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OLIGOTROFiK BAKTERILER YARDIMIYLA DUSUK
MALIYETLI REKOMBINANT TERMOSTABIL ENZiM URETIiMi

OZET

Amag: Endistride tiretilen enzimlerin girdi maliyetinin biyiik kismi besiyeri
kaynaklidir. Diisiik konsantrasyonlarda gelisme ve iireme yetenegi olan oligotrofik
bakteriler, besiyeri maliyetini diisiirmek i¢in miikkemmel bir potansiyel tasimaktadir.
Endiistride Taqg DNA polimeraz iiretimi i¢in standartlastirilmis suslara alternatif olarak
oligotrofik bakterilerin kullanilmasi besiyeri maliyetlerinin azaltilmasini saglayacaktir.
Calisma kapsaminda diisiik besiyeri konsantrasyonunda biiylime yetenegine sahip
oligotrofik bakteriler araciligiyla yapilan fermantasyon sayesinde besiyeri maliyetini

azaltarak termostabil Tag DNA polimeraz iiretimi yapilmasi amaglanmustir.

Gere¢ ve Yontem: Cevresel izolatlardan oligotrofik bakteri se¢imi yapildi.
Secilen organizma 16S rRNA dizilemesi ile Klebsiella oxytoca olarak tanimlandi.
Kompetent hale getirildikten sonra sonra satin alinan Tag DNA polimeraz kodlayan
plazmitlerin oligotrofik K.oxytoca’ya transformasyonu gergeklestirildi. Tlgili enzimlerin
laboratuvar kosullarinda ve biiyiik hacimde oligotrofik bakterideki ekspresyon,
saflastirma ve aktivite deneyleri gerceklestirilerek oligotrofik bakterinin rekombinant

DNA teknolojisindeki kullanilma potansiyeli incelendi.

Bulgular: Tag DNA polimeraz enzimi, laboratuvar Ol¢eginde standart
besiyerinde, endiistriyel dlgekte standart besiyeri ve 1:10 oraninda seyreltilmis LB’de
ekspresyon analizi ve iki farkli tampon ¢ozeltisinde aktivite deneyleri gergeklestirildi. Bu
calismalar neticesinde K.oxytoca Taq DNA’nin eksprese edildigi, Ol¢ek biiylitme
calismalar1 neticesinde biyoreaktor iiretimine uygun oldugu tespit edilmistir. Calismada
kullanilan plazmitteki Tag DNA polimeraz enzimi kontrol susu olan E.coli’de ve
K.oxytoca’da basarili sekilde eksprese edilmistir. Ozellikle oligotrofik K.oxytoca’nin
ekspresyen kabiliyeti énemli bir bulgu olarak ortaya c¢ikmistir. Ancak Tagq DNA
polimeraz’in PCR aktivitesi farkli tampon ¢ozeltileri denenmesine ragmen K.oxytoca’da

pozitif sonu¢ vermemistir.
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Sonug: Oligotrofik bakteride eksprese edilen Tag DNA polimerazin ileride
yapilacak c¢alismalar sonucunda aktivite gdsteren ve ticari agidan verimli Tag DNA

polimeraz iiretimi saglanabilecektir.

Anahtar Kelimeler: Besiyeri maliyeti, Fermantasyon, Klebsiella oxytoca,
Oligotrofik bakteri, Tag DNA polimeraz
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LOW-COST RECOMBINANT THERMOSTABLE ENZYME
PRODUCTION WITH THE HELP OF OLIGOTROPHIC
BACTERIA

ABSTRACT

Aim: Most of the input cost of industrially produced enzymes originates from the
medium. Oligotrophic bacteria, which are capable of growing and reproducing at low
concentrations, have excellent potential to reduce medium costs. Using oligotrophic
bacteria as an alternative to standardized strains for Tag DNA polymerase production in
industry will reduce medium costs. Within the scope of the study, it was aimed to produce
thermostable Tag DNA polymerase by reducing the cost of the medium through

fermentation by oligotrophic bacteria capable of growing in low medium concentration.

Materials and Methods: Oligotrophic bacteria were selected from
environmental isolates. The selected organism was identified as Klebsiella oxytoca by
16S rRNA sequencing. After becoming competent, the purchased Taq DNA polymerase-
encoding plasmids were transformed into oligotrophic K.oxytoca. Expression,
purification and activity experiments of the relevant enzymes in laboratory conditions
and in scale-up of oligotrophic bacteria were carried out to examine the potential of

oligotrophic bacteria to be used in recombinant DNA technology.

Results: Expression analysis of Taq DNA polymerase enzyme was carried out in
standard medium on a laboratory scale, in standard medium on an industrial scale and in
LB diluted at a ratio of 1:10, and activity experiments were carried out in two different
buffer solutions. As a result of these studies, it was determined that K.oxytoca Tag DNA
was expressed and was suitable for bioreactor production as a result of scale-up studies.
The Tag DNA polymerase enzyme in the plasmid used in the study was successfully
expressed in the control strain E.coli and K.oxytoca. In particular, the expression ability
of oligotrophic K.oxytoca emerged as an important finding. However, the PCR activity
of Taq DNA polymerase did not give positive results in K.oxytoca despite trying different

buffer solutions.
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Conclusion: As a result of future studies of Tag DNA polymerase expressed in
oligotrophic bacteria, active and commercially efficient Tag DNA polymerase

production will be possible.

Key Words: Fermentation, Klebsiella oxytoca, Medium cost, Oligotrophic
bacteria, Tag DNA Polymerase
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1. GIRIS VE AMAC

Besiyeri maliyeti, fermantasyon maliyetinin yaklasik %30’unu olusturmaktadir.
Fermantasyon sonucu iiretilen biyoteknolojik iirlinler i¢in bakterilerin kullandig1 besiyeri,
tirtin verimliligi agisindan kritik 6nem tagimaktadir. Ayn1 durum Taq DNA polimeraz
tiretimi i¢in de gegerlidir. Biiyiik olglide standart sus olan Escherichia coli BL21 ile
iiretilen Tag DNA polimerazin ¢ok biiyiik bir pazar oldugu diisiiniildiigiinde, iiretiminde
kullanilan besiyeri maliyetinin 6nemi de artmaktadir. Bu noktada oligotrofik bakteriler,
besinin ¢ok kisitli bulundugu ortamlarda bile verimli bir sekilde tireme ve gelisme
yetenegine sahip olmalariyla iyi bir alternatif olarak 6ne ¢ikmaktadir. Bu bakterilerin
diisiik konsantrasyondaki besiyeri ihtiyaci sayesinde, endiistriyel fermantasyonda

kullanilmast besiyeri maliyetinin azaltma potansiyeli barindirmaktadir.

Gergeklestirilen ¢calisma kapsaminda diistik besiyeri konsantrasyonunda biiyiime
yetenegine sahip oligotrofik bakterinin tanimlanmasi gerceklestirilecektir. Bakterinin
bliylime ve fenotipik karakteristiklerinin yaninda filogenetik olarak tanimlanacaktir.
Ardindan oligotrofik bakteri kompetent hale getirilerek Tag DNA polimeraz kodlayan
plazmit ile transforme hale getirilecektir. Oligotrofik bakteriden elde edilecek Tag DNA
polimerazin ekspresyon ve aktivite deneyleri gerceklestirilmesinin ardindan Olgek
biiylitme operasyonu gerceklestirilecektir. Uretilen diisiik maliyetli Tag DNA

polimerazin endiistride kullanilma potansiyeli arastirilacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. OLIGOTROFIiK BAKTERILER

2.1.1. Oligotrofik Bakteriler

Heterotrofik bakteriler, karbon kaynag1 olarak organik maddeleri kullanirlar.
Enerjiyi ise bu organik maddelerin indirgenme yiikseltgenme reaksiyonlarindan elde
etmektedirler. Heterotrofik bakteriler, ortamdaki besin kaynagina bagli olarak gelisme
yeteneklerine gore oligotrofik ve kopiotrofik bakteriler olmak iizere ikiye
ayrilmaktadir. Diisiik besin konsantrasyonlarinda biiylime yetenegine sahip
oligotrofik bakteriler ve bunun tersi yasam tarzina sahip, diisiikk konsantrasyonda
gelisme gosteremeyen kopiotrofik bakterilerdir. Bu belirsiz tanimlamanin nedeni, bir
oligotrof ve kopiotrof bakterinin tam olarak neyi tanimladigina dair bir fikir birligi
olusmamasidir. Ancak bu yasam stratejisine sahip bakterilerin farkli fizyolojik
ozellikleri sayesinde c¢evresel degisikliklere farkli tepkiler gdsterdikleri
diisiiniilmektedir. Ornegin kopiotrofik bakteriler daha yiiksek Michaelis-Menten
sabitine, Ks degeri ve spesifik biiyiime oranina sahipken, oligotrofik bakteriler daha

yiiksek substrat affinitesine sahiptir (1).

Oligotrofik bakteriler dogada enerji kaynag: diisiik olan ortamlarda bulunurlar.
Dogal oligotrof ortamlar, 0,5 mg/L ¢6ziinmiis organik karbon igeren veya 0,1-50
nanomolar diisiik molekiil agirlikli organik bilesen konsantrasyonlarina sahip ortamlar
olarak tanimlanmistir (2). Baz1 kaynaklarda konsantrasyon 10 ug/I’ye kadar ¢ikmaktadir
(3). Dogada, agik okyanus sular1 ve organik madde agisindan fakir topraklar oligotrofik
bakterilerin geligip iiremelerini devam ettirebilecegi ortamlardir (Sekil 2.1). Dogal
oligotrof ortamlar her ne kadar 1-15 mg/l serbest karbon igeren konsantrasyonlar olarak
tanimlansa da, gergekte deniz suyunda bu oran ¢ok daha diistiktiir (4). Su ortaminda
organik madde miktart litrede yaklasik birkag miligram serbest karbondur (5). Bu nedenle

acik denizlere hakim olan bakteriler oligotroflardir.
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Sekil 2.1: Oligotrofik bakterilerin yasam alanlar1 (biorender.com kullanilarak

cizilmistir.)

Dogadaki oligotrofik bakteriler yagsam tarzina gore zorunlu ve fakiiltatif oligotrof
olarak ikiye ayrilmaktadir. Zorunlu oligotrofik bakteriler sadece enerji kaynaginin ¢ok
kisitli oldugu ortamlarda gelisme yetenegine sahipken, fakiiltatif oligotrof bakteriler
enerji kaynagi bakimindan fakir bolgelerin yani sira enerji kaynag: yiiksek ortamlarda da

gelisme yetenegine sahiptir.

Dogadaki oligotrofik bakteri popiilasyonunun ¢ok biiyiik bir kismi kiiltiirlenemez
bakterilerden olugmaktadir (6). Laboratuvar ortamindaki ideal sartlarda kiiltiirlenemeyen
bu bakteriler, literatiire “yasayabilir ama kiiltiirlenemez” (YAK) olarak girmistir (7).
Kiiltiirlenemeyen bakteri oran1 o kadar fazladir ki, dogada bulunan mikroorganizmalarin
%99’undan fazlasinin bugiine kadar kesfedilmedigi diisiiniilmektedir. YAK bakterileri,
Olii hiicrelerden farkli olarak, metabolik ve solunum aktifliklerini korumaktadir. Plazmik
ve genomik DNA igeriklerini korurlar. Hiicresel biitiinliige sahiptirler (8). Canli
hiicrelerden farklar ise besin taginimi, metabolik ve solunum aktiviteleri goreceli olarak

¢ok diisiik olmasidir.



2.1.2. Oligotrofik Bakterilerin Ozellikleri

Oligotrofik bakterilerin a¢lhiga verdikleri yanitin molekiiler temelleri kismen
aydinlatilabilmistir. Bakteriler, sahip olduklar1 kat1 yanit sistemi sayesinde ¢evresindeki
besin mevcudiyetine yanit verebilme yetenegine sahiptir. Bu yanit transkripsiyon ve
transkripsiyon sonrasi diizeyde gergeklesir. Agliga karsi verilen yanit Rel/Spohomolog
(RSH) ve kiigiik alarmon sentataz (KAS) proteinleri tarafindan iiretilen, guanozin 50 -
difosfat 30 -difosfat (ppGpp) ve guanozin 50 -trifosfat 30 -difosfat (pppGpp) sentezi ile
yonetilir. Bu iki molekiiliin kompleksine d(p)ppGpp adi verilir. Bu fiizyon molekiil
bakteri aclik durumundayken gram negatif bakterilerde RNA polimeraza baglanarak,
gram pozitiflerde ise baslatic1 niikleosit trifosfatlar (INTP) oraninmi degistirerek onemli
transkripsiyonel degisiklikler meydana getirir. Transkripsiyonunu etkiledigi genler genel
olarak hiicre biiylimesi ve boliinmesini igeren genlerdir. Bacillus subtilis ile yapilan bir
dizi calismada aglik durumundaki ikinci glinden itibaren hiicrelerin boylarinda %40
oraninda azalma meydana gelmesi hiicre biiylimesi ile ilgili genlerin ekspresyonunun
azaldigin1 kanmitlamaktadir (9). d(p)ppGpp ilgili genlerin ekspresyonunun azalmasinda
gorev alarak hiicre biiylimesi ve boliinmesinin kisitlanmasinda rol oynar. Ayrica aglik
stresine cevap gorevindeki genlerin upregiilasyonunda da gorev alir. Bu genler besin
alimi ve kullanimi ile ilgili genlerdir. Bakterilerin aglik stresine cevabi d(p)ppGpp
flizyonu tarafindan ikincil olarak yonetilse de, bu flizyon proteinin hiicre icinde
birikmesinde birgok protein rol oynar. Kiigiik alarmon sentetazlar, (p)ppGpp sentaz
domaini ve kiigiik alarmon hidrolaz (KAH) proteinlerinden olusur. KAS ve KAH
proteinleri  (p)ppGpp seviyelerinden sorumludur. Acghiga karst verilen yaniti
transkripsiyonel diizeyinin yaninda post-transkripsiyonel olarak da kontrol ederler (10).

Oligotrofik bakterilerin aclik durumlarinda hayatta kalmak i¢in transkripsiyonel
yanitlarin yaninda fizyolojik olarak da yanit verdikleri bilinmektedir. A¢lik durumundaki
bir bakterinin yiizey Ozellikleri ve substratlara baglanmadaki affinitesi kritik 6dneme
sahiptir (11). Ciinkii besine olan affinitenin artmasi bakterinin ortamdaki zaten kisitli olan
besini daha verimli sekilde kullanmasi anlamina gelir. Pseudomonas sp. ile yapilan bir
calismada agligin dordiincii saatinden itibaren bakteriyi daha hidrofilik ve yapiskan hale
getiren notr ekzopolisakkarit sekresyonu rapor edilmistir (12). Baska bir ¢aligmada ise
aclik durumundaki hiicrelerin yiizey hidrofobikliginde artis meydana gelmistir (13).
Mikroorganizmalarin yiizeyinde aglhiga yanit olarak hidrofilik veya hidrofobikligin



artmasi o anda igerisinde bulunan ¢evreye gore hangisinin daha verimli olacagina gore
degiskenlik gostermesi muhtemeldir. Yine aglik durumlarindaki bakterilerin yiizey
puriizliliigiinde artis meydana gelirken boylarinin kiigtildiigii bilinmektedir (13, 11).
Ilging bir sonug olarak, aglik durumlarda bakterilerde dncelikle metabolizma hiz1 artar ve
yeni proteinler olusturulur. Ayrica, hiicre duvar sentezi ve membrandaki lipid
molekiillerinin bilesiminde degisiklikler meydana gelir. Bu gelen degisiklikler sonucunda
cansiz yiizeylere yapiskanlik artar (11). Bu da biyofilm olusumu ile sonuglanir.
Oligotrofik bakterilerin olusturdugu biyofilmler 6nemlidir. Ozellikle besin alimi ve
kullanim1 konusunda artan affiniteyle beraber besin kitlig1 olmayan bolgelerde olusan

biyofilmlerden farklilik gosterirler.

Sucul ekosistemde baskin tiirleri olusturan oligotrofik bakterilerin biiyiimesi ve
boliinmesi aclik stresine baglhidir. Hiicre kaderini belirleyen bu mekanizmalar alim ve
tasima, ozmotik biitiinliik, zar potansiyelinin korunmasi ve hiicre i¢i-dis1 metabolik enerji

rezervlerinin kontrolii gibi 6nemli siireglerde rol oynar (11).

B. subtilis ile yapilan bir dizi deneyde oligotrofik bakterilerin dogasina iliskin
birgok detay ortaya ¢cikmustir. Tlgili galismada genetik miihendisligi teknikleri sayesinde
sporulasyona ugrama yetenegini kaybeden B. subtilis bakterileri kullanilmistir. Besiyeri
olarak ise glikoz kaynagi olarak sadece %0,5 glikoz igeren Spizizen Minimal Medium
(SMM) ve SMM’in glikoz kaynagi igermeyen versiyonu aglik tamponu kullanilmistir.
Hiicreler, SMM igerisinde 100 giinden fazla siire boyunca hayatta kalmistir. Ayrica aglik
durumundaki hiicrelerin boliinme siiresi 100 kattan fazla artmistir. A¢lik tamponundaki
hiicreler ampisilin ve kloramfenikole karsi direncli hale gelmistir. Hiicreler aglik
durumunda sadece bazal hiicresel bilesenlerini iirettiginden g¢esitli antibiyotiklerin
hedefindeki hiicresel bilesenlerin bazilar1 aglik durumundaki hiicrelerde iiretilmeyecektir.
Bu durumda aghk durumundaki hiicrelere karst antibiyotigin etkisiz olmasi
kagimilmazdir. Besin alim1 ve kullanimi ile ilgili genlerin aglik durumundaki hiicrelerde
transkripsiyonunun arttig1 tespit edilmistir. Ayrica higbir karbon kaynagi icermeyen aglik
tamponundaki hiicrelerin 14. giinde boéliinmeye devam ettigi rapor edilmistir. Yapay
deniz suyu ile yapilan deneylerde de aglik durumundaki B. subtilis bakterilerinin tuza

kars1 daha direngli oldugu gosterilmistir (Sekil 2.2) (9).
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Sekil 2.2: Oligotrofik ortamda meydana gelen degisimler (biorender.com kullanilarak

cizilmistir.)

Oligotrofik ortam, az miktarda bulunan besin nedeniyle asir1 bir rekabetgi ortam
yaratmaktadir. Oligotrofik ortamda bulunan hiicreler igin diger hiicrelerin 6lmesi lizerine
ortama salnan protein gibi makromolekiiller hayati dnem tagimaktadir. Daha Onceki
caligmalarda duragan fazdaki B. subtilis hiicrelerinin diger hiicreleri 6ldiirmek i¢in ortama
oldiirme faktorleri saldig1 rapor edilmistir (14). Bu kannibalizm fenotipinin oligotrofik
ortamda gergeklestigi heniiz bildirilmese de, yapilacak calismalar ile kesfedilmesi

miimkiindiir.
2.1.3. Oligotrofik Bakterilerin Onemi

Doga, mikroorganizmalar i¢in son derece verimsiz ve kisithidir. Okyanuslarin
yaklagik tigte birinin oligotrofik oldugu diisiiniilmektedir. Diinya biyosferinin ise en az
yarisinin oligotrofik oldugu tahmin edilmektedir (2). Bu oligotrofik ortamlara hilkmeden
bakteriler oligotroflardir. Dolayisiyla dogada en yaygin olarak bulunan oligotrofik
mikroorganizmalarin fizyolojik ve molekiiler mekanizmalarini anlamak son derece

onemlidir.



Besinin kisitli  oldugu her ortamda oligotrofik bakterilerin olusturdugu
biyofilmlere rastlamak miimkiindiir. Endiistride metal ylizeylerde, su dagitim
sistemlerinde, oligotrofik gollerde, yeralti sularinda siklikla rastlanmaktadir (15,16,17).
Ayrica oligotrofik biyofilmlerin antibiyotik direncine 6nemli 6lgiide katki sagladig
bilinmektedir (18). Antibiyotik direnci giiniimiiz tip diinyasinin bas etmeye calistigi en
biiyilk sorunlardan bir tanesidir. Hastanelerde aseptik kosullarda dahi oligotrofik
bakterilere rastlandigi bilinmektedir (19). Mikroorganizmalardaki g¢oklu antibiyotik
direnci nedeniyle her yil yiizbinlerce kisi hayatin1 kaybetmektedir. Oligotrofik
bakterilerin antibiyotik direnci gelistirmeye yatkinliginin derinlemesine arastirilmasi ve
¢ozlim Onerilerinin gelistirilmesi binlerce insanin hayatin1 kurtarma potansiyeli

tasimaktadir.

2.2. REKOMBINANT ENZiMLER

Enzimler yiiksek katalitik seviyeleri ve 6zgiilliikleri sayesinde endiistride 6nemli
yer edinmistir. Ozellikle ila¢ ve gida sanayisinde kullanilan geleneksel kimyasallara kars1
iyl ve cevreci alternatif olusturlar. Bu nedenle siirekli biiyliyen ve diinyanin en biiyiik
endiistrilerinden biri haline gelmistir. Bu biiylik pazarin ihtiyaclarina cevap vermek i¢in
dogal enzimler yetersiz kalmaktadir. Ciinkii dogasi geregi dogal enzimler diisiik
verimlidir. Tekrar uygulanabilirlik oram1 disiiktiir ve zorlu endistriyel {iretim
kosullarinda optimizasyonlari ¢ok zordur (20). Rekombinant enzimler sayesinde bu
sorunlar agilabilmistir. Gii¢li promotor dizileri, ¢oklu gen kopyalar1 sayesinde
rekombinant enzim iiretimi, vahsi tip suslardan yiizlerce kat daha verimli bir sekilde
ekspresyon gergeklestirilir (21). Rekombinant DNA teknolojisi sayesinde endiistrinin
ithtiyaci olan rekombinant enzimler verimli bir sekilde kisa siirelerde biiyiik miktarlarda

iretilebilmektedir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3: Rekombinant enzimlerin avantajlar1 (biorender.com kullanilarak ¢izilmistir.)

Rekombinant DNA teknolojisi, bir organizmanin genetik materyalinin baska bir
organizmaya ait bagka bir genetik materyal ile manipiile edilerek istenilen {iriiniin elde
edilmesini saglayan teknolojidir. Rekombinant DNA teknolojisi, uygun vektor
araciligiyla istenilen gen sekansina sahip ¢esitli kaynaklardan DNA fragmanlarinin
tiretimi yapacak organizmaya dahil edilmesini igerir. S6z konusu rekombinant DNA
fragmanlarinin iriinleri olan proteinler olunca, bunlar rekombinant protein olarak
adlandirilirlar ve bircok alanda uygulamalart mevcuttur. Tarimda, zararlilara kars:
arttirllmis dirence sahip bitkiler, cevresel kirlilige kars1 biyoremediyasyon uygulamalari,
kanser tedavisi, genetik hastaliklar ve diyabet bu teknolojinin kullanildig1r baslica
alanlardir (22). Deterjan, gida ve nisasta isleme endiistrisinde kullanilan enzimlerin

%60’dan fazlasi rekombinant enzimlerdir (21).

2.2.1. Rekombinant Enzim Uretimi

Rekombinant protein iiretimi i¢in protein ekspresyon sistemi, protein saflastirma
sistemi ve protein tanimlama sisteminin olmasi gereklidir. Ilk olarak istenilen gen izole
edilmelidir. Izole edilen genin PCR ile amplifikasyonu yapildiktan sonra secilen vektdr

igerisine klonlanmalidir. Bu noktada vektor se¢imi rekombinant DNA teknolojinini en



onemli adimdan biridir. Uyumsuz vektor se¢imi tiim siirecin basarisiz olmasina neden

olabilir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4: Rekombinant enzim {iretimi (biorender.com kullanilarak ¢izilmistir.)

Klonlama stratejisinde bircok dnemli parametre mevcuttur. Hangi promotorun ve
etiket molekiiliin kullanilacagi, replikasyon orijini se¢imi ve tiim bu elementlerin konumu
gibi konular dikkate alinmalidir (23). Ayni sekilde ekspresyon vektorii igerisinde yer alan
fonksiyonel genlerin yerlesimi yani vektor topolojisi de rekombinant enzim iiretimi i¢in

iyi bir miihendislik ile tasarlanmas1 noktalardan biridir.

Rekombinant protein iiretiminde plazmitler 6nemli birer bilesendir. Rekombinant
protein iiretimi s6z konusu oldugunda protein ifadesi vahsi tip suslarla yapilan protein
tiretiminden daha karmasiktir ve plazmite bagl olarak optimizasyon gereklidir. Bu
optimizasyon igin birka¢ onemli nokta vardir. ilk olarak, istenen proteini kodlayan
gendeki kodonlar konakgi hiicreler ig¢in optimize edilmelidir. Bu gen poli-adenozin
kuyrugu ve ribozom baglanma bolgesine sahip olmalidir. Gen, ekspresyonunu indiikleme

veya baskilama 6zelligine sahip olan promotor kontrolii altinda olmalidir (24). Genin bu



0zelliginin yaninda plazmitin bir biitlin olarak stabilitesi de dnemlidir ve konakgiya bagl
olarak bir¢ok parametreden etkilenir. Konakg¢inin iissel biiylime fazi boyunca gergeklesen
asir1 ekspresyondan dolay1 plazmit stabilitesini olumsuz etkilemektedir. Aymi sekilde
konak¢iin biiyiime hizi da plazmit stabilitesini etkiler. Plazmitlerin stabilitesi kendi
yapisindan da etkilenir. Ornegin plazmitin uzunlugu arttikga stabilitesinde diisiis
meydana gelmektedir. Plazmit stabilitesi, plazmitin i¢sel parametreleri ve konak¢inin
disinda, fermantasyon ortamindan da ¢okca etkilenmektedir. Ornegin, ortam sicakliginda
meydana gelen artis plazmiti olumsuz etkiler. Ortam bilesimi de stabiliteyi etkileyen

faktorler arasindadir (25).

Rekombinant enzim tiretiminde bir baska 6nemli bilesen konakeidir. Endiistride
rekombinant enzim iretimi igin kullanilacak ideal organizmanin birka¢ Ozelligi
barindirmasi beklenmektedir. Genetik stabilite, inhibitor ve iiriin toleransi, es zamanl
olarak birden fazla seker kullanimi, diisiik pH ve sicakliklarda devam eden fermantasyon
yetenegi ve son olarak endiistriyel ol¢ekteki tiretimlerde laboratuvar 6lgegindeki gibi
yiiksek verim vermesi ideal konakg¢idan beklenen 6zelliklerdir. Siralanan bu 6zelliklerin
bazilari organizmalarin genetik olarak manipiile edilmesi ile organizmaya kazandirilabilir
(26). Endiistride rekombinant protein iiretimi i¢in en ¢ok kullanilan organizmalar basta
Escherichia coli olmak {izere, Saccharomyces cerevisiae ve Pichia pastoris
organizmalaridir. Birgok rekombinant proteinin 6zellikle E.coli’de gergeklestirilmesinin
birka¢ nedeni vardir. Ucuz, yiiksek yogunlukta ve hizli kiiltiir kosullari, iyi bilinen
genetigi ve genetik manipiilasyonun kolayliginin yaninda E.coli ile uyumlu sekilde
gelistirilmis bir¢ok aracin olmasi nedeniyle E.coli rekombinant DNA teknolojisinde en
sik kullanilan organizmadir (27). Bu avantajlarinin yan1 sira E.coli’nin kritik noktalarda
olumsuz ozellikleri de vardir. Glikosilasyon eksikligi, 6karyotik rekombinant proteinler
icin vazgecilmez olan post-translasyonel modifikasyonlar konusundaki yetersizligi,
ekspresyon asamasindaki sinirlamalar ve en 6nemlisi, rekombinant proteinlerin E.coli
icerisinde siklikla biyolojik olarak aktif olmayan inkiilizyon cisimcikleri seklinde
cokeltiler olusturmasidir (28). Fermantasyon siirecinde organizma kaynakli zorluklar

alternatif tiirlerin kesfedilmesi ve endiistriye entegre edilmesi ile asilabilir.

Endiistride kullanilacak organizmanin giivenli olmasi son derece Onemlidir.
Rekombinant enzim teknolojisi ile patojenik veya toksin iireten organizmalarin enzimleri

giivenli konaklarda verimli sekilde ifade edilebilmektedir. Son olarak, protein
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mihendisliginin ileri teknikleri sayesinde enzim stabilitesi, aktivitesi ve Ozgilliigii
gelistirilerek endiistride kullanilmaya uygun yeni ve verimli enzimler {iretmek

rekombinant enzim teknolojisi sayesinde miimkiin olmustur (21).

Endiistride kullanilma potansiyeline sahip islevsel genlere sahip organizmalar
aynt zamanda laboratuvar kosullarinda yetistirilmesi elverigsiz mikroorganizmalar
olabilmektedir. Bu nedenle kaynak organizmaya ait bir geni kullanmak i¢in rekombinant

DNA teknolojisine bagvurulur.

2.2.3. Termostabil Enzimler

50 °C’nin tizerinde optimum bilyiime sicakligina sahip bakteriler termofiller
olarak adlandirilmaktadir (29). Termofilik organizmalarin protein, niikleik asit ve
enzimler gibi hiicresel bilesenleri ise termostabildir (30). Mezofilik bakterilerin enzimleri
35 %C’den sonra aktivitelerini kademeli olarak kaybederler. Yaklasik 55-60 °C’den sonra
ise aktivitesini tamamen kaybetmektedirler. Termofilik bakterilerin enzimleri olan,
termostabil enzimler ise termofilik mikroorganizmanmn biiylimesi i¢in optimum
sicakliklardan bile yiiksek daha yiiksek sicakliklarda stabil ve aktif kaldigi tespit
edilmistir (31). Yiksek sicakligmn yani sira, termostabil enzimlerin asidik ve alkali
kosullarda da stabil kaldig1 bilinmektedir. Termofillerin enzimlerinin bu denli dayanikli
olmasinin birkag sebebi vardir. Yiiksek miktarda eksprese ettikleri saperoninler sayesinde
yanlis katlanmis veya denatiire olmus proteinlerinin islevsel yapiya kavusmasini
saglamaktadirlar. Ayrica enzimlerindeki disiilfid baglari, elektrostatik etkilesimler ve
hidrofobik etkilesimleri kullanarak enzimlerinin yiiksek sicakliklarda stabilitesini
korurlar (Sekil 2.5) (30).

11
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Sekil 2.5: Termostabil enzimlerin avantajlar1 (biorender.com kullanilarak

¢izilmistir.)

2.2.4. Termostabil Enzim Uretimi

Termostabil enzimler, yiiksek sicakliklardaki stabiliteleri nedeniyle endiistride
siklikla tercih edilen enzim tiirleridir. Termostabil amilazlar, ksilanazlar, seliilazlar,
kitinazlar, proteazlar, lipazlar ve DNA polimerazlar endiistride en fazla iiretimi yapilan
termostabil enzimlerdir. Gida, kagit, deterjan, ilag ve petrol endiistrileri, termostabil
enzimlerin en yaygin kullanildig1 endiistrilerdir. Termostabil enzim kaynagi olan
organizmalar genelde iyi calisiilmamis veya laboratuvar kosullarinda yetistirilmesi
elverissiz olan organizmalardan olugmaktadir. Cilinkii bu organizmalarin dogal yasam
ortamlar1 80 °C ile 115 °C arasinda degisen sicakliklardan olusmaktadir (30). Bu noktada
devreye rekombinant DNA teknolojisi girmekte ve termostabil enzim iiretimi icin iyi
calisilmis ve laboratuvarda ucuz ve kolay iiretilebilen organizmalar secilerek ekspresyon
susu olarak kullanilmaktadir. Genetik ve protein miihendisligi teknikleri sayesinde
yiiksek sicaklik, asirt yiiksek veya diisiik pH, oksitleyici ve indirgeyici maddelere ve
organik coziiciilere kars1 stabil enzimler, mezofilik konaga klonlanmasi ve ekspresyonu

ile hizl1 ve ucuz bir sekilde termostabil enzim iiretimi miimkiin olmustur.
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2.2.5. Termostabil Enzimlerin Onemi

Genin izolasyonunun ardindan laboratuvar ortaminda yetistirilmesi kolay -
genellikle E.coli- ¢esitli organizmalara transformasyon sayesinde dogal olarak iiretilmesi
imkansiz rekombinant proteinler kolaylikla tiretilir. Buna ornek olarak Tagq DNA
polimeraz iiretimidir. PCR teknolojisinde DNA denatiirasyonu icin sicakligi 95 °C’ye
kadar cikarilmasmin ardindan primerlerin baglanmasi igin yaklasik 55 °C olmalidir.
Erken donem PCR uygulamalarinda E.coli’den elde edilen DNA Polimeraz | Klenow
fragmenti denatiirasyon igin gerekli olan 95 °C sicaklikta stabil olmamakta ve islevini
kaybetmektedir. Her dongiide denatiirasyon ve baglanma asamasindan sonra ortama
DNA polimeraz eklenmesi gereklidir. Bu islem PCR’a hem maliyet hem de zaman
acisindan inanilmaz bir yik getirmektedir. Bu duruma ¢6ziim bulmak isteyen
arastirmacilar termofilik organizmalarin DNA polimeraz genlerine yonelmistir.
Termofilik organizmalarin proteinleri de organizmanin kendisi gibi sicakliga dayanikli
ve yiiksek sicakliklarda dahi stabil kalma yetenegine sahiptir. Ancak bu organizmalar
genellikle laboratuvar ortaminda yetistirlimesi zor olan arkelerden olusmaktadir.
Thermus aquaticus bakterisinden elde edilen Tag DNA polimeraz daha sonra genetik
miithendisligi sayesinde tasarimi yapilan plazmite aktarilmistir. Ardindan bu plazmitin
E.coli’ye transformasyonu gergekleslestirilmistir. Rekombinant DNA teknolojisi ile tiim
siirecin sonunda aktif ve laboratuvar kosullarinda kolaylikla {iretilebilen Tag DNA

polimeraz ortaya ¢ikmustir.

2.3. TAQ DNA POLIMERAZ

Taqg DNA polimeraz, Thermus aquaticus bakterisinden elde edilen DNA
polimerazdir. Bakteri hidrotermal bacalarin cevresinde yasadigindan bu bakterinin
enzimleri de yiiksek sicakliklarda bozulmayarak aktivitelerini koruma yetenegine

sahiptir. Bu nedenle Taq DNA polimeraz PCR’da en sik kullanilan enzimdir.

Taq DNA polimerazn optimum galisma sicakligi 70-80 °C’dir ve 7,8-8,3 pH’ta
maksimum etkinligi gosterir (32). Tag DNA polimerazin hata orani her bir dongii igin 2

x 10 niikleotit olarak hesaplanmistir (33).

Taq DNA polimerazin PCR diginda en biiyiik kullanim alan1 dizilemedir. Yiiksek
GC oranma sahip sablonlar1 amplifiye ederken gerceklesen hata orani, diger

polimerazlardan daha diisiiktiir ve yliksek sicaklik, diisiik tuz konsantrasyonu gibi
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kosullarda dahi iyi bir aktivite sergilemektedir (34). Bu sayede sekanslama sirasinda
olusan sa¢ tokasi yapilar1 yiiksek sicakliklarda agilarak Taq DNA polimeraz tarafindan

okumanin yapilmasi miimkiin olmaktadir.

Yerli veya rekombinant her Taq DNA polimerazda 5°-3’ ekzoniikleaz aktivitesi
mevcuttur. Ancak 5’-3” niikleaz aktivitesinin primerleri degrede etme ihtimali mevcuttur.
N terminal delesyonu ile yapilan ve bu aktiviteyi yok eden bir ¢alismada daha yiiksek

tirtin verimi ile sonuglanmstir (33).

Taq DNA polimerazin bir dezavantaji 3’ uglara kalip DNA’ya tamamlayici
olmayan niikleotitler ekleme egiliminde olmasidir. Bu durum 6zellikle PCR {iriinlerin

klonlandig: ¢alismalarda sorun olusturmaktadir (33).

2.3.1. Tag DNA Polimeraz Molekiiler Yapisi

Taq DNA polimeraz, bu alanda en ¢ok ¢alisilmis E.coli DNA polimeaz | Klenow
fragmenti ile homoloji gosterir (35). Taq DNA polimeraz yaklasik 94 kDa agirligindadir
(36). Diger polimazlarda oldugu gibi avug ici, parmaklar ve bas parmak olmak {izere ii¢
domainden olusur ve sag el seklini andirirlar (37). Avug i¢ci domaini polimerizasyon
reaksiyonundan sorumlu olan bolgedir. Parmaklar domaini niikleosid trifosfat ile sablon
DNA ile etkilesimden sorumludur. Bas parmak ise dubleks DNA’nin
konumlandirilmasinda gérev alir (38). iki degerlikli iyonlarin varligi polimerazlarin
aktivitesi i¢in ortak bir 6zelliktir (37). Taqg DNA polimerazin polimerizasyon aktivitesi
icin iki degerlikli metal iyonu gerekli olsa da, 3°-5’ ekzoniikleaz aktif bolgesinde iki
degerlikli metal iyonlar1 i¢in gerekli olan karboksilat kalintilar1 eksiktir. Bu nedenle Taq
DNA polimeraz 3°-5’ ekzoniikleaz aktivitesinden yoksundur (42). Bu aktivite
polimerizasyon sirasinda yanlis eklenen bazlarin yapidan ¢ikarilarak dogru eslesmelerin
gerceklesmesini saglamaktadir. Polimerizasyonun aslina uygunlugunu 2-3 kat arttirdigi
tespit edilmistir (30). 3’-5° ekzoniikleaz aktivitesinin yoklugu Taq DNA polimeraz igin

bir dezavantaj olusturmaktadir.

2.3.2. Tedavisinde Taq DNA Polimeraz Kullanilan Hastaliklar

DNA polimeraz, 6zellikle PCR ve dizileme tekniklerini iceren her alanda siklikla
kullanilmaktadir. Yillar gectikge daha fazla genetik bozukluk tanimlanmasi ve bu
bozukluklar igin gelistirilen gen terapilerinde DNA polimeraza bagvurulmaktadir. Kistik

fibrozis, orak hiicreli anemi, bazi kanser ¢esitleri, kas distrofisi gibi rahatsizliklar aktif
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olarak arastirilip tedavisinde DNA polimeraza bagvurulan bazi rahatsizliklardandir (41).
Termostabil DNA polimerazin bir alan1 da viral veya bakteriyel enfeksiyonlarin PCR ile
teshisidir. Ozellikle pandeminin baslangicindan beri PCR tabanli teknolojilerin kullanimi

artmistir. Bu durum termostabil DNA polimeraz pazarina da olumlu yansimaktadir (42).

2.3.3. Piyasadaki Taq DNA Polimeraz Ureticileri

Taq DNA polimeraz iiretimi ve optimizasyonu bir¢ok arastirmaci ve 6zel sirket
tarafindan iyi ¢alisilmis olsa da, ticari sir nedeniyle literatiirdeki bilgiler kisithidir (36).
Piyasada basta Kuzey Amerika sirketleri olmak iizere bir¢ok Onemli sirket
bulunmaktadir. Thermo Fisher, Hoffmann-La Roche, Merck, Qiagen, Agilent, Takara
Bio, Genescript Illumina, New England Biolabs ve Promega piyasadaki arzi karsilayan

en biiytik treticilerdir (42).

2.3.4. Tag DNA Polimeraz Pazari

DNA polimeraz pazar1 2021°de 327 milyon ABD dolar iken 2031°e kadar bu
pazarin 568,3 milyon ABD dolarina ulagmasi beklenmektedir. Hastaneler, molekiiler
teshis sirketleri, biyofarmasotik sirketleri, teshis laboratuvarlari, akademik ve arastirma
enstitiileri basta olmak iizere DNA polimeraz ¢ok genis alanda kullanilmaktadir.
Termostabil DNA polimerazlar ise bu alanlarda 6zellikle molekiiler biyolojide PCR
teknolojisinde ¢ok siklikla tercih edilir. Ancak reaktiflerin yiiksek maliyeti, bu alandaki
kalifiye personel eksikliginin pazar payini diisliricii etkileri olacagi tahmin edilse de,
DNA polimerazin kullanim alanim igeren teknolojilerin heniiz yeni olmasi nedeniyle

oniimiizdeki 10 y1l boyunca DNA polimeraz pazarinin biiyiiyecegi ongériilmektedir (42).

2.4. FERMANTASYON TEKNOLOJiSi

Fermantasyon terimi, bir substratin, kofaktor aracili indirgenme ylikseltgenme
reaksiyonlart ile son iiriine doniismesini saglayan tepkilemeler dizisine verilen metabolik
bir kavramdir (43). Fermantasyon prosesleri laboratuvar 6lgegi olarak adlandirilan kiigiik
hacimlerde optimize edildikten sonra endiistriyel Olcek operasyonlarina gegilir.
Laboratuvar 6lgeginde yapilan fermantasyon, endiistriyel 6lgege gore daha basit olmakla
birlikte dnemli zorluklar1 barindirmaktadir. Ozellikle erlen icerisinde gergeklestirilen
fermantasyonda kat1 bilesenlerin ¢oziinmemesi ve homojen sekilde dagilmamasi,

kopiirme, fermantasyon ortamindaki bilesenlerin {iriinlerin saflastirmasi iizerindeki
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biiyilk ve belirsiz etkisi bu zorluklardan birkagidir (44). Endistriyel fermantasyon
kosullarinin aksine, laboratuvar Olceginde arastirmacinin fermantasyon prosesi
tizerindeki etkisi daha az kontrole sahiptir. Gider agisindan bakildiginda, endiistriyel
Olgekten daha az maliyetli oldugundan biiyiik Glgege geciste ilk olarak fermantasyon
prosesi laboratuvar kosullarinda optimize edilmekte ve daha sonra dlgek biiyiitme

operasyonu gerceklesmektedir.

Genel olarak mikroorganizmalarin  kullanildig1 endiistriyel fermantasyon
siirecinde kesikli fermantasyon, kesikli beslemeli fermantasyon ve siirekli fermantasyon
olmak iizere baglica iic proses vardir. Kesikli fermantasyonda fermantasyonun
gerceklesegi ortam, sicaklik ve pH ayarlandiktan sonra ilgili mikroorganizma
inokiilasyonu gergeklestirilir. Bunu izleyen siiregte proseste herhangi bir girdi ¢ikt1 olmaz
ve ortamdaki substrat bitinceye dek fermantasyonun firiinlerinin olusmasi beklenir.
Kesikli beslemeli fermantasyonun kesikli fermantasyondan farki, azalan substrat ile
beraber ortama substrat eklenerek iirlin olusumuna tesvik edilmesidir. Siirekli
fermantasyonda ise ortama siirekli besin girdisinin olmasinin yaninda ortamdan
mikroorganizma ve iirlinler ¢ekilir. Boylece fermantasyon ortaminda siireklilik ve denge
saglanmis olur. Endiistriyel fermantasyon terimi bu li¢ uygulamay1 da kapsayan genis bir

calisma alanini ifade etmek i¢in kullanilir.

2.4.1. Fermantasyon Teknolojisinin Onemi

Fermantasyon teknolojisi, ilag, kimya, gida endiistrilerinde ve enerji iiretiminde
pahali bilesiklerin iiretiminde kullanilan bir biyoprosestir (45). Pazarin siirekli artan
taleple beraber siirdiiriilebilir tretim ile uygun maliyetli arz saglama ihtiyaci

fermantasyonda ortaya ¢ikmistir.

Fermantasyonun ilag sektoriinde c¢ok genis bir kullanim alan1 mevcuttur.
Bakteriyel ve fungal hiicrelerin kullanilarak antifungal, antiviral, antibakteriyel ve
antiparazitik molekiillerin sentezlenmesinde sikliklikla fermantasyon teknolojilerine
basvurulur. Gen terapisi, monoklonal antikor iiretimi ve bazi rekombinant enzimlerin

tiretiminde Okaryotik organizmalarin merkezinde bulundugu fermantasyon yapilir (46).

Fermantasyonun gida endiistrisindeki en biiyiik rolii probiyotiklerdir. Probiyotik
terimi, insan sagligi i¢in yararli bakterileri tanimlamak i¢in kullanilir (47). Probiyotik

gidalarin; antioksidan etkisi, kardiyovaskiiler hastaliklar ve kansere kars1 dnleyici etkisi,
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diyabet ve obezite gibi kroniklesmis hastaliklara karsi koruyucu oldugu bilinmektedir
(48). Fermantasyonun gida endiistrisindeki bir baska yeri ise mikrobiyal enzimlerdir.
Probiyotik disinda gida endiistrisinde, siit iirtinlerinde, firin {iriinlerinde, alkollii igecek
iiretiminde, meyve-sebze ve tohum yagi {iriinlerinde, et ve balik iirlinlerinde

fermantasyon teknolojisine bagvurulur (47).

Etanol, fosil yakitlardan gelen enerji kaynaklarmna alternatif olan en Onemli
yenilebilir enerji kaynaklarindan biridir. Fermantasyonun enerji endiistrisindeki en biiyiik
rolii biyoetanol iiretimidir. Fermantasyonda besiyeri kaynagi olarak misir kogani, bugday
ve piring samani gibi tarimsal atiklarin yan1 sira ormancilik ve kagit endiistrisindeki atik
tirtinlerin kullanilmas1 etanol fermantasyonunun siirdiiriilebilir kilmaktadir. Kiiresel
Olgekte siirekli artan enerji ihtiyacinin bir kismini temiz ve giivenli bir yontem olan

fermantasyon teknolojisi ile tiretilecegi diistiniilmektedir (49).

2.4.2. Fermantasyon Ortamimin Optimizasyonu

Fermantasyon ortami, sadece iiretim maliyetinin yani sira saflagtirma maliyetini
de 6nemli 6lgiide etkilemektedir (50). Fermantasyon ortaminin optimizasyonunun asil
amaci, fermantasyon biyoprosesinin maliyet agisindan daha rekabetgi hale getirmek ve
atik yan iriinlerin olusumunu en aza indirmektir (45). Fermantasyonda kullanilacak
organizmaya bagl olarak ortam optimize edilmelidir. Fermantasyonda siklikla kullanilan
E.coli ve Bacillus subtilis gibi baz1 yaygin suslar i¢in standardize edilmis fermantasyon
ortamlari vardir (50). Ancak besiyeri tasarimi; maliyet, zaman ve deneyler agisindan son
derece zorlu bir stirectir. Endiistride stirekli yeni suglar denendiginden besiyeri tasarim

deneylerine siklikla basvurulur (44).

Fermantasyon ortamindaki karbon kaynaklari, mikrobiyal iiretim performansi ve
tim prosesin maliyetini etkilediginden optimize edilmesi gereken en Onemli
bilesenlerden birisidir (50). Karbon kaynaklar1 mikroorganizmalarda birincil ve ikincil
metabolitlerin liretiminde ve hiicre biiylimesinde rol alir. Karbon kaynagin1 metabolize
etme hizi metabolitlerin {iretiminin yam sira daha hizli biyokiitle olusumunu saglar.
Fermantasyon ile {iretilmis bir {iriiniin fiyati genellikle en fazla karbon kaynaginin
maliyetinden etkilenir (45). Bu nedenle karbon kaynagmin siirdiiriilebilir olmasinin
yaninda ucuz yolla elde edilmesi dnemlidir. Hayvan/insan atiklari, gida atiklari, protein
hidrolizatlar1 ve lignoseliilozlar bol miktarda bulundugundan ve ucuz oldugundan en sik

tercih edilen karbon kaynaklaridir (50).
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Optimizasyon siirecine ilgili organizmanin fermantasyon {irliniini trettigini
kanitladiktan sonra baslanir. Fermantasyon ve saflagtirma birbirini etkilediginden iki
proses de birlikte optimize edilmelidir. Fermantasyonda gergeklestirilen optimizasyonda
her seferinde bir faktor degitirilmesi veya ayni1 anda farkli faktorlerin degistirilmesiyle
yapilan deneyleri kapsar. Bu deneylerin ¢iktisi olan iiriine dair parametreler istatistiksel
analizler kullamlarak gergeklestirilir. Uriiniin 6zelliklerini, kalitesini ve miktarim
etkileyen bu degiskenleri tanimlamak arastiricinin en 6nemli gorevlerinden biridir (25).

Geleneksel optimizasyon yontemlerinde dort farkli yol izlenir (45).

2.4.2.1. Uzaklastirma: Tasarlanan besiyeri ile iiretim yapilir. Uretim
sonucundaki ¢iktilar istatistiksel olarak analiz edilir. Ardindan besiyerinden bilesenler tek

tek uzaklastirilir.

2.4.2.2. Takviye: Farkli karbon ve azot kaynaklar1 fermantasyon ortamina
eklenir. Eklenen maddelerin metabolit {iretimi tizerindeki etkileri istatistiksel olarak

degerlendirilir.

2.4.2.3. Degistirme: Takviye deneylerinde elde edilen sonuglara gore

optimum sonug veren karbon ve azot kaynaklarinin birbirine gore orani ayarlanir.

2.4.2.4. Fiziksel parametreler: Fermantasyon siirecinde pH, sicaklik,

calkalama ve havalandirma gibi fiziksel parametreler de standartlastirilir.

Fermantasyonda optimizasyon iki kademeli yaklasimla yapilmaktadir. ilk olarak
parametreye bagli olarak elde edilen iirliniin miktar, ikinci agamada ise elde edilen
proteinin 6zelliginin incelenmesi ve tanimlanmasi olarak iki asamada optimizasyon

gergeklestirilir (25).

Biiyiik 6lcekli fermantasyonda antibiyotikler, ekspresyon indiikleyiciler gibi
pahali iirlinlerden kagiilmalidir. Bu maliyetlerden kacinmak icin birkag alternatif yol
gelistirilmistir. Plazmit stabilizasyonu i¢in kullanilan antibiyotiklerin kullanimindan
kagmnmanin bir yolu, hedef genin konak¢i genomuna entegrasyonudur. Indiikleyici
maliyetinden kurtulmanin bir yolu ise, konak¢i genomunda kurucu genin promotoru
kontrolii altina hedef geni kopyalamaktir. Bdylece hiicre, ortamda indiikleyici olmadan
dogal hiicre dongiisiine devam ederken hedef genin ekspresyonunu saglar. Klonlama
tekniklerindeki tiim gelismelere ragmen, kromozomdaki entegrasyon bdlgesi se¢imi hala

onemli bir zorluk olmaya devam etmektedir (50).
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Literatiirde fermantasyon iriiniiniin asir1 ekspresyonu ile ilgili birgok ¢aligma
mevcuttur. Bu c¢alismalar genellikle hiicrenin tiim kaynaklarini iiriin olusumu igin
yonlendirmeye ve rakip yolaklar devre dis1 birakmaya odaklanmistir. Ancak
fermantasyon verimliligini etkileyen en onemli etkenlerden birisi metabolik enerjinin
verimli bir sekilde kullanilmasidir. Fermantasyonda kullanilan organizmanin metabolik
enerji tasarrufu ile daha yiiksek kalite ve miktarda iiriin olusumu gergeklesir (43). Bu
nedenle fermantasyon ile ilgili calismalar organizmalari {iriine yonlendirmekten daha ¢ok

enerji tasarrufuna odaklanmalidir.

Oligotrofik bakteriler aglik durumundayken enerji tasarrufu ve ortamdaki besini
daha verimli sekilde kullandig1 bilinmektedir. Bu nedenle fermantasyon i¢in oligotrofik
bakterilerin kullanilmas1 ve bu bakterilerin enerji tasarrufu konusundaki yeteneklerinin
aydinlatilmasi1 i¢in daha fazla calisma yapilmalidir. Ayrica oligotrofik bakterilerin
fermantasyon iglemlerinde kullanilmast ve verimliliginin  standart suglarla
karsilastirilmas1 nemli bir potansiyel tasiyan alandir. Uriine giden yolda fermantasyon
ile kimyasal {iretim arasinda onemli bir rekabet mevcuttur. Fermantasyon teknolojisi
maliyeti itibariyle genelde bu rekabette geride olan taraftir. Fermantasyondaki
maliyetinin yaklasik %30’luk kismi kismi besiyeri giderleri olusturmaktadir (51).
Oligotrofik bakterilerin diisiik besiyeri konsantrasyonunda biiylime ve gelisme
kapasitelerinin  yaninda metabolik enerji tasarruflar1 sayesinde fermantasyon
teknolojisinin en biliylik dezavantaji olan besiyeri maliyetinin hafifletme siireci daha
verimli hale getirme potansiyeli mevcuttur. Ancak literatiirde oligotrofik ozellikteki

bakteri ile diisiik besiyeri konsantrasyonunda fermantasyon uygulamasi ¢alisilmamastir.

19



3. GEREC VE YONTEM

3.1. MATERYAL

LB broth (Miller) (L3522), LB broth agar (L3147), magnezyum kloriir (208337),
Triton X-100 (T8787), 2-mercaptoetanol (M-3148), Nonidet P 40 (74385) ve Tween-20
(P1379) Sigma Aldrich’ten (St. Louis, MO, USA) satin alinmistir. PBS, Thermo Fisher
Scientific’den (USA) satin alinmistir. Genomik DNA Kit (E1075) ve Laemmli Tamponu
(LSB-4x) EcoTech’ten (Turkey) satin alinmigtir. Premix Tag™ DNA Polymerase
(R0O04A), TaKaRa Bio Inc.’den (Shiga, Japan) satin alinmistir. PureYield™ Plasmid
Miniprep System Promega’dan (Madison, WI, USA) (A1223) satin alinmistir. %10 Mini-
PROTEAN® TGX Stain-Free™ Protein Gel, 10x Tris/Glycine/SDS Elektroforez
Tamponu (1610772EDU), TEMED (1610800), Coomassie Brilliant Blue (1610400)
BioRad'dan (Hercules, CA, ABD) satin alinmistir. ANTP Mix (her bir niikleotit 10 mM)
(P031) Vazyme’dan (China) satin alinmigtir. Amonyumpersiilfat (7727-54-0), potasyum
kloriir (7447-40-7) ve dekstroz (14431-43-7) Merck (Germany) satin alinmistir. Tris-HCI
(1185-53-1) Santa Cruz Biotechnology (Dallas, Texas, USA) satin alinmistir. Agaroz
(50004) Lonza Biosence’den (Lonza, USA) satin alinmigtir. EDTA Disodyum (625-060-
LG), IPTG (800-050-1G), ampisilin (400-110-IG) Multicell Wisent’ten (Quebec, Canada)
satin almmustir. Lizozim (PC0710) Vivantis’ten (Malezya) satin almmustir. izoprofil alkol
(67-63-0) Tekkim Kimya’dan (Tirkiye) satin alinmistir. Gliserin ve hidrojen peroksit
YasinTeknik’ten (Tiirkiye) satin alinmigtir. Asetik asit (Glasiyel) 100% Anyhdrous
(901.013.2500) interlab (Istanbul, Tiirkiye) satin alinnmistir. EMB agar, arjinin dihidrolaz
broth, lizin dekarboksilaz broth HiMedia (Mumbai, India) satin alinmustir.

Deney siirecinde; otoklav (Hirayama), santrifiij, hassas tarti (Ohaus), inkiibator
(Memmert), ¢alkalamali inkiibator (Stuart), PCR gii¢ iinitesi, Chemidoc (Bio-Rad),
spektrofotometre (Multiskan SkyHigh Microplate Spectrophotometer Thermo Fisher
Scientific), vorteks (Benchmark), 1sitic1 blok (IKA), su banyosu (Julaba), distile su cihazi
(Mes MP), koloni sayim cihazi (Isolab), Minifors (Infors HT) cihazlari kullanilmstir.
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3.2. METOT

3.2.1. Oligotrofik Bakteri Secimi ve Tanimlanmasi

3.2.1.1. Oligotrofik bakteri se¢ilmesi: Daha 6nce ¢evreden izole edilmis ve
gliserol stoga alinmis bakteriler, standart LB agar, 1:10, 1:100 ve 1:1000 oranlarinda su
ile seyreltilmis LB agarlara ekimi yapildi. Bir gecenin ardindan bes farkl

konsantrasyonda da tlireme yetenegi gosteren bakteriler secildi.

3.2.1.2. Oligotrofik bakterinin filogenetik olarak tammmlanmasi: Segilen
bakteriden 10 mL LB igerisine on kiiltiir yapildi. Bir gecenin ardindan Ecotech Genomic
DNA Kit kullanilarak genomik DNA izolasyonu yapildi. Izole edilen genomik DNA kalip
DNA olarak kullanilarak PCR reaksiyonu kuruldu. PCR reaksiyonu Takara Premix Taq™
DNA Polymerase kullanilarak gerceklestirildi. Evrensel 16S rRNA primerleri olan 27F
(Macrogen - AGAGTTTGATCMTGGCTCAG) ve 1492R (Macrogen -
TACGGYTACCTTGTTACGACTT) primerleri kullanildi (52). Sanger Dizileme ile 16S

rRNA dizilemesi analizine gonderildi.

3.2.1.3. Oligotrofik bakterinin fenotipik olarak tamimlanmasi:

3.2.1.3.a EMB Agar Testi (53): EMB agar gram-negatif bakteriler i¢in segici
besiyeridir. Bu besiyerinde Gram negatif bakteriler biiylirken, Gram pozitif bakteriler
biiyliyememektedir. Test i¢in hazir besiyeri kullanilmistir. Yapilan EMB agar testinde
pozitif kontrol olarak E.coli, negatif kontrol olarak S. aureus kullanilmistir. EMB agara
ekimin ardindan bir giin sonra E.coli ile test grubunda biiylime gozlemlendi. Negatif

kontrolde ise herhangi bir bliylime gozlemlenmedi.

3.2.1.3.b Katalaz testi (54): Bakterilerdeki katalaz enzim aktivitesinin
belirlenmesi i¢in yapilmaktadir. Test i¢in %30 konsantrasyonunda H2O> c¢ozeltisi
hazirlanarak filtreden gecirildi. Temizlenen lama hazirlanan ¢ozeltiden pipet yardimiyla
birka¢ damla damlatildi. Daha sonra kat1 besiyerinde biiyiitiilmiis bir giinliik kiiltiirlerden
0ze yardimiyla alinarak su igerisinde ¢oziildii. Son olarak bakteriler lamdaki H.O: ile
karistirildi.  Pozitif kontrol grubu olarak S.aureus, negatif kontrol grubu olarak
Enterobacter kullanildi.
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3.2.1.3.c Indol testi (55): Triptofan aminoasidi mikroorganizmalar tarafindan
par¢alanmasi1 durumunda indol molekiilii olusur. indol testi ise ortamda indol birikiminin
dolayisiyla bakterinin triptofan1 pargalamasiin belirlenmesi i¢in kullanilir. Bu deney
icin, LB icerisinde biiyiitiilen kiiltiire Kovac’s indol damlatildi. Pozitif kontrol grubu

olarak Escherichia coli, negatif kontrol grubu olarak Pseudomonas kullanildi.

3.2.1.3.d Metil kirmiz1 testi (56): Metil kirmiz1 testi, bakterinin glikozu
metabolize etme yetenegini test etmek i¢in kullanilir. Bunun i¢in 0,1 gram metil kirmizi
boyasi 300 mL %95 etanol igerisinde ¢oziildii. Hacim 500 mL’ye cift distile su ile
tamamlandi. Kiiltiirler LB igerisinde 48 saat biiyiitiildiikten temiz tiiplere aktarildi. 2,5
mL kiiltiir i¢in 5 damla hazirlanan metil kirmiz1 boyast damlatildi. Pozitif kontrol grubu

olarak Escherichia coli, negatif kontrol grubu olarak Klebsiella pneumoniae kullanild:.

3.2.1.3.e Arjinin dekarboksilaz testi (57): Arjinin dekarboksilaz testi,
mikroorganizmanin arjinin aminoasidinde bulunan karboksilaz grubunu uzaklastirarak
karbondioksit olusturma yetenegini test etmek icin kullanilir. Bu reaksiyonun temeli
bakteride dekarboksilaz enzim aktivitesine dayanir. Test i¢in hazir besiyeri kullanildi. 100
mL dilstile su igerisinde 1,93 gram arjiniin dihidrolaz besiyeri ¢oziildii ve otoklav ile
sterilize edildi. Hazirlanan besiyerlerine kiiltlirlerin ekimi yapildi. Pozitif kontrol grubu
olarak Enterobacter cloacae, negatif kontrol grubu olarak Klebsiella pneumoniae
kullanildi.

3.2.1.3.f Lizin dekarboksilaz testi (57): Lizin dekarboksilaz testi,
mikroorganizmanin lizin aminoasidinde bulunan karboksilaz grubunu uzaklastirarak
karbondioksit olusturma yetenegini test etmek i¢in kullanilir. Bu reaksiyonun temeli
bakteride dekarboksilaz enzim aktivitesine dayanir. Test i¢in hazir besiyeri kullanildi. 100
mL dilstile su igerisinde 1,4 gram lizin dihidrolaz besiyeri ¢oziildii ve otoklav ile sterilize
edildi. Hazirlanan besiyerlerine kiiltiirlerin ekimi yapildi. Pozitif kontrol grubu olarak

Escherichia coli, negatif kontrol grubu olarak Enterobacter kullanildi.
3.2.2. Plazmit Transformasyonu

3.2.2.1. Plazmit izolasyonu: Thermus aquaticus YT-1 susu DNA polimeraz
genini igeren pUC18 plazmit vektorii, E.coli IM109 susundan izole edildi. izolasyon igin
PureYield™ Plasmid Miniprep System kullanildi (Sekil 3.1).
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Ampisilin direng geni

Sekil 3.1: Tez kapsaminda kullanilan pUC18 vektoriiniin yapisi (biorender.com

kullanilarak ¢izilmistir.)

3.2.2.2. Kompetent oligotrofik bakterinin hazirlanmasi (58): Oligotrofik
bakteri 37 °C’de biiyiitiildii. ODgoo’de 0,2 degerine geldiginde 5500 rpm’de 10 dakika +4
°C’de santrifiij edildi. OD ol¢timleri Multiskan SkyHigh Microplate Spektrofotometre
cihazinda yapildi. Ardindan siipernatant atildi. Sirastyla 250 mL soguk ¢ift distile su ve
20 mL %10 soguk gliserol ile yikama yapildi. Son olarak %10 soguk gliserol igerisinde

stoklanarak daha sonra kullanilmak tizere -80 °C’ye kaldirildi.

Secilen bakteri 400 mL sivi LB besiyerine tek koloni ekimi yapildi. Kiiltiir
ODeoo’de 0,2 degerine gelince 5500 rpm’de +4 °C’de 10 dakika santrifiij edildi. 250 mL
cift distile su ile yitkama yapildi. 20 mL %10 konsantrasyonunda soguk gliserol ile
resiispanse edildi ve yikandi. Daha sonra pellet %10’luk soguk gliserol ile resiispanse

edildi ve -80 °C stoga kaldirildu.
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3.2.2.3. Transformasyon kosullar (58): Elektroporasyon ile transformasyon
islemi BioRad Gene Pulser Xcell Elektroporasyon cihazi kullanilarak gergeklestirildi.
Alan kuvveti 12,5 kV/cm olarak ayarlandi. Paralel direng 200 ohm, zaman sabiti 4,5
secildi. Kapasitans 25 pF olarak se¢ildi. Cihaza ait kiivete 40 uL. kompetent oligotrofik
bakteri aktarildi. Ardindan uygun hacim 50 ng plazmit aktarildi ve transformasyon
gerceklestirildi. Transformasyonun ardindan bakteri-plazmit karisimi 1 mL LB broth
besiyerine aktarildi ve bir saat 35 °C’de inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan 100 ug/mL
Ampisilin igeren agarlara ekim yapildi. Ayn1 sekilde E.coli JM109’dan izole edilen

plazmitlerin ekspresyon susu olan E.coli BL21’e transformasyonu gergeklestirildi.

3.2.3. Oligotrofik Bakteride Tag DNA Polimeraz Ekspresyonu

Transforme hiicrelerden, 100 pg/mL ampisilin konsantrasyonunda LB Broth
besiyerinde 6n kiiltiir hazirlandi. Bir gecenin ardindan ayni konsantrasyonda Ampisilin
iceren 250 mL LB Broth’a %10 oraninda 6n kiiltiirden inokiilasyon yapildi. ODeoo’de 0,6
degerine gelinceye kadar 37 °C’de 180 rpm’de inkiibe edildi. Kiiltiir, ODsgo’de 0,6
degerine gelince 1| MM IPTG ile indiikleme yapild1 ve ayni sartlarda bir gece inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyonun ardindan kiiltiir 50 mL’lik falkonlara dagitildi ve 6000 rpm’de
30 dakika santrifiij edildi. Ardindan siipernatant atildi ve pelletler saflagtirma yapilmak
tizere -80 °C’ye kaldirildu.

3.2.4. Tag DNA Polimeraz Saflastirilmasi ve Tamimlanmasi

3.2.4.1. Taq DNA saflastirnlmasi (59): 50 mL kiiltiirden elde edilen pellet 4
mg/mL lizozim i¢eren Tampon A’da (50 mM Tris-HCI, 50 mM dekstroz, 1 mM EDTA,
pH 7,9) ¢6ziildii. Daha sonra 15 dakika oda sicakliginda 50 rpm’de inkiibasyona birakildi.
Daha sonra Tampon A ile esit hacimde Tampon B (10 mM Tris-HCI, 50 mM KCI, 1 mM
EDTA, %0,5 Tween-20, %0,5 NP-40, pH 7,9) eklendi. 75 °C’de 1 saat su banyosunda
inkiibasyona birakildi. Son olarak 6000 rpm’de oda sicakliginda 30 dakika santrifiij edildi
ve siipernatant, protein karakterizasyonu ve Tag DNA polimeraz aktivitesinin 6l¢iimii

icin temiz bir eppendorfa aktarildi.
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3.2.4.2. SDS-PAGE (60): Protein denatiirasyonu i¢in 9:1 oraninda EcoTech 4x
Laemmli Tamponu ve 2-Mercaptoetanol, karistirilarak yiikleme boyasi olusturuldu.
Yiikleme boyasi ile 6rnekler 1:1 oraninda karistirilarak 95 °C’de 10 dakika boyunca 1sitici
blokta bekletildi. Daha sonra 10 dakika boyunca buzda inkiibe edildi. Denatiire olan
ornekler +4 °C’ye kaldirildi.

SDS-PAGE deneyleri BioRad TGX Stain-Free FastCast Acrylamide Starter Kit,
%10 kullanilarak gergeklestirildi. Cam tabakalar birlestirildi ve ayraca sabitlendi. Alt jel
igin kit igerisinde bulunan kimyasallardan uygun hacimlerde eklendi. Kit disinda, alt jel
icin 30 uL %10 APS ve 3 uL TEMED eklendi. Bu karisim dikkatli bir sekilde cam
tabakalarin arasma dokiildii. Uzerine jelin diizgiin polimerlesmesi icin yaklasik 2 mL
izopropanol eklendi. Yarim saat polimerizasyon isleminin gergeklesmesi i¢in beklendi.
Ardindan izopropanol kurutma kagidi ile sistemden ¢ekildi ve ist jel yine kit igerisinde
bulunan prosediire gore hazirlandi. Kit disindan, 10 pl %10 APS ve 2 ul TEMED eklendi.
Karigim camlar arasina dikkatlice dokiildii taraklar yerlestirildi. Yarim saat
polimerizasyon gerceklesmesi icin beklendi. Daha sonra ayraglardan ¢ikartilan jeller
tanka yiiklendi. 10x TGS elektroforez tamponu 1x’c seyreltilerek yiiritme tamponu
olarak kullanildi. Ornekler her kuyucuga 20’ser uL olacak sekilde yiiklendi ve 120 Volt
gerilimde yaklasik 1 saat yiiriitme yapildi.

Jel boyamasi icin Commasie Blue ¢ozeltisi hazirlandi. Hazirlanmasi igin 250 mL
etanol ve 50 mL glasiyel asetik asite Coomassie Brilliant Blue 0,5 gram eklenerek distile

su ile 500 mL’ye tamamlandi.

Yiirlitmenin ardindan jel dikkatli bir sekilde camlar arasindan ¢ikarildi. Ardindan
bir kutu icerisine hazirlanan Commassie Blue ¢ozeltisi eklendi. Jeller bu ¢ozelti igerisine
yatirildi. 30 dakika oda sicakliginda 50 rpm’de inkiibe edildi. Daha sonra 3 defa distile su
ile yikamasi yapildi. Son olarak tekrar distile su igerisine alindi ve bir gece oda

sicakliginda inkiibasyona birakildi.

SDS-PAGE jellerinin  goriintiilenmesinde ChemiDoc cihazt  kullanildu.
Commassie Blue filtresi ile goriintiiler alindi.

3.2.5 Tag DNA Polimeraz Aktivitesi

PCR tamponu olarak laboratuvarda iiretilen 1x PCR Tamponu (53) (50 mM KClI,
10 mM Tris-HCI, %0,1 Triton X-100, pH 9) hazirlandi. Tag DNA polimerazin aktivite
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gostermesi i¢in 4 mM MgCl> ¢6zeltisi hazirlandi. ANTP olarak Vazyme 10 mM dNTP
Mix kullanildi. Kalip DNA olarak Green cGull plazmit dizisi kullanildi. Plazmit dizisi
EK-1°de verilmistir. PCR reaksiyonlarinda kalip DNA i¢in 6zel tasarlanmis primerler
kullanildi. Primer sekanslar1 EK-2’de verilmistir. PCR reaksiyonlar1 i¢in BioRad T100
Polimeraz Zincir Reaksiyonu Cihazi kullanildi. Agaroz jel yliriitmesinde niikleik asit
boyasi olarak Orange Dye ve Tibo Gold kullanildi. Agaroz jellerinin goriintiilenmesinde

ChemiDoc cihazi kullanildi. SYBER-GOLD filtresi ile goriintiiler alindu.

3.2.6 Olcek Biiyiitme Cahsmalar

Tez ¢alismasi kapsaminda pozitif kontrol olarak kullanilan E.coli BL21 ve
oligotrofik K.oxytoca biyoreaktor c¢alismalarinda kademeli fermantasyon stratejisi
uygulanmistir. Bu stratejiye gore; serbest oksijen oran1t minimum %60, maksimum
karistirma hizi 500 rpm, maksimum havalandirma hiz1 ise 1,5 Litre/dakika olarak

ayarlanmistir.

E.coli BL21 standart LB’de 37 °C ve 25 °C, K.oxytoca standart LB 37 °C ve
25 °C, K.oxytoca 0,1 LB 37 °C ve 25 °C olmak iizere toplam alt1 farkli kosulda

biyoreaktor ortaminda 6lgek biiylitme ¢alismalar1 yapilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. OLIGOTROFIK BAKTERI SECIiMI VE TANIMLANMASI

4.1.1. Oligotrofik Bakteri Secilmesi

Sirasiyla; standart LB, 10 kat seyrek LB, 100 kat seyrek LB ve 1000 kat seyrek

LB agarlarda biiyiime yetenegine sahip 8 numarali koloni oligotrofik bakteri olarak
secildi (Sekil 4.1).

Sekil 4.1: 8 numarali koloninin standart ve seyrek agarlarda biiyiime yetenegi

4.1.2. Oligotrofik Bakterinin Filogenetik Olarak Tanimlanmasi

Secilen oligotrofik bakteriye DNA izolasyonu ardindan, PCR ile amplifikasyon

yapildi. Sekansa gonderilen numunelerin sonucu NCBI veritabani ile karsilastirild.
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Yapilan analiz sonucunda mikroorganizmanin sekansina en yakin benzerlik PCR ile
cogaltilan kisim 16S rRNA bolgesi oldugundan Klebsiella oxytoca bakterisinin LUB178

susu olarak belirlendi.

Tablo 4.1: Secilen oligotrofik bakterinin NCBI veritabani ile filogenetik olarak

karsilastirilmast
Tamm Bilimsel isim Benzerlik Yiizdesi
Klebsiella  oxytoca  susu Klebsiella oxytoca %99,51

CAV1015 kromozomu, tim

genom

Klebsiella  oxytoca  susu Klebsiella oxytoca %99,51
LUB178 16S rRNA geni,

kismi dizi

Klebsiella  oxytoca  susu Klebsiella oxytoca %99,51
CAV1335, tiim genom

Klebsiella  oxytoca  susu Klebsiella oxytoca %99,51
CAV1099 tiim genom
Klebsiella  oxytoca  susu Klebsiella oxytoca %99,51

2022CK-00498 kromozomu,

tiim genom

Klebsiella oxytoca susu ST34 Klebsiella oxytoca 999,51

kromozomu, tiim genom

Klebsiella  oxytoca  susu Klebsiella oxytoca %99,51
IR5392 kromozomu, tim

genom

Klebsiella  oxytoca  susu Klebsiella oxytoca %99,51
FDAARGOS_1334

kromozomu, tiim genom
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Tablo 4.1: (devam)

Klebsiella  oxytoca  susu Klebsiella oxytoca
RHBSTW-00373

kromozomu, tiim genom

Klebsiella  oxytoca susu Klebsiella oxytoca
NCTC 11356 genom

diizenegi, kromozom 1

%99,51

999,44

4.1.3. Oligotrofik Bakterinin Fenotipik Olarak Tanimlanmasi

K.oxytoca, fenotipik olarak karakterize edilmesi amaciyla farkli testlere tabi
tutulmustur. Bu testler 1s1g1nda, EMB agarda biiyiiyebildigi i¢in Gram-negatif oldugu ve
aynt zamanda laktoz ve sakkarozu parcalayabilme yetenegine sahip oldugu tespit
edilmistir. Katalaz testine tabi tutuldugunda, H20>’yi parcgalayabildigi tespit edilmistir.
Yapilan indol testi ile bakterinin triptofan1 basarili sekilde katalize edebildigi
gozlemlenmistir. Metil kirmizi testi ile bakterinini glikozu metabolize edemedigi tespit
edilmistir. Arjinin dekarboksilaz testinde bakterinin arjinin dekarboksilaza sahip

olmadig: tespit edilmistir. Lizin dekarboksilaz testinde bakterinin lizin dekarboksilaza

sahip oldugu tespit edilmistir.

Tablo 4.2: Oligotrofik K.oxytoca’nin biyokimyasal test sonuglari

Staphylococcus aureus

Negatif kontrol:
Enterobacter sp.

Test Kontroller Sonug
EMB Agar Pozitif kontrol: Escherichia +
coli
Negatif kontrol:
Staphylococcus aureus
Katalaz Pozitif kontrol: +
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Tablo 4.2: (devam)

indol Pozitif kontrol: Escherichia +
coli

Negatif kontrol:
Pseudomonas sp.

Metil Kirmizi Pozitif kontrol: Escherichia -
coli

Negatif kontrol: Klebsiella
pneumoniae

Arjinin Dekarboksilaz Pozitif kontrol: Enterobacter -
cloacae

Negatif kontrol: Klebsiella
pneumoniae

Lizin Dekarboksilaz Pozitif kontrol: Escherichia +
coli

Negatif kontrol:
Enterobacter sp.

EMB Agar: Eozin Metilen Mavisi

4.1.4. Oligotrofik Bakterinin Biiyiime Yeteneginin Arastirilmasi

Oligotrofik K.oxytoca’nin bitylime verimliligi arastirilmasi i¢in optimal bilyiime
sicakligi olan 37 °C’de belirli saatlerde OD ve CFU ol¢timii yapildi. Ayrica olast bir
fermantasyon prosesinde kullanilan enerjiyi diisiirme potansiyeli tasiyip tasimadiginm

arastirmak icin oda sicakliginda belirli zaman araliklarinda OD ve CFU 6l¢timii yapildi.
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K.oxytoca 37 °C ODyg, Biiylime Egrisi
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Sekil 4.2: 37 °C’de oligotrofik K. oxytoca’nin farkli besiyeri konsantrasyonlarinda
ODesoo degerleri

K.oxytoca 37 °C CFU/mL Biiyiime Egrisi
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Sekil 4.3: 37 °C’de oligotrofik K. oxytoca’nin farkli besiyeri konsantrasyonlarinda
CFU/mL degerleri
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E.coli ve K.oxytoca 25 °C ODg,, Biiyiime Egrisi
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Sekil 4.4: Oda sicakliginda E.coli BL21 ve oligotrofik K. oxytoca’nin ODeoo degerleri

E.coli ve K.oxytoca 25 °C’de CFU/mL Biiyiime
Egrisi
10.000.000.000
8.000.000.000
6.000.000.000
4.000.000.000
2.000.000.000

0 .
0 6 12 18 24 30 36 42 48
Zaman (saat)

CFU/mL

—8—E.coli Std LB —@— K.oxytoca Std LB —@—K.oxytoca 0,1 LB
—&—K.oxytoca 0,01 LB —@—K.oxytoca 0,001 LB

Sekil 4.5: Oda sicakliginda E.coli BL21 ve oligotrofik K. oxytoca’nin CFU/mL

degerleri

Sekil 4.2’de  oligotrofik ~ K.oxytoca’nin 37 °C’de farkli  besiyeri
konsantrasyonlarinda biiylime verimliligi arastirilmistir. Yapilan analize gore oligotrofik
K.oxytoca 0,1 LB’de verimli bir sekilde biiyiime gdstermistir. Ancak 0,01 LB ve 0,001

LB’de verimli bir sekilde biiyiiyememistir.
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Sekil 4.3’de fermantasyon ortamindaki birey sayisini aragtirmak i¢in belirli zaman
araliklarinda CFU/mL deneyleri yapilmistir. ilk analiz, 37 °C’de yapilmustir. Yirmi
dordiincii saatte standart LB’de bulunan oligotrofik K.oxytoca’nin, 0,1 LB’de bulunan

K.oxytoca’dan yaklasik 6 kat fazla birey olusturdugu tespit edilmistir.

Sekil 4.4°de oligotrofik K.oxytoca’ nin besiyeri maliyetindeki kazancin yani sira
oda sicakligindaki biiytime verimliligi, fermantasyonda standart sus olan E.coli BL21 ile
karsilagtirilmistir.  Yapilan analiz sonucunda standart LB konsantrasyonlarinda
oligotrofik bakterinin E.coli’den ¢ok daha hizli sekilde bliytidiigii gézlemlenmistir. 0,1
LB konsantrasyonunda ikinci ve dordiincii saatlerde standart LB igerisindeki E.coli’den
daha hizli tiredigi, yirmi dordiincii saatte ikisinin esitlendigi anlagilmistir. Fermantasyon
prosesinin degiskenlik gostermekle birlikte genellikle bir giinliik siire¢ oldugundan, bir
giin icerisinde oda sicakliginda 0,1 LB igerisindeki oligotrofik K.oxytoca’nin biiyiime

verimliligi, standart LB igerisindeki E.coli’den daha yiiksektir.

Sekil 4.5°de CFU/mL ile ilgili bir diger yapilan deney ise oda sicakligindadir. Bu
deneyde, oligotrofik K.oxytoca’nin farkli LB konsantrasonlarindaki birey sayisi ile E.coli
BL21’in standart LB’deki birey sayis1 karsilastirilmistir. Standart LB’deki oligotrofik
K.oxytoca’nin birey sayisi ikinci saatte E.coli ile neredeyse ayniyken, fark dordiincii
saatten itibaren a¢ilmis ve yirmi dordiincii saatte maksimuma yaklagsmistir. Maksimum
noktada birey sayis1 E.coli’den yaklasik 8 kat fazladir. 0,1 LB’de bulunan K.oxytoca’nin
birey sayist ise ikinci, dordiincii ve yirmi dordiincti saatte E.coli BL21 ile aynidir. 0,01
LB ve 0,001 LB’de bulunan K.oxytoca ise ikinci ve dordiincii saatte E.coli ile yaklasik
ayniyken, sonraki saatlerde E.coli ile rekabet edemeyecek kadar diisiiktiir. Biiyiime
verimliligi agisindan, oda sicakliginda 0,1 LB’de bulunan oligotrofik K.oxytoca’yi
ekspresyon susu olarak kullanmak, yine oda sicakliginda bulunan standart LB’deki

E.coli’yi ekspresyon susu olarak kullanmak ile esdegerdir.

4.2. TRANSFORMASYONUN DOGRULANMASI

Ilgili plazmitin oligotrofik K.oxytoca’ya basariliyla transfer edilip edilmedigini

aragtirmak i¢in plazmit izolasyonlar1 yapilmis ve iirlinleri agaroz jelde ylirtitilmustiir.

33



bp
1500 «—

1000 «—
900 «—
800 «—
700 «—
600 «—

500 «—
400 «——

300 «—

-
=
-
-
-
B
"
o
o

200 «——

100 «—

Resim 4.1: izole edilen plazmitlerin agaroz jel goriintiisii.

Resim 4.1°de 1 numarali kuyu, transforme olmamig K.oxytoca’ya PureYield™
Plasmid Miniprep Sistem ile muamele edilmis &rnektir. Ikinci ve {i¢iincii kuyular
PureYield™ Plasmid Miniprep Sistem ile plazmitleri izole edilmis E.coli JM109
hiicrelerini dordiincii kuyu ise yine ayni kit ile izole edilmis oligotrofik K.oxytoca

hiicrelerini gostermektedir.

Resim 4.1°deki sonuglara gore oligotrofik K.oxytoca transformasyon oncesinde
herhangi bir plazmit izine rastlanmazken, transformasyondan sonra plazmitin kaynak
hiicresi olan E.coli JM109 ile aym1 baz ¢ifti uzunlugunda plazmite sahip oldugu

bulunmustur.
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43. TAQ DNA POLIMERAZ EKSPRESYONUNUN SDS-PAGE ile
DOGRULANMASI

Taq DNA polimeraz enziminin E.coli Bl21°de ve oligotrofik K.oxytoca’da
eksprese edildigini dogrulamak i¢in fermantasyon sirasinda zamana bagli 6rnekler
alimarak SDS-PAGE analizi yapilmistir (Resim 4.2 ve Resim 4.3). Daha sonra
saflastirilmis 6rnekler ile SDS-PAGE analizi yapilmistir (Resim 4.4).

kDa

250 €—
150 «—
100 €—

75 €— ™=

50 €_— W v

37 <%

Resim 4.2: E.coli BL21 zamana bagli olarak alinan SDS-PAGE goriintiisii.

Resim 4.2’de birinci kuyu 6n kiiltiir, ikinci kuyu IPTG indiiklenme sonrast ikinci
saat, ticlincii kuyu IPTG sonrasi1 dordiincii saat, dordiincti kuyu IPTG sonrasi altinci saat,
besinci kuyu IPTG indiiklemenin bir gece sonrasinda alinan orneklerdir. Bu ornekler
saflagtirma protokolii uygulanmadan denatiirasyon protokolii ile SDS-PAGE yapilmistir.
Altinc1 kuyu ise, bir gece IPTG’de bekletilen 6rnegin saflastirma protokolii uygulanmis

ornektir. Bu 6rnek PCR reaksiyonu basarili olan 6rnektir.

Resim 4.2°deki sonuglara gore E.coli BL21 hiicresinde IPTG sonrasin zamanda
94 kDa’da zaman bagl olarak bant kalinlasmas1 gozlemlenmistir. Altinc1 kuyucukta ise

yine E.coli BL21°den elde edilmistir ve 94 kDa net bir bant goziikmektedir. Altinci
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kuyuya yiiklenen siipernatanttan alinan 6rnek ile kurulan PCR reaksiyonu pozitif sonug

vermistir.
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Resim 4.3: Transforme oligotrofik Klebsiella oxytoca’nin zamana bagl olarak alinan
SDS-PAGE goriintiisii.

Resim 4.3’de birinci kuyu 6n kiiltiir, ikinci kuyu IPTG indiiklenme sonrast ikinci
saat, ticlincii kuyu IPTG sonras1 dordiincii saat, dordiincti kuyu IPTG sonrasi altinct saat,
besinci kuyu IPTG indiiklemenin bir gece sonrasinda alinan 6rneklerdir. Altinci kuyu ise,
bir gece IPTG’de bekletilen 6rnegin saflagtirma protokolii uygulanmis Ornektir. Bu

ornegin PCR reaksiyonu basarili olamamigtir.

Resim 4.3’deki sonuglara gore oligotrofik K.oxytoca’da tipki E.coli BL21’deki
gibi 94 kDa’da Taq DNA polimeraz bantlar1 goriilmektedir. Ancak bu bantlar zamana

bagli olarak kalinlagma gostermemistir.
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Resim 4.4: E.coli BL21 ve oligotrofik K.oxytoca’nin SDS-PAGE goriintiisii.

Resim 4.4°de ilk iki kuyu pozitif kontrol olan E.coli BL21 hiicrelerinden elde
edilen saflastirilmis protein &rnekleridir. Ugiincii ve dérdiincii kuyu ise transforme

oligotrofik K.oxytoca’dan elde edilmis siipernatant 6rnekleridir.

Resim 4.4’a gore, E.coli BL21 ve oligotrofik K.oxytoca net sekilde 94 kDa’da

bant igermektedir.

4.4. TAQ DNA POLIMERAZ AKTIiVITESI

Tez kapsaminda E.coli BL21 ve oligotrofik K.oxytoca’dan elde edilen Tag DNA
polimeraz ile E.coli bakteriyel genomik DNA ve evrensel 16S rRNA 27F ve 1492R
primerleri ile PCR reaksiyonlar1 kurulmustur. Bu PCR reaksiyonlarin {irlinleri agaroz

jelde yliriitilmiistiir. Agaroz jel goriintiisii Resim 4.5’de verilmistir.
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Resim 4.5: Tez kapsaminda elde edilen Tag DNA polimerazlar ile kurulan PCR

tiriinlerinin agaroz jelde meydana gelen leke goriintiisti.

Resim 4.5 kurulan PCR reaksiyonlarinin leke goriintiisinden dolay1 net bir
niikleik asit bandi elde edilememistir ve reaksiyonlar basarisiz olmustur. Kuyu igerikleri

Tablo 4.3’de verilmistir.
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Tablo 4.3: Kalip DNA olarak bakteriyel genomik DNA ile kurulan PCR f{iriinlerinin

Resim 4.5’deki agaroz jel igerikleri

Transform o
100 o . Ticari
10pM 10 puM  2x ticari E.coli e
ng/p . . Taq Niikleaz =~ Topla
Kuyu 27F 1492R PCR BL21 oligotrofik .
L . . DNA icermeye m
Sirasi prime prime @ tampon @ siipernata K.oxytoca . .
kalip polimera nsu hacim
r r u nt siipernata
DNA z
nt
1.kuy
u 1uL 1uL 1uL 12,5yl 1uL 13,5 uL 30 uL
(PK)
2.
kuyu = 1pL 1uL 1uL 12,5 uL 14,5 uL 30 uL
(NK)
3.
1uL 1uL 1uL 12,5 uL 2 uL 12,5 uL 30 uL
kuyu
4.
1uL 1uL 1uL 12,5 ulL 4 uL 10,5 uL 30 uL
kuyu
58
1uL 1uL 1uL 12,5 uL 10 uL 4,5 uL 30 uL
kuyu
6.
1uL 1uL 1uL 12,5 ulL 2uL 12,5 ulL 30 uL
kuyu
7.
1ul 1uL 1uL 12,5 uL 4 uL 10,5 uL 30 uL
kuyu
8.
1ul 1uL 1uL 12,5 ulL 10 uL 4,5 uL 30 uL
kuyu

pL: mikrolitre. uM: mikromolar. mM: milimolar. ng: nanogram. NK: negatif kontrol. PK: pozitif kontrol.
K.oxytoca: Klebsiella oxytoca. E.coli: Escherichia coli. DNA: deoksiribo niikleik asit. ANTP: deoksiribo

niikleotid trifosfat. PCR: polimeraz zincir reaksiyonu.
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Resim 4.6: Tez kapsaminda iiretilen Tag DNA polimerazlar ile laboratuvarda tiretilmis

PCR tamponu ile kurulmus PCR {iriinlerinin agaroz jel goriintiisii.

Resim 4.6’da ok, E.coli BL21’den iiretilen Tagq DNA polimeraz ile hazirlanan ve
basarili olmus PCR reaksiyonunu gostermektedir. Kuyu icerikleri Tablo 4.4'de

verilmistir.
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Tablo 4.4: Laboratuvarda iiretilen PCR tamponuyla pozitif sonu¢ alinan Resim 4.6’daki

agaroz jeldeki PCR firiinlerinin igerikleri

Kuyu

Sirasi

kuyu
(PK)

kuyu

kuyu

4.
kuyu
(NK)

100
ng/pL
kalip
DNA

1uL

1uL

1uL

1uL

10 pM
geri

primer

1uL

1uL

1uL

1uL

10 uM
ileri

primer

1ul

1ul

1ul

1ul

Ticari
Taq
DNA

polime

raz

1ul

Uretile
n PCR
tampo

nu

18 uL

17 uL

17 uL

19 uL

E.coli
BL21
siiper

natan

2ulL

Transfo
rme
oligotro
fik
K.oxytoc
a
siiperna

tant

2 uL

25mM

MgCl2

2 uL

2ulL

2uL

2uL

100
M
dNTP

karis1

1uL

1uL

1uL

1uL

Topla

hacim

25 uL

25 uL

25 uL

25 uL

pL: mikrolitre. uM: mikromolar. mM: milimolar. ng: nanogram. NK: negatif kontrol. PK: pozitif
kontrol. K.oxytoca: Klebsiella oxytoca. E.coli: Escherichia coli. DNA: deoksiribo niikleik asit.
dNTP: deoksiribo niikleotid trifosfat. PCR: polimeraz zincir reaksiyonu. MgCl,: magnezyum

kloriir.

Resim 4.6’ya gore, tez kapsaminda laboratuvarda iiretilmis PCR tamponu ve

E.coli BL21 siipernatanti ile kurulan PCR reaksiyonu pozitif sonu¢ vermistir. Ancak

oligotrofik K.oxytoca siipernatant1 ile kurulan PCR reaksiyonu basarili sonug

vermemistir.
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Resim 4.7: Tez kapsaminda iiretilen Taq DNA polimerazlar ile ticari PCR tamponu ile

kurulmug PCR iiriinlerinin agaroz jel goriintiisii.

Resim 4.7’e gore, ticari PCR tamponu ve E.coli BL21 siipernatanti ile kurulan

PCR reaksiyonu pozitif sonug¢ vermistir. Kuyu igerikleri Tablo 4.5’de verilmistir.
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Tablo 4.5: Ticari PCR tamponuyla pozitif sonug alinan Resim 4.7’deki agaroz jeldeki

PCR firiinlerinin igerikleri

Kuyu 100 10puM  10pM | Ticari = Ticari = E.coli = Transfo 100 Niiklea  Topla

Siras1 |~ ng/uL geri ileri Taq 10x BL21 rme uM z m
kalip | primer primer DNA PCR siiper = oligotro = dNTP | icerme @ hacim
DNA polime = tampo natnt fik yen su
raz nu K.oxyto
ca
siiperna
tant
1. 1uL 1ulL 1ulL 1uL 2,5uL luL 17,5 25 uL
kuyu ns
(PK)
2. 1uL 1ul 1ulL 25uL  2puL luL 16,5 25 uL
kuyu uL
3. 1uL 1ul 1ul 2,5uL 2uL 1uL 16,5 25 uL
kuyu ne
4, 1uL 1uL 1uL 2,5uL luL 18,5 25 uL
kuyu ne
(NK)

pL: mikrolitre. uM: mikromolar. mM: milimolar. ng: nanogram. NK: negatif kontrol. PK: pozitif
kontrol. K.oxytoca: Klebsiella oxytoca. E.coli: Escherichia coli. DNA: deoksiribo niikleik asit.
dNTP: deoksiribo niikleotid trifosfat. PCR: polimeraz zincir reaksiyonu.

Resim 4.7°de ok ile gosterilen kuyu, ticari PCR tamponu ve E.coli BL21
siipernatant1 ile kurulan PCR reaksiyonu pozitif sonu¢ vermistir. Ancak oligotrofik

K.oxytoca siipernatant1 ile kurulan PCR reaksiyonu basarili sonu¢ vermemistir.

4.5. OLCEK BUYUTME CALISMALARI

Olgek biiyiitme ¢alismalar1 kapsaminda, 6 farkli grupta calisilmistir (Tablo 4.6).
Bu gruplardan ikinci, dérdiincii ve yirmi dordiincii saatlerde 6rnekler alinarak biyoreaktor

ortaminda biiytime verimliligi arastirilmistir (Sekil 4.6 ve Sekil 4.7).
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OD sonuglarina gore, oligotrofik K.oxytoca 37 °C’de en verimli biiylimeyi
gergeklestiren grup olmustur. Yirmi dordiincii saatin sonunda 0,1 LB disindaki gruplar

yaklasik ayn1 ODeoo degerlerine ulagmistir.

CFU sonuglari ODsoo sonuglar1 ile benzer sonuglar vermistir. Ancak yirmi
dordiincii saatte 0,1 LB’de oda sicakliginda oligotrofik K.oxytoca daha fazla birey

olusturmustur.

Biyoreaktor ODg, Bliylime Egrisi

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Zaman (saat)

—8—E.coli/37°C/Std LB —@—E.coli/25°C/Std LB K.oxytoca/37°C/Std LB
—8—K.oxytoca/25°C/Std LB —@— K.oxytoca/37°C/0,1 LB K.oxytoca/25°C/0,1 LB

Sekil 4.6: Biyoreaktor ortaminda OD biiylime egrisi
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Biyoreaktor CFU/mL Biiytime Egrisi

1.800.000.000
1.600.000.000
1.400.000.000
1.200.000.000
g 1.000.000.000
800.000.000
600.000.000
400.000.000
200.000.000

CFU

0 o=

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Zaman (saat)

—8—E.coli/37°C/Std LB —8—E.coli/25°C/Std LB K.oxytoca/37°C/Std LB
—8—K.oxytoca/25°C/Std LB —@—K.oxytoca/37°C/0.1 LB K.oxytoca/25°C/0.1 LB

Sekil 4.7: Biyoreaktdr ortaminda CFU/mL biiytime egrisi

Taq DNA polimerazin oligotrofik K.oxytoca’da endiistriyel dlcekteki iiretimi
hakkinda bilgi sahibi olmak amaciyla dlgek biiyiitme g¢alismalart yapilmistir. Olgek
biiylitme ¢alismalarinda elde edilen SDS-PAGE goriintiisii Resim 4.8°de, kurulan PCR

tiriinlerinin agaroz jel goriintiisii ise Resim 4.9°da verilmistir.

250 6——  w—
150 ¢«—
100 ¢—

5 ¢

50 «<—

37 &—

Resim 4.8: Olgek biiyiitme ¢alismalar1 kapsaminda; E.coli BL21 ve oligotrofik
K.oxytoca’nin farkli sicakliklar ve farkli LB konsantrasyonlarindan elde edilen

siipernatantlarin SDS-PAGE goriintiisii.

Resim 4.8’¢ gore, tim gruplarda Taq DNA polimeraz ekspresyonu

gbzlemlenmistir. Kuyu igerikleri Tablo 4.6’da verilmistir.
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Tablo 4.6: Sekil 4.13’deki 6rneklerin elde edildigi biyoreaktorlerde galisilan bakteri,
sicaklik ve LB degiskenleri

Kuyu E.coli Oligotrofik = 37°C = 25°C = Standart 0,1LB
sirasi BL21 K.oxytoca LB

1.kuyu NG v v

2.kuyu v v v

3.kuyu N4 v v

4. kuyu v v v

5.kuyu Vi v v
6.kuyu v v v

K.oxytoca: Klebsiella oxytoca. E.coli: Escherichia coli. DNA: deoksiribo niikleik asit. LB:
Luria-Bertani besiyeri.

Birinci kuyu; 37 °C’de, standart LB igeren biyoreaktér ortaminda ekspresyon
bakterisi olarak kullanilan E.coli BL21’den elde edilen siipernatant, ikinci kuyu; 25
°C’de, standart LB iceren biyoreaktor ortaminda, ekspresyon bakterisi olarak kullanilan
E.coli BL21’den elde edilen siipernatant, Giglincii kuyu; 37 °C’de, standart LB iceren
biyoreaktor ortaminda ekspresyon bakterisi olarak oligotrofik K.oxytoca’dan elde edilen
stipernatant, dordiincii kuyu; 25 °C’de standart LB igeren biyoreaktér ortaminda
ekspresyon bakterisi olarak oligotrofik K.oxytoca’dan elde edilen siipernatant, besinci
kuyu; 37 °C’de, 0,1 LB igeren biyoreaktor ortaminda ekpresyon bakterisi olarak
oligotrofik K.oxytoca’dan elde edilen siipernatant, altinct kuyu; 25 °C’de, 0,1 LB igeren
biyoreaktor ortaminda ekspresyon bakterisi olarak oligotrofik K.oxytoca’dan elde edilen

siipernatant drneklerini igermektedir.

Olgek biiyiitme ¢alismalarinda tiim gruplarda 94 kDa’da net bir bant goriintiisii

vardir.
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Resim 4.9: Olgek biiyiitme operasyonlarinda E.coli BL21 ve oligotrofik K.oxytoca’nin
farkli sicakliklar ve farkli LB konsantrasyonlarindan elde edilen siipernatantlar ile

kurulan PCR iiriinlerinin agaroz jel goriintiisii.

Resim 4.9°da bir iki ve sekizinci kuyularda PCR reaksiyonu pozitif sonug
vermistir. Reaksiyonun pozitif sonug verdigi tiim gruplarda siipernatant E.coli BL21’den
elde edilmistir. Birinci ve ikinci kuyularda laboratuvarda iretilmis PCR tamponu
kullanilmig, sekizinci Kuyuda ise ticari PCR tamponu kullanilmistir. Oligotrofik
K.oxytoca siipernatantlar1 ile kurulan higbir reaksiyon pozitif sonu¢ vermemistir.

Reaksiyon icerikleri Tablo 4.6’da verilmistir.
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Tablo 4.7: Olgek biiyiitme ¢alismalarinda Resim 4.9°daki PCR icerikleri ve agaroz jel

siralamast

Ku 100 10 10 Uretil = Ticar = E.coli BL21 Transforme 100 mM 25 Nii =~ Topla

yu ng/p mp uM en i 10x siipernatnt oligotrofik dNTP mM | klea m
Sir L geri ileri PCR PCR K.oxytoca Mg z hacim
as1 kahp pri = prime tamp @ tamp siipernatant Cl,  iger
DNA  mer r onu onu mey
en
Su

1. 1uL 1 lpuL  17pL 2 uL (37 °C, 1 pL 2 25 uL
kuy puL Standart LB) pL

u

2. 1uL 1 IpuL | 17pL 2 uL (25 °C, 1 pL 2 25uL
kuy puL Standart LB) puL

u

3. 1uL 1 lpuL  17pL 2 uL (37 °C, 1 pL 2 25 uL
kuy puL Standart LB) pL

u

4. 1 uL 1 luL | 17uL 2 uL (25°C, 1 uL 2 25 ulL
kuy puL Standart LB) puL

u

5. 1pL 1 luL 17 uL 2 uL 37°C, ime 2 25 ulL
kuy pL 0,1LB) ns

u

6. 1ul 1 lulL | 17uL 2 uL (25 °C, 1uL 2 25 ul
kuy pL 0,1LB) pL

u

7. 1ul 1 1ul 2,5 2 uL (37 °C, 1uL 165  25uL
kuy pL pL Standart LB) pL
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Tablo 4.7: (devam)

8. 1puL 1 1pL 25 2 uL 25°C, 1pL 16,5 25puL
kuy pL pL Standart LB) pL

u

9. 1uL 1 1uL 25 2 uL (37°C, 1uL 16,5 25uL
kuy pL pL Standart LB) ns

u

10. 1uL 1 1 pL 25 2uL (25°C, 1uL 16,5 25uL
kuy pL uL Standart LB) ne

u

11. 1puL 1 1uL 251 2uL 37°C,0,1 1 uL 16,5 25uL
kuy puL LB) uL

u

12. 1uL 1 1uL 25u 2uL(25°C, 0,1 1uL 16,5 25uL
kuy pL LB) uL

pL: mikrolitre. uM: mikromolar. mM: milimolar. ng: nanogram. NK: negatif kontrol. PK: pozitif
kontrol. K.oxytoca: Klebsiella oxytoca. E.coli: Escherichia coli. DNA: deoksiribo niikleik asit.
dNTP: deoksiribo niikleotid trifosfat. PCR: polimeraz zincir reaksiyonu. MgCl,: magnezyum
kloriir. LB: Luria-Bertani Besiyeri.
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5. TARTISMA

Bu tez ¢alismasinda oligotrofik 6zellik tasiyan bakteride Taq rekombinant DNA
polimeraz ekspresyonu yapilmis ve edilen Taq DNA polimerazin aktivitesi PCR ile test

edilmistir.

Ho ve arkadaslarina gore oligotrofik bakterilerin ekolojik dagilimlar1 hakkinda
literatiirde net bir sekilde karsilig1 yoktur (1). Bunedenle tez kapsaminda, standart LB’ nin
yaninda; 1:10, 1:100 ve 1:1000 oranlarinda seyreltilmis LB’lerde biiyiime yetenegi
gosteren bakteriler oligotrofik bakteri olarak tanimlanmistir. Bu bakterilerden 8 numarali
organizma Taq DNA polimeraz igin ekspresyon susu olarak segilmistir (Sekil 4.1).
Secilen bakterinin filogenetik olarak tanimlanmasi i¢in 16S rRNA dizilemesi yapilmstir.
Bakterilerde temel iglev genleriyle tanimlama alaninda 16S rRNA tanimlamasi en sik
kullanilan yontemlerden biridir. Wang ve arkadaslarina gore, bu yontemde DNA-DNA
etkilesimi kullanildigindan en yakin akraba olan bakterilerin bile ayrimina olanak saglar
(61). 16S rRNA dizilemesi sonrasinda yapilan filogenetik analiz, 8 numarali
mikroorganizmanin %99.51 dogruluk oraninda Klebsiella oxytoca olarak sonug vermistir.
Literatiirde %97°nin altindaki benzerlik oranmna ait benzerlikler farkli tiir olarak
siniflandirilmaktadir (62). Bu veriler gz oniine alindiginda segilen oligotrofik bakteri,
Klebsiella oxytoca olarak tanimlanmistir. Segilen K.oxytoca’nin biyokimyasal testleri
yapilmustir. Gram-negatif bakteriler secici besiyeri olan EMB besiyerinde K.oxytoca,
Vanhooren’in literatiire bildirdigi sonug ile uyumlu sekilde gram negatiftir (63). Katalaz
testinde segilen organizmanin, Vanhooren ve arkadaslarinin K.oxytoca icin literatiirde
bildirdigi sekilde hidrojen peroksiti basari ile ayristirabildigi goriilmiis ve katalaz pozitif
sonu¢ vermistir (63). Secilen organizma K.oxytoca’nin Maslow ve arkadaslarinin
literatiirdeki bilgisiyle uyumlu olarak indol pozitif sonug vermistir (64). Fenotipik 6zelligi
arastirilan organizma, Rath ve arkadagslarinin K.oxytoca i¢in literatiire bildirdigi sonuglari
ile uyumlu sekilde metil kirmiz1 testinde sar1 halk gézlemlenerek negatif sonug vermistir
(65). Secilen organizma Lal ve arkadaslarinin Amerikan Mikrobiyoloji Dernegi’nde
yayinlanan makaleye gore K.oxytoca ile uyumlu sekilde arjinin dekarboksilaz negatiftir
(66). Oligotrofik K.oxytoca, Hansen ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismaya ve Amerikan
Mikrobiyoloji Dernegi’nin sonuglariyla uyumlu sekilde pozitif grup ile beraber

besiyerinde mavi renk olusturmustur (66,67).
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Fermentasyon teknolojisi, kimyasal {iretim ile olan rekabetinde maliyet ve zaman
acisindan geridedir. Fermantasyonun geleceginde enerji tasarrufu sayesinde kimyasal
iiretim ile rekabeti i¢in 6nemli bir kazanim olacagi tahmin edilmektedir. Bunun nedenle
Chen ve arkadaslarina gore, 25 °C’den 50 °C’ye kadar olan genis bir spektrumda verimli
sekilde biiyiime gdsterebilen organizmalar fermantasyonun gelecegi agisindan 6nemli bir
potansiyel tasimaktadir (69). Yapilan analizler sonucunda K.oxytoca’y1 optimal sicaklikta
0,1 oraninda seyreltilmis LB besiyerinde biiyiime verimi ile, standart ekspresyon susu
olan E.coli BL21’i standart LB’de biiyiime veriminin benzer oldugu sonucuna varilmistir.
Bu sonuglara gore, oligotrofik K.oxytoca ile yapilan fermantasyon isleminde besiyeri
maliyetinin 1:10 oraninda seyreltilerek kullanilma potansiyeli tagimaktadir.
Fermantasyon teknolojisinde besiyeri maliyeti tiim fermantasyon proses maliyetinin
%30'undan sorumlu oldugundan, besiyeri maliyetindeki 1:10 oraninda azalmasi
durumunda, genel verimlilik formiiline gore (Verim = Cikti / Girdi) tiim siirecin

verimliligi %37 oraninda artacaktir.

Tez kapsaminda kullanilan pUC18 plazmiti, Tag DNA polimeraz kodlayan ve
antibiyotik secilimi olarak ampisilin diren¢ geni icermektedir. K.oxytoca’nin genis
spektrumda B-laktamaz tireten bir bakteri oldugundan ampisiline kars1 antibiyotik direnci
bulunmaktadir (70,71). Bu nedenle antibiyotik secilimi ile transformasyon dogrulamasi
yapilamamistir. Ancak yapilan plazmit izolasyonu sayesinde Taq DNA polimerazi
kodlayan pUC18 plazmitinin oligotrofik K.oxytoca hiicrelerine verimli bir sekilde

aktarildig1 anlasilmistir.

Tag DNA polimerazin ekspresyonunun analizi i¢in yapilan SDS-PAGE
calismalarinda, E.coli BL21 ve oligotrofik K.oxytoca’dan 94 kDa civarinda kalin bantlar
elde edilmistir. Roayaei ve arkadaslariin yaptig1 ¢calismalara gore Taq DNA polimerazin
94 kDa oldugu bilinmektedir (72). Resim 4.3’de IPTG indiiklemesi olmayan 6n kiiltiirii
barindiran kuyuda da zayif bir bant goziikkmektedir. Her ne kadar bu goriintii soru isareti
yaratsa da, Fang ve arkadaslarinin yaptig1 c¢alismalarda SDS-PAGE’de IPTG
indiiklemesinden 6nce Taqg DNA polimeraz bantlarina rastlanabilmektedir (73). Bu
nedenle oligotrofik K.oxytoca’nin Tagq DNA polimeraz1 basarili sekilde eksprese ettigi

sonucuna ulasilmaktadir.

Tez kapsaminda iiretilen Tag DNA polimerazlar ile kalip DNA olarak E.coli
genomik DNA, primer olarak evrensel 16S rRNA primerleri olan 27F ve 1492R

51



primerleri kullanilmistir. E.coli’nin drettigi Taq DNA polimeraz ile kurulmus
reaksiyonlarin iiriinlerini barindiran kuyularda enzim miktarina bagl olarak artan leke
goriintiisii ortaya ¢ikmistir. Kalip DNA’nin asir1 yiiklenmis olmasi, yiiksek voltajda
yuriitme, Orneklerin degrede olmasi, yiiksek tuz konsantrasyonu gibi sorunlarin
lekelenmeye neden oldugu bilinmektedir (74,75). Ancak bu gerekgeler saf Tag DNA
polimeraz ile kurulan PCR reaksiyonlari i¢in gegerlidir. Tez kapsamindaki lekelenmenin
nedeni, tez kapsaminda uygulanan saflastirma protokoliiniin ileri bir saflagtirma yontemi
olmadigindan, Taq DNA polimeraz olarak kullanilan siipernatantin, diger proteinlerle ve
hiicresel niikleik asit karisgmindan olusmasi veya hiicre igeriginin kalip DNA’y1 degrede
etmesinden kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Ayrica kalip DNA olarak kullanilan E.coli
genomuna, Taq DNA polimeraz igceren siipernatantta bulunan niikleik asitlerin rastgele
baglanarak leke goriintiisii verdigi diislintilmektedir. Sonug olarak, tez kapsaminda
tiretilen rekombinant Tag DNA polimerazlarin, kalip DNA olarak bakeriyel genomik
DNA’nin kullanildigi PCR reaksiyonlarinda kullanilamayacagi sonucuna ulasilmistir.
Kalip DNA ve primerlerin degistirildiginde ise E.coli BL21’den elde edilen Taqg DNA
polimerazlar pozitif sonu¢ vermistir. Ancak oligotrofik K.oxytoca’dan elde edilen Taq
DNA polimerazlar negatif sonug vermistir. Dolayisiyla Tag DNA polimeraz oligotrofik
K.oxytoca’da eksprese olmakta ancak aktivitesini kaybetmektedir. Yamagi ve
arkadaglarina gore, Tag DNA polimerazin parmak domainin alt bolgesinde bulunan
Glu-742 ve Ala-743 bolgelerinde meydana gelen mutasyonlarin enzimin uzama
islevini yerine getirmesi i¢in kritik dneme sahip oldugunu gostermistir (76). Taq DNA
polimerazin oligotrofik K.oxytoca’da ekspresyonu sirasinda kritik aminoasit
bolgelerine meydana gelebilecek mutasyonlarin enzimin aktivitesini yok etmis
olabilecegi diisiiniilmektedir. Bunun yaninda, rekombinant proteinin N ve C terminal
dizilerindeki aminoasilere gore hiicre igerisindeki proteazlarin saldirisina karsi
duyarlilig1 degiskenlik gosterebilir. Genel olarak, N terminalinde Arjinin, 16sin, lizin,
fenilalanin, triptofan ve tirozin varlig1 proteazlara karsi daha hassas hale getirdigi
bilinmektedir. Ayrica C terminal dizisinde apolar aminoasitlerin bulunmasi
rekombinant enzimleri daha savunmasiz hale getirebilmektedir (27). Rekombinant
Tag DNA polimeraz dizisine bakildiginda C terminalinde apolar bir aminoasit olan
Prolin oldugu goriilmektedir (77,78). Bu durumda oligotrofik K.oxytoca’da iiretilen
rekombinant Tag DNA polimerazin hiicre i¢i proteaz saldirilar1 nedeniyle aktivitesini

kaybetmis olabilecegi sdylenebilmektedir. Ayrica, rekombinant enzimlerin asiri
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sentezi de onlar1 proteazlara karsi savunmasiz kildigi bilinmektedir (79). Tim bu
bilgiler géz Oniline alindiginda, oligotrofik K.oxytoca’da iiretilen Tag DNA
polimerazin aktivitesini kaybetme nedeninin en olasi ihtimali, hiicre i¢i proteazlardan
korunamamasi oldugu sonucuna varilabilir. Ancak net bir sonuca varmak ve Taq DNA
polimerazin oligotrofik K.oxytoca’da diisiik maliyetle {iretimini yapmak i¢in ileri

calismalara ihtiyag vardir.

Olgek biiyiitmek icin arastiricilarin dniinde bircok zorluk vardir. Konagin
secilmesi, istenmeyen yan {riinlerin eliminasyonu, metabolik yolaklarin yiiksek
verimli ve ileri teknolojik araclarla metabolik analizi, rekombinant iirlinler i¢in bu
tirline karst mikroorganizmanin toleransi gibi detaylar 6l¢ek biiyiitme konusunda
arastiricilarin karsisina ¢ikan en biiyiik zorluklardir (80). Tez kapsaminda yapilan
Olcek biiylitme operasyonlarinda oligotrofik K.oxytoca laboratuvar 6lcegi ile benzer
sonuglar verdigi tespit edilmistir. Oligotrofik K.oxytoca’nin oda sicakliginda ve 0,1
LB konsantrasyonunda dahi Tag DNA polimeraz iirettigi tespit edilmistir (Sekil 4.13).
Bu sonuglara gore, oligotrofik K.oxytoca, Lee ve arkadaslarinin ileri siirdiigli sekilde
ileri teknoloji kullanilarak zorlu siireclerden gecmesine gerek olmadan verimli sekilde

Taq DNA polimeraz ekspresyonu saglanma potansiyeli barindirmaktadir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Bu tez caligmasi kapsaminda 100 kadar izolat igerisinden segilen oligotrofik
bakteri filogenetik olarak Klebsiella oxytoca olarak olarak tanimlanmistir. Bu bakterinin
optimal sicaklikta; standart LB, 1:10, 1:100 ve 1:1000 oraninda seyreltilmis LB’lerdeki
bliylime karakteristigi ortaya cikarilmistir. Ayni sekilde, fermantasyon siirecindeki
maliyeti azaltmak amaciyla, optimal sicakligin yaninda oda sicaklifinda da farkh
konsantrasyonlardaki LB’lerdeki biliylime karakteristigi ortaya ¢ikarilarak, yaygin olarak
ekspresyon susu olarak kullanilan E.coli BL21 ile kiyaslanmistir. Yapilan analizler
sonucu, oligotrofik bakterinin optimal sicaklikta 1:10 oraninda seyreltilmis LB ile
standart ekspresyon susu olan E.coli BL21’i standart LB’de optimal sicaklikta ayni verimi
verdigi degerlendirilmistir. Fermantasyon besiyeri maliyetinin 1:10 oraninda azaltilmasi

tiim fermantasyon proses verimliligini %37 oraninda arttirdigi sonucuna ulasilmistir.

Oligotrofik K.oxytoca kompetent hale getirilmistir. E.coli IM109’dan izole edilen
Taq DNA polimeraz iceren plazmit ile transforme edilmistir. Es zamanli olarak, ilgili
plazmit, ekspresyon susu olan E.coli BL21 ¢ transfer edilmistir. Transformasyon, agaroz
jel ile dogrulanmistir. Daha sonra yapilan laboratuvar ve endistriyel olcekteki
fermantasyon deneylerinde oligotrofik K.oxytoca’nin Taq DNA polimeraz ekspresyonu
gergeklestirdigi gézlemlenmistir. Eksprese olan proteinlerden Tag DNA polimeraza ait
olan bantlar SDS-PAGE’de gosterilmistir. Ancak ekspresyonu gerceklestirilen Tag DNA
polimerazin aktivitesini kaybettigi gozlemlenmistir. Laboratuvar ve endiistriyel
Olceklerde tiretilen Taq DNA polimeraz ile kurulan PCR reaksiyonlar1 basarili

olamamustir.

Sonu¢ olarak, oligotrofik K.oxytoca, aktiviteye engel olan kosullarin
optimizasyonu ile diisiik maliyetli Taq DNA polimeraz {iretimi i¢in 6nemli bir potansiyel

tagimaktadir. Bu konuda yeni ¢alismalarin yapilmasina ihtiyag vardir.
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EKLER

EK-1.PCR’da Kalip DNA Olarak Kullanilan Plazmit Sekansi

CTCGAGATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGC
CCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGT
CCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCA
TCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCTT
CGGCTACGGCCTGATGTGCTTCGCCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCA
CGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCAT
CTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGA
GGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGA
GGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACTCTATGCGCGGAGTGCA
TGGACTCATCTCTGCGGATCGCTATTCCCTGTTCCTTGTCTGTGAGGACAGC
CCTAAAGACAAATTCCTCATCAGCCGCCTCTTTGATGTTGCTGAAGGTTCAA
CATTGGAGGAAGCCTCAAATAACTGTATCCGTTTAGAGTGGAACAAAGGCA
TTGTGGGACATGTGGCAGCTTTTGGCGAGCCCTTGAACATCAAAGATGCCTA
TGAGGACCCCCGGTTCAATGCAGAAGTTGACCAAATTACAGGCTACAAGAC
ACAAAGTATCCTTTGTATGCCAATTAAGAACCACAGGGAAGAGGTTGTTGG
TGTAGCTCAGGCCATCAACAAGAAATCAGGAAATGGTGGGACCTTCACTGA
AAAAGATGAAAAGGACTTTGCGGCCTACTTGGTGAATGTTTTTACGCACAA
CGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAA
GATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCA
GCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTA
CCTGAGCTACCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCA
CATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGAC
GAGCTGTACAAGTAATTCGAAGCTT

EK-2.PCR’da Kullanilan Primer Dizileri

Sall-cGull-Geri Primer: ATAGTCGACTTACTTGTACAGCTCGTCCATGCC

BamHI-cGull-Ileri Primer: ATAGGATCCATGGTGAGCAAGGGCGAGGA
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