diizenlenmistir.
Coziinmiis oksijen konsantrasyonunun %25 doygunlukta sabit tutuldugu kaskat
sistemine gore havalandirma hizi 0.3-1 vvm arasinda; karistirma hiz1 ise 250-750
rpm arasinda otomatize edilmistir. Hiicrelerin optik yogunlugu 600 nm’de
spektrofotometre ile dlglilmiistiir ve 600 nm’de hiicre yogunlugu 0.4-0.6 araligina
ulastiginda her denemede sicaklik 25’ye diisiiriilmiistiir. LB ortam1 denemelerinde
sicaklik indiiksiyonu ile birlikte nihai konsantrasyonu 0,5 mM olacak sekilde IPTG
eklenerek indiikleme yapilmistir. Biyoreaktorde tiretim siiresi 24 saat olarak
belirlenmistir. Optimize edilen otoindiiksiyon ortami i¢in 3 tekrarli deneme LB
ortamu igin iki tekrarli denemeler yapilmistir. Uretim sonunda hiicreler santrifiij ile
hasat edilerek Bradford Yontemi ile toplam protein konsantrasyonu mg/ml

cinsinden hesaplanmustir.
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4. BULGULAR
4.1. Uretim Ortam Kompozisyonlarmn Karsilastirilmasi

GFP iiretiminde tiretim i¢in literatlirde var olan 4 farkli tiretim ortami; LB,
A, B ve C ile Ui¢ tekrarli denenmistir. Grafikler ii¢ tekrarli 6l¢limlerin ortalamasi
aliarak hazirlanmistir. Sekil 4.1°de sunulan tiretim ortamlar1 ve OD600 nm’de 24.
saatteki hiicre yogunlugu degerleri Cizelge 4.1° de belirtilen ANOVA degerleri ile
istatistiksel olarak anlamli bir fark olusturmustur. En diisiik hiicre konsantrasyonu
OD 2,07 ile A ortaminda tespit edilmistir iz elementleri icermesi nedeni ile B
ortammda OD 2,46 ile A ortamimdan (OD 2,07) daha yiiksek hiicre

konsantrasyonuna ulasmasina neden olmustur.

En yiiksek hiicre yogunluguna ise 2,69 OD ile C ortaminda ulasiimistir.

2,687

2376 2,456 -
2,071
LB
A
B
C
LB A C

. B
Uretim Ortamlari

OD600nm Hiicre Yogunlugu
e 2k hoNw
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Sekil 4.1:0D600nm’de hiicre yogunlugu/ iiretim ortamlar1 grafigi *p<0.05

Cizelge 4.1: OD600nm’de hiicre yogunlugu/ iiretim ortamlart ANOVA degerleri

ANOVA

Varyans Kaynagi ss df MS F P-degeri F blgiitii
Gruplar Arasinda ~ 0,584240917 3 0,194746972 162,0191 1,68081E-07 4,066181
Gruplar iginde 0,009616 8 0,001202

Toplam 0,593856917 11

Sekil 4.2°de, 4 farkli tiretim ortaminda tiretimi gergeklestirilen hiicrelerde

iretim sonunda farkli floresan protein yogunluklar1 Olglilmistiir. Ortam
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kompozisyonu farkliliklart ile floresan yogunlugu arasinda istatistiksel olarak
anlamli1 bir fark saptanmistir. En diisiik floresans yogunluguna A ortami lizatindan
en yliksek floresan yogunlugu ise C ortami lizatindan Olgiilen degerler ile
ulasilmistir. Floresan proteinin hiicre i¢i bir protein oldugu goz oniine alindiginda
biyokiitlenin artis1 ile floresan yogunlugunun artisi arasinda bir korelasyon oldugu

tespit edilmistir.

600
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400

300 1
200 —

100

Floresan Yogunlugu (a.u)
H

LB A B C

Uretim Ortamlari

Sekil 4.2:Floresan yogunlugu/ {iretim ortamlari grafigi *p<0.05

Cizelge 4.2:Floresan yogunlugu/ iiretim ortamlar1t ANOVA degerleri

ANOVA

Varyans Kaynadi ) df MS F P-degeri = F élgiitii
Gruplar Arasinda 189140 3 63046,65 73,0425 3,73E-06 4,066181
Gruplar iginde 6905,202 8 863,1503
Toplam 196045,2 11

4.2. Deneysel Tasarim ile Elde Edilen Bulgular

Merkezi Kompozit Tasarim ile elde edilen floresan 6l¢ctim degerleri ve

hiicrelerin 600 nm’de optik yogunluklari1 Cizelge 4.3’ te sunulmustur.
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Cizelge 4.3:Merkezi Kompozit Tasarim

Tl Run Factor 1 Factor 2 Respon;e 1 Response 2 ‘
ATryptone B:Yeast Extract Intensity OD600

R 3 10 163.62 2.351

2 7 35 321.23 2.49

3 9 10 20 416.75 2.614

4 13 35 20 415.85 2.647

5 10 482233 125 281.26 2.594

6 5 40777 125 462.92 2.285

7 1 22.5 1.8934 214.67 2.313

8 12 22.5 23.1066 512.88 2.736

9 - 22.5 125 428.32 2.682

10 2 22.5 125 421.99 2.668

1 8 22,5 125 413.84 2.648

12 6 22,3 12,5 383.03 2.665

13 1 22,3 125 392.99 2.623

4.2.1. Deneysel Tasarimin Istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi

Floresan yogunluguna ait ANOVA degerleri p-degeri 0,0003 (Cizelge 4.4)
ve R? degeri 0,94 (Cizelge 4.5) degeri istatistiksel olarak anlamli bir fark
olusturmustur. Istatistiksel olarak "lack of fit" (uyumsuzluk) degerinin "not
significant" (Onemsiz) olmasi, modelin veriye iyi uydugunu ve modeldeki
varyasyonun biiyiik 6l¢lide agiklanmis oldugunu gostermektedir. Bu, sistematik bir
uyumsuzlugun olmadigini ifade eder (Wahhab, et al., 2024). Dolayisiyla floresan

yogunluklarina ait verilerin model ile uyumlu oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.4:Floresan yogunlugu ANOVA

Cizelge 4.5:Floresan yogunluguna ait istatistiksel uygunluk

]

Source ’ Sy ot ’ df ‘ Mean | F-value | p-value
B Squares Square |
__|Model 1.126E+05 5  22523.37 24.64  0.0003 significant
__| A-Tryptone 21395.12 1| 21395.12 2341 0.0019
| B-Yeast Extract 74032.18 1 74032.18 81.00 < 0.0001
| AB 627343 1 627343  6.86 0.0344
| A 5302.37 1 5302.37 5.80| 0.0469
. 8 7019.57, 1 7019.57 7.68) 0.0276
_|Residual 6397.69 7  913.96
| Lack of Fit 4906.17 3| 163539 439  0.0936 not significant
__| Pure Error 149152 4| 37288
|__|Cor Total 1.190E+05| 12

~[std. Dev.
__|Mean
Clev.%

30.23
371.50
8.14

RZ

0.9462

Adjusted R* 0.9078
Predicted R* 0.6873
Adeq Precision 15.5514
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Tasarimdaki bir diger yanit olan OD600nm’de hiicre yogunluguna ait
ANOVA degerleri p-degeri 0,0005 (Cizelge 4.6) ve R? degeri 0,93 (Cizelge 4.7) ile
anlamli bir fark olugturmustur. Lack of fit" (uyumsuzluk) degerinin anlamli olmasi,
yani "significant" ¢ikmasi, modelin veri setine iyi uymadigin1 ve modelin veriyi
yeterince temsil etmedigini gostermektedir (Reza, et al., 2024). Dolayisiyla
OD600nm hiicre yogunluklarna ait verilerin model ile uyumlu olmadig: tespit
edilmistir. Fakat modelin dogrulugunu artirmak i¢in iki farkli “response” (yanit)

secildigi i¢in bu uyumsuzluk elimine edilmistir.

Cizelge 4.6:0D600nm hiicre yogunlugu ANOVA

Source Stm of | df Mean F-value | p-value
Squares Square |
__|Model 0.1812 5 0.0362 20.68 0.0005 significant
A-Tryptone 0.0032 1 0.0032 1.81 0.2205
__| B-Yeast Extract 0.1296. 1 0.1296 73.95 < 0.0001
\* AB 0.0028 1 0.0028 1.60 0.2460
[ | A 00121 1 00121 6.91 0.0340
| B? 0.0383 1 0.0383 21.87 0.0023
__|Residual 0.0123 7 0.0018
Lack of Fit 0.0102 3 0.0034 6.66 0.0492 significant
| Pure Error 0.0020 4 0.0005
Cor Total 0.1934 12

Cizelge 4.7:0D600nm hiicre yogunluguna ait istatistiksel uygunluk

_|Std. Dev. 0.0419 R® 0.9366
_ |Mean 2,59 Adjusted R* 0.8913
_|ev.% 1.62 Predicted R’ 0.6078

Adeq Precision 12.6582

"Predicted vs Actual” grafigi, model tarafindan tahmin edilen degerler ile
gercek (gozlenen) degerlerin karsilagtirmasini gorsel olarak sunan bir grafiktir. Bu
grafik, modelin performansint ve dogrulugunu degerlendirmek icin sikga
kullanilmaktadir. Grafik, yatay eksende gercek degerleri (actual), dikey eksende ise
model tarafindan tahmin edilen degerleri (predicted) gostermektedir (Sen, et al.,
2012). Miikemmel bir modelde, tahmin edilen degerler (predicted) ile gergek
degerler (actual) y = X dogrusu tlizerinde yer almaktadir. Noktalarin bu ¢izgiye yakin

olmasi, modelin veriyi iyi agikladigin1 gostermektedir (Nezhad, et al., 2024).

Sekil 4.3’te floresan yogunluguna ait, Sekil 4.4’te ise OD600nm hiicre

yogunluguna ait “Predicted vs Actual” grafikleri verilmistir. Grafiklerdeki
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noktalarin x=y dogrularina olan yakinliklart olusturdugumuz modelin verilerimiz

ile Ortlistiiglinii gostermektedir.

Intensity

Color points by value of
Intensity:

163.62 [ 512#8

Predicted vs. Actual

Predicted
L]

Sekil 4.3:Floresan yogunluguna ait “Predicted vs Actual” Grafigi
0Dé&00

Color points by value of
OD600:

2313 [ 2736

Predicted vs. Actual

Predicted

Actual

Sekil 4.4:0D600nm hiicre yogunluguna ait “Predicted vs Actual” Grafigi

4.2.2. Deneysel Tasarimda Optimizasyon Verilerinin Incelenmesi

Deneysel tasarimda tripton ve maya ekstraktin konsantrasyonlarmin
belirlenen araliklarda tutuldugu, floresan ve Od60nm hiicre yogunlugunun

maksimize edildigi noktalarda %91 dogrulukla tahmin edilen optimum veriler Sekil

4.5’te gosterilmistir.



B Yeast Baract
B veast Exeact

Sekil 4.5:Optimizasyon Verileri

Tasarim ayni zamanda optimum kosullarin dogrulanabilecegi 8 farkl

deneme setini ongdérmiistiir. Bu deneme setleri Cizelge 4.8”de gosterilmektedir.

Cizelge 4.8:Dogrulama deneyi igin dngériilen denemeler

|__| Number | Tryptone | Yeast Extract | Intensity | 0D600 | Desirability | I

1 23232 20.000 473.081 2.710 0912
2 23321 20000 473.141 2710 0912 |
= 3 23431 19.999| 473.005 2.710 0912
= 4 23015 19.999| 472914 2710 0912
» 5 23.490 20.000 473252 2.709 0912
i 6 22901 20.000 472.826 2.710 0912
iy 7. 22501 20,000 472.465 2.710 0911
|| 8 22198 19.999| 472154 2.710 0911

4.2.3. Optimizasyon Verilerinin Dogrulanmasi

Cizelge 4.8’deki iki numarali deneme seti li¢ tekrarli olarak kurulmustur.
Optimizasyon sonuclar1 Cizelge 4.9°da gosterilmektedir. Deneysel tasarimdaki

optimizasyon verileri Cizelge 4.9’da gosterildigi gibi valide edilmistir.

Cizelge 4.9:Dogrulama Deneyi Sonuglart

0D600,,, Hiicre yogunlugu

476.22 2,757
483.46 2,758
463.16 2,659

LED transluminatorde farkli iiretim ortamlarindan alinan lizatlarin floresan

1s1ma goriintiileri Sekil 4.6’da sunulmustur.
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Sekil 4.6: LED transluminatdrde floresan 1sima goriintiileri (A: LB (IPTG indiiklemesi
var), B: LB (IPTG indiiklemesi yok), C,D,E: Opt. Otoindiiksiyon ortamlari)

4.3. Bradford Yontemi ile Toplam Protein Konsantrasyonu Verileri

Bradford yontemi ile konsantrasyon araligi 0,0305-0,3 mg/ml araliginda
olan BSA standartlar1 ile OD 595 nm’de spektrofotometrik 6l¢iimler sonucu ¢izilen

kalibrasyon grafigi Sekil 4.7°de gosterilmektedir.

0,2500

0,2000 y = 0,6044x + 0,0204
— R?=0,9834 .- PS
N R R R B e
o 01500 [
o
w0 o .
© 01000 e
[5+] et
2 | e
8 00500 | <
< °

0,0000

0 0;05 0,1 0,15 0,2 0’25 013 0’35
BSA (mg/ml)

Sekil 4.7:BSA kalibrasyon grafigi

Erlen iiretimlerinde optimize edilen ortamda protein miktarinin kantitatif
Olctimiinde 1,21 mg/ml protein konsantrasyonu tayin edilmistir. Kontrol amaclh

tiretilen LB ortaminda bu deger 0,62 mg/ml protein konsantrasyonudur.
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4.4, Olgek Biiyiitme Calismasi

Optimize edilen tliretim ortaminda 2L’lik karistirmali biyoreaktdrde 6lgek
bliylitme ¢aligmasi yapilmistir. Biyoreaktdrdeki liretimler optimum ortam ve LB
iiretim ortami i¢in iki tekrarli olacak sekilde deneysel tasarim gerceklestirilmistir.
Sekil 4.8’de biyoreaktorde optimum iiretim ortaminda ve kontrol olarak LB {iretim

ortaminda iiretimin 24. saatinde OD 600 nm’de hiicre yogunluklar1 sunulmustur.

2,882
2,445
LB
Opt.

LB Opt.

Biyoreaktor Uretim Ortamlari

N
[ w

N

[

OD600nm Hiicre Yogunlugu
o =
(9] wv

o

Sekil 4.8:Biyoreaktdrde OD600nm’de hiicre yogunlugu/ liretim ortamlar1 grafigi *p<0.05

Biyoreaktorde optimum iiretim ortami ve LB iiretim ortamina ait takip
edilen iiretim parametreleri Sekil 4.9 ve 11°de sunulmustur. Sekil 4.9 ve Sekil
4.10’da  hiicre yogunlugunun artmasi 1ile birlikte ¢o6ziinmiis oksijen
konsantrasyonunun sabit tutulmasi amaci ile biyoreaktorde karistirma hizi (rpm) ve
havalandirma hizinin (v/v/m) kaskat sistemine baglanmistir. Biyoreaktdrde her iki
ortamin Uiretimin baslangi¢ pH’s1 6.8 olarak ayarlanmisti. 24 saatlik liretim sonunda
bu deger olusan metabolitlerin de etkisi ile optimum iiretim ortaminda 8.42 LB
ortaminda ise 8.43 pH degerine yilikselmistir. LB iiretim ortaminda biyoreaktdrde
iiretimin 18. saattinde ¢oziinmiis oksijen konsantrasyonunun yiikselmesi hiicrelerin

oliim fazina gectigini gostermektedir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9:2L biyoreaktorde optimum iiretim ortaminin takip edilen parametreleri

Optimum iiretim ortami kullanilarak yapilan 2L biyoreaktorde yapilan
iiretimde iiretim parametreleri ilk deneme setinde 24 saat ikinci deneme setinde 72
saat boyunca izlenmistir. Optimum {iretim ortaminda hiicreler iiretimin 33. saatinde
¢coziinmiis oksijen konsantrasyonunun artmasi ile birlikte 6lim fazina gectigi
saptanmistir. LB ortaminda hiicrelerin optimum ortama goére daha hizli 6liim fazina
ge¢mesinin nedenin hiicrenin kullandig1 karbon ve azot kaynaklarmin tilkkenmesi

ile iliskilendirilmistir.

Trend

0:00 hxm 20.04.2024 12:15:27 0:00 h:m

)il 3
CainChan T2 0

1] 20 km

Sekil 4.10:2L biyoreaktdrde LB iiretim ortaminin takip edilen parametreleri
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24 saatlik tiretim sonunda optimum ortam ve LB ortamlarindan alian
hiicreler gerekli islem basamaklar1 gergeklestirilerek Bradford yontemi ile toplam
protein miktarlar1 6l¢iilmiistiir. Toplam protein miktar1 6l¢iimii i¢in her iki ortamda
da iki tekrarli tiretimler yapilmistir. Biyoreaktor iiretimlerinde Bradford yontemi
sonucu optimum ortamda 2,21 mg/ml konsantrasyonunda protein iiretildigi LB
ortaminda ise 1,92 mg/ml konsantrasyonunda protein iiretildigi hesaplanmistir.
Calkalamali kiiltiir tiretimleri ile biyoreaktor iiretimlerinden elde edilen toplam
protein (mg/ml) sonuglart karsilagtirildigindan LB ortaminda c¢alkalama kiiltiir
dretiminde 0,62 mg/ml protein biyoreaktér iretiminde 1,92 mg/ml
konsantrasyonunda protein elde edilmesi %130’luk bir artisa saptanmistir.
Optimum {iretim ortamu i¢in ise bu artis ¢alkalama kiiltiir tiretimlerinde 1,21 mg/ml
biyoreaktorde ise 2,21 mg/ml protein konsantrasyon degerleri ile %45,2 olarak
hesaplanmistir. Olgek biiyiitme ¢alismasinda daha fazla hiicre yogunluguna ve
protein konsantrasyonuna ulasmasinin reaktorde c¢alkalamali kiiltlir tiretimlerine
gore gaz-sivi kiitle transfer veriminin yiiksek olmasi dolayisiyla ¢oziinmiis oksijen

ve besinlerin reaktorde esit dagilimindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Biyoreaktdrde optimum iiretim ortaminda ve LB iiretim ortamindan 37°C
sicaklikta iiretim baglatilmistir. Hiicre yogunlugu OD600nm’de 0.4-0.6 araligina
ulastiginda sicaklik her iki ortamda da 25°C’ye diistiriilmiistiir. LB iiretim ortamina
IPTG ile indiikleme yapilmistir. Sicaklik disiiriildiikten sonraki 1., 2., 3., 4., ve 24.
saat &rnekleri almmistir. Ornekler OD600nm 0.5 degerine ulasana kadar gerekli
seyreltmeler yapilmistir ve biyokiitlenin floresan yogunlugu ol¢iilmiistiir. Sekil
4.11°’de gosterildigi gibi optimum iretim LB {iretim ortamma goére floresan

yogunlugunda % 44,8°lik bir artis oldugu hesaplanmistir.
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20
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16
14
12

Floresan Yogunlugu (a.u)

o N B O

3 4 5 6 24
Zaman (h)

e Opt. Otoindiksiyon Ortami LB Ortami

Sekil 4.11:Biyoreaktorde zamana karsi floresan yogunlugu grafigi

Biyoreaktorde iiretimi tamamlanin hiicrelerin 24. saat goriintiileri Sekil

4.12’de sunulmustur.

Sekil 4.12:Biyoreaktorde iiretimlerin 24. saat goriintiileri (I: Opt. Otoindiiksiyon ortami
II: LB ortami)
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5. TARTISMA

GFP proteinin E. coli’de rekombinant tiretimlerine yonelik gerceklestirilen
deney tasariminda iiretim ortam: kosullarmin hiicre konsantrasyonu floresan
protein yogunlugu iizerine etkisi arastirilmistir ve tespit edilen en uygun kosulda
maliyeti diisirmeye yonelik bir optimizasyon g¢aligmasi gerceklestirilmistir. En
yiiksek hiicre konsantrasyonuna (OD) 2,68 degeri ile ticari olarak tretimi
FORMEDIUM tarafindan yapilan C ortaminda ulasilmigtir. C ortaminda 35 g/L
tripton ve 20 g/L maya ekstrakti bulunmaktadir. Hiicre konsantrasyonu (OD) 2.37
olan LB ortaminda ise 10 g/L tripton ve 5 g/L maya ekstrakti bulunmaktadir. C
ortami ile LB ortam1 karsilastirildiginda ortamdaki azot kaynaklarinin
konsantrasyonunun (tripton ve maya ekstrakti) hiicre yogunlugunu dogrudan
etkiledigi diisiiniilmektedir. Uretim ortamlar1 birbirlerine gére hiicre yogunluklar
bakimindan kiyaslandiginda sirasiyla en yiiksek; C, B, LB, A ortamlarinda hiicre
yogunluklar1 OD 600nm’de 2.68, 2.46, 2.37, 2.07 seklinde elde edilmistir. A ve B
ortami icerigi bakiminda ayni1 makro elementleri igermektedir. Birbirleri arasindaki
tek fark A ortami B ortaminda bulunan iz elementlerini igermemektedir.
Dolayisiyla iiretimdeki makro elementlerin ayni oldugu kosullarda iz elementlerin
hiicre yogunluguna etki ettigi saptanmistir. Demir (Fe), ¢inko (Zn), bakir (Cu),
manganez (Mn), kobalt (Co), nikel (Ni) ve molibden (Mo) gibi iz elementleri,
tiretim ortaminda bakterilerin ¢esitli fizyolojik ve biyokimyasal siirecleri
etkilemektedirler (Folsom, et. al 2015). Costa et. al. yapmis oldugu ¢alismada farkli
konsantrasyonlardaki eser element ¢ozeltisinin Granulicella cinsine ait iki
asidobakteri susunun (5B5 ve WHI15) biiylimesi {zerindeki etkisini
degerlendirmistir. Mn?* ile zenginlestirilen iiretim ortam1 Fe?*, Zn?*, BO3% , Co?*,
Cu?*, Ni%*, M0o0O4? iyonlarmi iceren diger yedi metal tuzu bulunan iiretim ortami
ile karsilastirildiginda en yiiksek hiicre konsantrasyonuna Mn?* ilave edilmis iiretim
24>

ortaminda ulagilmigtir ve yapilan proteomik analizlerle de ortamdaki Mn“"’nin

enzimatik aktiviteyi arttirmada énemli oldugunu sonucuna ulasilmistir (Costa et.

al., 2020).

Bulgular boliimiinde sunulan OD 600 nm’de hiicre yogunlugu (Sekil 4.1) ve
floresan protein yogunlugu (Sekil 4.2) degerleri arasinda R? degeri 0.71 olan bir
korelasyon saptanmistir. Yoshida et. al. yapmis oldugu ¢alismada E. coli’de GFP
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ekspresyonunu arttirmaya yonelik sentetik kiiltlir ortami gelistirmek amaciyla derin
sinir aglar1 ve Bayesian optimizasyonu kullanilarak 31 farkli iretim ortam bileseni
degerlendirilmigtir ve 81 farkli kiiltiir ortami gelistirilmistir. Hiicre
konsantrasyonunun artmasi ile floresan yogunlugunun artmasi arasinda R? degeri
0.74 olan bir korelasyon ortaya konmustur (Yoshida, et. al., 2024). Bu tez ¢alismasi
kapsaminda elde edilen bulgular Yoshida et. al. calismasinin bulgulari ile paralellik
gostermektedir. Tez galismasi kapsaminda, C ve LB ortaminda hiicrelerin floresan
1s1ma miktarlarinin, toplam hiicre yogunlugu ile normalize edilerek karsilastiriimasi
yapilmistir. iki farkli deney sonucu incelenmistir: 11k durumda C ortaminda 477.53
a.u. floresan yogunlugu ve 2.69 hiicre yogunlugu, LB ortaminda ise 163.55 b a.u.
floresan yogunlugu 1s1ma ve 2.0 hiicre yogunlugu Ol¢iilmiistiir. Her hiicre basina
diisen 1s1ma oranlari Oran= Floresan yogunlugu/OD600nm hiicre yogunlugu
seklinde hesaplanmistir. C ortaminda hiicre basina diisen ortalama 1s1ma miktari
yaklasik 177.56 birim olarak bulunmustur. LB ortaminda ise hiicre basina diisen
ortalama 1s1ma miktar1 81.78 birim olarak hesaplanmistir. Bu sonuglar, C
ortamindaki hiicrelerin daha yiiksek bir floresan verimliligine sahip oldugunu
gostermektedir. Hiicre basina diisen 1s1ma orani, C ortaminda LB ortamina gore
yaklagik iki kat daha yiiksektir. Bu farklilik, ortam kompozisyonundan

kaynaklaniyor olabilir.

Literatiirdeki farkli iiretim ortamlarinin hiicre konsantrasyonu ve hiicre
konsantrasyonuna bagli floresan yogunlugu agisindan degerlendirildiginde GFP
liretimi i¢in en uygun liretim ortami kompozisyonu C ortaminda tespit edilmistir.
Uretimde C ortaminin maliyetini diisiirerek mevcut iiretim ortamlarma gére daha
ekonomik iiretim ortami olusturmak amaciyla Design Expert Istatistik Yazilimi ile
ortam bilesiminin %75’ini olusturan tripton ve maya ekstrakt1 konsantrasyonlarini
azaltmaya yonelik bir optimizasyon ¢alismasi gerceklestirilmistir. Deneysel
tasarim istatistiksel olarak degerlendirildiginde floresan yogunluguna ait p- degeri
0,0003 ve R? 0,94 degeri ile OD600nm’de hiicre yogunluguna ait ise p-degeri
0,0005 ve R20,93 ile istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmistir. Deneysel
tasarimda 0,91 dogrulukla 6ngdriilen optimizasyon verileri valide edilmistir ve
sonugta tripton konsantrasyonu %33,6 oraninda azaltilmistir.  Tripton

konsantrasyonundaki bu azalis ile liretim ortam maliyetleri diisiiriilmiistiir.
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Bu tez caligmas1 kapsaminda gerceklestirilen optimizasyon c¢alismasinda
tripton (10g/L) ve maya ekstraktin (5 g/L) minimum konsantrasyonlar1 OD600nm’
de hiicre konsantrasyonu OD 2.35 degeri ve floresans yogunlugunu 163.6 a.u
degeri ile en diisiik sonucu vermistir. Bu sonug yliksek verimde GFP iiretimi igin
tasarlanan otoindiiksiyon ortaminda maya ekstrakti bulunmasinin kritik 6neme
sahip oldugunu ortaya koymustur. Seiga Tachibana et. al. yapmis oldugu ¢alismada
farkli maya ekstraktt konsantrasyonlarnin, E.colimin hiicre konsantrasyonunu
arttirmasi1 ve  yesil floresan proteini (GFP) firetimi {iizerindeki etkilerini
incelendiginde ortam igeriginde maya ekstraktinin konsantrasyonunun GFP iiretimi
lizerine arttiric1 yonde etkili oldugu ortaya konulmustur. Seiga Tachibana ver et. al.
yapmis oldugu bu ¢alismada maya ekstrakti iceren ortamdaki biyokiitle
konsantrasyonu maya ekstrakti igermeyen kontrol 6rnekleri ile karsilagtirildiginda
3 ila 5 kat arasindan, GFP verimleri ise 1,5 ila 2 kat arasindan daha yiiksek

bulundugu bildirilmistir. (Tachibana, S., 2021).

Bu tez c¢alismasi kapsaminda GFP {iretimi igin optimize edilen
otoindiiksiyon tiretim ortaminda protein konsantrasyonu 1,21 mg/ml olarak
saptanmistir. Kontrol amagl iiretilen ve IPTG ile indiiklemesi gerceklestirilen LB
ortaminda ise bu deger 0,62 mg/ml protein konsantrasyonudur. Optimize edilen
otoindiiksiyon ortamindan elde edilen protein konsantrasyonu IPTG indiiklemesi
gerceklestirilen LB ortaminda elde edilen protein konsantrasyonu ile
karsilastirildiginda 2 kati fazla konsantrasyonda GFP proteini iretimi
gergeklestirilmistir. Elde edilen bu sonu¢ William Studier’in IPTG kullanilarak
standart indiiksiyon yoOntemi ile gergeklestirilen GFP proteini {iretimi ile
otoindiiksiyon ortaminda gerceklestirilen liretim karsilastirildiginda otoindiiksiyon
ortaminda kiiltiir hacmi basina genellikle daha yiiksek diizeyde GFP proteini

tiretildigi sonucu ile benzerlik gostermektedir (Studier, 2014).
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6. SONUC VE ONERILER

GFP iiretimine yonelik literatiirde var olan iiretim ortam kompozisyonlar1
degerlendirildiginde hiicre optik yogunlugu ve floresan yogunlugu arasinda
dogrusal bir iligski oldugu sonucuna ulasilmistir. Ayni zamanda iiretim ortamlari
igerikleri agisindan degerlendirildiginde maya ekstrakti ve tripton konsantrasyonu
ve iz element igerip igcermemesi iiretimde ortam bilesim kompozisyonu
olusturulurken dikkate alinmasi gereken besin maddeleri oldugu sonucuna
ulagilmistir. Bu nedenle E. coli’de GFP protein iiretimi i¢in bu besin maddelerinin

konsantrasyonlari1 degerlendirilmesi gereken bir unsurdur.

Deneysel tasarimda optimizasyon sonuglar1 valide edilmistir ve iiretimde
baslangi¢ ortamina gore tripton konsantrasyonu %33,4 oraninda azaltilarak
calisgmanin hedefi olan daha ekonomik bir iiretim ortam kompozisyonu elde
edilmistir. Gelecekteki ¢alismalarda bu yeni ortam kompozisyonu ile karigtirma
hiz1, havalandirma hizi gibi parametreler lizerinden yeni bir optimizasyon ¢aligmast

gelistirilip iiretimde iyilestirmeler yapilabilir.



27

KAYNAKLAR DiZiNi

Ansari, A. M., Ahmed, A. K., Matsangos, A. E., Lay, F., Born, L. J., Marti, G.,
... & Sun, Z. (2016). Cellular GFP toxicity and immunogenicity: potential
confounders in in vivo cell tracking experiments. Stem cell reviews and
reports, 12, 553-559.

Bilal, A. Mir, et al. "Bioinformatic Techniques on Marine Genomics." Springer
Handbook of Marine Biotechnology (2015): 295-306.

Cai, L., Li,H., Yu, X., Wu, L., Wei, X., James, T. D., & Huang, C. (2021). Green
fluorescent protein GFP-chromophore-based probe for the detection of
mitochondrial viscosity in living cells. ACS Applied Bio Materials, 4(3),
2128-2134.

Chalfie, Martin, et al. "Green fluorescent protein as a marker for gene expression."
Science 263.5148 (1994): 802-805.

Chan, K. Y., Kwong, Y. H. H., & Szeto, D. M. (2022). Green fluorescent protein:
its development, protein engineering, and applications in protein research.

Journal of Young Investigators, 25(3).

Chew, Few Ne, et al. "Statistical optimization of green fluorescent protein
production from Escherichia coli BL21 (DE3)." Preparative Biochemistry
and Biotechnology 42.6 (2012): 535-550.

Chin, D. P., Shiratori, I., Shimizu, A., Kato, K., Mii, M., & Waga, |. (2018).
Generation of brilliant green fluorescent petunia plants by using a new and

potent fluorescent protein transgene. Scientific Reports, 8(1), 16556.

Chudakov, D. M., Matz, M. V., Lukyanov, S., & Lukyanov, K. A. (2010).
Fluorescent proteins and their applications in imaging living cells and
tissues. Physiological reviews, 90(3), 1103-1163.

Cieri, D., Vicario, M., Giacomello, M., Vallese, F., Filadi, R., Wagner, T., ... &
Cali, T. (2018). SPLICS: a split green fluorescent protein-based contact site
sensor for narrow and wide heterotypic organelle juxtaposition. Cell Death
& Differentiation, 25(6), 1131-1145.



28

KAYNAKLAR DIZiNi (devamn)

Craggs, T. D. (2009). Green fluorescent protein: structure, folding and
chromophore maturation. Chemical Society Reviews, 38(10), 2865-2875.

DeBlasio, Stacy L., Anne W. Sylvester, and David Jackson. "llluminating plant
biology: using fluorescent proteins for high-throughput analysis of protein
localization and function in plants.” Briefings in functional genomics 9.2
(2010): 129-138.

Eskandari, Azadeh, et al. "Essential factors, advanced strategies, challenges, and
approaches involved for efficient expression of recombinant proteins in
Escherichia coli.” Archives of microbiology 206.4 (2024): 152.

Ferreira, J. R., Esteves, C. I., Marques, M. M. B., & Guieu, S. (2022). Locking
the GFP Fluorophore to Enhance Its Emission Intensity. Molecules, 28(1),
234.

Guo, F., Zheng, H., Cheng, Y., Song, S., Zheng, Z., & Jia, S. (2018). Medium
optimization for e-poly-L-lysine production by  Streptomyces
diastatochromogenes using response surface methodology. Letters in
applied microbiology, 66(2), 124-131.

Hajji, M., Rebai, A., Gharsallah, N., & Nasri, M. (2008). Optimization of
alkaline protease production by Aspergillus clavatus ES1 in Mirabilis jalapa
tuber powder using statistical experimental design. Applied microbiology
and biotechnology, 79, 915-923.

Heim, Roger, Andrew B. Cubitt, and Roger Y. Tsien. "Improved green
fluorescence." Nature 373.6516 (1995): 663-664.

Isakova, Alina, et al. "Application of an Autoinduction Strategy to Optimize the
Heterologous Production of an Antitumor Bispecific Fusion Protein Based
on the TRAIL Receptor-Selective Mutant Variant in Escherichia coli.”
Molecular Biotechnology 65.4 (2023): 581-589.



29

KAYNAKLAR DIZiNi (devamn)

Kamiyama, D., Sekine, S., Barsi-Rhyne, B., Hu, J., Chen, B., Gilbert, L. A., ...
& Huang, B. (2016). Versatile protein tagging in cells with split fluorescent
protein. Nature communications, 7(1), 11046.

Kermani, A. A. (2023). Applications of fluorescent protein tagging in structural

studies of membrane proteins. The FEBS Journal.

Kong, Jia, et al. "Green fluorescent protein inspired fluorophores.” Advances in
Colloid and interface Science 285 (2020): 102286.

Kubala, M. H., Kovtun, O., Alexandrov, K., & Collins, B. M. (2010). Structural
and thermodynamic analysis of the GFP: GFP-nanobody complex. Protein

Science, 19(12), 2389-2401.

Lahoz, F., Martin, I. R., Walo, D., Freire, R., Gil-Rostra, J., Yubero, F., &
Gonzalez-Elipe, A. R. (2017). Enhanced green fluorescent protein in
optofluidic Fabry-Perot microcavity to detect laser induced temperature

changes in a bacterial culture. Applied Physics Letters, 111(11).

Li HY, Chye ML. Use of GFP to investigate expression of plant-derived vaccines.
Methods Mol Biol. 2009;515:275-85. doi: 10.1007/978-1-59745-559-6_19.
PMID: 19378126; PMCID: PMC7120478.

Liu, S. S., Wei, X., Dong, X., Xu, L., Liu, J., & Jiang, B. (2015). Structural
plasticity of green fluorescent protein to amino acid deletions and
fluorescence rescue by folding-enhancing mutations. BMC biochemistry,
16, 1-11.

Lopes, Camila, et al. "Improving the cost effectiveness of enhanced green
fluorescent protein production using recombinant Escherichia coli BL21
(DE3): Decreasing the expression inducer concentration.” Biotechnology
and Applied Biochemistry 66.4 (2019): 527-536.

Marschall, Lukas, Patrick Sagmeister, and Christoph Herwig. "Tunable
recombinant protein expression in E. coli: promoter systems and genetic
constraints.” Applied microbiology and biotechnology 101 (2017): 501-
512.



30

KAYNAKLAR DIZiNi (devamn)

Mostovenko, Ekaterina, André M. Deelder, and Magnus Palmblad. "Protein
expression dynamics during Escherichia coli glucose-lactose diauxie."
BMC microbiology 11 (2011): 1-6.

Nam, Ki Hyun. "Fluorescent Protein-Based Metal Biosensors.” Chemosensors
11.4 (2023): 216.

Nandakumar, M., Malathi, P., Sundar, A. R., & Viswanathan, R. (2020). Use
of green fluorescent protein expressing Colletotrichum falcatum, the red rot
pathogen for precise host—pathogen interaction studies in sugarcane. Sugar
Tech, 22, 112-121.

Nezhad, Marzieh Rashnavadi, et al. "Robust and comprehensive predictive
models for methane hydrate formation condition in the presence of brines
using black-box and white-box intelligent techniques.” International Journal
of Hydrogen Energy 77 (2024): 612-624.

Ow, Dave Siak-Wei, et al. "Technological Advances Improving Recombinant
Protein Production in Bacteria." Frontiers in Microbiology 12 (2021):
729472.

Prasher, D. C., Eckenrode, V. K., Ward, W. W., Prendergast, F. G., &
Cormier, M. J. (1992). Primary structure of the Aequorea victoria green-
fluorescent protein. Gene, 111(2), 229-233.

Reza, Arif, Lide Chen, and Xinwei Mao. "Response surface methodology for
process optimization in livestock wastewater treatment: A review." Heliyon
(2024).

Santos, Sara PO, et al. "Engineering an optimized expression operating unit for
improved recombinant protein production in Escherichia coli.” Protein
Expression and Purification 199 (2022): 106150.

Scott, Spencer R., et al. "A stabilized microbial ecosystem of self-limiting bacteria
using synthetic quorum-regulated lysis." Nature microbiology 2.8 (2017):
1-9.



31

KAYNAKLAR DIZiNi (devamn)

Sen, Ashish, and Muni Srivastava. Regression analysis: theory, methods, and

applications. Springer Science & Business Media, 2012.

Shimomura, O., Johnson, F. H., & Saiga, Y. (1962). Extraction, purification and
properties of aequorin, a bioluminescent protein from the luminous
hydromedusan, Aequorea. Journal of cellular and comparative physiology,
59(3), 223-239.

Sindarovska, Y., & Kuchuk, M. (2023). Viral-based expression cassettes ensure
high level production of recombinant green fluorescent protein (GFP) in
sweet basil (Ocimum basilicum) plants. Plant Cell, Tissue and Organ
Culture (PCTOC), 154(1), 121-130.

Soleja, Neha, et al. "Role of green fluorescent proteins and their variants in
development of FRET-based sensors.” Journal of biosciences 43 (2018):
763-784.

Streather, Bree R., et al. "Author Spotlight: The Production of Recombinant
Proteins." JOVE (Journal of Visualized Experiments) 196 (2023): e65442.

Studier, F. William. "T7 expression systems for inducible production of proteins
from cloned genes in E. coli.” Current Protocols in Molecular Biology 124.1
(2018): e63.

Studier, F. William. "Stable expression clones and auto-induction for protein
production in E. coli.” Structural genomics: general applications (2014): 17-
32.

Subramaniam, R., Thirumal, V., Chistoserdov, A., Bajpai, R., Bader, J., &
Popovic, M. (2018). High-density cultivation in the production of microbial
products. Chemical and biochemical engineering quarterly, 32(4), 451-464.

Svendsen, A., Kiefer, H. V., Pedersen, H. B., Bochenkova, A. V., & Andersen,
L. H. (2017). Origin of the intrinsic fluorescence of the green fluorescent
protein. Journal of the American Chemical Society, 139(25), 8766-8771.



32

KAYNAKLAR DIZiNi (devamn)

Tian, F., Xu, G., Zhou, S., Chen, S., & He, D. (2023). Principles and applications
of green fluorescent protein-based biosensors: a mini-review. Analyst,
148(13), 2882-2891.

Torres-Acosta, Mario A., et al. "Economic analysis of the production and
recovery of green fluorescent protein using ATPS-based bioprocesses.”
Separation and Purification Technology 254 (2021): 117595.

Tsien, Roger Y. "The green fluorescent protein.” Annual review of biochemistry
67.1 (1998): 509-544.

Wahhab, Hamad 1. Al Abdul, Wagas Rafig, and Mohammed Khaliludin.
"Modeling and design optimization of dense graded modified crumb rubber
asphalt mixtures using response surface methodology." Construction and
Building Materials 435 (2024): 136895.

Wymelenberg, A. V., Cullen, D., Spear, R. N., Schoenike, B., & Andrews, J. H.
(2018). Expression of green fluorescent protein in Aureobasidium pullulans

and quantification of the fungus on leaf surfaces. Biotechniques, 23(4).

Xu, Jianlin, et al. "Galactose can be an inducer for production of therapeutic
proteins by auto-induction using E. coli BL21 strains.” Protein expression
and purification 83.1 (2012): 30-36.

Folsom, James Patrick, and Ross P. Carlson. "Physiological, biomass elemental
composition and proteomic analyses of Escherichia coli ammonium-limited
chemostat growth, and comparison with iron-and glucose-limited chemostat
growth." Microbiology 161.8 (2015): 1659-1670.

Costa, Ohana YA, et al. "Impact of different trace elements on the growth and

proteome of two strains of Granulicella, class “Acidobacteriia”." Frontiers

in Microbiology 11 (2020): 1227.

Tachibana, Seiga, Tai-Ying Chiou, and Masaaki Konishi. "Machine learning
modeling of the effects of media formulated with various yeast extracts on
heterologous protein production in Escherichia coli." MicrobiologyOpen
10.3 (2021): e1214.



33

TESEKKUR

Yiiksek lisans ¢aligmalarimda bana her zaman yol gosteren, desteklerini ve
emeklerini esirgemeden her zaman beni tesvik eden degerli danisman hocam Prof.

Dr. Gaye Ongen Ozgen’ e sayg1 ve tesekkiirlerimi sunarim.

Tez ¢alismamda karsilastigim sorunlara farkli bir bakis agisiyla yaklasmami
saglayip ufkumu genisleterek ¢c6zmeme yardime1 olan ikinci danisman hocam Prof.

Dr. Serap Evran’a sayg1 ve tesekkiirlerimi sunarim.

Tez calismamda benimle laboratuvar deneyimlerini paylasarak tezimin
deneysel siireclerinde benden desteklerini esirgemeyen Dr. Ahmet Diizel’e

tesekkiirlerimi sunarim.

Tezimin her asamasinda gerekli teknik destegi saglayan E.U. Biyokimya

Boliimti, Prof. Dr. Serap Evran Laboratuvar Ekibine tesekkiirlerimi sunarim.

Yiiksek lisans tezimin uygulamalarini kolaylikla yapabilmeme altyap1
olusturan E.U. Miihendislik Fakiiltesi, Biyomiihendislik Boliimii’ne tesekkiirlerimi

sunarim.

Son olarak hayatimin tiim asamasindan benden sevgi, saygi ve desteklerini
esirgemeyen basta sevgili annem Belgin Kaboglu olmak iizere, aileme bana verdigi

destekler icin sonsuz tesekkiir ve minnetlerimi sunarim



34

OZGECMIS

Ebru Kaboglu 2014 yilinda Nevvar Salih Isgéren Anadolu Lisesinden
mezun oldu. 2014 yilinda Ege Universitesi Biyomiihendislik Boliimiinii kazand ve
2019 yilinda mezun oldu. 2021-2022 yillar1 arasinda Duru Yesil Giibre Uretim San.
Ltd. Sti.’de Ar-Ge miihendisi pozisyonunda ¢alists. 2021 yilinda Ege Universitesi
Biyomiihendislik Fen Bilimleri Enstitiisii Biyomiihendislik Anabilim Dali’nda
yiiksek lisans egitimine basladi. Bu tez ¢calismasi kapsaminda poster bildirisi VIII.
Ulusal Biyomiihendislik  Kongresi  “Biyomiihendislik  Uygulamalari”nda

“Rekombinant Floresan Protein Uretimi” baslig1 ile sunulmustur.



