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OZET

PICHIA PASTORIS GAP PROMOTORU ALTINDA HUCRE DISI URETILEN
REKOMBINANT PROTEINLER ICIN YARI-KESIKLI PROSES
GELISTIRILMESI

Semiramis YILMAZ
Doktora Tezi, Gida Miihendisligi Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Mehmet INAN
Kasim 2018; 114 sayfa

Mikroorganizma kaynakli biyoteknolojik {irlinler i¢in en temel operasyon
basamag liretimin gergeklestirildigi fermantasyon siirecidir. Fermantasyon, kapali bir
alanda (biyoreaktor) kontrollii bir sekilde gerceklestirilen hiicre gelisimi olarak
tanimlanabilir. Biyoreaktor, hiicrelerin, ¢ozlinmiis oksijen konsantrasyonu (CO), pH,
redox potansiyeli ve besleme hiz1 gibi 6nemli parametrelerin ayarlanabildigi tanimli bir
gelisim ortaminda (medya) aseptik olarak ¢ogalmasini saglar. Bircok degiskenin rol
oynadig1 boyle bir proseste degiskenlerin hepsi ayri bir sekilde optimizasyonun hedefi
olabilir.

Protein iretiminin  gerceklestirildigi  biyoproseslerde  genellikle pahali
hammaddeler kullanilir, enerji tiikketimi fazladir ve yiiksek sermaye yatirimi gerektirir. Bu
nedenle iiretim siirecinde kaydedilecek en ufak bir gelisme bile toplam iiretim maliyetini
pozitif yonde etkileyecektir.

Pichia pastoris ekspresyon sisteminin kullanildigi iiretimlerde yiiksek hiicre
yogunlugu ile c¢alisildigindan cesitli teknik kisitlamar ile karsilasilmaktadir. Bu
kisitlamalarin en Onemlisi oksijen transferidir. Rekombinant P. pastoris mayasinin
oksijen kisitlamasina verdigi tepkilerin siirekli sistemde sistematik analizleri sirasinda
hipoksik kosullarin, spesifik {iriin olusum hizini (qp) 2,5 kat arttirdig1 tespit edilmistir. Bu
tespite dayanarak gelistirilen yari-kesikli hipoksik besleme protokoliinde substrat
beslemesi, oksijen kisitlamasinda hiicrenin oksidatif metabolizmadan oksidofermentatif
metabolizmaya gecerek glukozdan iirettigi etanol konsantrasyonuna gore ayarlanir.

Bu tez kapsaminda, P. pastoris mayasinda spesifik gelisim hizinin (p) ve oksijen
kisitlamasinin (hipoksia) GAP promotoru altinda yapilan hiicre dis1 protein iiretimini ve
hiicrenin gelisim parametrelerini nasil etkiledigi arastirilmistir. Bu amagla, ksilanaz
enzimini hiicre dis1 tireten P. pastoris tiretim susu ile normoksik kosullar altinda 4 farkli
spesifik gelisme hizinda (Mmax, 0,8pmax, 0,4pmax Ve 0,2pmax) ve hipoksik kosullar altinda 4
farkli etanol konsantrasyonunda (%1, %0,75, %0,5, %0,25 ethanol) glukoz beslemeli
yari-kesikli fermantasyonlar gergeklestirilmistir. Normoksik kosullarda yapilan
tiretimlerde kontrol parametresi olarak spesifik gelisme hizi (p), hipoksik kosullarda
yapilan iiretimlerde ise etanol miktar1 (%EtOH) secilmistir. Uretim boyunca spesifik
gelisme hizinin belli bir degerde sabit kalmasi (sabit-p stratejisi), substratin ortama
hiicrelerin belirlenen hizda gelismesini (iistel gelisim) saglayacak miktarlarda eklenmesi
(istel besleme stratejisi) ile saglanmistir. Hipoksik kosullarda gergeklestirilen
tiretimlerde ise besleme hizi besiyeri ortamindaki etanol konsantrasyonunu ¢evrimigi



Olgen bir sensor tarafindan otomatik olarak ayarlanarak etanol konsantrasyonunun sabit
kalmasi saglanmistir. Gergeklestirilen fermantasyonlarda hiicrelerin gelisim, enzim
tiretim ve substrat tiiketimleri ile ilgili spesifik hizlari, verimleri ve katsayilari
hesaplanmis, karsilastirmali analizleri yapilmistir.

Bu ¢aligsma kapsaminda, hipoksik kosullarin GAP promotoru kontroliinde glukoz
beslemeli yari-kesikli iiretimlerde, biyokiitle olusumunu simirlarken (diisiik spesifik
gelisim hizi1) hiicresel verimi, spesifik {iriin olusum hizi ve hacimsel verimlilik degerlerini
2 kat arttirdig1 tespit edilmistir. P. pastoris ekspresyon sisteminde GAP promotoru altinda
hipoksik kosullarda yapilan rekombinant protein iiretimlerinde biyokiitle atig1 azalirken
tiretim verimliligini artmakta, bununla birlikte saf oksijen beslemesine ihtiyag olmamakta
ve hiicre miktarinin azalmasindan dolayr 1s1 olusumu ve sogutma gereksinimi
azalmaktadir. Bu oOzelliklerinden dolayr hipoksik kosullar 6zellikle endiistriyel
rekombinant protein iiretimi i¢in ¢ok &nemli avantajlara sahiptir. Ozetle, hipoksik
kosullarda gerceklestirilen glukoz beslemeli yari-kesikli tiretimin, GAP promotoru
altinda rekombinant iiretimi i¢in en verimli oldugu diisiiniilen standart normoksik
stratejilere gore teknik ve ekonomik avantajlari oldugu tespit edilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: GAP promotoru, Hipoksik iiretim, Pichia pastoris, Proses
mithendisligi, Rekombinant protein, Spesifik gelisim hizi,
Uretim kinetigi, Yari-kesikli fermantasyon
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF A FED-BATCH PROCESS FOR THE PRODUCTION OF
RECOMBINANT PROTEINS IN PICHIA PASTORIS UNDER GAP
PROMOTOR

Semiramis YILMAZ
PhD. Thesis in FOOD ENGINEERING
Supervisor: Prof. Dr. Mehmet Inan
Kasim 2018, 114 pages

The most basic operation step for biotechnological products originating from
microorganisms is the fermentation process where production is carried out. Fermentation
can be defined as a controlled development of cell in a closed area (bioreactor). The
bioreactor allows the cells to proliferate aseptically in a defined development
environment (media) where important parameters such as dissolved oxygen concentration
(DO), pH, redox potential and feed rate can be adjusted. In such a process where many
variables play a role, all of the variables can be the target of optimization separately.

In bioprocesses where protein production is carried out, expensive raw materials
are usually used, energy consumption is high and requires high capital investment.
Therefore, even the slightest improvement in the production process will positively affect
the total cost of production.

Various technical constraints are encountered in high cell density fermentations
especially in Pichia pastoris expression system. The most important of these limitations
is oxygen transfer. During the systematic analysis of the oxygen limitation response of
recombinant P. pastoris strain, it has been found that hypoxic conditions increase the
specific product formation rate (qp) by 2.5 fold. In the fed-batch hypoxic feeding protocol
that was developed based on this detection, the substrate feed is adjusted according to the
ethanol concentration produced by cells from glucose under oxygen limitation.

In this study, the effects of specific growth rate (i) and oxygen restriction
(hypoxia) on growth and production parameters of recombinant P. pastoris strain
expressing xylanase enzyme under the GAP promoter were investigated. For this purpose,
the glucose limited fed-batch productions were performed at 4 different specific growth
rates (lmax, 0.8max, 0.4pumax and 0.2pmax) under normoxic conditions where %DO value
was controlled over %30 with the addition of pure oxygen when necessary. At the same
time, hypoxic fed-batch fermentations were carried out where the concentration of
ethanol in the culture were kept constant at 4 different values (1.0%, 0.75%, 0.5%, 0.25%
v/v) assuming different hypoxia levels were created. In hypoxic fermentations, culture
was supplied only with air, %DO was not controlled and allowed to fall to zero. In
normoxic fermentations, the specific growth rate remained constant at a certain value
(constant-u strategy) by the addition of the substrate to the medium in a predefined
amount (exponential feeding strategy) to allow the cells to develop at the specified rate
(exponential growth). For constant-ethanol feeding strategy under hypoxic conditions, the



feed rate is automatically adjusted by a sensor which has a probe immersed in the broth
and a control unit connected to the feed pump. The sensor retained the ethanol
concentration in the broth around the setpoint by controlling directly the action of feed
pump. After performing all fermentations, performance of the processes were evaluated
comparatively on the basis of specific rates, yields and coefficients related to cell growth,
enzyme production and substrate consumptions.

In the scope of this study, it was found that hypoxic conditions increased the
cellular yield (Yex), specific product formation rate (gp) and volumetric efficiency (Qp)
of the process by 2 fold while limiting the biomass formation (lowering the specific
growth rate) in the glucose-limited fed-batch production under the control of GAP
promoter. In addition to reducing the biomass waste and increasing the production
efficiency, hypoxic conditions, especially for large-scale industrial production, have very
important advantages such as the lack of pure oxygen supply to the system during the
process, reduced heat generation and reduced cooling requirement due to the decrease in
the amount of cells formed. In summary, it was shown in detail that fed-batch production
under hypoxic conditions has several technical and economical advantages over the
standart normoxic strategies which were most commonly applied and considered to be
the most efficient for the recombinant productions under GAP promoter.

KEYWORDS: GAP promoter, Hypoxic conditions, Pichia pastoris, Process
engineering, Recombinant protein, Specific growth rate, Production
Kinetics, Fed-batch fermentation
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Simgeler
D : Diliisyon oran1 [sa’!]
F : Besleme hiz1 [g sa™]
K - Kilo
kDa : Kilo dalton
kU : Kilo {inite
L . Litre
M : Molar
: Bakim katsayis1 [g gt sa]
u : Spesifik gelisme hiz1 [g g sa]
OD : Optik yogunluk [Optical Density]
P : Hacimsel enzim aktivitesi [U/ml]
Po2  : Hiicreigi kismi oksijen basinci [kPa]
Os : Spesifik substrat tiiketim hiz1 [Qsubs Qkha * 2]
Op : Spesifik iiretim hiz1 [U gkna 2]
Q : Eklenen toplam substrat miktar1 [g]
Qp : Hacimsel iiretim hiz1 [U L sa]
I's - Substrat tiiketim hiz1 [g sa™]
rp : Uretim hiz1 [U sa]
S : Saniye
sa : Saat
S : Reaksiyon ortamindaki substrat konsantrasyonu [g L]
tk : Kesikli faz siiresi [sa]
t . Yari-kesikli faz siiresi [sa]
tp : Proses toplam siiresi [sa]
U : Unite
\Y/ : Hacim [L]

SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

Xi



Xo . Yari-kesikli faz baglangicindaki hiicre konsantrasyonu [g L™]
X : Hiicre konsantrasyonu [g L]

Yxs : Substrat biyokiitle verimi [gkna Qsubs ]

Yps : Substrat iiriin verimi [KU gsubs ]

Ypx  : Hiicre iiriin verimi [KU gkna™]

p : P. pastoris maya hiicresinin yogunlugu [gkha L]

Kisaltmalar

AOX1 : Alkol oksidaz

be : Baz cifti

BMGY : Tamponlanmis kompleks gliserol besiyeri
BSA : Bovine serum albiimin

BSM : Temel tuz besiyeri

CcO : Coziinmiis oksijen

DNA : Deoksiriboniikleik asit

DIG : Digoksigenin

EtOH : Etanol

GAP : Gliseraldehit 3 fosfat dehidrogenaz

glu : Glukoz
kha : Kuru hiicre agirligi
LB : Luria-Bertani

PAGE : Poliakrilamid jel elektroforezi

PZR : Polimeraz zincir reaksiyonu
SDS : Sodyum dodesil siilfat

UPR : Katlanmamuisg protein tepKisi
yha : Yas hiicre agirhigi

YPD : Maya pepton dekstroz
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GIRIS S. YILMAZ

1. GIRIS

Rekombinant proteinler basta biyoteknoloji, ilag ve yasam bilimleri olmak iizere
cok genis kullanim alanina sahip biyolojik {iriinlerdir. Rekombinant proteinlere olan talep
diinya ¢apinda siirekli artmaktadir. Yasamsal ve ticari olarak ¢ok biiyiik bir 6neme ve
degere sahip olan bu proteinlerin iiretim sistemlerinin ekonomik olarak daha verimli hale
getirilmesi yoniinde ¢alismalarin artmasi biyoproses miihendisliginde birgok ilerlemenin
gerceklesmesine yol agmistir (Potvin vd. 2012).

Metilotrofik bir maya olan Pichia pastoris, 1970’lerde, 6zellikle endiistriyel
enzim sektorii ve biyofarmasotik endiistrisinde kullanilmak tizere gelistirilen basarili bir
ekspresyon platformudur (Cregg 1993). P. pastoris, 6zellikle yabanil NRRL Y-11430 (ya
da CBS7435) (Cregg vd. 1985) susu Komagataella phaffii olarak siniflandirilmigtir
(Kurtzman 2009). Protein ekspresyonunda en ¢ok kullanilan GS115 (his4) ve prototrofik
X33 suslar1 bu yabanil suslardan tiiretilmistir ve ticari olarak dagitimi Thermo Fisher
Scientific (Waltham, MA, ABD) tarafindan yapilmaktadir. GRAS (genel olarak giivenli
kabul edilir) kategorisinde bulunan P. pastoris mayasi, 2009 y1l1 verilerine goére 500'den
fazla farmasotik protein ve 1000'den fazla rekombinant proteinin {iretiminde
kullanilmistir (Yang ve Zhang 2018). Ogzellikle, gida ve yem endiistrisinin artan
ithtiyaglar1 dogrultusunda ksilanaz ve fitaz gibi enzimlerin {iretimi i¢in ¢ok 6nemli bir
konuk¢u organizma durumuna gelmistir (Spohner vd. 2015). Son yillarda yapisal
biyolojideki ilerlemelerin de kolaylastirmas: ile Okaryot membran proteinlerin
ekspresyonu i¢in tercih edilmeye baglanmistir (Gongalves vd. 2013). P. pastoris, ayrica,
yiizey teshir teknikleri ile birlikte biyoyakit ve diger baska kimyasallarin sentezinde
kullanilmaktadir (Tanaka vd. 2012). Biyoteknoloji alaninda 160’dan fazla sirketin P.
pastoris lisansina sahip oldugu bilinmektedir (Julien 2006).

Pichia sisteminin yayginligimin artmasindaki nedenler arasinda en basta diger
konuke¢u organizmalara gére ¢ok yiiksek hiicre konsantrasyonlarina ulasabilmesi (500-
700 gyha/L) gelmektedir. Heyland vd. (2010) glukozun karbon kaynagi olarak kullanildig:
bir ¢alismada P. pastoris’in kuru hiicre agirligi olarak 200 g/L (hacimce %66) biyokiitle
konsantrasyonuna ulastigini rapor etmislerdir. Okaryot ya da prokaryot orijinli proteinleri
dogru islenmis bir sekilde (distilfit baglar ve glikozilasyon) yiliksek miktarlarda hiicre ici
ya da dis1 olarak iiretebilmesi de Pichia sisteminin en 6nemli avantajlarindandir (Yang
ve Zhang 2017). Uriin konsantrasyonlarinda hiicre i¢i tiretimlerde 22 g/L (Hasslacher vd.
1997), hiicre dis1 tiretimlerde ise 18 g/L (Mellitzer vd. 2014) miktarlarina ulasildig rapor
edilmistir. Ayrica P. pastoris genomunun manipulasyonu basittir ve Pichia ekspresyon
sistemi ticari kit olarak da bulunmaktadir (Invitrogen 2002). P. pastoris’te ekspresyonu
gerceklestirilen proteinlerin sinyal peptitler araciligi ile hiicre digina salgilatilmalari
miimkiin olmakta ve boylelikle fermentasyon sonrasi islemlerde (iiriin saflastirmasi)
onemli Ol¢iide kolaylik saglanabilmektedir (Idiris vd. 2010).

Heterolog proteinlerin iiretim verimleri dnemli 6l¢iide kullanilan konukcu susa ve
iiretilecek olan triiniin 6zelliklerine bagl olmakla birlikte kiiltiir kosullar1 basta olmak
tizere birgok faktdrden etkilenir. Bu nedenle, yiiksek verime sahip bir iiretim susu
gelistirebilmek i¢in hem genetik hem proses miihendisligi yaklasimlarini igeren farkli
stratejilerin uygulanmasi gerekir.
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Biyoproses dizayni ile, genel olarak, biyokiitle gelisimi ve iiriin olusumu i¢in
uygun kiiltiir sartlarinin (pH, sicaklik, oksijen, besiyeri vb.) belirlenmesi amaglanir (Calik
vd. 2015). P. pastoris iiretim susunun fizyolojik sinirlarinin belirlenmesinin merkezinde
ise karbon ve enerji kaynaklarmin kiiltiir ortamina eklenmesi i¢in en uygun modelin
gelistirilmesi (besleme stratejisi) bulunmaktadir (Maurer vd. 2006a). Uygun kiiltiir
sartlar1 ve besleme stratejileri rekombinant proteinin 6zelligine, kullanilan susa ve
promotora gore degisir (Potgieter vd. 2010). Uretim prosesi optimizyonu yapilirken
amaglanan, belli kalitedeki bir {irlinii maksimum miktarda ve minimum zamanda elde
etmektir. Bu nedenle, spesifik verimlilik (qp), toplam biyokiitle (XxV') ve iiretim siiresi
(ts, tirtin olusumunun baslamasi ve hasat edilmesi arasindaki siire) prosesi etkileyen en
onemli faktorlerdir. Genel olarak, spesifik iiriin olusum hiz1 (qp, Giriin Qkha — S8 ™) Ve spesifik
gelisim hiz1 (u, sa’?) arasindaki iliskiyi yansitan iiriin olusumu kinetiginin (qp(i)) 6nceden
tahmin edilmesi ¢ok zordur ve her bir promotor/protein kombinasyonu i¢in deneysel
olarak tespit edilmesi gerekir (Potgieter vd. 2010).

Bu calisma ile amaglanan, endiistriyel 6lgekli tiretimlerde en fazla tercih edilen
yapisal GAP promotoru altinda ksilanaz {iretimi i¢in P. pastoris iretim klonunun
normoksik (%C0>20, tamamen aerobik solunum) ve hipoksik kosullarda (%CO~0, kismi
aerobik solunum) hiicre gelisim ve tiretim kinetiklerinin belirlenmesidir. Bu amagla farkli
kontrol parametreleri hedef alinarak yari-kesikli tiretimler gergeklestirilmis ve optimum
tiretim kosullar1 (substrat besleme hizi, oksijen beslemesi, iiretim siiresi vb.) tespit
edilmeye ¢alisilmistir. Calismada model protein olarak Ksilanaz enzimi kullanilmistir.
Ksilanaz enzimi, dogada en yaygin yenilenebilir kaynaklardan biri olan hemiseliillozun
ana bileseni olan ksilan'i, ana zincirdeki ksiloz molekiilleri arasindaki 1,4-B-D-ksilozidik
baglar1 parcalayarak monomerlerine ayirir. Yem, gida, biyoyakit, kagit endiistrisinde
hammadde olarak kullanilan ve %33 oraninda hemiseliilloz igeren lignoseliilozik
maddelerin biyodoniisiimiinde ¢ok 6nemli bir role sahiptir (Shang vd. 2017).

Calismada, ksilanaz enzimini hiicre dis1 lreten P. pastoris iiretim susu ile
normoksik kosullar altinda 4 farkli spesifik gelisme hizinda (pmax (0,1 sa™), 0,8umax,
0,4umax Ve 0,2umax) ve hipoksik kosullar altinda 4 farkli etanol konsantrasyonunda (%],
%0,75, %0,5, %0,25 EtOH) glukoz beslemeli yari-kesikli fermantasyonlar
gerceklestirilmistir. Normoksik kosullarda yapilan tiretimlerde kontrol parametresi olarak
spesifik gelisme hiz1 (p), hipoksik (oksijen-kisitli) kosullarda yapilan tiretimlerde ise
hiicrenin oksijen kisitlamasinda oksidatif yolaktan fermantatif yolaga gecerek tirettigi
etanol miktar1 (%EtOH) secilmistir. Uretim boyunca spesifik gelisme hizinin belli bir
degerde sabit kalmasi (sabit-p stratejisi), substratin ortama hiicrelerin belirlenen hizda
geligsmesini (listel gelisim) saglayacak miktarlarda eklenmesi (iistel besleme stratejisi,
UBS) ile saglanmustir. Hipoksik kosullarda gerceklestirilen iiretimlerde ise besleme hizi,
besiyeri ortamindaki etanol konsantrasyonunu g¢evrimigi 6l¢en bir sensor tarafindan
otomatik olarak ayarlanmis ve etanol konsantrasyonunun sabit kalmasi saglanmistir.
Gergeklestirilen fermantasyonlarda hiicrelerin gelisim, enzim {iretim ve substrat
tilketimleri ile ilgili spesifik hizlar, verimler ve katsayilar hesaplanmis, boylelikle biiyiik
Olgekte ksilanaz tiretimi igin tasarlanacak biyoprosesler igin temel olusturulacak veriler
elde edilmistir.
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2. KAYNAK TARAMASI

Rekombinant protein {iiretiminde iiretim verimliligini arttirmaya yo6nelik
uygulanan stratejiler genetik miihendisligi ve biyoproses miihendisligi olarak iki genel
baslik altinda toplanabilirler. Bu stratejiler ve uygulamalar sirasinda dikkate alinan ana

noktalar Sekil 2.1'de grafiksel olarak 6zetlenmistir.

Gen miihendisligi

Kodon optimizasyonu ve gen
sentezi

Ekspresyon plazmidinin
olusturulmasi
Promotor segimi
Sinyal peptid segimi
Gen kopya sayist
Saperon proteinleri ile birlikte
ekspresyon

Sus secimi
Proteaz-noksan, glyco- ve
metabolik-degistirilmis,
respresor mutant, aktivator
overekspres vb.

Rekombinant
Pichia susu

Pichia genomu

Ekspresyon kaseti

Proses miihendisligi

Uretim susunun
karakterizasyonu

Biyoreaktor
Prosesin online ve offline
izlenmesi

Fermantasyon kosullarinin
optimizasyonu

Kesikli iiretim
Karbon kaynag, Besiyeri
kompozisyonu, CO (%), pH

Yari-kesikli iiretim
Uretim sicaklig, Substrat
besleme hizi, spesifik gelisme
izt (u, sa™t)

Siirekli iiretim
Diliisyon hizi (1)
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Sekil 2.1. P. pastoris rekombinant protein {iretiminin verimini arttirmaya yonelik
uygulanan stratejiler. Gen miihendisligi ve proses miihendisligi olarak iki
baslik altinda toplanan stratejiler {iriiniin iizelliklerine gore tek tek ya da birkag1

birlikte kullanilabilir (Yang ve Zang 2017).



KAYNAK TARAMASI S. YILMAZ

Takip eden boliimlerde Pichia ekspresyon sisteminin verimini arttirmaya yonelik
genetik ve biyoproses miithendisligi ¢cer¢evesinde yapilan ¢alismalarin kapsamli bir 6zeti
verilerek bu tez galismasinin gizilen ¢er¢evede hangi boliime dahil oldugu agiklanmaya
calisiimustir.

2.1. Gen Miihendisligi

Heterolog proteinlerin verimi genetik ve kiiltiir kosullar1 basta olmak {izere birgok
faktorden etkilenir. Genetik faktorler olarak kodon kullanimi, proteine ait genin GC
igerigi, tretilen proteinin iizerinde bulunan proteolitik kesim ve glikozilasyon
bolgelerinin etkilerinden soézedilebilir. Farkl: tiire ait genlerin Pichia’nin kodon kullanim
tercihine gore kodon sekanslarinin optimize edilmesinin ve GC igeriginin
degistirilmesinin protein ekspresyon seviyelerinde 10 kata varan artisa yol actiini
gosteren calismalar bu tiir genetik manipiilasyon stratejilerinin ise yaradigini ortaya
koymustur (Sinclair ve Choy 2002). Promotor ve gen kopya sayisi gibi susa 6zgii
ozellikler de ekspresyon seviyelerini etkilemektedir (Macauley-Patrick vd. 2005).

2.1.1. Kodon optimizasyonu ve gen kopya sayisi

Literatiirde ekspresyon seviyesini arttirmaya yonelik aragtirmalar arasinda ¢oklu
gen kopya sayisi lizerine yapilmis bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir. P. pastoris’te gen
ekspresyon kasetleri genoma ¢oklu kopya olarak entegre edilebilmektedir. Ancak gen
kopya sayisinin etkisi proteinden proteine degisebilmektedir. Clare vd. (1991) 19 kopya
sayisina, Vassileva vd. (2001) ise 8 kopya sayisina kadar protein iiretiminde lineer artis
gozlemislerdir. Zhu vd. (2009) en iyi liretimi 12 kopya ile elde ederken daha yiiksek
kopya sayilarinin rekombinant protein iiretiminde Onemli bir diisiise neden oldugu
belirlenmistir. Hohenblum vd. (2004) ¢alismalarinda AOX1 ve GAP promotorlarini farkl
gen kopya sayilariyla karsilagtirmistir. GAP ile ekspresyonda 1, 2 ve 3 kopya arasinda
fark gozlenmezken AOX1 promotoru ile 2 kopya {lizerinde ekspresyonda diisiis
gorilmistiir. Inan vd. (2005) gen kopya sayisinin artisi ile hiicre dis1 liretimin azaldigini
gostermiglerdir. Hiicre igi ve hiicre dis1 birlikte toplam protein olarak hesaplandiginda
kopya sayisi ile bir artis gozlenmistir ancak iiretilen protein hiicre i¢inde birikmistir.

Rekombinant protein iiretimi sirasinda salgilama (sekresyon) miktarinda etkili
faktorler hedef proteinin 6zellikleri, konukgu hiicre, kiiltiir kosullari, promotor se¢imi,
kodon kullanim tercihi, sinyal peptitleri, proteinin islenmesi, katlanmasi ve
sekresyonudur. Bu faktorlerden birinin yetersiz olmasi, protein verimini olumsuz
etkilemekte ve proteinlerin organellerde birikmesine neden olabilmektedir (Idiris vd.
2010). Inan vd. (2006) yiiksek kopya klonlarda protein disiilfit izomeraz enziminin
(endoplazmik retikulumda yanhs disiilfit eslesmelerinin yeniden diizenlenmesini
saglayan enzim) asir1 ifadesi ile salgilama sistemindeki endoplazmik retikuluma bagli
degradasyonu azaltarak, hiicre dis1 salgilamayi arttirmiglardir (Inan vd. 2006a).

Tripsinojen iiretilen bir ¢alismada, gen kopya sayist ve ekspresyon arasinda
negatif ilgilesim gozlenmistir. En yiliksek tripsin aktivitesi tek kopya ekspresyon kaseti
ile saglanmistir. Artan kopya sayilari tiretimi negatif yonde etkilemistir. Ayn1 caligmada
dogal promotordan daha giigsiiz bir sentetik promotor varyant: ile 4 kopyada en iyi
ekspresyon elde edilmistir (Ruth vd. 2010).
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Marx vd. (2009) calismalarinda gen kopya sayisi ile protein tiretimini 7 kopyaya
kadar arttirmiglardir. Ancak rekombinant proteinin (hSOD, insan siiperoksit dismutaz)
asir1 ifadesi biyokiitle verimini %75’e diisiirmiistiir. Nocon vd. (2014), rekombinant
proteinin asir1 ifadesinin hiicrenin birincil metabolizmasini dogrudan etkilemesinden yola
cikarak, genom diizeyinde metabolik modelleme gelistirmistir. Bu amacla rekombinant
protein lretiminin arttirilmasinda rol oynayabilecek metabolik genlerin silinmesi veya
asir1 ifadesi tizerine ¢alisilmistir. Test edilen 9 genden 5’inin tekli modifikasyonu (asir1
ifadesi veya nakavt) rekombinant protein iiretiminin artmasinda etkili olmustur.

2.1.2. Promotor secimi ve promotor miihendisligi

Pichia ekspresyon sisteminin en onemli avantajlarindan olan heterolog protein
ekspresyonunun farkli ve giiglii promotorlar altinda gergeklestirilmesi, iiriin verimi olarak
diger ekspresyon platformlarinin 6niine ge¢mesini saglamaktadir. Hem arastirmalarda
hem endiistride en yaygin kullanilan promotorlarin listesi Cizelge 2.1’de verilmistir. Bu
promotorlarin arasinda oOzellikle 2 promotor kullanim yayginligi agisindan one
cikmaktadir: Yapisal gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz promotoru (pGAP) ve metanolle
tetiklenen alkol oksidaz 1 promotoru (pAOX1).

Cizelge 2.1. P. pastoris promotorlari, regiilasyonlari ve ekspresyon seviyeleri

Tetiklenebilir promotorlar

Gen ad1 Gen iiriinii Tetikleyici Ekspresyon Referans
seviyesi
AOX1 Alkol oksidaz 1 Metanol Gigli (Cregg vd. 2000)
ADH3 Alkol dehidrogenaz Etanol Gigla (Karaoglan vd.
2016)
DAS Dihidroksi aseton fosfat Metanol Giigli (Ellis vd. 1985)
FLD1 Formaldehit dehidrogenaz  Metanol/ Gigla (Shen vd. 1998)
metilamin
PEX8 Peroksizomal matriks Metanol/oleat  Zayif (Cereghino ve Cregg
protein 2000)
ICL1 Izositrat liyaz Etanol (Menendez vd.
2003)
LRA3 L-ramnonat dehidrataz Ramnoz pGAP’in ~%75’i  (Liu vd. 2016)
LRA4 L-KDR aldolaz Ramnoz pGAP’in ~%22’si  (Liu vd. 2016)
THI11 Tiamine biyosentez Tiamin pGAP’in ~%70’i  (Stadlmayr vd.
proteini baskilar 2010)
GTH1 Yiiksek afiniteli glukoz Glukoz kisithi (Prielhofer vd. 2013)
tasiyici
CUP1 Bakir baglayici Bakir (Koller vd. 2000)
metallothionein proteini
PPLCC1 Lakkaz Bakir (Kim vd. 2016)
Yapisal promotorlar
GAP Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz Giligli (Waterham vd.
1997)
YPT1 Sekresyonda gorev alan GTPaz Zayif (Sears vd. 1998)
TEF1 Translasyon uzama faktorii 1 alfa Giligli (Stadlmayr vd.
2010)
GCw14 Glikozil fosfatidil inositol Zayif (Liang vd. 2013)
PGK1 Fosfogliserat kinaz pPGAP’in ~%10’u  (Stadlmayr vd.
2010)
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P. pastoris genomunda alkol oksidaz geninin AOX1 ve AOX2 olmak iizere iki
kopyast bulunmaktadir. AOX1, hiicrede alkol oksidaz aktivitesinin %85’inden
sorumludur ve giiglii bir promotora sahiptir. Alkol oksidaz enzimi metanol
metabolizmasini diizenler ve metanol asimilasyonunun ilk basamaginmi katalizleyerek
metanolii formaldehite ¢evirir. Pichia sisteminde gergeklestirilen heterolog protein
ekspresyonlarinda AOX1 promotorunun yaygin olarak kullanilmasinin en 6nemli nedeni
sik1 bir gsekilde kontrol edilebilmesidir. AOX1 ekspresyonunun regiilasyonu temel olarak
indiiksiyon ve represyon seklinde transkripsiyon seviyesinde gergeklesir. Metanol
disindaki kaynaklar tarafindan (glukoz, gliserol, etanol, asetat vb.) giiclii bir sekilde
baskilanan AOX1 promotoru, hiicreler yalnizca metanol olan besiyerine gecirildiginde
tetiklenmekte ve genin ekspresyonu toplam hiicre proteininin %30'unu olusturacak kadar
yiiksek bir oranda ger¢eklesmektedir. AOX1 gibi tetiklenebilir promotorlarin en biiyiik
avantaji biyokiitle {iretimi ve rekombinant protein iretimi asamalarin ayri olarak
gerceklestirilebilmesi ve bdylelikle toksik proteinlerin iiretilmesine olanak saglamasidir
(Ahmad vd. 2014; Weinhandl vd. 2014).

Pichia'da giiniimiize kadar yapilan calismalarda hiicre ig¢i iiretimde 22g/L
(Hasslacher vd. 1997); hiicre dis1 iiretimde 18 g/L seviyelerine kadar (Mellitzer vd. 2014)
en yiiksek protein tiretiminin AOX1 promotoru ile elde edilmesi de iizerine en ¢ok ¢alisma
yapilan promotor olmasinin diger bir nedenidir (Vogl ve Glieder 2013). Ancak, AOX1
promotoru ile gerceklestirilen bilyiik 6lgekli endiistriyel fermentasyonlar, protein tiretimi
icin kullanilmak zorunda olan metanoliin toksisitesinden, kolaylikla yanabilir
olmasindan, tasima ve depolama zorluklarindan dolay1 potansiyel tehlikelere sahiptir.
Ayrica metanoliin tek karbon kaynagi oldugu durumda biyokiitle iiretimi i¢in gerekli olan
oksijen miktar1, karbon kaynagi olarak glukozun kullanildigi durumla kiyaslandiginda 3
ila 4 kat daha fazladir. Bu durum saf oksijen kullanimini beraberinde getirmekte ayn1
zamanda fazla miktarda harcanan oksijen biyoreaktoriin sicakliginmi yiikseltmektedir (Lin
vd. 2000). Yiiksek miktarda oksijen ihtiyact ve 1s1 uzaklastirmast i¢in gerekli olan techizat
iiretim maliyetini arttirmakta ve bliyiik 6lgekli iretimlerde zorluklara neden olmaktadir.

Metanole atfedilen dezavantajlar1 bertaraf etmek tlizere AOX1 promotorunun
aktivasyon ve represyon mekanizmalar1 lizerine yapilan ¢alismalarin ortaya cikardigi
bilgiler 15181nda, metanol yolaginin aktivasyonu ya da katabolit represyon yolaginin
inaktivasyonu yolu ile AOX1 promotorunun altinda metanol kullanimina gerek kalmadan
rekombinant iiretimin yapilmasini saglayan metanol-ari sistemlerin gelistirilmesine
yonelik c¢alismalar bulunmaktadir (Wang vd. 2017). Ayni1 zamanda alternatif
promotorlarin arastirilmasi ve gelistirilmesi i¢in de bircok ¢alisma yapilagelmektedir.
Bunlar arasinda one ¢ikan Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH) yapisal
promotoru (pGAP) ilk kez 1997’de izole edilmistir (Waterham vd. 1997). GAP
promotorunun kontrolii altinda genlerin ekspresyonlari, birgok farkli karbon kaynaginda
(metanol, glukoz, gliserol, fruktoz ve etanol) ger¢eklesmekle birlikte yapilan iiretimlerde
substrat olarak genellikle glukoz ya da gliserol kullanilir (Potvin 2015). GAP
promotorunun, metanoliin toksisite ve riskleri gézoniine alindiginda o6zellikle gida
endistrisinde  kullanimi  6ne ¢ikmaktadir. Ayrica metanoliin  taginmast  ve
depolanmasindan kaynaklanan ekstra maliyetleri bertaraf ettiginden, biiyiik olcekli
heterolog rekombinant protein liretiminde daha ¢ok tercih edilmektedir (Zhang vd. 2009).

Protein {iretiminin yalnizca metanoliin varhiginda gergeklestigi AOX1
sistemlerinin tersine, GAP sistemlerinde biyokiitle ve protein sentezi es zamanl olarak
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gerceklesir (Vassileva vd. 2001). GAP altindaki iiretimler AOX1 sistemine gore daha az
kontrol gerektirir ve kararli ve verimli bir sekilde 30 giine kadar varan uzun siireli
tiretimler yapmak miimkiindiir (Boer vd. 2000; Goodrick vd. 2001). GAP sisteminde
litrede gram seviyesinde ekspresyonlarin gergeklestirildigi ve AOX1 sistemi ile
karsilastirilabilir oldugu kaydedilmistir (Zhang vd. 2009). GAP promotoru altinda alkalin
fitaz ekspresyonunun AOX1 sistemindeki tiretimden 8 kat fazla oldugu rapor edilmistir
(Yang vd. 2015). Ayrica hedef genin ayni susta hem GAP hem AOX1 altina klonlandig1
ikili promotor stratejilerinin lipaz tiretimini 6 kat arttirdigi (He vd. 2015), a-amilaz ve
fitaz tiretiminde de etkili oldugu gosterilmistir (Parashar ve Satyanarayana 2016).

Bir tiretimde maksimum miktarda iiriin elde etmede gen ekspresyonunun kesin ve
ongorisel (prediktif) kontrolii 6nemli faktorlerden biridir. Dogal promotorlarin
regiilasyonu represyon, derepresyon ve aktivasyon mekanizmalar1 tarafindan yonetilen
transkripsiyon diizeyinde gerceklesir. Dogal promotorlara genetik modifikasyonlar
yaparak promotor giiciinii degistirmek, promotorun regiilasyonunda rol oynayan cis-etkili
bolgeleri tanimlamak ve trans-etkili faktorleri tespit etmek, mevecut promotorlardan farkl
amaglara uygun farkli giice sahip promotorlardan olusan kiitiiphaneler olusturmak gibi
caligmalar promotor mithendisligi olarak tanimlanir (Ata vd. 2017). Boylelikle ilgili genin
ekspresyonunun arttirilarak ya da azaltilarak istenen sekilde kontrol edilebilmesi
mimkiin olabilmektedir. Giiglii promotorlar, toksik olmayan proteinlerin gen kopya
sayist diisiik olan klonlarda bile yiiksek miktarda iiretimine olanak saglarken; zayif
promotorlar ile de hiicre icin toksik proteinler basarili bir sekilde tretilebilmektedir.
Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ve farkli mutagenez teknikleri kullanilarak
olusturulan promotor kiitiiphaneleri, genotip-fenotip karakterizasyonu ve yeni cis-etkili
elemanlar1 tanimlamak i¢in kullanilan 6nemli araglardir (Pefia vd. 2018).

Hartner vd. (2008) tarafindan yapilan ¢alismada AOX1 promotoru iizerinde
transkripsiyon faktorleri baglanma bolgelerinin silinmesi ve eklenmesi ile promotor
kiitliphanesi olusturulmustur. Olusturulan kiitiiphanede promotor aktiviteleri dogal
promotor aktivitesinin %6’s1 ile %1601 arasinda degismektedir. Qin vd. (2011)
tarafindan yapilan c¢alismada rastgele mutagenez teknigi kullanilarak mutant GAP
promotorlarindan olusan ve promotor aktivitesi dogal promotorun ~%0,6’s1 ile 19,2 kat1
arasinda degisen promotor kiitiiphanesi elde edilmistir.

GAP promotorunun transkripsiyonel regiilasyonunun daha derin bir sekilde
anlasilmasi i¢in, olasi transkripsiyonel faktor baglanma bolgelerinin ¢ogaltildig: veya
silindigi varyantlardan olusan sentetik bir GAP kiitiiphanesi olusturulmus ve karakterize
edilmistir (Atavd. 2017). Yesil floresan proteinin (GFP) ve insan serum albiiminin (HSA)
raportdr olarak kullanildigi calismada ekspresyon seviyelerinin GFP i¢in 0,33-3,1 kat ve
HSA igin ise 1,6-2,4 kat arasinda degistigi farkli promotor varyantlari elde edilmistir.
Ayrica arastirilan transkripsiyon faktorleri arasinda, cogaltilmis GAL4-benzeri baglanma
bolgelerinin veya GAL4-benzeri transkripsiyon faktoriiniin asir1 ifadesinin, test edilen
tim kosullarda her iki raportdr proteinin ekspresyonunu arttirdigi tespit edilmistir.
Sentetik promotorlar, hedef promotorlarin regiilasyon mekanizmalarini daha iyi
anlayabilmek ve rasyonel tasarima dayanan daha ileri promoter miihendisligi i¢in bir
model sunmaktadir (Yang ve Zhang 2017).
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Son donemde yayinlanan derlemelerden, bu ¢alismanin da iizerine insa edildigi
GAP promotorunun 6zellikleri ve yapilan arastirmalar hakkinda daha kapsamli bilgiye
ulagilabilir (Zhang vd. 2009; Seidler 2013; Calik vd. 2015).

2.1.3. Protein sekresyonu

Pichia sisteminin, rekombinant protein iiretiminde baslica avantajlarindan biri
kiltir ortamma dogru sekilde katlanmis, translasyon sonrasi iglenmis ve aktif
rekombinant proteinleri yiiksek miktarlarda salgilama yetenegidir. Bu sayede liretim
sonrasi islemler onemli Ol¢iide kolaylagabilmektedir. Genel bir kural olarak, dogal
konukgularinda hiicre disina salgilanan proteinler P. pastoris'te {retilirken de
salgilanacaktir. Ancak, sekresyon sinyalleri kullanilarak GFP veya insan katalazi gibi
normalde hiicre i¢i olarak {iretilen proteinlerin sekresyonu da basarili bir sekilde
gergeklestirilmektedir (Ahmad vd. 2014).

P. pastoris'te en yaygin kullanilan sekresyon sinyalleri, S. cerevisiae a-mating
faktorti (a-MF), S. cerevisiae invertaz (SUC2) ve P. pastoris endojen asit fosfataz (PHO1)
ve insan serum albimininden (HSA) tiiretilmistir (Daly ve Hearn 2005). Ticari kitler, ayni
zamanda, en uygun sinyal dizisinin taranmasina izin veren farkli sekresyon sinyallerine
sahip vektorler temin etmektedir. S. cerevisiae a-mating faktorii (a-MF) prepro-peptidi
en yaygin olarak kullanilan sinyal dizisidir (Lin-Cereghino vd. 2013). Mevcut sinyal
sekanslarin verimini arttirmaya yonelik calismalarla birlikte yeni sinyal sekanslarinin
tanimlanmasina yonelik c¢aligmalar da yapilmaya devam etmektedir. Protein
sekresyonunu arttirmak igin yoOnlendirilmis mutagenez ile a-MF'nin 57-70 amino
asitlerinin silinmesi, protein sekresyonunda %50'lik bir artisa yol agmustir (Lin-Cereghino
vd. 2013). Bir P. pastoris proteininin 18-aminoasitlik sekresyon sekansi tanimlanmis ve
etkili bir alternatif olarak islev gordiigii rapor edilmistir (Govindappa vd. 2014). P.
pastoris sekretomunun proteomik analizi sonucunda tespit edilen Epx1 proteininin
sekresyon sinyalinden varyantlar olusturulmus ve yaygin olarak kullanilan sekresyon
liderlerinden daha verimli olduklari kanitlanmistir (Heiss vd. 2015). P. pastoris
sekretomundan in silico tespit edilen bir grup sinyal sekansi rekombinant protein
tiretiminde test edilmis ve basarili bir sekilde protein salgilamasini gerceklestirmeleri
yaninda a-MF sinyal sekansindan daha az etkili olduklari rapor edilmistir (Massahi ve
Calik 2016).

P. pastoris icin yiizey teshir sisteminin gelistirildigi ¢alismada P. pastoris’in
kendisinden izole edilen Pirl (protein with internal repeats) proteininin kendisi ile
heterolog proteinin hiicrenin ylizeyinde basari ile teshir edilmesi saglanmis, sekresyon
sinyal sekans1 (PIR1) ile ise, heterolog proteinin hiicre dis1 iiretimi gergeklestirilmistir
(Pal Khasa vd. 2011). Ksilanaz enziminin hiicre dig1 iretiminde farkli sinyal sekanslarinin
(0a-MF, PHO1, HSA ve PIR1) etkilerinin arastirildig1 bir ¢alismada en yiiksek ksilanaz
aktivitesi PIR1 sinyal sekanst ile yapilan iiretimde elde edilmistir (Karaoglan vd. 2014).

Calismalarda elde edilen farkli sonuglara bakildiginda diger faktorlerde oldugu
gibi iretilecek protein i¢in en uygun sinyal peptidinin hangisi oldugunun sistematik
olarak gerceklestirilen deneylerle belirlenmesi gerekir.

P. pastoris’te gen miihendisligi uygulamalar1 hakkinda daha ayrintili bilgi i¢in
yakin tarihli kapsamli derlemelere basvurulabilir. Pena vd. (2018) metabolik miithendislik
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icin bir platform olarak P. pastoris'in potansiyel rolii ve giicii, sentetik biyoloji
prensiplerine dayanarak gelistirilen suslarinin gelisimleri i¢in baslica gereklilikler tizerine
bir derleme yapmislardir. Schwarzhans vd. (2017) yaptiklar: derlemede, P. pastoris'teki
metabolik miihendislik ¢alismalarinin - mevcut durumu ve hiicre miihendisligi
metodolojisi tizerine kapsamli bir tartisma ortaya koymuslardir. Ayrica Zahrl vd. (2017)
P. pastoris'te hiicre fizyolojisinin daha iyi anlasilmasindan rekombinant protein
tiretiminin gelistirilmesine kadar uzanan bir aralikta sistem biyoloji uygulamalarinin
genel ve genis bir degerlendirmesini yapmuslardir. (Schwarzhans vd. 2017; Zahrl vd.
2017; Pena vd. 2018)

2.2. Biyoproses Miihendisligi

Biyoproses miihendisligi, son yiizyilda biyoteknolojinin endiistriyel uygulamali
bilim olarak ortaya c¢ikmasi ile birlikte yeni iriinlerin sentezi i¢in klasik endiistriyel
proseslere alternatif olarak kurulmus ve gelistirilmistir. Biyoteknoloji ve biyoproses,
ikinci nesil rekombinant insiilin ve biiyiime hormonu gibi farmosétiklerin tiretimi, atik su
uygulamalari, bira sanayiinden enzim iiretimi gibi gida endiistrisindeki sayisiz
uygulamalara kadar ¢ok genis bir alana hizmet etmektedir (Yang ve Zhang 2018).

Biyoproses miihendisliginde yasanan teknolojik gelismeler sayesinde P. pastoris
sistemi hala ¢ok yonlii ve gliglii rekombinant protein tiretim sistemlerinden biri olarak
kullanilmaya devam etmektedir. Yiiksek verimleri, diisiik tiretim maliyetleri ve terapdtik
kullanima uygun fonksiyonel proteinler iiretme yetenegi gbéz Oniine alindiginda, bu
sistemin 6nemli bir endiistriyel ilgiye sahip olmasi sasirtict degildir. Rekombinant protein
tiretim kinetigi, ¢aligma kosullarina ve tiretilen proteine 6zgii faktorlere biiylik olcilide
bagli oldugundan rekombinant protein liretimi i¢in tek bir optimum stratejiden sdzetmek
miimkiin degildir. Uriin &zelliklerindeki degiskenlik goz oniine alindiginda, farkli
proteinlerin tretildigi proseslerin dogrudan karsilagtirmasindan anlamli bir sonug elde
etmek zordur. Uretilecek her bir protein igin, kullanilacak sistemin teknik olanaklari ve
kisitlar1 da gozoniinde bulundurularak proteine ve iiretim platformuna 6zgii proses
gelistirilmesi gerekir (Potvin vd. 2012a).

Uretilen rekombinant proteinin kalitesini ve miktari1 etkileyen faktdrlerin
basinda proses kosullar1 gelir (besiyeri kompozisyonu, ¢oziinmiis oksijen konsantrasyonu
(CO), pH, sicaklik vb.). Kiiltiir kosullarinin etkisi, hiicrenin molekiiler mekanizmasi
tizerine etki ederek dogrudan ya da hiicre gelisimini etkileyerek dolayli yoldan
olmaktadir. Biyoproses dizayni, oncelikle, hiicre gelisimi ve iirlin olusumu icin, pH,
sicaklik, oksijen ve karbon kaynagi beslemesi gibi kosullarin optimum degerlerinin
belirlenmesini amaglar (Cos vd. 2006a). Uretim optimizasyonunun merkezinde ise
karbon ve enerji substratlarinin eklenmesi i¢in uygun bir modun gelistirilmesi yani
besleme profilinin/stratejisinin  belirlenmesi yer almaktadir (Zhang vd. 2000).
Uygulanacak olan kiiltiir kosullar1 ve besleme stratejileri, rekombinant proteinin hangi
susta ve hangi promotorun altinda tiretilecegine bagl olarak belirlenir.

P. pastoris’in optimum gelisme sicakligi 30°C olmasina ragmen (Cos vd. 2006a)
15°C’ye varan diisiik sicakliklarda yapilan iiretimin hiicre gelisimini etkilemeden protein
ekspresyonunu arttirdigi gosterilmistir (Wu vd. 2008). Diisiik kiiltivasyon sicakliklari
ayrica proteaz aktivitesini diistirdiiglinden tretilen proteinin 6zelliklerine bagli olarak
proses verimliligini olumlu yonde etkileyebilir (Sirén vd. 2006). P. pastoris ile iiretim
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genellikle 3-7 arasindaki pH degerlerinde gerceklestirilir (Cregg vd. 2000). Bu aralikta
pH degerleri hiicre gelisimini ¢ok az etkiliyor olsa da protein stabilitesi ve hiicredisi
proteaz aktivitesini etkileyebilmekte ve 6zellikle yiiksek pH larda besiyerindeki tuzlarin
¢okmesine neden olabilmektedir (Jahic vd. 2003).

Proses optimizasyonunun amaci, istenen Kalite 6zelliklerine sahip {iriinii en kisa
stirede ve maksimum miktarda tiretmektir. Bu nedenle spesifik tiretim hiz1 qp (saatte
hiicre basina tretilen iiriin), maksimum biyokiitle XV ve iiretim siiresi (ts) gozoniinde
bulundurulmasi ve belirlenmesi gereken en 6nemli faktorlerdir. Spesifik gelisim hizi (p)
ve spesifik iiretim hiz1 (Qp) gibi parametreler susa 6zgili verilerdir ve farkli sistemler
arasinda karsilastirma yapilmasina olanak saglar. Biyokiitle konsantrasyonu, biyoreaktor
hacmi ve iglem siiresi gibi veriler ise prosese 0zgii olup dogrudan karsilastirilabilir
degillerdir (Looser vd. 2014).

Bir rekombinant proteinin iiretimi i¢in en uygun kosullar, iiretilecek olan
molekiile ve kullanilan promotora gére farklilik gosterir. Ozellikleri bilinmeyen yeni
olusturulmus bir sus icin dretim prosesi gelistirilirken ise susun fizyolojik
karakterizasyonu ile baslamak ¢ok onemlidir. Boyle bir karakterizasyonun teorik olarak
yapilmasi i¢in gerekli veri altyapist yeterli olmadigindan biiyiime ve iiriin olusumu
arasindaki iliskinin ampirik olarak tespit edilmesi gerekir. Uretim kosullarinin tespit
edilmesi (spesifik gelisim hizinin optimum aralig1 ve siireci) ve bu kosullarin yari-kesikli
proseslerde kontrollii substrat beslemesi ile uygulamasi ancak iiretim kinetigi bilgisine
dayanarak yapabilir.

Asagidaki boliimlerde oncelikle fermantasyon isletim sistemleri ve kontrol
stratejileri hakkinda genel bilgiler verilmis, sonrasinda gelisim ve {iretim kinetiklerinin
fizyolojik olarak ne anlam ifade ettigi agiklanmaya calisilmig ve son olarak da
literatiirdeki farkli rekombinant proteinler i¢in gp Ve u arasindaki iligkiyi ortaya koyan
caligmalarin bir derlemesi yapilmistir.

2.3. Biyoreaktor Isletim Sistemleri

Biyoreaktor, bir veya daha fazla biyokimyasal reaksiyonun enzim ya da
mikroorganizma gibi bir biyokataliz tarafindan gergeklestirildigi kapali alan olarak
tanimlanabilir. Bir iiretim prosesi gelistirilirken ilk olarak, s6zkonusu {iriiniin en verimli
elde edilecek oldugu isletim sisteminin tespit edilmesi gerekir.

Temel olarak isletim sekillerine gore birbirlerinden ayrilan {i¢ sistemden s6z
edilebilir: (1) Kesikli, (2) Yari-kesikli ve (3) Siirekli isletim sistemleri (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Kesikli, yari-kesikli ve siirekli fermentasyon isletim sistemleri

Kesikli sistemde tiim karbon kaynagi ve besiyeri komponentleri fermantasyonun
basinda biyoreaktore eklenir ve tiim karbon kaynagi hiicreler tarafindan tiiketilene kadar
operasyon devam ettirilir. Isletilmesi en kolay sistem olmakla birlikte arka arkaya iiretim
yapilabilmesi i¢in gerekli olan ara siirelerin uzunlugu acisindan (biyoreaktdriin
hazirlanmasi, bosaltilmasi, temizlenmesi ve iiretim i¢in yeniden hazirlamasi) verimsizdir.
Ayrica proses siiresince biyoreaktoriin icindeki substrat konsantrasyonu degisir ve {iriin
olusum hizi ve spesifik gelisim hizi gibi parametrelerin kontrol edilmesine olanak
vermez. Kesikli sistemde substrat konsantrasyonu (S) ve dolayisiyla substrat tiiketim hiz1
(rs) zamanla azalirken, hiicre konsantrasyonu (X) ve iiriin konsantrasyonu (P) zamanla
artar. Reaksiyon hacim (V) ise sabittir.

Siirekli sistemde proses siiresince biyoreaktore belirli bir hizda besleme
yapilirken ayni1 hizda ortamdan kiiltiir uzaklastirilir. Boylelikle sistem denge halinde kalir
ve bu sekilde uzun siireli iiretim gergeklestirilebilir. Sistem dengeye ulastigi andan
itibaren biyoreaktoriin igindeki X, P, S ve V degerleri kararli hale gelir. Verimliligi
yiiksek ve maliyeti gorece diisiik olan stirekli sistemle, yiliksek konsantrasyonlarda
inhibitoér olabilen ya da hiicreler tarafindan katabolize olabilen iiriinlerin iiretimleri
gerceklestirilebilir. Fakat bu sistemin, Ozellikle endiistriyel olgekte, ¢ok siki kontrol
kosullar1 ve izleme metotlarina ihtiyag duymasi gibi bazi operasyonel zorluklar
bulunmaktadir. Ayrica fermantasyon sonrasi islemler her zaman stirekli
isletilemeyebileceginden operasyonun zaman planinda zorluklar yasanabilir. Tiim
bunlarla birlikte uzun siiren siirekli operasyonlar i¢in {liretim susunun genetik olarak
kararli olmas1 gerekir ve kontaminasyon riski de diger sistemlere gore yiiksektir. Genel
olarak aritma endiistrisi gibi alanlarda ve laboratuvar ¢alismalarinda hiicrelerin gelisim
ve liretim kinetiklerinin arastirilmasinda kullanilmaktadir .

Yiiksek hiicre yogunluklarinda gerceklestirilen endiistriyel fermantasyon
sistemlerinde siirekli sisteme gore kontrolii daha kolay olan yari-kesikli sistem tercih
edilir (Mears vd. 2017). Yari-kesikli sistemde, biyoreaktore belirlenmis bir siire boyunca
bir ya da daha fazla substrat eklemesi yapilir. Eklenen substrat genellikle bir karbon
kaynagidir. Biyoreaktorden belirli zamanlarda alinan 6rnekler ve hava disinda bir ¢ikis
olmaz. Proses siiresince kiiltiiriin hacmi (V(t)), hiicre konsantrasyonu (X(t)) ve {iriin
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konsantrasyonu (P(t)) artar. Substrat konsantrasyonu ise ya belli bir degerde sabit
tutulacak sekilde ya da kisith olacak sekilde besleme profili uygulandigindan proses
stiresince sabittir (S).

Yari-kesikli sistem ilk kez 1900’lerin basinda S. cerevisiae lretiminde
kullanilmis ve sonrasinda diger biyoteknolojik proseslerde kullanimi yayginlasmistir.
Mikroorganizmalar metabolik performanslar1 i¢in gerekli olan substratin ¢ok yiiksek
konsantrasyonlarinda, ortamda ikincil metabolitlerin ya da bagka {iriinlerin birikmesi
sonucu inhibe olabilmektedir. Substrat konsantrasyonun kontrol altinda tutuldugu yar-
kesikli proseslerde substrat inhibisyonu ve katabolit represyon 6nlenmis olur.

GAP Kkontrolii altinda gergeklestirilen yari-kesikli fermantasyonlar 2 asamadan
olusur. Hiicre gelisimini amaglayan Kesikli faz ve iiretimi amaglayan yari-kesikli faz.
Gliseroliin substrat olarak kullanildigr ilk asamada hedef biyokiitle olugumunu
saglamaktir. Kesikli gliserol fazi yaklasik 24 saat siirer ve genellikle 40 g/L gliserol
substrat konsantrasyonlarinda baslatilir. Daha yiiksek gliserol konsantrasyonlarinin hiicre
gelisimini inhibe ettigi rapor edilmistir (Cos vd. 2006b). %CO degerindeki ani artig ile
substratin tamamen bittigi anlasilir ve yari-kesikli (besleme) faza gecilir. Ikinci asamada,
hiicrelerin tiretim yapmasi, gelismeye devam etmesi ve bakim gereksinimleri i¢in gerekli
olan karbon kaynagi, tiim proses boyunca belirli bir hizda biyoreaktore eklenir. Substrat
olarak genel olarak glukoz veya gliserol kullanilir. Rekombinant protein tiretiminde hangi
substratin daha iyi olduguna dair herhangi bir kesin sonuca ulasmak zordur ¢iinkii
glukozun daha verimli oldugu ¢alismalarla birlikte (Doring vd. 1998; Pal vd. 2006)
gliseroliin daha verimli oldugunu rapor eden c¢alismalar da bulunmaktadir (Zhang vd.
2007; Tang vd. 2009). Besleme genellikle iz tuzlari eklemesi yapilmis yiiksek
konsantrasyonli substrat soliisyonu ile yapilir (500-600 g/L). Process siiresince
biyoreaktorden alinan Ornekler disinda herhangi bir {irlin uzaklastirmas1 yapilmaz.
Substrat beslemesi nedeniyle reaksiyon hacmi zamanla artar. Yari-kesikli prosesin en
biiyiik avantaji besleme hizinin degistirilmesi ile bir¢ok proses parametresinin kontrol
altinda tutulabilmesidir. Bu isletim sistemi ile yiiksek konsantrasyonlarda biyokiitle ve
tirlin elde edilebilmektedir.

2.4. Fermantasyon Kontrol Stratejileri

Fermantasyon prosesleri, {iriin konsantrasyonunu arttirmak, yan-iiriin olusumunu
azaltmak, proses verimini arttirmak, hiicre konsantrasyonunu arttirmak, belli bir oksijen
konsantrasyon profilini saglamak gibi farkli amaclarla kontrol altinda tutulmak istenir.

Pichia ekspresyon sistemlerinde fermentasyon prosesini dogrudan etkileyen
faktorlerin basinda susbstrat besleme hizi (F, g/h) gelir. Ortama verilen substrat miktari
(Q, g) ve besleme hiz1 (F) ile belirlenen substrat konsantrasyonu (S, g/L), hiicrelerin
gelisim hizi, iiriin olusum hizi, yan-iiriin olusum hizi ve oksijen kullanim hizi gibi
metabolik hizlar1 dogrudan etkiler (Sekil 2.3). Ayrica proses boyunca siirekli substrat
beslemesi yapildigindan ve {riin uzaklastirilmadigindan, toplam reaksiyon hacmi
zamanla artar ve degisen hacim dinamikleri ile birlikte sistemdeki tiim unsurlarin
konsantrasyonu etkilenir. Besleme hizinin, oksijen alim hizi (OUR) ve ayrica
yogunluktan etkilenen oksijen transfer hizi (OTR) iizerinden oksijen dinamikleri iizerine
de etkisi vardir. Genel olarak besleme hizi sistemi bircok ydnden etkiler. Uretimde
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amaglanan maksimum miktarda {iriin elde etmek oldugunda, optimizasyonu yapilacak
parametrelerin basinda besleme stratejisi gelir (Cos vd. 2006b).
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Sekil 2.3. Besleme hizinin yari-kesikli fermantasyon prosesinde etkiledigi parametreler
(Mears vd. 2017'den uyarlanmistir)

Yiiksek iirlin konsantrasyonlarina ulagsmak i¢in besleme hizi iretim yolagini
doyuracak sekilde ayarlanmalidir. Besleme az gelirse proses maksimum kapasitesine
ulasamaz. Bununla birlikte beslemenin fazla yapilmasi ise metabolizmanin tasmasina ve
yan-iiriin olusumuna sebep olur (Nielsen vd. 2003). Yari-kesikli sistemlerin lineer
olmayan dinamiklerinden (iistel artan hiicre konsantrasyonu, metabolik kaymalar, hacim
dinamikleri, baz1 bozucu etkenler vb.) dolayr optimal besleme hizinin belirlenmesi
zorlayici olabilmektedir.

Pichia sisteminde, prosesin verimliligini ve tekrarlanabilirligini arttirmaya
yonelik bircok besleme stratejisi Onerilmis ve uygulanmustir. Yari-Kesikli prosesler
uygulanan besleme stratejileri esas alinarak iki gruba ayrilabilirler: geribildirim
kontrolstiz prosesler ve geribildirim kontrollii prosesler (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. (A) Geribildirim kontrolsiiz yari-kesikli proses. Besleme rejimi deneysel
olarak elde edilmis bazi verilere dayanarak 6nceden belirlenir. (B) Geribildirim
kontrollii yari-kesikli proses. Proses parametreleri kontrol iinitesine bagl
sensor araciligi ile takip edilir. Kontrol tinitesi sensorden gelen verilere gore
besleme hizin1 azaltir ya da arttirir (Oztiirk vd. 2016'dan uyarlanmustir).
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2.4.1. Geribildirim kontrolsiiz besleme stratejileri

Geribildirim kontrolsiiz proseslerde susbstratin besleme profili, belli varsayimlar
ve deneysel verilere dayanarak dnceden belirlenir ve proses devam ederken herhangi bir
miidahale yapilmaz (acik dongiilii kontrol). Uygulama kolayligi agisindan GAP
promotoru kontroliindeki iiretimlerde siklikla kullanilan bu tiir stratejiler, beslemenin
stirekliligine ve artis sekline gore asagidaki gibi 5 baslik altinda siiflandirilabilirler
(Sekil 2.5).

—

— Puls BS Direk Geribildirim Kontrollii BS
e Sabit S (substrat konsantrasyonu)

o

— Sabit BS
Dolayli Geribildirim Kontrollli BS
L Ustel Artan BS * Sabit pH
* Sabit T (sicaklik)
| Lineer Artan BS e Sabit yan-iiriin (etanol vb.)

¢ Sabit CO (¢Bzlinmiis oksijen)
e Sabit CER (CO, olusum hizi)
* Sabit Redox

* Sabit RQ (CER/OUR)

—

—— Optimize BS

/

Sekil 2.5. Yari-kesikli fermantasyon proseslerinde uygulanan geribildirim kontrolsiiz
ve geribildirim kontrollii besleme stratejileri (BS)

1. Puls besleme

Substrat konsantrasyonunu belli degerler aralifinda tutmak i¢in biyoreaktore
belirli araliklarla belli bir miktarda substrat verilir. Substratin en diisiik ve en
yiiksek konsantrasyonu, her seferinde ne kadar substratin verilecegi ve kag kez
(puls) verilecegi optimize edilmesi gereken parametrelerdir.

2. Sabit hizla besleme

Substrat sabit bir besleme hiz1 ile verilir. Hiicre konsantrasyonu zamanla
arttigindan hiicre basina eklenen substrat miktar1 zamanla azalir. Bunun
sonucunda spesifik gelisim hizi (u) ve spesifik substrat tiikketim hizi (gs) da
zamanla azalir.

3. Ustel artan hizla besleme (sabit-p)

Substrat, biyoreaktore siirekli ve iistel artan bir hizla verilir. Besleme hiz1 (F, g/L))
zaman (t) ve 1 parametlerine gore asagidaki esitlige (2.1) gore hesaplanir:

F= KXoV (2.1)

YX S
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u: {iretimin gerceklestirilmek istendigi spesifik gelisim hiz1 (sa1); Xo: beslemenin
baslatildigi andaki hiicre konsantrasyonu (g/L); Vo: beslemenin baglatildig
andaki biyoreaktoriin igindeki kiiltliriin hacmi; Yxs: substrat hiicre verimi (g/g); t:
zaman (sa).

Bu algoritma ile proses boyunca p ve Yxs degerlerinin sabit kalacag: varsayimi
yapilarak belirli bir gelisim hizina gore besleme profili ¢ikarilir.

Bu stratejide, biyoreaktore eklenen substrat hiicreler tarafindan hemen
kullanildigindan substrat konsantrasyonu 0’a yakin olur. Bu nedenle substrat-
kisitlt (substrate-limited) proses olarak da adlandirilmaktadir.

4. Lineer artan hizla besleme

Substrat beslemesi hacimsel olarak sabit artan bir hizla yapilir. Sabit beslemeye
gére p ve gs degerlerindeki azalma bir 6lgiide onlenmis olur. Ustel artan
beslemeye gore ise artis hizi teorik bir hesaplamaya dayanmaz, hacimsel olarak
sabit bir ivme ile besleme hiz1 arttirilir.

5. Optimize edilmis besleme

Sabit, iistel ya da dogrusal artan besleme stratejilerinin kombinasyonu uygulanir.
Genel olarak, tistel/lineer artan besleme stratejisi uygulanirken, degisken proses
dinamiklerinden ve bozucu unsurlardan kaynaklanan spesifik hiicre biiylime
hizindaki ve dolayisiyla spesifik substrat tiiketim hizindaki azalmanin sonucunda
ortamda karbon kaynagi birikmeye basladiginda, sabit besleme stratejisine gegis
yapilir.

2.4.2. Geribildirim kontrollii besleme stratejileri

Kapal1 dongii kontrollii olarak da adlandirilan geribildirim kontrollii prosesler
kontrol tiirline bagli olarak direk geribildirim kontrollii ve dolayli geribildirim kontrollii
olarak iki grup altinda siniflandirilabilirler (Sekil 2.5).

Direk geri bildirim Kkontrollii sistemlerde, besiyerindeki substrat
konsantrasyonu sensér yardimi ile online olarak Olciiliir ve besleme hizi substrat
konsantrasyonunu belirlenen deger aralifinda tutacak sekilde direk besleme pompasina
bagli kontrol {initesi aracilig1 ile azaltilir ya da arttirtlir. Substrat-doygun (substrat non-
limited) olarak da adlandirilan bu strateji 6zellikle AOX1 promotoru kontroliinde metanol
beslemesi ile yapilan iiretimlerde basari ile uygulanmistir (Guarna vd. 1997; Zhang vd.
2000; Mayson vd. 2003; Cunha vd. 2004; Barrigon vd. 2013). Gurramkonda vd. (2009),
metanol sensorli yardimi ile metanol konsantrasyonunu 2 g/L. konsantrasyonunda sabit
tutarak insiilin precursor liretiminde bu stratejiyi uygulamis ve 3 g/L seviyesinde iiriin
elde etmistir (Gurramkonda vd. 2009). Wu vd. (2011) 0,5-3,5 g/L araligindaki metanol
konsantrasyonlarinin Rhizopus chinensis prolipaz iiretimine etkisini incelemisler ve
optimal metanol konsantrasyonunu 1 g/L olarak tespit etmislerdir (Wu vd. 2011).
Metanol konsantrasyonunun online izlenmesini miiteakip etkili bir kontrol sistemi,
prosesin kararlilig1 ve tekrarlanabilirligi agisindan gerekli olan dnkosullardir (Potvin vd.
2012a). GAP promotoru kontroliinde glukoz ya da gliserol beslemesi ile yapilan
tiretimlerde ise ¢evrimdis1 analizlerle glukoz/gliserol konsantrasyonunun takip edilip puls
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seklinde substrat eklemesi yapilarak substrat konsantrasyonunun belli bir aralikta
tutulmaya calisildig1 ¢alismalar bulunmaktadir (Hu vd. 2008; Zhao vd. 2008; Kottmeier
vd. 2012).

Dolayh geribildirim kontrollii sistemler, belirli proses parametrelerin izlenmesi
ve besleme hizinin ayarlanmasi ile kontrol altinda tutulmasi esasina dayanir. Bu
parametreler arasinda ¢oziinmiis oksijen konsantrasyonu (CO), pH, sicaklik (T), cikis
gazindaki CO: konsantrasyonu (CER), solunum oram1 (RQ, CER/OUR), yan-iiriin
konsantrasyonu (etanol vb.) ve redox olarak siralanabilir.

Farkli besleme stratejilerin uygulandigi ve karsilastirildigr bircok calisma
bulunmaktadir. GAP promotoru kontroliinde lipaz enziminin iiretildigi bir caligmada
sabit-substrat, sabit-p ve sabit-pH stratejilerine gore besleme profilleri uygulanmis ve
sabit-p ve sabit-pH stratejilerinin birlikte uygulandigi proseste maksimum verimlilige
ulagilmistir (Zhao vd. 2008).

P. pastoris kiiltiirlerinde ulasilan ¢ok yiiksek hiicre yogunluguna bagli olarak,
kiiltivasyonda genellikle 2 ila 3 giin arasinda oksijen transferi sinirlamasi meydana gelir.
Oksijenin smirli hale geldigi asamada substrat beslemesi % CO degerini belli bir set
noktasinda tutacak sekilde ayarlanarak biyokiitle konsantrasyonu arttirilmaya devam
edilebilir (Ferreira vd. 2012). Insan angiostatin proteininin GAP promotoru altinda
tiretildigi ve gliserol besleme hizinin CO degerini %25-30 araliginda tutacak sekilde
ayarlandig1 bir ¢alismada 36 saatte 305 g/L hiicre yogunluguna ve 176 mg/L {iriin
konsantrasyonuna ulagilarak, AOX1 promotoru kontroliinde yapilan iiretimlerde elde
edilen maksimum degerlere ulasildigi kaydedilmistir (Zhang vd. 2007). rhlL-2-HSA
fiizyon proteinin GAP altinda iiretildigi ve glukoz beslemesinin CO degerini %25-40
arasinda tutacak sekilde ayarlandigi baska bir ¢alismada ise 60 saat sonunda 250 mg/L
iiriin konsantrasyonu elde edilmis ve biiyiik dl¢cekte uygulanabilirligi yiiksek olan basit
bir fermantasyon stratejisi olarak degerlendirilmistir (Guan vd. 2013).

MAT (metiyonin adenoziltransferaz) enziminin GAP altinda tiretildigi ve 5 farkli
stratejinin uygulandigi bir ¢alismada, gliserol ile %50, %25 ve %0 CO degerlerinde
substrat-kisitli ve ayrica 2 farkli puls stratejisi ile substrat-doygun kosullarda iiretim
yapilmistir. En yiiksek verim, gliserol konsantrasyonunu her yarim saatte bir yapilan
analizlerle 2 g/L seviyesinde tutacak sekilde puls beslemenin uygulandig stratejide elde
edilmistir. Bu durumun %?2 gliseroliin besiyerinin oksijen doyum degerini ve hacimsel
oksijen transfer katsayisini (kra) yiikselttigi ve dolayisiyla spesifik oksijen alim hizinin
(go2) ve spesifik gliserol tiiketim hizinin (gs) arttigr yorumu yapilmistir (Hu vd. 2008).

Bauman vd. (2008) hipoksik kosullarin P. pastoris’te rekombinant protein
tiretimine olan etkilerini inceledikleri ¢alismada GAP promotoru altinda 3 farkh
proteininin iiretimini, besleme hizinin hiicrelerin hipoksik kosullarda glukozda gelisirken
iirettigi etanol miktarim sabit tutacak sekilde ayarlanmasi ile gergeklestirmislerdir.
Biyoreaktorden ¢ikan havadaki etanol gazinin konsantrasyonu kontrol iinitesine bagh
olan bir gaz analizorii ile 6l¢iilmiis ve etanol konsantrasyonu hacimce %1°de sabit kalacak
sekilde besleme hizi kontrol edilmistir. Ug farkl1 protein iiretim susunda test edilen bu
iretim stratejisi, sabit-besleme stratejisi ile karsilastirildiginda spesifik tiretim hizin1 (qp)
3-6 kat arttirirken, proses siiresini 3 kat azaltmistir (Baumann vd. 2008). Ksilanaz tiretim
susunun hipoksik kosullarda gelisim ve tiretim kinetiklerinin belirlenmesi i¢in bu tez

17



KAYNAK TARAMASI S. YILMAZ

kapsaminda gergeklestirilmis olan yari-kesikli proseslerde uygulanan sabit-etanol
stratejisi i¢in bu ¢aligma temel alinmustr.

Besleme stratejileri tasarlanirken sayisiz olasilik ve zorluk derecesi arasindan
uygulanacak olan kombinasyonlarin se¢imi hiicrenin iiretim kinetigi hakkindaki bilgilere
bagli olmakla birlikte fermentasyon iinitesinin sahip oldugu izleme ve kontrol
tekniklerinin de gozoniinde bulundurulmasi gerekir.

2.5. Spesifik Gelisme Hizimin Rekombinant Protein Uretimine Etkisi

Spesifik gelisim hiz1 (u), P. pastoris’te rekombinant protein sekresyon kinetigi ve
tirlin kalitesi lizerine etkisi olan 6nemli parametrelerden biridir (Zhang vd. 2004; Wu vd.
2011). Spesifik iiretim hiz1 (Qp, Qarin Qkha - S&1) Ve p (sa ) arasindaki iliski, hiicre iginde
tirlin salgilanana kadar gerceklesen gesitli siiregler arasindaki dengeyi yansitir (genin
indiiklenmesi, ekspresyon, translasyon, protein katlanmasi ve endoplazmik retikulumda
degradasyon, katlanmis proteinin ER’in digina tasinmasi ve salgi mekanizmasindaki
birimler arasindaki trafik vb.). Ayni zamanda "iiretim kinetigi" olarak adlandirilan bu
iligkinin belirlenmesi {iretim stratejilerinin tasarimi i¢in ¢ok 6nemlidir (Barrigon vd.
2015). P. pastoris’le rekombinant protein {iretimi i¢in genis ve sistematik bir uygulama
deneyimi heniiz mevcut olmadigindan, gp Ve p arasindaki iliski 6ngoriilemez ve ampirik
olarak belirlenmelidir (Potgieter vd. 2010).

Uretim kinetiginin belirlenmesi igin, genel olarak, énceden belirlenmis farkli p
degerlerinde ¢ok sayida yari-kesikli fermentasyon (Kobayashi vd. 2000; Potgieter vd.
2010) veya siirekli fermantasyon (Jungo vd. 2006) gergeklestirilir. Yari-kesikli besleme
stratejileri (bir organik karbonun ve enerji kaynaginin biyoreaktore eklenmesi) genellikle
zamana bagli substrat ilavesinin (yani besleme profilinin) hizin1 tanimlayan matematiksel
fonksiyonlara dayanir (Sekil 2.6). Bu tiir stratejilerde, substrat 6nceden belirlenmis bir
hizda lineer, {istel ya da asamali olarak artan ya da azalan oranlarda eklenir.

Yari-kesikli proses boyunca hiicrelerin sabit bir spesifik gelisim hizinda
biiylimelerini saglamak i¢in besleme hizi, hiicre basina saatte eklenen substrat miktar
sabit kalacak sekilde iistel olarak arttirllmalidir ¢iinkii hiicreler de iistel olarak c¢ogalir
(Potgieter vd. 2009). Sabit-u stratejisi olarak da adlandirilan bu kontrol yonteminde,
substrat besleme hiz1 (F), sabit bir spesifik gelisme hizini teorik olarak siirdiirmek i¢in
kiitle dengesi denklemlerine gore hesaplanir (Cos vd. 2006b). Bu yaklasim basit hiicre
bliylime modellerine uygulanabilir ve sistem parametrelerinin ¢evrimici izlenmesini
gerektirmez. Bu metodun uygulanabilmesi igin proses siiresince Yxs degerinin sabit
oldugu varsayilir ve beslemenin baglatilacagi andaki hiicre konsantrasyonu (Xo, g/L) ve
reaksiyon hacminin (Vo, L) bilinmesi gerekir. Ustel artan besleme stratejisinde
biyoreaktore tanimli bir degere (umax ya da altinda bir p degeri) gore eklenen substrat
hiicreler tarafindan hemen kullanildigindan hiicreler sadece substrat miktarinin izin
verdigi olgiide biiyiiyebilir ve bu sekilde spesifik gelisim hizi kontrol edilmis olur (Zhang
vd. 2007). Bu strateji, proses siiresince biyoreaktor besiyerindeki substrat konsantrasyonu
0’a yakin olacagindan substrat-kisith strateji olarak da tanimlanabilir.
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Sekil 2.6. Yari-kesikli fazda uygulanan besleme profillerinin hesaplanmasi ve spesifik
gelisim profilleri

Protein iiretimi de dahil olmak tizere ¢ogu biyokimyasal siire¢, ya dogrudan ya da
dolayli olarak hiicre biiyiimesi ile iliskili oldugundan, spesifik gelisme hiz1 kontrold,
slireg optimizasyonu igin etkili bir strateji olarak kabul edilmektedir (Potvin vd. 2012b).
Proses siiresince sabit gelisme hizinin saglanmasi prosesin tekrarlanabilirligini arttirir ve
heterolog protein iiretimi {izerindeki gelisme hizina bagh etkilerin sistematik ¢calismasini
kolaylastirir.

P. pastoris’te AOX1 kontrollii iiretim siireglerinde, dogrusal olarak artan ya da
azalan, hiperbolik ya da ¢an egrisi gibi ¢ok farkli tiretim kinetikleri rapor edilmistir
(Zhang vd. 2005; Jungo vd. 2006; Potgieter vd. 2010). GAP kontrollii iiretimlerde ise,
spesifik protein {iretim hiz1 ile hiicresel biiyiime arasinda biiyiikk ¢ogunlukla pozitif
korelasyon tespit edilmistir (Sekil 2.7).

2.5.1. AOX1 kontrollii proseslerde iiretim Kinetigi

Zhang vd. (2000) AOX1 kontrollii tiretimler igin spesifik gelisme hiz1 (W), metanol
konsantrasyonu (S) ve spesifik metanol tiiketim hizi (gs) arasindaki iligkiyi tanimlayan
bir model gelistirmislerdir. Bu modelden hesaplanan maksimum spesifik gelisme hizi
(umax) 0,08 sat, 3,65 g/L'lik bir metanol konsantrasyonunda gerceklesmistir. Maksimum
rekombinant protein verimine ise, pmax degerinin yaklasik tigte biri kadar olan p degerinde
(0.0267 sal) ulasilmustir (Zhang vd. 2000). Ren vd. (2003) P. pastoris insan serum
albtimini (rHSA) ekspresyon susu igin stokiyometrik esitliklere dayanan, protein
tiretimini ve hiicre bilyiimesini tanimlayan bir makrokinetik model gelistirmistir (Ren vd.
2003). Bir sonraki ¢alismalarinda, bu modele dayanarak, p ile rHSA iiretimi arasindaki
iliskiyi incelemisler ve p degerini belirlenen bir degerde sabit tutmak i¢in dogrusal ve
iistel artan metanol besleme profillerinin bir kombinasyonunu uygulamislardir.
Calismada ayn1 zamanda, sabit-p kontrol stratejisinin, verimliligi en st diizeye
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¢ikarmada sabit besleme hizindan daha etkili oldugu ileri siiriilmiistiir (Ren ve Yuan
2005).

Sinha vd. (2003) metanolde hiicre biiyiimesini substrat-besleme denklemi ile
modellemisler ve P. pastoris fermentasyonunda substrat besleme stratejisinin,
rekombinant protein indiiksiyonu ve proteaz iiretiminin kontrol edilmesinde anahtar rol
oynadigini gostermislerdir. Ustel artan besleme stratejisi ile 0,02-0,04 sa™ araliginda 5
farkli p degerinde gergeklestirilen fermantasyonlar sonucunda optimal p degeri 0.025 sa
! olarak bulunmustur (Sinha vd. 2003).

Trinh vd. (2003), fare endostatininin P. pastoris’te iiretimi i¢in ti¢ farkli metanol
besleme stratejisini karsilastirmislardir. Ilk ydntem metanol konsantrasyonunu sabit
tutmak (% 0,3 v/v), ikincisi CO degerine gore metanol konsantrasyonu % 0,3 olacak
sekilde puls vermek, ii¢linciisii ise p degerini 0,02°de tutacak sekilde iistel artan besleme
stratejisi seklinde gergeklestirilen yari-kesikli fermentasyonlar sonucunda birim metanol
ve birim biyokiitle basina elde edilen {irliniin sabit-u stratejisinde digerlerine gore iki kat
daha yiiksek oldugu bulunmustur (Trinh vd. 2003).

Rekombinant galaktoz oksidaz tiretiminde yliksek ve diisiik p degerlerinde iistel
artan besleme stratejileri karsilagtirllmig ve diisik p degerlerindeki {istel beslenme
profilinin daha yiiksek verimlilik ve iiriin konsantrasyonuna yol agtigi bulunmustur. Bir
adim sonrasinda yapilan optimizasyon ¢alismasinda ise optimum p degeri 0,05 sa™ olarak
belirlenmistir (Anasontzis vd. 2014). Min vd. (2010) saxatilin iiretimini farkli p
degerlerinde gergeklestirmisler ve en yiiksek verimi ve spesifik iiretim hizini ortalama p
degerlerinde elde etmislerdir. Yiiksek p degerlerinde substratin daha cok biyokiitle
tiretmeye harcandigini ve protein sentezine daha az substrat kaldigi yorumunda
bulunmuslardir. Ayrica sabit besleme ve iki asamali besleme stratejilerini uygulamislar
ve once yiiksek p degerine gore belirlenmis iistel besleme stratejisini miiteakip diisiik p
degerini saglayan besleme profiline gecis yapmanin fermantasyon siiresini kisalttigi ve
maksimum verimlere ulasildigi sonucu ¢ikarilmistir (Min vd. 2010). Jacobs vd. (2010)
GM-CSF iiretiminde pmax degerinin %25, %50 ve %75 ve %100’iinde gerceklestirdikleri
tiretimlerde maksimum biyokiitle miktarina ve protein konsantrasyonuna sirasiyla %50
ve %25 pmax degerlerinde ulagsmistir (Jacobs vd. 2010). Barrigon vd. (2013) ti¢ farkli pu
degerinde (0,015 sa?l, 0,02 sa? ve 0,045 sal) R. oryzae lipaz (ROL) iiretimini
gerceklestirmisler ve en yiiksek enzim aktivitesi, hacimsel verim ve spesifik verimi 0,015
u degerinde elde etmislerdir (Barrigbn vd. 2013).

Sabit-p stratejisi, geribildirim kontrolii olmayan bir agik dongi kontrol
stratejisidir ve bu nedenle proses kararliligi acisindan bazi  zorluklarla
karsilagilabilmektedir. Baslangi¢ kosullarindaki degisiklikler ve proses degiskenlerindeki
bozulmalar substratin asir1 birikmesine neden olabilir. AOX1 kontrollii liretimlerde
metanol birikmesi olasiliginin 6niine gegebilmek i¢in tiretimler genellikle maksimum
spesifik tiretim hizinin altindaki p degerlerinde gerceklestirilir. Ayrica yapilan ¢aligmalar
birlikte degerlendirildiginde AOX1 kontrollii iiretimlerde verimlilik degerlerinin yiikselen
p ile birlikte diislise gectigi ve maksimum degerlerin genelikle diisiik p tiretimleride
(<0,02 sal) ulasildig1 goriilebilir (Cizelge 2.2).

20



KAYNAK TARAMASI S. YILMAZ

2.5.2. GAP promotoru kontrollii proseslerde iiretim kinetigi

GAP promotoru kontroliinde yapilan liretimlerde iiretim, hiicre gelisimi ile iliskili
olarak gerceklesir ve iiretim kinetikleri genellikle 0,02-0,19 sa degerleri arasinda
incelenmistir (Maurer vd. 2006a; Buchetics vd. 2011). Genellikle spesifik gelisim hizi
maksimum degerine ulagsana kadar artan p ile birlikte qp degeri de lineer ya da gelisim ile
orantili bir sekilde artar (Sekil 2.7). GAP kontrollii tiretimlerde maksimum verimlere
genellikle pmax degerlerine yakin p degerlerini saglayan besleme profilleri ile yapilan
tiretimlerde ulasilir (Calik vd. 2015). Bununla birlikte yiiksek p degerlerinde sekresyon
yolaklariin doygunluga ulastigini bildiren ¢alismalar da bulunmaktadir (Zhao vd. 2008).

Gp (Mg Gy ' 87)

T T T T T
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30

-1
n(s)
— O — Zhao vd 2008

— —- — Garcia-Ortega vd 2013
— — Garcia-Ortega vd 2016
Khasa vd 2007

—h—
—
—@— Rebnegger vd 2014

Sekil 2.7. GAP kontrolii altindaki farkli proteinlerin spesifik gelisim hizi (p) ve spesifik
tiretim hiz1 (qp) arasindaki iliski [nGM-CSF (Khasa vd. 2007), Fab fragmenti
(Garcia-Ortega vd. 2013, 2016), lipaz (Zhao vd. 2008) ve HSA (Rebnegger vd.
2014) proteinleri]

GAP kontrolii altinda angiostatin iiretimi i¢in strateji gelistirilen bir ¢alismada
oncelikle besleme i¢in en uygun karbon kaynag arastirilmis ve gliserol, anjiyostatin
sekresyonunda glukoz ve metanole gore daha iyi sonug vermistir. Hiicrelerin kesikli fazda
gliserolde gelistirildikten sonra yari-kesikli fazda gliserol soliisyonu ile farkli hizlarda

beslendigi ¢alismada en yiiksek verime en hizli besleme profilinde ulagilmistir (Zhang
vd. 2007).

Insan graniilosit makrofaj koloni uyarici faktériiniin (h\GM-CSF) P. pastoris GAP
kontrolii altinda ekspresyonu, Khasa vd. (2007) taratindan siirekli sistemde bir dizi tiretim
gerceklestirilerek incelenmistir. Besleme ¢ozeltisinin substrat konsantrasyonu etkisinin
de incelendigi ¢alismada ve en yiiksek substrat konsantrasyonundaki besleme soliisyonu
(4x) ile en yiiksek spesifik gelisme hizinda (0,2 sa) elde edilen hacimsel verimin (16,4
mg/L/sa) 1x besleme soliisyonu ile en diisiik hizda (0,025 sat) elde edilen verimden (0,4
mg/L/sa) 40 kat daha fazla oldugu bulunmustur. GAP promotoru ile iiretim yapilirken
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iiriin olusumunun biiylime-baglantili dogasin1 daha net ortaya koymak i¢in spesifik
gelisme hizlarindaki spesifik {iriin olusum hizlar1 hesaplanmis, p arttikca qp degerlerinin
arttig1 tespit edilmis, tiriin olusumu ve gelisme hiz1 (seyreltme orani) arasinda gii¢lii bir
iliski oldugu rapor edilmistir (Khasa vd. 2007).

Maurer vd. (2006) P. pastoris X33 GAP promotoru altinda Fab fragmenti 2F5
hiicre dis1 tretimi i¢in yari-Kesikli fermentasyon modeli gelistirmek iizere yaptiklari
calismada siirekli kiiltiirde 0,0086 sa™ ve 0,2 sa™ araliginda farkli diliisyon oranlarinda
(D, sal) qgp degerlerini elde etmisler ve diliisyon orani, yani p arttikca qp degerinin
artigin1 gdstermislerdir. Yari-kesikli proses i¢in hacimsel verimliligi (Qp, mg L™ sa?)
maksimize etmek icin gelistirdikleri modelde ise optimum besleme profili {istel ve lineer
artan iki boliimden olusmustur. {1k boliimde spesifik gelisim hiz1 pmax (0,2 sat) degerinde
sabit kalirken, beslemenin lineer arttigi ikinci boliimde p giderek azalir (Maurer vd.
2006D).

Zhao vd. (2008) GAP kontroliinde lipaz iiretimi i¢in farkli spesifik gelisme
hizlarinda (0,10, 0,15, 0,20 ve 0,25 sa) iiretimler gergeklestirmislerdir. Maksimum hiicre
yogunlugu ve lipaz aktivitesine 0,25 p degerinde ulasilirken (sirasi ile 447 g/L ve 2.302
IU/ml), hiicresel verim (Ypx) ve spesifik iiretim hiz1 (gp) 0,15 p degerinde en yiiksek
degerine ulagsmis ve en diisiikk gp degeri maksimum p degerinde elde edilmistir (Zhao vd.
2008). Bu sonug, GAP kontroliinde her zaman yiiksek gelisim hizinin yiiksek verimlilikle
sonuglanmayabilecegi, yliksek lipaz aktivitesinin nispeten diisiik hiicre biiyiime
hizlarinda da elde edilebilecegini ortaya koymustur.

Spesifik gelisme hizinin insan antijen baglayici fragman (Fab) tiretimi tizerindeki
etkisinin stel beslenme stratejisi uygulanarak degerlendirildigi bir ¢alismada glukoz
lizerinde ii¢ spesifik bilyiime orani arastirilmistir (0,05 sa?, 0,1 sa* ve 0,15 sal). En
yiiksek hacimsel verimlilik 0,15 sa™'de elde edilmesine ragmen tiim gelisim hizlarinda
toplamda benzer tiriin miktarlar1 elde edilmistir (Garcia-Ortega vd. 2013). Ayni grup
tarafindan daha sonra yapilan bagka bir ¢alismada, siirekli sistemde Fab iiretimine 0,025
salile 0,15 sa! arasinda degisen spesifik gelisim hizlarmn etkisi arastirilmistir. Spesifik
gelisim hizi arttik¢a Fab {iretim oraninin sabit bir sekilde arttig1 tespit edilmistir. Ayrica,
ilging bir sekilde, iistel besleme sirasinda kisa karbon aglik donemlerinin uygulanmasinin
Fab iiretimini arttirdig1 tespit edilmistir. Ozellikle, 90 dakikada bir 30 dakikalik aclik
siiresi, standart islemle karsilastirildiginda Fab iiretiminin %44,8 oraninda artmasina
neden olmustur. Bu stratejinin Fab'in salgilanmasina faydali olan mekanizmasinin aglik
boyunca glikolitik yolaklarin upregiilasyonuna bagli olabilecegi yorumu yapilmistir
(Garcia-Ortega vd. 2016).

GAP kontrollii tiretimlerde yiiksek performansli proses tasarlarken maksimum
hiza yakin degerlerde gelisimi kontrol etmek ilk bakista mantikli goriinse de, gelisimi
hizli baslatip prosesin ilerleyen zamanlarinda azalan bir sekilde kontrol etmekle de
yiiksek verimliliklere ulasildigi gortilmustiir (Maurer vd. 2006b). GAP kontrollii tiretimde
genel {iretim kineti8i trendinden uzak sonuclarin elde edildigi enterokinaz iiretilen baska
bir ¢caligmada, hiicreler yiiksek hizda gelisirken enterokinaz enzim aktivitesi ¢ok diisiik
degerlerde (1 U/ml’den daha az) tespit edilmistir. Bir tesadiif sonucu hiicreler durgun faza
ulastiginda yani yiiksek hiicre yogunlugu, inhibe edici metabolitlerin birikimi veya bazi
besin maddelerinin tiikenmesi nedeniyle hiicrelerin biiyiimesi ¢ok yavasladiginda
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enzimatik aktivite ¢ok onemli Ol¢lide artmistir. Yogun biiylime sirasinda heterolog
enterokinaz ekspresyonu ile hiicrenin fizyolojik siireclerinin arasinda bazi yarigmalarin
oldugu hipotezi 6ne siiriilmistiir (Melicherova vd. 2017). Ayrica yiiksek p degerlerinde
yapilan iiretimlerde, hiicre gelisimi hizli oldugundan sistemin sinirlarima da ¢ok hizl
ulasilir. Bu nedenle GAP-kontrollii {iretimlerin diisiik spesifik gelisim hizlarinda da (<0,1
sa’l) iiretimini arttirmaya yonelik sus miihendisligi ¢calismalar1 yapilmaktadir (Buchetics
vd. 2011).

253. GAP ve AOX1l kontrollii proseslerin iiretim Kinetigi acisindan
karsilastirilmasi

P. pastoris ekspresyon sisteminde promotorun ve iiretilen proteinin, iiretim
kinetigine etkisinin anlagilmasi bakimindan literatiirdeki {iretim kinetikleri belirlenmis
olan proteinlerden iki tanesi (Fab-fragmenti ve serum albiimin proteinleri) temsilci olarak
secilerek farkli galigmalardaki veriler Sekil 2.8’de biraraya getirilmistir (Looser vd.
2014). GAP promotoru altinda tiretimleri yapilan anti-HIV antikoru 2F5'in Fab fragmenti
(Maurer vd. 2006b) ve insan antikoru 3H6'nin Fab fragmentinin (Buchetics vd. 2011)
stirekli proseste glukoz beslemesi ile yapilan tretimlerinden elde edilen gp verileri
karsilagtirilabilir bulunmustur (Sekil 2.8.A). GAP promotorunun kontrolii altinda
gerceklesen her iki hiicre-disi tiretimin hiicre gelisimi ile olan iligkisi hiperbolik bir trend
gostermistir. Bu bulgularin tam aksine metanol beslemesi ile AOX1 kontrolii altinda
gerceklestirilen glikozile antikorun (agir ve hafif zincirli IgGl) iretiminde gp ile p
arasinda negatif iliski oldugu tespit edilmistir (Potgieter vd. 2010). Metanoliin substrat
olarak kullanildigi antikor {iretimlerinde, GAP kontroliinde iiretilen Fab fragmentlerine
gore ¢ok daha diigiik gelisim hizlarinda maksimum spesifik iiretim hizlarina ulagilmistir.
Serum albiimin i¢in de ayni sekilde metanol ve glukozla yapilan tiretimlerde farkli tiretim
kinetikleri tespit edilmistir (Sekil 2.4.B). AOX1 kontroliinde yapilan iiretimlerde gelisimle
ters orantili iretim verimlilikleri elde edilirken (Kobayashi vd. 2000) GAP kontroliinde
glukoz ile yapilan iiretimlerde gelisimle pozitif orantili iirlin olusumu rapor edilmistir
(Rebnegger vd. 2014) (Cizelge 2.2).

Bu iki Ornek proteine ait verilerden anlasildigi lizere benzer ya da aym
rekombinant proteinler kullanilan promotora (AOX1 ya da GAP) ya da proses
parametrelerine gore farkli tiretim kinetiklerine sahip olabilmektedir. Esas olarak farkl
proteinlerin ayni tasarima sahip suslarda ve ayni kiiltiir kosullar1 altinda (yani, promotor
ve substrat kombinasyonu) yapilan {iretimlerde iiretim kinetikleri daha fazla benzerlik
gostermistir (Sekil 2.8). Bu nedenle, heniiz karakterizasyonu yapilmamis suslar igin
proses gelistirirken, uygulanacak olan substrat ve strateji kombinasyonuna kullanilan
promotora ve sus Ozelliklerine gore karar verilmelidir.
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Sekil 2.8. AOX1 ve GAP kontrollii ekspresyonlarin iiretim kinetikleri. Hiicredis
tiretilen antikor/Fab fragmentleri (A) ve insan serum albiimininin (B)
yaymlanmis {iiretim kinetikleri. AOX1 promotoru altinda metanol ile
tiretilenler (bos semboller) ve GAP promotoru altinda glukoz ile tiretilenler
(siyah semboller). (o) Potgieter vd. 2010, (¢) Yamawaki vd. 2007, %10 sabit-
CO, (o) Yamawaki vd. 2007, 3,9 g/L sabit-metanol, () Maurer vd. 2006, (a)
Buchetics vd. 2011, (A) Kobayashi vd. 2000, (=) Rebnegger vd. 2014 (Looser

vd. 2014).

AOX1 kontrollii protein tretimlerinde {irtin olusum kinetigi GAP-kontrollii
tiretimlerden farkli olarak genellikle ¢can seklinde bir egilim sergiler. Simdiye kadar, farkli
ekspresyon sistemleri arasindaki sekresyon kinetigi agisindan farkliliklara neden olan
faktorler tam olarak aydinlatilabilmis degildir. Hiicreler metanolde gelisirken, P.
pastoris'in fizyolojisinde, metanol metabolizmasinda yer alan proteinlerin kuvvetli
upregiilasyonu, aminoasit sentez hizindaki artig, daha yiiksek translasyonal aktivite gibi
onemli degisiklikler meydana gelir (Russmayer vd. 2015). Spesifik gelisim hiz1 arttikca
tiretim hizinin azalmasi, rekombinant proteinin promotor ve gen kopya sayisina bagh
olarak c¢ok yiiksek ifadesi nedeniyle sekresyon yolunun doygunlugu ya da dogrudan
metanol ile iliskili olabilir. Metanoliin yiiksek konsantrasyonlar1 hiicrelere toksik hale
gelir ve bu durumun yiiksek gelisim hizlarinda protein sekresyonu iizerinde bir etkisi
olabilir (Ren ve Yuan 2005). Karakterizasyonu yapilmamis bir sus i¢in proses tasarimi
yapilitken AOX1 kontrolli iiretimlerde yari-kesikli fermantasyonlar pmax degerinin
strasiyla %30’u, %50’si ve %10°u degerlerinde sabit olacak sekilde uygulanan iistel
beslemeler ile gergeklestirilebilir. Yiiksek verimlilik degerlerine ulasmak i¢in 6ncelikle
diisiik spesifik gelisim hizlar1 (<0,04 sa?) tercih edilebilir. GAP kontroliindeki
tretimlerde ise %25, %50, %75 ve umax degerlerinde yari-kesikli 4 fermantasyon ile
tiretim kinetigi verileri elde edilebilecegi onerilmektedir (Looser vd. 2014).

Genel olarak, her rekombinant protein igin uygulanabilecek bir ekspresyon
sistemi ve optimum bir yetistirme stratejisi olmadigi, neredeyse her iiretim
optimizasyonunun bireysel yaklasimina ihtiya¢ duydugu ve en uygun iiretim kosullarinin
cogu durumda ancak deneysel olarak tespit edilebilecegi bilinmektedir.
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Cizelge 2.2. AOX1 ve GAP promotoru altinda iistel besleme (sabit-p) stratejisi ile gergeklestirilen stirekli ve yari-kesikli proseslerin tiretim
kinetigi verileri

. Besleme N n u(gpmax) germax

Uriin Promotor Substrat stratejisi Kinetik (sad) (sa)) (rlnj]//g) Ref

Fab fragment 3H6 GAP Glu Siirekli Gelisimle pozitif 0,02-0,19 0,19 0,05 (Buchetics vd. 2011)
korelasyon

Fab fragment anti-HIV GAP Glu Siirekli Geligimle pozitif 0,02-0,19 0,19 0,049 (Maurer vd. 2006b)

antikoru 2F5 korelasyon

Lipaz GAP Glu Yari-kesikli Can seklinde 0,10-0,25 0,15 84,0x103 (Zhao vd. 2008)

Fab fragment GAP Glu Yari-kesikli Gelisimle pozitif 0,05-0,15 0,15 35,2x10°® (Garcia-Ortega vd. 2013)
korelasyon

Fab 2F5 GAP Glu Stirekli Geligimle pozitif 0,025-0,15 0,15 47x103 (Garcia-Ortega vd. 2016)
korelasyon

hGM-CSF GAP Glu Siirekli Geligimle pozitif 0,02-0,20 0,20 0,49 (Khasa vd. 2007)
korelasyon

HSA GAP Glu Stirekli Gelisimle pozitif 0,015-0,15 0,15 0,17 (Rebnegger vd. 2014)
korelasyon

Antikor 1gG1 AOX1 M Yari-kesikli Can seklinde 0,003-0,03 0,014 0,17 (Potgieter vd. 2010)

Insiilin precursor AOX1 M Yari-kesikli Can seklinde 0,003-0,023 0,016 0,1 (Hang vd. 2008)

GM-CSF AOX1 Glu Yari-kesikli Gelisimle negatif 0,015-0,062 0,015 179* (Jacobs vd. 2010)
korelasyon

interferone AOX1 M Y ari-kesikli Can seklinde 0,02-0,04 0,025 22,7 (Sinha vd. 2003)

insan serum albumini AOX1 M Yari-kesikli Gelisimle negatif 0,002-0,027 0,002 0,26 (Kobayashi vd. 2000)
korelasyon

Saxatilin AOX1 M Yari-kesikli Geligimle negatif 0,004-0,021 0,004 0,023 (Min vd. 2010)
korelasyon

scFV fragment AOX1 M Siirekli Can seklinde 0,009-0,05 0,02 0,12 (‘Yamawaki vd. 2007)

A-galaktosizdaz AOX1 M Yari-kesikli Can seklinde (kompleks)  0,0015-0,06 0,03 0,42 (Zhang vd. 2005)

Chymotrypsinogen B AOX1 M Siirekli Gelisimle pozitif 0,04-0,08 0,08 0,24 (Curvers vd. 2001)
korelasyon

Avidin AOX1 M Stirekli Geligimle pozitif 0,03-0,12 0,12 0,03 (Jungo vd. 2006)
korelasyon

*Verilen diger degerlerden hesaplama yapilarak bulunmus degerlerdir.
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2.6. Normoksik ve Hipoksik Kosullarda Rekombinant Protein Uretimi

Biyoproses dizayni yapilirken hem ekonomik hem de teknik kosullarin gézéniinde
bulundurulmasi gerekir. Yiiksek hiicre yogunluguna sahip iiretimler, biyokiitlenin
fermantasyon sonrasi islemlerde ayristirilmasi gibi zorluklar beraberinde getirir (Meyer
vd. 2016). Ayrica yiiksek hiicre yogunlugunda gergeklestirilen biiyiik 6l¢ekli tiretimlerde
(>130 g/L kha), 6zellikle oksijen transferi en 6nemli kisitlayici faktorlerden biri haline
gelir (Baumann vd. 2008).

Oksijen, maya dahil tiim 6karyotik hiicrelerde bir¢ok biyokimyasal reaksiyon i¢in
kritik 6neme sahiptir. Molekiiler oksijen, solunum yolagindaki en son elektron alicisi
olarak gorev yapar. Ayrica oksijene, hiicre i¢indeki steroller ve doymamis yag asitleri
gibi metabolitlerin sentezi i¢in ihtiya¢ vardir. Oksijen kisitlanmasina uyum saglamak
hiicrelerin hayatta kalmasi i¢in gerekli olmakla birlikte ayni zamanda hiicrede énemli
metabolik, fonksiyonel ve yapisal degisiklikleri beraberinde getirir. Hiicrelerin
kullanabilecegi oksijen miktar1 azaldiginda solunum hizli bir sekilde diiser, karbon
kaynagimin fermentatif disimilasyonu i¢in metabolizma yeniden programlanir. Bu
metabolik degisiklikler ve ayarlamalar bazi metabolitler (P. pastoris’te etanol ve arabitol)
hiicredisina salgilandigindan kolayca tespit edilebilir (Carnicer vd. 2009). Ozetle, oksijen
kisitlamasi, hiicrelerin metabolik akilarini hiicresel solunumdan fermantasyona yeniden
ayarlamasini gerektirerek, hiicrenin gelisimi, protein iretimi, hiicrenin igerisindeki
redoks reaksiyonlar1 ve proteinin katlanmasi gibi bir dizi olay1 etkiler (Delic 2012).

Pichia pastoris'in oksijen gereksinimi kullanilan hangi karbon kaynaginda
gelistigine gore degisiklik gosterir. Metanoliin molekiiler oksijen ile oksidasyonu, hem
enerji iiretimi hem de karbon asimilasyonunun ilk basamagidir. Metanoliin tek karbon
kaynagi olarak kullanildigt AOX1 promotoru altinda yapilan {iretimler tamamen aerobik
olarak gergeklestirilir ve ¢6ziinmiis oksijen konsantrasyonu (CO) sabit karistirma hizinda
%20-30 araliginda tutulmaya calisir. Prosesin ilerlemesi ve artan hiicre yogunlugu ile
birlikte artan oksijen talebini karsilayabilmek icin sisteme gerektiginde hava ile
karistirilarak saf oksijen gaz1 verilmektedir (Lee vd. 2003).

Glukozun karbon kaynagi olarak kullanildigi GAP promotoru altinda yapilan
tiretimler i¢in de %20-30 araliginda ¢oziinmiis oksijen seviyeleri uygulanmakta, liretim
optimizasyonlari ¢ogunlukla aerobik kosullarda gergeklestirilmektedir. Bununla birlikte,
hem AOX1 (Trentmann vd. 2004; Charoenrat vd. 2005) hem de GAP kontrollii
tiretimlerde (Baumann vd. 2008) oksijen kisitlamasmnin verimlilik tizerine olumlu
etkilerinin oldugunun kesfedilmesi ile birlikte, hipoksik kosullarin hiicre gelisimi,
substrat kullanim1 ve iiretim kinetigine olan etkisinin her yoniiyle aydinlatilabilmesi i¢in
sistematik ¢aligsmalar yapilmaya baslanmustir.

Rekombinant protein ekspresyonu ATP gerektiren ¢ok asamali bir metabolik
sliregtir. Bu nedenle kiiltiir ortamindaki oksijen seviyesinin normoksik atmosferik
seviyelerden (%20 CO) hipoksi seviyelerine (~%0 CO) azalmasi ile hiicrelerin
fermentatif metabolizmaya gecis yapmasi ve boylelikle protein sentezinin ve hiicredisina
salgilama mekanizmasinin bir sekilde etkilenmesi beklenir.
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Tek zincir antikor (scFv) proteininin AOX1 promotorunun kontroliinde substrat-
doygun sartlarda iiretilirken farkli oksijen degerlerinin denedigi ¢alismada, ortama saf
oksijen verilmedigi ve CO degerinin 0’lara kadar diismesine izin verildigi durum, oksijen
takviyesi yapilarak CO degerinin % 40’larda tutulmaya calisildigi duruma gore daha
stabil bir {iretim siireci ve 65 saatlik prosesin sonunda daha fazla {iriin (oksijen-kisitlida
1065 mg iken oksijen beslemelide 688,5 mg liyofilize scFv) elde edilmesi ile
sonuclanmistir. Oksijen-kisitli prosesin sonunda daha az substrat harcanarak daha az
hiicre yogunluguna ulasildigindan (357 g yha/L) hiicre basina iiretilen protein miktari
(374 mg/kg) oksijen beslemeli stratejide ulasilan degerin (170 mg/kg) 2 katindan fazla
gerceklesmistir (Trentmann vd. 2004).

Rekombinant -glukozidaz enziminin AOX1 promotoru altindaki tiretiminin yari-
kesikli fazinda; oksijen-kisith ve substrat-kisith iiretim stratejilerinin karsilagtirildig: bir
calismada oksijen kisitlamasina gidilmesinin hiicre gelisimini smnirladigi, boylelikle
ortamda yiikksek metanol konsantrasyonunun saglandigi ve AOX1 promotorunun daha
fazla tetiklendigi, oksijen transfer hizinin arttig1 ve dolayisiyla enzim iiretiminin arttig1
gosterilmistir (Charoenrat vd. 2005). Hiicrelerin canliligi her iki strateji igin de %90-95
araliginda benzer bir sekilde gerceklesmis, ayrica hiicre digina salgilanan toplam protein
kisith oksijen stratejisinde daha az oldugundan % 64 daha saf enzim elde edilmis ve
tiretim sonrasi saflagtirma asamalarinda ¢ok biiyiik bir avantaj saglanmistir (Charoenrat
vd. 2005).

Khatri ve Hoffmann (2006) oksijen kisitli kogullarda metanol konsantrasyonunun
tek-zincir antikor fragmenti (scFv) tretimini ¢ok giicli bir sekilde etkiledigini
gostermislerdir. Oksijenin yoklugunu dengelemek, protein iiretimini tamamen tetiklemek
ve ayn1 zamanda biyokiitle olusumunu azaltmak icin yiiksek metanol konsantrasyonuna
gerek vardir. %0,3, %1 ve %3 metanol konsantrasyonlarinda yapilan oksijen-kisith
iiretimlerde sirasiyla 60, 150 ve 350 mg/L {iriin konsantrasyonlarina ulagilmistir. Oksijen
verilerek yapilan iretimlerde ise metanol konsantrasyonu firiin konsantrasyonunu
etkilememistir  (300-400 mg/L). Oksijen kisith sartlarda yiiksek metanol
konsantrasyonunda elde edilen iirlin konsantrasyonu, oksijen verilerek yapilan
uretimlerdeki kadar yiiksek bulunmustur. Bu iiretim stratejisinin en biiyiik avantaji
proseste oksijenin kullanilmamasi olarak belirtilmistir (Khatri ve Hoffmann 2006).

Hiicrelerin  metanolde gelismesi aerobik bir proses oldugundan oksijen
limitasyonu ortama verilen metanolden bagimsiz olarak hiicre gelisiminin siirlanmasi
ile sonuglanir (Charoenrat vd. 2005). Glukozun substrat olarak kullanildigi GAP kontrollii
tiretimlerde ise oksijen kisitlamasi substrat tiiketimini kisitlamaz, hiicrenin alternatif bir
metabolik yola gegerek yan-iiriin (etanol ve arabitol) olusturmasini saglar (Carnicer vd.
2009). GAP promotoru altinda yapilan rekombinant protein iiretimi esnasinda oksijen
kisitlamasina gidilmesinin (hipoksik sartlarda) protein tiretimini arttirdigini gosteren ilk
calisma Baumann vd. (2008) tarafindan yapilmistir. Kemostat c¢aligmalarinda
biyoreaktore giren havanin oksijen konsantrasyonunun Nz gazi ile kanistirilarak
ayarlanmasi ile normoksik (%21), oksijen-kisitli (%11) ve hipoksik (%8,4 ve %5,9)
sartlar olusturulmustur. Oksijen-kisith ve hipoksik sartlarda %CO konsantrasyonu 0 iken,
normoksik sartlarda %45’lerde seyretmistir. OKksijen-kisitli  kosullarda, reaksiyon
stvisinda % CO konsantrasyonu 0lgiilebilir oranlarin altinda kalmasina ragmen hiicreler
tam aerobik glukoz metabolizmasini gergeklestirebilirler. Hipoksik kosullarda ise sartlar
metabolizmanin fermantatif yolaga kaymasina neden olmus, biyokiitle miktar1 azalmis ve
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onemli seviyelerde etanol (%0,582) olusmustur. Hipoksik kosullarda beklenmedik bir
sekilde spesifik liretim hizinda (gp) bir artis gdzlenmesi ile proses verimini arttirmak
tizere yari-kesikli {iretim Sistemleri i¢in hipoksik bir protokol gelistirmislerdir.
Fermantatif metabolizmay1 belli bir seviyede kontrol altinda tutmak igin hipoksik
kosullarda hiicreler tarafindan glukozdan iiretilen etanolii sabit tutacak sekilde
geribildirim kontrollii bir besleme stratejisi uygulamislardir. Etanol biyoreaktoriin ¢ikis
gazindan Sl¢iilmiis ve glukoz soliisyonunun besleme hizi ayarlanarak %1 degerinde sabit
tutulmustur. Uretim verileri normoksik kosullarda sabit beslemeli standart protokoliin
uygulandig tiretim ile karsilastirildiginda hipoksik kosullarin spesifik verimi arttirdig,
ve hacimsel verimi (Qp) iki katina ¢iktig1 rapor edilmistir (Baumann vd. 2008).

Ayni grup tarafindan gergeklestirilen miiteakip ¢aligmada, oksijenin rekombinant
P. pastoris fizyolojisine etkisi transkriptomik, proteomik, metabolik aki1 ve metabolomik
verilerinin birlestirilmesi ile incelenmistir (Baumann vd. 2010). Bu ¢alismada hipoksik
kosullarda glikoliz ve oksidatif olmayan pentoz fosfat (PPP) yolaklarimin
transkripsiyonel indiiksiyonunun yanisira TCA dongiisiiniin baskilandigi ortaya
koyulmustur. Hiicrelerin makromolekiiler ve elementsel analizlerinin yapilmasi ile
normoksia’dan hipoksia’ya dogru gidildik¢e toplam protein igeriginin (6zellikle hiicre
dis1 protein) ve toplam lipid miktarinin arttig1 (triasilgliseritlerin relatif miktarlar artarken
ergosterolde azalma), karbonhidrat miktarinin ise azaldigi rapor edilmistir (Carnicer vd.
2009).

S. cerevisiae (Crabtree pozitif) ve P. pastoris (Crabtree negatif) gen ekspresyon
profillerinin, GAP promotoru altinda rekombinant protein (Fab3H6) iireten kemostat
kosullarinda ii¢ farkli oksijenasyon kosulu (normoksik, kisitli-oksijen ve hipoksik) i¢in
karsilastirmali analiz edildigi bir sonraki ¢alismada crabtree negatif ve crabtree pozitif
mayalarin oksijen mevcudiyetine farkli adaptasyon tepkileri verdigi ortaya koyulmustur.
Oksijen  miktarmin, hiicrenin  ergosterol  biyosentezini, merkezi karbon
metabolizmasim ve 6zellikle katlanmamis protein cevabi1 (UPR) basta olmak {izere
stres tepkilerini giiclii bir sekilde etkiledigi gosterilmistir. Calismada diisiik oksijen
seviyelerinin S. cerevisiae mayasinin transkriptomunu P. pastoris’e gore daha az
etkiledigi gosterilmis ve bu durumun oksijen kisitlamasina karst S. cerevisiae’nin
toleransinin ve fermentasyon kapasitesinin daha yiiksek olmasindan kaynaklandigr ileri
stirilmiistiir (Baumann vd. 2011).

Baz1 sonuglar 6zellikle degisen lipid metabolizmasinin (ergosterol biyosentezi ve
membranin yeniden modellemesi) protein sekresyonunu etkileyebilecegini gostermistir.
Hipoksik kosullarin, rekombinant protein sekresyonunu onemli 6l¢iide arttirdigr P.
pastoris’te lipid metabolizmasinda da ¢ok belirgin yeniden yapilanmalara yol agmasi, sus
miihendisligi icin yeni genlerin hedef gosterilmesini saglamistir (Baumann vd. 2010).
Lipid metabolizmasi, UPR ve protein sekresyonu arasindaki iliskilerin daha iyi
anlagilabilmesi i¢in rekombinant P. pastoris susunun hipoksik kosullarda lipidom
analizleri yapilmistir. Lipid kompozisyon analizlerinin daha 6nceki transkriptom veri
setleri ile birlestirilerek degerlendirilmesi ile oksijen kisitlamasinin lipid
metablizmasinda yol ac¢tig1 yeniden modellemelerin agiklanmasi saglanmistir. Oksijen
oranindaki diisme ile birlikte hiicrelerin membran kompozisyonlarini sterol ve
sifingolipid oranlarin1 degistirerek ayarladiklar1 gosterilmistir. Kemostat kosullarinda
gerceklestirilen ¢aligmada hipoksik sartlar Fab konsantrasyonunda (mg/L) ve spesifik Fab
{iretim hizinda (qp, MQrab Okha S3°1) 2 kat artisa yol agmistir (Adelantado vd. 2017).
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Hipoksik sartlarin P. pastoris rekombinant protein iiretimine etkisini inceleyen
calismalarin bir tanesi hari¢ (Baumann vd. 2008) tamami kemostat sisteminde giris
havasinin oksijen konsantrasyonlarinin belli degerlere ayarlanarak sisteme verilmesi
seklinde besleme hizi sabit (D = 0,1 sa™) olarak gerceklestirilmistir (Carnicer vd. 2009;
Baumann vd. 2010, 2011; Adelantado vd. 2017). Yari-kesikli sistemde gergeklestirilen
hipoksik tiretim protokoliiniin olusturuldugu tek ¢alismada ise etanol degeri %1°de sabit
tutulacak sekilde geribildirimli besleme stratejisi uygulanmis ve karsilastirmalar sabit-
besleme stratejisinin uygulandig standart protokole gére yapilmustir.

Bu doktora tezi ¢alismasi kapsaminda farkli hipoksi seviyelerinin rekombinant P.
pastoris susunun yari-kesikli tiretim kinetigini nasil etkiledigi ilk kez arastirilmistir.
Oksijen kisitlamasina gidildiginde hiicreler tarafindan glukozdan iretilen etanol
konsantrasyonlarinin farkli degerlerde sabit kalmasini saglayacak sekilde geribildirim
kontrollii besleme yapilarak farkli hipoksi kosullart olusturulmus ve gerceklestirilen
iiretimlerin hiicre gelisim ve tiretim kinetik parametreleri hesaplanmaistir.

Ayn1 zamanda, spesifik gelisim hizinin {iretime olan etkisinin arastirilmast i¢in
farkli p degerlerinde tretimler gergeklestirilmistir. Hipoksik tiretime atfedilen
avantajlarin gergek boyutlarinin belirlenebilmesi i¢in normoksik kosullardaki en verimli
tiretim prosesi ile hipoksik tiretimlerin karsilastiritlmas: yapilmaistir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Cahsmada Kullanilan Uretim Susu

Calismada, rekombinant Aspergillus niger ksilanaz enzimini (XylB), yapisal GAP
(gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz) promotoru (pGAP) kontroliinde, PIR sinyal sekansi
altinda hiicre dis1 tireten, zeosin direng genine sahip P. pastoris X33 (yabanil) tiretim susu
(X33 pGAPZ-PIR-Ksi) kullanilmistir. Kullanilan iiretim susu BAP B Tipi Arastirma
Projesi (No: 2012.01.0200.003) kapsaminda laboratuvarimizda gelistirilmistir. Susun
nasil elde edildigi asagida 6zetlenmistir:

A. niger Ksilanaz B geni (DQ174549.1) GenSCript (Piscataway, NJ) tarafindan
sentezlenmis ve liyofilize olarak pUC57 plazmidi tizerinde (pUC57-KSL) elimize
ulagmistir. Plazmit, tretici firma talimatlar1 dogrultusunda sulandirilmig ve E. coli
XL1-Blue hiicrelerine transform edilerek donmus kiiltiirleri hazirlanmis ve -80 °C'de
muhafaza edilmistir.

Hiicre dis1 ksilanaz iiretim klonu igin olusturulan pGAPZ-PIR1-KSL ekspresyon
vektorliniin elde edilmesi icin Oncelikle PIR1 geninin yalnizca sekresyon sinyal
sekansi PZR ile amplifiye edilmistir. X33 genomik DNA’s1 kalip olarak kullanilmas,
PIR1FSful  (5’-TATTCGAAACGATGTACAGGAACTTAATAATGC-3%)  ve
PIR1IREcoRI (5’-GGGAATTCTCTCTTAATCTTGTCGGCATC-3") primerleri ile
cogaltilan fragmentin Sful ve EcoRI enzimleri ile kesilerek pGAPZA vektoriine
ligasyonu yapilmistir. pGAPZ-PIR1 olarak adlandirilan bu vektére, pUC57-KSL
plazmidinden EcoRI ve Notl enzimleri ile kesilerek agaroz jelden izole edilen
Ksilanaz geninin ligasyonu yapilarak pGAPZ-PIR1-KSL ekspresyon vektorii elde
edilmistir.

Elde edilen ekspresyon vektorii E. coli hiicrelerine aktarilmis, zeosinli plakalardan
secilimi gerceklestirilen klonlarin plazmit izolasyonlar1 yapilmis ve restriksiyon
analizi ile vektorlerin dogrulamasi yapilmustir.

P. pastoris X33 elektro-kompetent hiicreler Wu ve Letchworth (2004) tarafindan
kullanilan metoda gére hazirlanmistir. Ekspresyon vektorii pPGAPZ-PIR1-KSL Avrll
restiriksiyon enzimi ile lineer hale getirilmis, elektro-kompetent P. pastoris X33
hiicrelerine elektroporasyon (Eppendorf-2510) teknigi ile transformasyonlar
yapilmistir. Transformant hiicreler farkli zeosin konsantrasyonlar1 (50, 100, 500, 1000
pg/ml) iceren YPD (%1 maya ekstrakti, %2 pepton, %2 glukoz, %1,5 agar)
plakalarina ekilerek ve 30°C’de 2-3 giin inkiibe edilmistir. 3 giinliik inkiibasyondan
sonra olusan koloniler arasindan 17 adet klon segilmistir. Se¢ilen klonlara YPDS
plakalarda teke diisiirme ¢izimleri yapilmistir. 3 gilinliik inkiibasyon sonrasinda olusan
kolonilerden -80 stok kiiltiirleri hazirlanmistir. Bu tez kapsaminda kullanilmak tizere
calkalamali erlende yapilan ekspresyon caligmalar1 sonucunda en yiiksek ksilanaz
aktivitesini veren klon (X33 pGAPZ-PIR-Ksi#6) se¢ilmistir.

3.2. Hiicre Bankasinin Hazirlanmasi

Ana stok kiiltiirden (-80°C'de muhafaza %25 gliserol igeren kiiltiir) YPD plakalara

tek koloni diisiirecek sekilde ¢izim yapilmis ve 28°C inkiibatérde 3 giin gelistirilmistir.
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Olusan tek kolonilerden bir tanesi 3 ml YPD siv1 besiyerine ekilmis ve 28°C calkalamali
inkiibatorde geceboyu gelistirilmistir. Daha sonra bu kiiltirden BYED (%3 maya
ekstrakt1, %2 glukoz, %1,34 YNB, 100 mM potasyum fosfat tamponu pH 6,0, %4x107
biotin) besiyerine baslangic OD'si 0,1 olacak sekilde ekim yapilmis, OD degeri 10-12
olana kadar 28°C 225 rpm calkalamali inkiibatérde gelistirilmistir. 3:1 oraninda %80
gliserol 1ile kanistirillan kiiltiir, tiiplere 1'er ml bolistiiriilerek -80°C'de muhafaza
edilmislerdir.

3.3. inokulumun Hazirlanmas:

1 ml hiicre bankasi ¢oziilerek 100 ml BMGY besiyeri (%1 maya 6ziitii, %2 soyton;
0,1 M potasyon fosfat tamponu pH 6,0, %1,34 YNB, %?2 gliserol) igeren engelli erlenlere
ilave edilmistir. Maya kiiltiirii, 600 nm’deki optik yogunlugu 8-10 oluncaya kadar
calkalamali inkiibatorde yaklasik 15 saat gelistirilmistir. Gelisimini tamamlayan 100 ml
inokulumun tamamu, 2 L baslangi¢ besiyeri igeren fermentore aseptik olarak aktarilmistir.

3.4. Biyoreaktor calismalar:

Fermantasyon c¢aligmalar1 iki hazneli 5 L Biostat B (Sartorius Stedim Biotech
GmbH, Almanya) biyoreaktoriinde Kesikli ve Yari-kesikli olmak iizere 2 asamada
gerceklestirilmistir (Sekil 3.1 ve Sekil 3.2). Yaklasik 20 saat siiren kesikli faza 2 L
besiyeri ile baglanmis, yari-kesikli fazda toplam 2.000 gr besleme soliisyonunun (~1.600
ml %50 glukoz soliisyonu) eklenmesi ile maksimum calisma hacmine ulastiginda
fermentasyon sonlandirilmistir.  Calismanin  gergeklestirildigi  biyoreaktore —ait
parametreler Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan Biostat B (Sartorius Stedim Systems, Almanya)
sisteminin biyoreaktor parametreleri

‘ ] Biyoreaktor Sembol Deger Birim
¥ parametreleri
, Briit hacim Vb 6,6 L
I Net hacim Vn 5 L
- i Iﬁ . Calisma hacmi V 0,6-5 L
J g Yiikseklik:cap H:Dr 2:1 -
*ﬂ—f—J‘ Karistirict disk capi D 64 mm
Karistirict hizi 20-1.500 rpm
Kiiltiir yogunlugu Yo, 1100 kg L3
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1. giin 2. glin 3. glin 4.-9. glin
[ ———] —
[ > — >
OO OO
OO OO
Hiicre bankasi inokulum Kesikli Faz Yari Kesikli Faz
-80°C 100 ml YPD 2 LBSM
Uriin olusumu
Fermentor Biyokiitle olusumu %50 glukoz
baslangig %4 gliserol 3-5giin
hacminin %5'i 16-24 saat FARKLI
90-150 g yas BESLEME
hiicre/L STRATEJILERI

—

Sekil 3.1. Calismada gergeklestirilen yari-kesikli proseslerin genel hatlar

Sekil 3.2. Calismadaki yari-kesikli fermentasyonlarin gergeklestirildigi Biostat B Twin
(Sartorius Stedim Systems, Almanya) fermentorii genel goriiniis
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Sistemin sahip oldugu proses kontroliinii saglayan sensorlerin listesi Cizelge
3.2°de yer almaktadir. C6zlinmiis oksijen, pH, sicaklik, karistirici hizi, kopiiklenme, hava
ve oksijen hizi, besleme hizi proses siiresince kontrol edilebilen parametrelerdir. Ana
oksijen kaynagi olarak sisteme kompresor tarafindan saglanan hava kullanilir. Hava
oksijeninin yeterli gelmedigi durumlarda, hava %0-100 aralifinda saf oksijen ile
kanistirilarak verilir. Oksijenin fermentasyon ortamina homojen olarak dagilimini
saglamak i¢in biyoreaktoriin i¢inde 4 engel bulunur. Ayrica hava fermentasyon ortamina
hava dagiticis1 araciligi ile verilerek havanin sivi igerisinde baloncuklar seklinde
dagilmasi saglanir. Karistirma islemi, 2 adet 6 kanatli disk takili olan karistirici tarafindan
gergeklestirilir. Ortamin pH’s1 sensor aracilig ile olgiiliir ve ayar degerinde sabit kalmasi
icin dahili pompa ile ortama baz soliisyonu ilave edilir. Proses ilerledik¢e hiicre
parcalanmasindan kaynaklanan kopiiklenmeler kopiik sensorii ile tespit edilir, sensore
kopiik degmesi ile birlikte %5 antifoam soliisyonu (Antifoam C Emulsion, Sigma A8011)
sisteme dahili pompa araciligi ile eklenir. Sicaklik sensorii tarafindan oOlgiilen kiiltiir
sicakliginin ayar degerinde sabit kalmasi i¢in harici bir sogutucu tarafindan biyoreaktoriin
ceketine sogutma ajanli su akisi olmaktadir. Besleme ¢ozeltisi, biyoreaktoér kontrol
sistemine bagl harici bir peristaltik pompa (Watson Marlow 120U, Ingiltere) aracilig1 ile
kontrollii bir sekilde biyoreaktore verilir.

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan Biostat B (Sartorius Stedim Systems, Almanya)
sisteminde proses kontroliinii saglayan sensorler

Sensor Tamm Olciim arahgi (dogruluk degeri)
Sicakhik Termovelli paslanmaz ¢elik 0-150°C (kontrol aralig1 0-80°C)
(0,1°C)
Coziinmiis O2 OxyFern FDA VP 120 %0-100 (%0,1)
(Hamilton, Isvigre)
pH & EasyFerm Plus VP 120 0-14 pH (0,01 pH)
Redoks (Hamilton, Isvigre) -1.000 — 1.000m mV (1 mV)
Kopiik kontrolii  Elektrik iletken sensor, seramik kapli paslanmaz celik
Tart PMA7501-000W (Sartorius Max 7 kg (1 gr)
Weighing Technology GmbH,
Almanya)
Cikis CO2 & O2  BioPat Xgas Analyser %1-50 O
(Sartorius Stedim, Almanya) %0-10 CO»
Coziinmiis (Raven Biotech Inc., Kanada) %0,1-%1,5 etanol
etanol

33



MATERYAL ve METOT S. YILMAZ

3.4.1. Kaesikli faz

Uretimin ilk asamas1 olan kesikli fazda, hiicrelerin %4 gliserol igeren 2 L temel
tuz besiyerine (BSM, 1 litre besiyerinde 26,7 ml 85% HsPOa, 0,93 g CaSOa, 18,2 ¢
K2S0s, 14,9 g MgSQO4-7H20, 4,13 g KOH, ve 40,0 g gliserol) inokulasyonu yapilmadan
once pH degeri %26 amonyum hidroksitle 5,0’e ayarlanmis ve sonrasinda 8,7 ml PTM1
tuzu (1 litrede 6.0 g CuSO4-5H-0, 0,08 g Nal, 3,0 g MnSOs-H0, 0,2 g Na2M00s-2H-0,
0,02 g H3BOs3, 0,5 g CoClz, 20,0 g ZnClz, 65,0 g FeSO4-7H20, 0,2 g biotin ve 5,0 ml
H2SO4) eklenmistir (Invitrogen Corporation 2002). Optik yogunlugu 10-12 olana kadar
100 ml BMGY besiyerinde gelistirilen inokulumun tamami aseptik kosullarda
biyoreaktore eklenerek kesikli faz baglatilmistir. Kesikli faz siiresince sicaklik 28°C’de,
hava girisi 1,0 vvm’de sabit tutulmustur. pH degeri sisteme gerektiginde %26 amonyum
sollisyonu ilavesi ile 5,0+0,1 degerinde tutulmus, kopiiklenme ise %5 kopiik kirict
soliisyonu ilavesi ile kontrol altina almmistir. Inokulumun verildigi baslangi¢ noktasinda
%100 olan ¢oziinmiis oksijen (CO) konsantrasyonu hiicrelerin gelismesi ve oksijeni
kullanmaya baslamasi ile birlikte %20’lere kadar diismiis ve set degeri olarak girilen bu
degerde once karistirict hizi1 600°den 900 rpm’e arttirilarak, daha sonrasinda igeri giren
havaya saf oksijen karistirilarak otomatik olarak sabit tutulmustur (kaskad modu).
Besiyerindeki gliseroliin tamaminin hiicreler tarafindan tiiketilmesi ve sonucunda CO
degerinin aniden yiikselmesi ile sona eren kesikli faz yaklagik 19-22 saat slirmiistiir.
Kesikli fazin sonunda yaklasik 110 g/L yas hiicre agirligina ulasilmistir.

3.4.2. Yan-kesikli faz

Oksijen degerinin (%CO) pik yaptig1 noktada kesikli fazin bitmesi ile birlikte esas
olarak protein tiretiminin gergeklesecegi yari-kesikli faz baslatilmistir. Yari-kesikli faz
boyunca sicaklik 28°C, pH 5,0 ve hava 1 vvm’de sabit tutulmustur. Besleme soliisyonu
olarak 12 mlI/L PTMI1 tuzu ilave edilmis %50 glukoz (agirlik/agirlik) c¢ozeltisi
kullanilmigtir. Optimizasyon ve iiretim kinetigi parametrelerinin elde edildigi bu fazda,
iki farkli besleme stratejisinin paralel olarak 4 farkli set degerinde uygulandig: toplam 16
(2x2x4) yari1-kesikli fermentasyon gergeklestirilmistir:

1. Normoksik sartlarda gergeklestirilen sabit-p stratejisi (iistel besleme)
4 farkli p degerinde ve normoksik sartlarda gergeklestirilen bu stratejide
¢coziinmiis oksijen konsantrasyonu sistem tarafindan %30 degerinde sabit
tutulmustur. Bunun i¢in %CO degeri set degerinin (%30) altina diistiigiinde
sistem tarafindan oOncelikle karistirma hizi 600 rpm’den 900 rpm’e kadar
cikarilmis, karistirma hizinin yetersiz kaldigi noktada sisteme giren hava %0-
100 araliginda saf oksijenle karistirilarak verilmistir.

2. Hipoksik kosullarda gergeklestirilen sabit-etanol stratejisi

Hipoksik kosullar altinda 4 farkli etanol set degerinde gerceklestirilen
fermentasyonlarda ¢6ziinmiis oksijen kontrolii yapilmamistir. Karistirict 800
rpm sabit hizda ¢alistirilmis ve sisteme proses boyunca 1 vvm hizinda sabit
hava girisi olmustur. Glukoz ¢ozeltisi ile besleme bagladiktan yaklasik 1 saat
sonra %CO degeri %0’lara diismiis ve proses siiresince ortamdaki CO
konsantrasyonu sensoriin 6l¢iim limitinin altinda kalmaistir.
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3.4.3. Sabit-p stratejisi besleme profillerinin hesaplanmasi

Sabit-u stratejisinde uygulanacak olan 4 farkli p degeri igin 4 farkli besleme profili
olusturulmustur. Besleme hizi (F, ggu/sa) belirlenen p degerine gore (3.1) esitligi
kullanilarak hesaplanmaistir.

_ ,U.X()V()eut
F = T (3.1)
W, sabit kalacagi ongoriilen spesifik gelisme hizi degeri (sa), t, besleme siiresi (sa), X,
beslemenin baslangicindaki litrede g hiicre kuru agirligi (gena/L), V, beslemenin
baslangicindaki reaksiyon sivisinin hacmi (L), Y, glukozdaki substrat/hiicre verimi
(9giu/Gkna)

Uygulanacak olan spesifik gelisim hizlari () deneysel olarak tespit edilen pi,,q
(0,1 sat) degerinin %20, %40, %80 ve %100’ olacak sekilde 0,02 sa™, 0,04 sal, 0,08
sa® ve 0,10 sa? olarak belirlenmistir. Her bir p degeri icin (3.26) esitligi kullanilarak
hesaplanan besleme profili Sekil 3.3’de grafiksel olarak gdsterilmistir.
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Besleme suresi (saat)

Sekil 3.3. Sabit-p stratejisinin uygulandigr 4 farkli spesifik gelisim hizi (u) igin
hesaplanan besleme profilleri

3.4.4. Sabit-EtOH stratejisi besleme profili

Hipoksik sartlar altinda gerceklestirilen fermentasyonlarda uygulanan ikinci
yaklasimda ise besleme hizi, etanol sensoriiniin (MeOH Sensor, Raven BioTech,
Kanada), belirlenen set degerini sabit tutmak {izere besleme soliisyonunun bagli oldugu
pompaya a¢/kapa komutu vermesi ile gergeklestirilmistir.

Kesikli faz tamamlandiktan sonra, ¢oziinmiis oksijenin pik yapmasi ile birlikte
ortama deneyin gergeklestirilece§i etanol degerini saglayacak miktarda %100 etanol
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siringa ile eklenmis ve etanol sensoriliniin 5 dakika igerisinde ulagtigit maksimum deger
set degeri olarak girilmek tizere not edilmistir. Etanol sensdriine girilecek set degerinin
belirlenmesi i¢in yapilan bu islemde %1 etanol degeri i¢in 20 ml, %0,75 i¢in 15 ml, %0,5
icin 10 ml ve %0,25 degeri icin 5 ml etanol eklenmistir. Etanol sensorii tarafindan mV
olarak okunan deger sensore set degeri olarak girilmis fakat glukoz beslemesine
baslamadan 6nce ortama eklenen etanoliin hiicreler tarafindan tiiketilmesi beklenmistir.
Etanoliin tiikenmesi ile birlikte ¢oziinmiis oksijende ani artis gozlenmis ve glukoz
beslemesi baslatilmistir. Sicaklik 28°C, 1 vvm hava girisi, pH 5,0 ve 800 rpm karistirici
degerleri besleme siiresince sabit tutulmustur. CO kontrolii yapilmamis, oksijenin %0
degerine kadar diismesine izin verilmistir.

Baslangicta, etanol sensorii set degerine ulasana kadar besleme soliisyonu
pompasini agik tutmus, kiiltiir besiyerindeki CO degerinin %0'a kadar diismesi ile birlikte
etanol {iretmeye baslamistir. Hiicreler tarafindan glukozdan iiretilen etanol
konsantrasyonu sensore girilen set degerine ulastiginda sensorden pompaya (Watson-
Marlow 120U) gonderilen kapa komutu ile besleme kesilmis, degerin altina diistiigiinde
ise a¢ komutu ile tekrar agilmistir. Prosese toplam 2 kg %50 glukoz ¢ozeltisi (1000 gr
glukoz) verilene kadar devam edilmistir.

Besiyerinde ¢dziinmiis oksijen (%C0) (OXYFERM FDA, Hamilton, Isvigre) ve
etanol konsantrasyonu (MeOH Sensor, Raven Biotech, Kanada), ¢ikis gazindan CO> ve
O2 konsantrasyonlar1 (BioPAT Xgas, Sartorius Stedim, Almanya), besiyerinde
pH/Redoks (EASYFERM PLUS, Hamilton, Isvigre), sicaklik (°C), eklenen besiyeri
miktar1 (gram) degerleri ¢evrimigi olarak olgtilen verilerdir.

3.5. Hiicre Konsantrasyonunun Olgciilmesi

Alinan 6rneklerdeki hiicre konsantrasyonu yas hiicre agirhigr olarak (YHA)
gravimetrik yontemle hesaplanmustir. Ornek olarak alman 15 ml hiicre kiiltiirii, bos olarak
tartimlart yapilmisg 2 ml’lik 3 tiipe 1’er ml olarak dagitilmis, tiipler 4°C’de 5 dk 15.000
g’de santrifiijlenerek hiicreler ¢oktiiriilmiistlir. Siipernatanlar diger analizler i¢in temiz
tiiplere aktarilarak analizleri yapilana kadar -20°C’de muhafaza edilmislerdir.

Elde edilen peletler 2 kez 1’er ml ultra saf su icinde siispanse edilerek tekrar
coktiirtilmiis, stipernatanlar dokiilmiis ve peletlerin tartimlar1 yapilmistir. Elde edilen ii¢
degerin ortalamasi alinarak hiicre konsantrasyonu gyna/L olarak kaydedilmistir. Kuru
hiicre agirliginin hesaplanmasi i¢in deneysel olarak tespit edilen 1 gr yas hiicre agirliginin
0,28 gr kuru hiicre agirligina esit oldugu verisi kullanilmistir (Zhang vd. 2000).

3.6. SDS-PAGE Analizi

SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) OWL P8D8 (Thermo
Scientific) cihaz1 ile %5 polyakrilamit yiikleme jeli ve %10 poliakrilamit ayirma jeli
olacak sekilde hazirlanarak yiiriitiilmiistiir. Stipernatan 6rnekleri toplam 25 pl'de hacimde
4xSDS jel yiikleme tamponu (200 mM Tris-Cl, pH 6,8, %8 SDS, %0,4 bromphenol blue,
%40 glycerol, 100 mM DTT) ile hazirlanarak 70°C’de 10 dak. denatiire edilmistir.
Ardindan 10ul’lik kismi jele yiiklenmistir. Elektroforez islemi, jelin 1XxTGS (0,025 M
Tris base, 0,192 M Glycine, %0,1 SDS, pH 8,3) tamponunda 150 V degerinde 60 dak.
yiirlitiilmesi ile gergeklestirilmistir.
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Gorilintiileme iglemi igin jel, 1 saat boyunca Coomassie ¢ozeltisi (% 0,1

Coomassie Blue R250, % 10 asetik asit, % 50 metanol ve % 40 saf su) ile orbital
calkalayici lizerinde boyanmigtir. Daha sonra 1 saat % 10 asetik asit, % 50 metanol ve %
40 saf su ¢ozeltisi ile yikanarak boya uzaklastirllmistir. 15 dak saf su ile ¢alkalandiktan
sonra LiCor (Odyssey) cihazinda taranmistir.

3.7. Ksilanaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Enzim aktivitesi, ksilandan serbest birakilan indirgen sekerin 6l¢iilmesi ile tespit

edilmistir (Bailey vd. 1992).

2 ml tiiplerin igerisine 900 pl substrat soliisyonu [%1,0 beechwood xylan (Sigma
X4252), 50 mM sodium sitrat tamponu pH 5,0 iginde] dagitilir ve 50°C’de 1sitilir.
Uzerinden 100 pl 6rnek eklenir ve vortekslenir. Tiipler 50 °C’de 5 dk inkiibe
edilir. Orneklerin seyreltmeleri 50 mM sodium sitrat tamponu ile yapulir.

5 dakika sonunda bu karisimdan 100 pl alinir ve iginde 900 pl DNS soliisyonu [40
ml 1 M NaOH, 30 gr Potasyum sodyum tartarat tetrahidrat (Merck 1.08087), 1 gr
2 hydroxy, 3,5-dinitrobenzoic acid (Merck 8.00141) saf su ile 100 ml’ye
tamamlanir] bulunan tiipe aktarilarak reaksiyon durdurulur. Vortekslenir ve
95°C’de 5 dk inkiibe edilir.

Buz iizerine alinarak oda sicakligina getirilen 6rnekler 540 nm dalga boyunda
kontrole kars1 okutulur.

v Spektro cihazini korlemek igin kullanilmak tizere substrat soliisyonuna
ornek yerine 100 pl sodium sitrat tamponu eklenir ve tiim islemler aynen
tekrarlanir.

v' Proseste substrat olarak glukoz kullanildigindan ve besiyerinden gelen
glukoz da renk gelisimine neden olacagindan her 6rnek i¢in biri kontrol
olacak sekilde 2 tiip hazirlanir. Ornek tiipiine 50°C’de inkiibasyon islemi
uygulanirken kontrol tiipiine uygulanmaz. Diger biitiin islemler her iki tiip
icin de aynidir. Hesaplamalar, her 6rnegin degerinden kendi kontrol degeri
cikarilarak yapilir.

Standart egrisi 6 noktadan, drneklerle ayni sekilde muamele edilen Ksiloz (0, 1,
2,3,4,5,75 ve 10 umol) standartlar1 okutularak ¢izdirilir. Egri ¢izdirilirken 0
noktasindan gegirilerek y=ax denklemi elde edilir (Ek 8.2).

Orneklerin ksilanaz aktivitesi asagidaki (3.2) esitligi kullanilarak hesaplanir.

(0))]
Aktivite (U/ml) = —/% x DF (3.2)

OD, 540 nm’de okunan deger; a, standart egrinin egimi; V, reaksiyon hazirlanirken
kullanilan 6rnek hacmi (ml); t, 50°C’deki inkiibasyon siiresi (dakika); DF, diliisyon

faktori
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Bir iinite ksilanaz aktivitesi, 1 dakikada, deney kosullarinda, 1pmol indirgen
sekeri (glukoza esdeger) tiretmek i¢in gereken enzim miktar1 olarak tanimlanmustir.

3.8. Toplam Protein Ol¢iimii

Hiicre siipernatanlarinin protein igerigi Pierce Coomassie (Bradford) Assay Kit
(Thermo Scientific, ABD) kullanilarak iretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda
gerceklestirilmistir. Orneklerin protein konsantrasyonlar1 BSA standart soliisyonlarinin
absorbans degerleri referans alinarak belirlenmistir. Deneyler sirasinda elde edilen
standart grafiklerden biri Ek 8.3’de verilmistir.

3.9. Organik Asitlerin Ol¢iimii

Alinan orneklerde hiicreler ¢oktiiriildiikten sonra elde edilen siipernatanda,
glukoz, gliserol, etanol, asetik asit, arabitol konsantrasyonlari Yiiksek Performansl Sivi
Kromatografisi, HPLC (Shimadzu) ile gergeklestirilmistir.  Herbir  analitin
konsantrasyonu, 250-1000 mg/L konsantrasyon araliginda hazirlanmis karisik standart
¢ozeltilerin analizinden elde edilen standart egriler kullanilarak hesaplanmistir. Ornek
olarak Ek 8.1’de 250 ppm karigik standart ¢ozeltisinin kromatogrami verilmistir.

3.10. Artik Glukoz Konsantrasyonu Olgiimii

Besiyerindeki artik glukoz konsantrasyonu dl¢iimii Megazyme D-glukoz [glukoz
oksidaz/peroksidaz (GOPOD)] kiti (Megazyme, irlanda) kullanilarak gerceklestirlmistir.
Yontem, serbest D-glukozun glukoz oksidaz ve peroksidaz enzimleri ile reaksiyonu
sonucunda 510 nm dalga boyunda absorbans veren quinoneimine boyasina indirgenmesi
esasina dayanir. Toplam 3 ml’de gergeklestirilen kit protokolu 1 ml’ye uyarlanmistir. 1
ml GOPOD Tamponu 33,3 pl 6rnek ile karigtirilarak 40-50°C’de 20 dakika inkiibe edilir.
Ornek yerine su ile hazirlanan kore karsi 510 nm dalgaboyunda okutulur. 10-1000 mg/L
araligindaki konsantrasyonlarda hazirlanan glukoz standartlar1 ile de aym sekilde
reaksiyonlar gerceklestirilir ve standart egri ¢izdirilir (y=ax) (Ek 8.3). Ornek
absorbansinin standart egrinin egimine (a) boliinmesi ile D-glukoz konsantrasyonu
hesaplanmis olur.

3.11. Yan-Kesikli Proses Teori ve Hesaplamalari
3.11.1. Biyokiitle i¢cin toplam Kkiitle esitligi
{biriken} = {giren} + {uretilen} — {6len} — {alinan} (3.3)

Sisteme yalnizca steril besleme soliisyonu girisi oldugundan, herhangi bir hiicre
girisi s0z konusu degildir. Proses siiresince sistemden herhangi bir hiicre kaybi
yagsanmadig1, yani alinan orneklerle ve dlen hiicrelerle yasanan kaybin 6énemsiz oldugu
varsayildiginda yari-kesikli fazdaki toplam kiitle esitligi (3.4) bagintisindaki gibi ifade
edilir.

d(Xv)

= Tx (3.4)
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Mikrobiyal gelisim hiz1 genel olarak spesifik biiyiime hiz1 ile ifade edilir. Birim
zamanda olusan hiicre miktar1 (Ix, Qnicre/Sa), biyokiitle olusum hizi olarak tanimlanir ve
hiicre miktar1 (XV, @) ile spesifik gelisim hizimin (y, sa™t) carpimina esittir (3.5).

e = uXV (3.5)

(3.5) esitiliginin (3.4) da yerine koyulmasi ile (3.6) esitligi elde edilir:

d
T = &) (36)
1 —
Ed(XV) = pdt (3.7)
_1.d@xv)
T XV ode (3.8)
(3.8) bagmtisinin integralini alirsak:
XV o1 t
fxovoﬁd(xv) =pu fo dt (3.9

X hiicre konsantrasyonu (g/L), V kiiltiir hacmi (L), t besleme zamani (s) ve p spesifik
gelisim hiz1 (h?)

XV
|n|m|= ut (310)

XV degerini bulmak i¢in her iki tarafin {istel fonksiyonlar1 alindiginda tistel
¢ogalmay1 hesaplamamizi saglayan asagidaki (3.11) bagintisi elde edilmis olur.

XV

e "Fovo) = ent (3.11)
XV = X0V0€Mt (312)

XoVo beslemeye baslandigi andaki, XV ise t anindaki biyoreaktoriin igerisinde bulunan
toplam hiicre miktar (g) demektir.

3.11.2. Substrat icin toplam Kkiitle esitligi

Yari-kesikli sistemlerde toplam substrat esitligi (3.13) asagidaki sekilde
yazilabilir:

{biriken} = {giren} — {tiiketilen} (3.13)
d
ftv) =F-r (3.14)

S reaksiyon sivisindaki substrat konsantrasyonu (g/L), V biyoreaktoriin i¢indeki kiiltiiriin
hacmi (L), F besleme hiz1 (gsubstrat/Sa), I's substrat tiikketim hiz1 (g/s)
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Glukozun proses siiresince reaksiyon hacminde hi¢ birikmedigi durumlarda

(d(::) = 0) ve hacimdeki degisiklikler ihmal edildiginde yari-kesikli sistemin glukoz i¢in

yari-kararlt duruma ulastigi varsayilir ve (3.14) esitiligi asagidaki sekilde yeniden yazilir:
F=r (3.15)

Substrat tiikketim hiz1 (rs) hiicre konsantrasyonu ile iligkili olarak birinci dereceden
kinetik esitlik (3.16) olarak ifade edilip (3.15) esitliginde yerine koyuldugunda:

s = qsXV (3.16)
F = q,XV (3.17)

Esitlik (3.12)’i (3.17)’de yerine koyarsak:
F = qs (XoVp) et (3.18)

Spesifik substrat tiiketim hiz1 (gs) (3.19) esitligindeki gibi spesifik gelisim hizinin
(1) substrat/hiicre verim katsayisina (Yxs) boliinmesi ile ifade edilir ve (3.18) esitliginde
yerine koyulursa besleme hizini (ggiukoz/s) tanimlayan (3.20) esitligi elde edilir:

qs = 5 (3.19)
XS
F = M (3.20)

W, sabit kalacag ongoriilen spesifik gelisme hiz1 ayar degeri (sal), t, besleme siiresi (sa),
X,, beslemenin baslangicindaki litrede g kuru hiicre agirhi@i (gwna/L), V, beslemenin
baslangicindaki reaksiyon sivisinin hacmi (L), Y, glukozdaki substrat/hiicre verimi

(9glukoz/Qkha)

(3.20) esitligi hiicrelerin sabit bir spesifik gelisim hizinda biiytimelerini
saglayacak besleme profillerinin hesaplanmasinda kullanilmistir.

3.11.3. Uriin i¢cin toplam Kkiitle esitligi

Yari-kesikli sistemlerde toplam iiriin esitligi (3.21) asagidaki sekilde yazilabilir:

{biriken} = {uretilen} (3.21)
d
L= (3.22)

P toplam hacimdeki tiriin konsantrasyonu (g/L), V biyoreaktoriin igindeki kiiltiiriin hacmi
(L), rp tirtin olusum hiz1 (U/sa)

Uriin olusum hiz1 ayrica, spesifik iiriin olusum hizi (gp) ve toplam biyokiitle
agirliginin (XV) ¢arpimi olarak ifade edilir:
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T'P = qPXV (323)

Bu ifade (3.22)’de yerine koyulur ve tiirev islemleri yapilirsa spesifik tiriin olusum
hizini (qp) veren esitlik (3.27) elde edilir:

0 = gpxv (3.24)

d(P) aw) _

dV/dt’nin besleme hizina (F) esit oldugu durumda:

dp) _PF
7 = (p X v (326)
_ PP 14®)
P =% x a (3.27)

gp, spesifik tiriin olusum hiz1 (U/gkna Sa), XV, toplam biyokiitle gkna, F, substrat besleme
hiz1 (ggi/sa)

3.12. Deneysel Verilerden Spesifik Hiz ve Verim Katsayilarinin Hesaplanmasi

Bir biyoprosesin karakterize edilmesi ve degerlendirilmesi i¢in spesifik hizlar ve
verim katsayilari gibi parametlerin hesaplanmasi gerekir. Bu parametreler proses boyunca
alinan 6rneklerde yapilan 6lgiimlerden elde edilen ya da sistem tarafindan online olarak
kaydedilen verilerden hesaplanr.

Biyokiitle artisin1 ifade eden spesifik gelisim hizi (u, sa), substrat kullanimini
ifade eden spesifik substrat tiiketim hiz1 (Qs, Jglugkha sa™) ve iiriin olusumunu ifade eden
spesifik iiriin olusum hizinmn (gp, U gknasa™) hesaplanmasi igin en etkin yol proses
sliresince alinan 6rneklerde her bir bilesenin konsantrasyonlarini 6l¢gmektir.

Yari-kesikli proseslerde, biyoreaktore siirekli bir besiyeri girisi oldugundan
reaksiyon hacmi siirekli artar. Spesifik gelisim (p), spesifik tiretim (qp) ve spesifik tiiketim
(gs) hizlarmin ve tim verim katsayilarinin hesaplanmasinda besleme soliisyonunun
diltisyon etkisinden dolay1 konsantrasyonu (g/L, U/ml gibi) degerleri kullanilamaz. Tiim
hiz ve katsay1 hesaplamalari, toplam biyokiitle (gr yha/kha), toplam aktivite (U ya da mg),
toplam substrat miktar1 (g) ve toplam protein miktari (mg) esas alinarak yapilmalidir. Bu
nedenle yari-kesikli proseslerde toplam verilerin hesaplanabilmesi igin Olgiimlerin
yapildig1 herbir t anindaki kiiltiirtin hacminin bilinmesi ¢ok 6nemlidir.

Her bir t anindaki kiiltliriin hacmi (Vt), baslangigtaki besiyeri hacmine (Vo),
biyoreaktore 0 ana kadar eklenen baz (Vbvaz), kopiik kirict (Vik) ve besleme
sollisyonlarinin (Vps) hacimlerinin eklenmesi ve 6rnek zamanlarinda alinan 6rneklerin
hacimlerinin (Vs) ¢ikarilmasi ile (3.28) bagintisindaki gibi hesaplanmustir.

Vt = VO + Vbaz + ka + VbS - V('j (328)

Konsantrasyon 0lgiimleri yapilirken hiicre konsantrasyonunun ol¢iimii 1 ml
kiiltiirden yapilirken, enzim aktivitesi, toplam protein konsantrasyonu ve glukoz
konsantrasyonu analizleri 1 ml kiltiirden hiicreler ¢oktiiriildiikten sonra kalan
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stipernatanda yapilmigtir (Sekil 3.4). Bu nedenle toplam degerler hesaplanirken
stipernatanda Ol¢timleri yapilan konsantrasyon degerlerine (enzim aktivitesi, P; toplam
protein, Tp; artik glukoz konsantrasyonu, S) diizeltme faktdrii uygulanarak toplam
hacimdeki degerleri tekrar hesaplanmistir (Borzani 2008).

P(t) = P*(t) x (1 — X% (3.29)
Tp(t) = Tp"(8) x (1 - X2 (3.30)
S(t) = S*(t) x (1 — X229 (3.31)

*Siipernatanda 0l¢iilen konsantrasyon degerleri; X(t), t anindaki hiicre konsantrasyonu,
Oyha/L; o, yas hiicre agirligindaki kuru hiicre fraksiyonu, 0,28 gkna/gyna (Zhang vd. 2000);
p, P. pastoris hiicre peletinin yogunlugu, 330 gkne/L (Maurer vd. 2006a).

Siipernatan hacmi (V*)
A Enzim aktivitesi (U/ml)
Toplam hiicredisi protein (mg/L)
Artik glukoz miktart (mg/ml)
Organik asit vd. olciimler (mg/L)

Kiiltiir hacmi (V)
Hiicre konsantrasyonu (g/L)

Sekil 3.4. P. pastoris kiiltiiriiniin ve hiicrelerin ¢oktiiriilmesiyle elde edilen siipernatanin
hacimlerinin gésterilmesi ve herbirinde yapilan analitik 6lgtimler

Fermantasyon kinetigi ile ilgili yapilan calismalarda, gelisim hizi (rx, p), tiriin
olusum hiz1 (rp, qp), substrat tiiketim hiz1 (s, gs) gibi parametreler ve verim katsayilar
(Yxs, Yps, Yps) , zamana gore artan biyokiitle miktari (XV, gyha), liriin miktar1 (PV, U) ve
ortama eklenen substrat miktari (ggiu) degerlerinin grafiksel ifadeleri lizerinden geometrik
olarak hesaplanabilmektedir (Leduy ve Zajic 1973). Asagidaki boliimlerde deneysel
verilerden elde edilen biyokiitle profili (zamana karsi ¢izilen XV), toplam enzim aktivitesi
profili (zamana kars1 ¢izilen PV) ve substrat tiilketim profili (zamana kars1 cizilen
biyoreaktore eklenen toplam glukoz miktar1) grafiklerinden hangi hiz ve verim
katsayilarinin ne sekilde hesaplanabilecegi verilmistir.

3.12.1. Hiicre gelisim kinetigi (hiicre gelisim hizlarinin hesaplanmasi)

Yari-kesikli proses boyunca alinan 6rneklerden elde edilen biyokiitle degerlerinin
(XV) zamana (t) kars1 ¢izilen grafiginden biyokiitle olusum profili elde edilir. Grafikteki
veri noktalarindan gegen en uygun egrinin matematiksel tanimi yapilarak prosesin hiicre
gelisimi modellenmis olur. Verilere en iyi uyan model MS Excel yazilimindaki “egilim
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cizgisi ekleme” fonksiyonu kullanilarak iistel ya da polinom seceneklerinden en yliksek
korelasyon degerini (R?) veren egri segilerek ¢ikarilmistir (Sekil 3.3).

Biyokiitle olusum profili ¢ikarildiktan ve matematiksel denklem ile
tanimlandiktan sonra grafik egrisinin t anindaki egimi (3.4) esitliginde tanimlandigi gibi
birim zamanda olusan hiicre miktarini (hiicre gelisim hizini, rx, g hiicre/s) verir.

axv) _ . (3.4)

dt X

t anindaki gelisim hizinin (rx), t anindaki biyokiitle miktarina (XV) boliinmesi ile
(3.8) esitliginde tanimlandig: gibi t anindaki spesifik gelisim hiz1 (1) hesaplanmis olur.

_ 1axv)
T xv dt (3.8)

Hiicre gelisim profilinden p degerinin hesaplanmasi

2000
- tanjant ¢izgisi

2
=]

y = 0,0084x%- 0,2097x* + 15,466x+ 216,77
R? = 0,9987
dy _

—= = 3ax+2bx+c = a(t)
dx ? c v

:

XV
a(t) = (&T =r,(t)

g

Toplam biyokiitle (gryha)
>
<

nit) = .::-'I:-:r:::

30,0 t 40,0 50,0 60,0 70,0 80,0 0,0 100,0

Yari-kesikli siire (saat)
-500 -

Sekil 3.5. Hiicre gelisim profilinin matematiksel modellenmesi ve anlik spesifik gelisim
hiz degerlerinin (p) gelisim egrisi denkleminden hesaplanmasinin grafik
lizerinde gosterilmesi

Bir fonksiyonun bir noktadaki tiirevi, anlik degisim oran1 olarak veya fonksiyonun
grafigine o noktada teget olan tanjant ¢izgisinin egimi olarak tanimlanabilir. Bu tanima
gore hiicre gelisim profilini tanimlayan 3. dereceden polinom denkleminin t noktasindaki
tiirevi, t noktasindaki tanjant egrisinin egimini yani t noktasindaki hiicre gelisim hizini
(rx, g/sa) verecektir. Bu degerin XV (t) degerine boliinmesi ile herbir t noktasindaki anhk
spesifik gelisim hiz1 (u(t)) hesaplanabilir (Sekil 3.5). Anlik p degerlerinin ortalamasi
proses boyunca gergeklesen ortalama p degerini verir.

Prosesin ortalama p degerini grafiksel olarak hesaplamanin bir diger yolu ise
(3.10) bagintisinin yeniden yazilmasi ile elde edilir:

). 44
|nlm|: ut (310)
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InXV = ut +InXyV, (3.32)

(3.10) ve (3.32) bagmtilarindan anlasildig1 tizere In(%) ya da In(XV)

degerlerinin zamana karsi ¢izilen lineer grafigin egimi prosesin ortalama spesifik gelisim
hizini (port) Verir (Sekil 3.6) (Zhang vd. 2005).

Ortalamap degerinin grafiksel hesaplanmasi

10 4

9 4
S 8 In(XV)
F OO y =0,0375x+ 5,4543
= 74 D [T . _
S P o 6\ A=ty R2=0,9978
o R
=z 6 4 o O o T
Z 5
=
S
£ 44

3 <

In(XV/XoV,)
2 @y =0,0375%+0,0616
.o\u_l' b RE=0,9978
1 o B a
_., P
0 @= T T T T ]
0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0 70,0 80,0
Yari-kesikli siire (saat)

Sekil 3.6. Prosesin ortalama spesifik gelisim hizi (port) zamana karsi ¢izilen In(XV/XoVo)
ya da In(XV) grafiginin dogrusal egilim ¢izgisinin egiminden elde edilir

iki t noktas: arasindaki spesifik gelisim hiz1 formiil kullanilarak dogrudan t ve
XV(t) degerlerinden de hesaplanabilir. (3.10) esitligi asagidaki sekilde yeniden yazilmasi
ile elde edilen (3.33) esitligi pu hesaplanmasinda kullanilabilir.

In XtVt—ln XoVo
t—to

u() = (3.33)

3.12.2. Substrat tiiketim kinetigi (substrat tiiketim hizlarinin hesaplanmasi)

Substratin kisith oldugu, ortamda birikmedigi tstel beslemeli kesikli fazda

hiicrelere verilmesi gereken substrat miktart (Q, Qsubstrat) asagidaki (3.34) bagintisi ile
ifade edilir (Katakura vd. 1998):

Q = [, Fdt = q [, Xvdt (3.34)

F, substrat besleme hiz1 (gsubstrar’h), qs, spesifik substrat tiiketim hiz1 (gsubstratQkha -Sa°L),
XV, toplam kuru hiicre agirlig1 (gkna)

(3.34) esitliginin her iki tarafinin tiirevi alindiginda asagidaki esitlikler elde edilir:

aqQ
- F=as-XV (3.35)
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1do 1
Xvdt  Xv

(3.36)

Proses siiresince, substrat sisesinin iizerinde bulundugu tartidan kaydedilen
verilerden elde edilen Q (ggiu) degerlerinin zamana (t) karsi ¢izilen grafiginden Substrat
Profili elde edilmistir. Ustel beslemeli yari-kesikli proseslerde besiyerindeki eklenen
substratin tamamu hiicreler tarafindan aninda tiiketildigi ve besiyerinde substrat birikmesi
meydana gelmedigi i¢in eklenen substrat miktar1 ayni zamanda hiicreler tarafindan
tiikketilen substrat miktaridir. Bu nedenle elde edilen grafik Substrat Tiiketim Profili olarak
adlandirilmigtir. Grafikteki veri noktalarindan gegen en uygun egrinin matematiksel
tanim1 yapilarak prosesin substrat tiiketimi modellenmistir. Verilere en iyi uyan model
MS Excel yazilimindaki “egilim ¢izgisi ekleme” fonksiyonu kullanilarak polinom
seceneklerinden en yiiksek korelasyon degerini (R?) veren egri secilerek cikarilmistir
(Sekil 3.7).

Substrat Tiiketim Profili ¢ikarildiktan ve matematiksel denklem ile
tanimlandiktan sonra grafik egrisinin t anindaki egimi (dQ/dt), (3.35) esitliginde
tanimlandigi gibi birim zamanda biyoreaktore eklenen substrat miktarini (F, besleme hizi,
Oglukoz/Sa) Vverir. (3.42) esitligine gore t anindaki besleme hizinin [F(t)], t anindaki
biyokiitle miktarina [XV(t), gkha] bOliinmesi ile t anindaki substrat tiiketim hizi [gs(t)]
hesaplanmis olur (Sekil 3.7).

Substrat tiiketim profilinden F ve gs degerlerinin hesaplanmasi

1200 4

1000 ... tanjant cizgisi
y = 0,0031x%+ 0,0353x? + 6,1195x- 7E-11 3

dy )
— = 3ax’+2bx+c = aft)
dx

at) =

dQ -
o E®

F(t)
XV(t)

0,0 A 20,0 30,0 t 40,0 50,0 60,0 70,0 80,0 90,0 100,0
-200 A Yari-kesikli siire (saat)

-400 -

qs(t) =

Substrat miktan (gr glukoz)

Sekil 3.7. Substrat tiikketim profilinin matematiksel modellenmesi. Anlik spesifik substrat
tiketim hiz1 [gs(t)] ve gerceklesen besleme hizi (F) degerlerinin substrat
egrisini tanimlayan 3. derece polinom denkleminden hesaplanmasinin grafik
lizerinde gosterilmesi

Cizelge 3.3°de substrat tiikketim profili grafi§inden hesaplanan parametreler,
tanimlar1 ve hesaplama yontemleri 6zet olarak verilmistir.
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Cizelge 3.3. Substrat tiikketim profili grafiginden hesaplanan parametreler, tanimlar1 ve
hesaplama yontemleri

Parametre Tanim Hesaplanmasi
F Besleme hizi
(ggiu/sa) Biyoreaktore saatte verilen glukoz
miktari Substrat profili denkleminin tiirevi
rs Substrat tiiketim hizi ay_ (@x3+bx2+cx+d)” = 3ax2+2bx+c
(ggiu/sa) Saatte tiiketilen toplam substrat %*
miktart
s Spesifik substrat titketim hiz1 _F
(gglukozgkhatsat) Saatte gram kuru hiicre bagina =3y~ xv
tiiketilen substrat miktar XV (toplam kuru hiicre agirligi, gna)

3.12.3. Uriin olusum Kinetigi (iiriin olusum hizlar1 ve verimlilik degerlerinin
hesaplanmasi)

Yari-kesikli proseslerde iiriin olusum kinetigi (3.24) esitligi ile tanimlanir:

a(pv

= g, (V) (3.24)
1 d(PV)

D= v a (3:37)

PV, toplam iiriin miktari/enzim aktivitesi (U ya da mg), qp, spesifik {iriin olusum hiz1 (U
ya da mg gknatsal), XV, toplam kuru hiicre agirhigi (gha)

Proses siiresince biyoreaktdrde biriken iiriin miktari, belirli araliklarla alinan
orneklerde enzim aktivitesi tayini yapilarak elde edilmis ve PV (U) degerlerinin zamana
(t) kars: cizilen grafiginden Uriin Olusum Profili elde edilmistir. Verilere en iyi uyan
matematiksel model MS Excel yazilimindaki “egilim ¢izgisi ekleme” fonksiyonu
kullamlarak polinom segeneklerinden en yiiksek korelasyon degerini (R?) veren egri
secilerek ¢ikarilmistir (Sekil 3.5).

Uriin Olusum Profili ¢ikarildiktan ve matematiksel denklem ile tanimlandiktan
sonra grafik egrisinin t anindaki eg§imi (dPV/dt), saatte olusan iirlin miktar1 yani {liriin
olusum hizint (rp, U/sa) verir. (3.43) esitligine gore t anindaki rp degerlerinin t anindaki
biyokiitle miktarina [XV(t), gkna] boliinmesi ile t anindaki tiriin olusum hiz1 [gp(t)]
hesaplanmis olur (Sekil 3.8).

Proses siiresince herbir t ani i¢in hesaplanabilen qp degerlerinin ortalamasi
alindiginda prosesin ortalama qp degeri elde edilmis olur. Uriin olusum profil grafiginden
elde edilen iirlin olusum hizi, rp (U/sa), degerinden ve diger proses verileri kullanilarak
hesaplanabilecek iiretim kinetigi parametrelerinin bir listesi tanimlari ile birlikte Cizelge
3.4°de verilmistir.
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Binler

Toplam aktivite (U]

Uriin olusum profilinden hiz degerlerinin hesaplanmasi

tanjant ¢izgisi

¥ =-10,357x" + 2230,4x% + 11519x + 909013
R¥ =0,9803

dy

Jaxi 2bxte= ot)
dx

a(t) = £ = (1)

dt

_ rplt)
Gty = XV(t)

10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0 Joo 80O 50,0 100,0

Yan-kesikli siire (saat)

Sekil 3.8. Uriin olusum profilinin matematiksel modellenmesi. Anlik iiriin olusum hiz1
[ro(t)] ve spesifik iirtin olusum hizlart [qp(t)] degerlerinin iriin olusumunu
tanimlayan 3. derece polinom denkleminden hesaplanmasinin grafik iizerinde
gosterilmesi

Cizelge 3.4. Proses degerlendirmesi i¢in Olgiimleri ve hesaplamalart yapilan iiretim
kinetigi parametreleri, tanimlari ve hesaplama yontemleri

Parametre Tamm Hesaplanmasi
rp Uriin olusum hiz1 Uriin olusum profili denkleminin tiirevi
(U/sa) Saatte tiretilen toplam enzim 4y _ (ax3+bx?+cx+d)” = 3ax2+2bx+c
aktivitesi ax
Op Spesifik tirtin olusum hiz1 _
(U gkra'lsa?) Saatte gram kuru hiicre basina =%y
iiretilen enzim aktivitesi XV (toplam kuru hiicre agirlig1, gkna)
Qp Hacimsel tiretim hizi 0, = il
(U L%sa™) Saatte birim hacim bagsina iiretilen Py
enzim aktivitesi V (toplam kiiltiir hacmi, L)
P Hacimsel verim
(U/ml) Birim hacim basina diisen aktivite Enzim aktivitesi analizi
Hiicresel verim PV
(U gkna'®) Gram kuru hiicre basina iiretilen U/Gina = XV
enzim aktivitesi PV (toplam enzim aktivitesi, U)
XV (toplam kuru hiicre agirlig1, gkna)
Spesifik aktivite PV
(U mgprotein™®) Toplam hiicre disi proteinin U/mgprotein = TpV
miligrami basina diisen aktivite PV (toplam enzim aktivitesi, U)
TpV (toplam hiicredis1 protein miktari,

mg)
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3.12.4. Genel ve anlik verim katsayilari

Molekiillerin olusum hizlarinin molekiillerin tiiketim hizlarina orani olarak
tanimlanan verim katsayilar1 biyoproses performansinin degerlendirilmesinde kullanilan
onemli parametrelerdendir. Anlik verim katsayilar1 matematiksel olarak asagidaki
esitliklerle ifade edilir.

. axv

Yys' == = (“1p) (3.38)
Ts T
- apve

Yps' = __P = ( ‘ith) (3.39)
Ts _E
- arvr

Ypx' = __I;X = (ﬁ (3.40)

dt

Bir zaman aralig1 i¢in hesaplanan genel verim katsayilari ise agagidaki esitliklerle
ifade edilir:

- Axv

Yys = __’;S = (_AT% (3.41)
APV!I

Yps = i_” = (-45) (3.42)
Ts _E
. APV!

At

Verim katsayilarinin tanimlar1 ve grafiksel hesaplama yontemleri Cizelge 3.5°de
listelenmistir.

Cizelge 3.5. Proses verim katsayilari, tanimlar1 ve grafiksel hesaplama yontemleri

Parametre Tamm Grafiksel Hesaplanmasi
Yxs Substrat hiicre verimi (XV-XoVo, Okna) degerlerinin (Q,
Okha Qsubstrat - Tiiketilen birim substrat agirlig Osubstrat) degerlerine karsi ¢izilen
basina iiretilen hiicre agirlig grafigin dogrusal egim ¢izgisinin
egimi
Yps Substrat {irlin verimi (PV-PoVo, U) degerlerinin (Q,
U Qsubstrat™* Tiiketilen birim substrat agirlig Osubstrat) degerlerine karsi ¢izilen
basina iiretilen iiriin miktari grafigin dogrusal egim ¢izgisinin
egimi
Yex Hiicre iiriin verimi (PV-PoVo, U) degerlerinin (XV-
U Gkha™ Uretilen birim  hiicre kuru XoVo, Qkha) degerlerine karsi ¢izilen
agirligr basina iiretilen iiriin  grafigin dogrusal egim ¢izgisinin
miktari egimi
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3.12.5. Bakim katsayisi (m)

Pirt 1965’de mikrobiyal hiicre kiiltlirlerinin gelisim hizina bagli bakim enerji
gereksinimlerini tanimlayan bir model 6ne siirmistiir (Pirt 1965). Modeli ifade eden
esitlik spesifik substrat tiikketim hizi (qs) ile spesifik gelisim hiz1 (1) arasinda lineer bir
korelasyon oldugunu varsayar ve bu parametrelerin maksimum teorik susbtrat biyokiitle
verimi (Yy{s®) ve bakim enerji katsayisi (ms) ile arasindaki iligkiyi tanimlar:

qs = J:ax + mg (344)
Yxs

Bakim enerji katsayisi hiicrelerin, gelisme-dis1 prosesler (ozmoregiilasyon,
diizeltici faaliyetler makromolekiiler dongii reaksiyonlar1 vb.) icin gerekli olan enerjiyi
(ya da karsilik gelen substrat miktarini) tanimlar.

3.13. istatistiksel Analiz

Analizler ti¢ paralelli olarak yiiriitilmiistiir. Elde edilen sonuglar, SigmaPlot 14
(Systat Software) programi kullanilarak tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile
degerlendirilmis ve veriler arasindaki farklarin anlamliligi %95 giiven araliginda
(p<0.05) Duncan Coklu Aralik Testi kullanilarak belirlenmistir.
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4. BULGULAR

Calismada yer alan tiim yari-kesikli fermentasyon islemleri, 2 asamali olarak
Biostat B fermentoriinde gerceklestirilmistir. Fermentasyonun ilk asamasi olan kesikli
fazda hiicreler %4 gliserol igeren 2 L temel tuz besiyerinde (BSM) karbon kaynag1 bitene
kadar yaklagik 20 saat gelistirilmislerdir. Kiiltivasyon sicakligi 28°C’de sabit tutulmus,
pH 5,0’de %26 ammonia soliisyonu ile kontrol edilmis, ¢Oziinmiis oksijen
konsantrasyonu karistirict hizi 1 vvm sabit hava beslemesinde 600-900 rpm arasinda
kontrol edilerek ve gerektiginde saf oksijen verilerek %30’un {izerinde tutulmustur.
Kesikli fazin sonunda ortamdaki gliseroliin tamamen tiikenmesi ile birlikte (%CO
konsantrasyonundaki ani artis gozlendigi an) farkli besleme stratejilerinin uygulandigi
yari-kesikli besleme fazi baglatilmistir.

Ksilanaz iiretim susunun fizyolojik karakterizasyonu i¢in besleme fazinda 4 farkl
pu degerinde (Mmax, 0,8umax, 0,4pmax Ve 0,2umax) 2x4 yari-kesikli fermantasyon
gerceklestirilmigtir. Sabit-u stratejisi olarak adlandirilan geribildirim kontrolsiiz besleme
stratejisinde, kiiltivasyon sicakligt 28°C ve pH 5,0’da sabit tutulmus, %CO
konsantrasyonu proses siiresince, 1 vvm sabit hava beslemesi ve 900 rpm sabit karistiric
hizinda gerektiginde havaya saf oksijen ilavesi yapilarak %30 degerinde kontrol
edilmistir (Sekil 4.1).

Hipoksik kosullar altinda rekombinant protein iiretim kinetiginin aydinlatilmasi
icin ise besleme fazinda 4 farkli sabit etanol degerinde (%1, %0,75, %0,5 ve %0,25
etanol) 2x4 yari-kesikli fermantasyon gergeklestirilmistir. Besiyerindeki etanol
konsantrasyonunun bir sensor tarafindan cevrimici Olgiildiigli ve sensériin substrat
pompasina a¢/kapa komutlari gondererek etanolii belirlenen degerde kontrol altinda
tuttugu geribildirim kontrollii fermentasyonlarda %CO kontrolii yapilmamigtir. Sistem
800 rpm sabit karistici hizi ve 1 vvm sabit hava girisi ile ¢alistirilmis, glukoz ¢ozeltisi ile
besleme basladiktan sonra %CO degeri %0’lara kadar diismiis ve proses siiresince CO
sensoriiniin 6l¢tim limiti degerinin altinda kalmistir (Sekil 4.1).
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( Kesikli Faz

%4 gliserol
pH 5,0
L CO %20

Yari-kesikli faz | Yari-kesikli faz 11
4 farkli p degerine 4 farkli EtOH set
gore hesaplanmis 4 degerine gore sensor
farkli besleme profili kontrollii besleme
F (g/sa) F (g/sa)
Normoksik Hipoksik
: GO %20 | [ A ———  ——— - '
- T A2 v | couo } (- ey R
Cie) v} @ ® (o) R G v )
: : | i )] : :
LX/‘ {Ir i i ( Hava i i E
- L I 1 1vwm ¥ v !
) | | ]
— U Q — ') 0 ﬂ
Geribildirim Kontrolsiiz Besleme Stratejisi Geribildirim Kontrollii Besleme Stratejisi
Acik dongii kontrol Kapal dongii kontrol
(A) (B)

Sekil 4.1. Calismada gergeklestirilen yari-kesikli fermantasyonlarin ve uygulanan
besleme stratejilerinin sematik olarak gosterilmesi. (A) Normoksik kosullarda
(%30 CO) uygulanan sabit-p besleme stratejisi, (B) Hipoksik kosullarda (%0
CO) uygulanan sabit-EtOH besleme stratejisi
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4.1. Fizyolojik Parametrelerin Belirlenmesi (max Ve Yxs)

Bir tiretim susu igin proses gelistirilirken Oncelikle susun sitokiyometrik ve
Kinetik biiyiime parametrelerinin (umax, Yxs, Ms) belirlenmesi gerekir. Bu parametrelerin
basinda gelen pmax (Sat) degeri, susun fizyolojisinde rekombinant protein iiretimine
ve/veya yabanci bir genin aktarilmasina bagli olarak herhangi bir olumsuz etkilenmenin
meydana gelip gelmediginin anlasilmasini saglar (Heyland vd. 2011). Fizyolojisi agir
derecede etkilenmis olan suslar biiyiimeyi durdurur, 6liir ve agir kopiirme nedeniyle
biyoreaktdr operasyonunda sorunlara yol acabilir. Ayrica hiicrelerin pargalanmasi, hiicre
i¢i proteazlarin serbest kalmasi nedeni ile {iriiniin degradasyonuna yol agabilir (Jahic vd.
2003). Tiim bunlardan da 6nemlisi, maksimum spesifik gelisim hiz1 (umax), maksimum
substrat tiiketimini ve yari-kesikli besleme profilinde substrat ilavesinin st limitini
belirlediginden spesifik bir proses stratejisi tasarlanirken gézoniinde bulundurulmasi
gereken en kritik parametredir.

Besleme fazinda farkli stratejiler uygulamaya baslamadan once P. pastoris
ksilanaz (XylB) hiicre dis1 iiretim klonunun fizyolojik parametreleri belirlenmistir. Bunun
icin Oncelikle hiicrelerin %4 gliserol igeren 2 L BSM besiyerinde kesikli fazda gelismeleri
saglanmis daha sonra biyoreaktdre konsantrasyonu %4 olacak sekilde glukoz eklemesi
yapilmistir (80 gr/L %50 glukoz soliisyonu). Yaklasik 4 saat sonra glukozun bitmesi ile
sonlanan proses boyunca saat basi aliman Orneklerde Olgiilen yas hiicre agirligi
verilerinden pmax hesaplamasi yapilmistir. Ayrica eklenen glukoz miktarinin ka¢ g
hiicreye dontistiiglinlin oranlamasi yapilarak Yxs degeri elde edilmistir.

Hiicrelerin t zamandaki spesifik gelisim hizlarint hesaplamak i¢in, Yari-kesikli
fazda elde edilen hiicre gelisim grafigini tanimlayan 4. derece denklemin
(-0,8204x%+4,1571x3-0,8323x2+7,8815x+106,5 R?=1) tiirevi alinarak (dX/dt) t
noktasindaki gelisim hizlar1 (rx, g/sa) hesaplanmistir. Gelisim hizlarinin t noktasindaki
toplam hiicre agirligma (g yha) béliinmesi ile spesifik gelisim hizlar1 (u, gg™sa?) elde
edilmistir. Sekil 4.2°de 6rnek alinan 4 noktada hesaplanan spesifik gelisim hizlarinin nasil
bir seyir izledigi gosterilmistir. Hiicrelerin hizlar1 belli bir noktaya kadar artmis daha
sonra diismeye baslamistir. pmax degeri t noktasindaki degerlerin ortalamasi alinarak
hesaplanmaistir. Proses boyunca 6l¢iilen hiicre konsantrasyonu ve hesaplanan hiz degerleri
Cizelge 4.1°de verilmistir.

Glukozda biyokiitle verimi Yxs = AX/AS = ((182-106)*0,28)/40 = 0,53
(Okha Qgiul) olarak hesaplanmustir. Diisiik spesifik gelisim hizinda hiicrelerin bakim
katsayis1 arttifindan Yxs degeri diiser. Hiicreler pmax’de gelisirken Yxs degeri de max
degerine ulasir. P. pastoris HSA {iretim susunun, glukozda, 0,015-0,15 arasinda 7 farkli
degerde (sabit spesifik gelisim hizinda) siirekli sistemde gelistirildigi bir ¢alismada Yxs
degerinin 0,37-0,53 arasinda degistigi, artan p ile arttigi rapor edilmistir (Rebnegger vd.
2014). Calismada farkli p degerleri icin besleme profili hesaplanirken Yxs degeri sabit
varsayilmis ve ortalama 0,50 olarak hesaba katilmistir (Heyland vd. 2010; Garcia-Ortega
vd. 2013).
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pumax hesaplamasi 40 gr/L
5 glukoz puls 0,500
%4 Gliserol %4 Glukoz '
Kesikli Faz Kesikli Faz F 0,450
200 [ 0,400

r 0,350

150 [ 0,300

' mtanjantzdx/dt
W =1/X*dX/dt | 0,250

100 [ 0,200
[ 0,150
50 r 0,100

r 0,050

Yas Hiicre Agirhigi (X, g/L)

spesifik gelisme hizi (y, sat)

03 0,000
27,00 22,00 -17,00 -12,00 -7,00 2,00 3,00 8,00

Siire (t, saat)

Sekil 4.2. Gliserol Kesikli ve Glukoz Yari-kesikli fazda glukoz-doygun sartlarda
gelistirilen hiicrelerin maksimum spesifik gelisim hizinin hesaplanmasi.
Kesikli fazin sonunda glukozun verildigi zaman 0 olarak alinmistir. Yas hiicre

agirhg (O, g/L), spesifik gelisme hizi (O, sat)

Cizelge 4.1. Ksilanaz iiretim susunun glukozda maksimum spesifik gelisim hizinin
(umax) hesaplanmasi. Hiicrelerin %4 glukozda gelistigi ve hesaplamanin
yapildig1 faz gri olarak goélgelendirilmistir.

t X rx M
(sa) (gynal/LL) dX/dt (rx/X)
-23 0,7+0,1
-15 11+0,7

-8 45+1,2

0 106+2,3 7,9 0,074
0,8 115+1,8 13,2 0,115
1,8 135+1,4 26,5 0,197
3,3 175+2,4 21,5 0,123
3,8 182+2,8 0,1 0,001

Mmax (O rt) 0,102

4.2. Sabit-pu Stratejisi ile Gerceklestirilen Uretimler

Calismada uygulanan geribildirim kontrolsiiz stratejide, uygulanacak olan p
degerleri 0,02, 0,04, 0,08 ve 0,1 sa’l olarak belirlenmistir. Herbir p degeri icin
uygulanmasi gereken iistel artan besleme profili 3.4.3 bolimiinde anlatildig1 sekilde
hesaplanmistir. Spesifik gelisme hizini belirli bir degerde sabit tutmak igin herbir t
degerinde hiicrelerin ulagsmasi gereken konsantrasyon degerine gore ortama verilmesi
gereken glukoz miktar1 6nceden hesaplanmis ve besleme soliisyonu olusturulan profile
gore (F, ggu/sa) ortama kesintisiz olarak verilmistir.

Uretimin ilk asamasi olan kesikli fazda hiicreler %4 gliserolde gelistirildikten
sonra uygulanacak olan stratejiye gore ortama, hesaplanan besleme profillerine gore %50
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(agirlik/agirlik) glukoz besleme ¢ozeltisi verilmeye baglanarak yari-kesikli faza
gecilmistir. Deneyler 2 paralelli 4 farkli yari-kesikli fermantasyon seklinde
gerceklestirilmistir. Herbir deneyin kesikli fazi ortalama 20 saat slirmiis ve hiicreler
ortalama 110 gyna/L konsantrasyonuna ulagmistir. Besleme fazi, 2000 g besleme
soliisyonu (1000 g glukoz) ortama verilene kadar devam ettirilmistir.

Tim fermantasyonlar siiresince ortamdaki ¢oziinmiis oksijen (%CO), pH,
besleme soliisyonunun agirligi (gr) ve ¢ikis gazinin %CO> oranlari ¢gevrimigi 6lgiilmistiir.
Ayrica, iiretim fazi boyunca belirli araliklarla 6rnekler alinarak, zamana kars1 yas hiicre
agirhigl, protein miktar1 ve ksilanaz aktiviteleri ¢evrimdisi takip edilmistir. Herbir W igin
gerceklestirilen fermantasyonlarin ¢evrimigi ve ¢evrimdist Olgiilen degerleri herbir
fermentasyon igin ayr1 grafikler seklinde asagida verilmistir (Sekil 4.3, 4.4, 4.5 ve 4.6).
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- 5 p o
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= : ' >E
_g : y E c
= | K B )0).9
2 1500 ; ol akivite [ 20 <5
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Yari-kesikli sure (saat)

Sekil 4.3. Sabit-u stratejisine gore 0,1 sa* degerinde gerceklestirilen fermentasyonun (A)
¢evrimigi Olgiilen verileri, (B) ¢evrimdisi 6l¢iilen verileri
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Spesifik gelisim hizinin 0,1 sa degerinde sabit tutuldugu fermentasyonda yar1-
kesikli faz 23 saat siirmiistiir. Kesikli fazin sonunda 119 g/L olan yas hiicre agirhig
besleme fazinin sonunda 509 g/L’ye ulasmustir. Ksilanaz enzim aktivitesi 1348 U/ml,
hiicredis1 toplam protein miktar1 ise 173 mg/L olarak hesaplanmistir (Sekil 4.3).
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Yari-kesikli sure (saat)

Sekil 4.4. Sabit-u stratejisine gore 0,08 sa™ degerinde gergeklestirilen fermentasyonun
(A) ¢evrimigi olgiilen verileri, (B) ¢evrimdisi 6l¢iilen verileri

Spesifik gelisim hizinin 0,08 s degerinde sabit tutuldugu fermentasyonda yari-
kesikli faz 28 saat stirmiistiir. Kesikli fazin sonunda 113 g/L olan yas hiicre agirligi
besleme fazinin sonunda 545 g/L’ye ulasmustir. Ksilanaz enzim aktivitesi 2324 U/ml,
hiicre dis1 toplam protein miktari ise 224 mg/L olarak hesaplanmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.5. Sabit-u stratejisine gore 0,04 sa® degerinde gergeklestirilen fermentasyonun
(A) gevrimigi Ol¢iilen verileri, (B) ¢evrimdist Olciilen verileri

Spesifik gelisim hizinin 0,04 sa™ degerinde sabit tutuldugu fermentasyonda yari-
kesikli faz 56 saat stirmiistiir. Kesikli fazin sonunda 110 g/L olan yas hiicre agirlig
besleme fazinin sonunda 522 g/L’ye ulagsmustir. Ksilanaz enzim aktivitesi 1817 U/ml,
hiicre dis1 toplam protein miktar1 ise 323 mg/L olarak hesaplanmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.6. Sabit-u stratejisine gore 0,02 sa™ degerinde gergeklestirilen fermentasyonun
(A) ¢evrimigi Olgiilen verileri, (B) ¢evrimdisi 6l¢iilen verileri

Spesifik gelisim hizinin 0,02 sa™ degerinde sabit tutuldugu fermentasyonda yari-
kesikli faz 114 saat siirmiistiir. Kesikli fazin sonunda 110 g/L olan yas hiicre agirhigi
besleme fazinin sonunda 456 g/L’ye ulagsmistir. Ksilanaz enzim aktivitesi 2505 U/ml,
hiicre dis1 toplam protein miktari ise 412 mg/L olarak hesaplanmistir (Sekil 4.6).
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4.2.1. Sabit-p stratejisi biyokiitle olusum kinetigi

Sabit-p stratejisi uygulanarak 4 farkli p degerinde gergeklestirilen yari-kesikli
fermentasyonlarda belirli araliklarla alinan Orneklerin yas hiicre agirliginin (g/L)
Olclilmesi ve grafige dokiilmesi ile hiicre gelisim egrisi ¢ikarilmistir (Sekil 4.3, Sekil 4.4,
Sekil 4.5, Sekil 4.6). Spesifik gelisim (u), spesifik tiretim (gp) ve spesifik tiikketim (Qs)
hizlarinin hesaplanmasinda besleme soliisyonunun diliisyon etkisinden dolayr hiicre
konsantrasyonu (g/L) ve OD degerleri kullanilamaz. Bu nedenle tiim hiz ve katsayi
hesaplamalari, toplam biyokiitle (gr yhaya da kha), toplam aktivite (U ya da mg) ve
toplam protein miktar1 (mg) esas alinarak yapilmistir. Spesifik gelisim hizinin
hesaplamasi hiicre konsantrasyon degerlerinin (X, g/L) hacim (V, L) ile ¢arpilarak (X.V)
elde edilen toplam biyokiitle degerlerinin zamana karst ¢izilen grafiginden
hesaplanmistir. Herbir p degeri igin gergeklestirilen fermantasyonlarin biyokiitle olusum
profillerinin iistel egilim ¢izgileri (y = a-e"') MS Excel yaziliminda ¢izilmis ve egrilerin
formiilleri ve R? degerleri grafik iizerinde gosterilmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Sabit-p  stratejisine gore gergeklestirilen yari-kesikli fermentasyonlarin
biyokiitle olusum profilleri [ 0,1 (m); 0,08 (A); n 0,04 (¢); 10,02 (o) sa™]

Sabit gelisim hizinda gergeklestirilen yari-kesikli proseslerde hiicre gelisim
denkligi d(XV)=pXVdt olarak ifade edilir. Beslemenin basladigi to ve prosesin sona
erdigi t zamani1 araliginda integrali alindiginda XV=XoVoe*%? iistel esitligi elde edilir.
Toplam biyokiitlenin zamana kars1 grafiginin iistel regresyon egrisinin R? degerlerinin
>0,99 olmasi herbir deneyde proses siiresince uygulanan iistel besleme profilinin sabit
gelisim hizimi sagladigin1 gostermistir (Sekil 4.7). Herbir fermentasyonda planlanan ve
regresyon egrilerinin formiillerinden ¢ikarilan (gerceklesen) p degerleri Cizelge 4.2°de
verilmistir.
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Cizelge 4.2. Sabit-p stratejisi uygulanan iretimlerde planlanan ve gerceklesen p
degerleri, gerceklesen biyokiitle profillerinin iistel regresyon egri formiilleri

ve R? degerleri

1] 1] Regresyon  Regresyon
planlanan gerceklesen egrisi egrisi
(sa?) (sa?) formiil R?
0,10 0,092+0,001  y=246-¢%0%% 0,9996
0,08 0,073£0,003  y=252-¢2073% 0,9976
0,04 0,036+0,001  y=234-¢%03> 09978
0,02 0,018+0,001  y=239-¢2017x 0,9971

Biyokiitle olusum profillerinin regresyon egrilerinin t zamanindaki egimini
hesaplamak i¢in regresyon formiiliiniin tiirevi alinarak anlik biyokiitle olusum hizlar1 (r,
g hiicre/sa) hesaplanmistir. rx degerlerinin t anindaki biyokiitle miktarina (XV, gr)
boliinmesi ile anlik spesifik gelisim hizlar (p, g hiicre/g hiicre/sa) hesaplanarak herbir
fermantasyonun p profili ¢ikarilmistir (Sekil 4.8).

Sabit-p
Spesifik Gelisme Hizi (p)

S|
o
o
N
o

[ ]
®
1
®
®

J

T T T 1
60,0 80,0 100,0 120,0

Yari-kesikli faz siire (saat)

T T
0,0 20,0 40,0

Sekil 4.8. Sabit-p stratejisine gore gerceklestirilen yari-kesikli fermentasyonlarin spesifik
gelisim hizi1 () profilleri. (m) 1 0,1; (A) 1 0,08; (¢) 1 0,04; () 1 0,02 sa™

Sekil 4.8’de goriildiigii lizere, u degerlerinin proses siliresince sabit olmasinin
saglandigl, set degerlerine gore hesaplanarak belirlenmis besleme profillerinin dogru
oldugu ve teknik olarak sorunsuz bir sekilde uygulandig s6ylenebilir.

4.2.2. Sabit-p stratejisi substrat tiiketim Kinetigi (s, gsubs/Qkha/sa)

Sekil 4.9°da p set degerlerine gore hesaplanan besleme profilleri ile birlikte
substrat ¢ozeltisinin ¢evrimici tartimindan alinan verilerden elde edilen gergeklesen
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besleme profilleri ve substrat tiiketim hiz1 (qs, Qgiu/Qkna/Sa) profilleri verilmistir. Her bir
fermentasyonda p degerinin sabit kalmasi (Sekil 4.8), kiitle dengesi denklemlerine gore
hesaplanan substrat besleme profilinin basarili bir sekilde uygulanmasi ile
gerceklestirilmistir.

Sabit-p
Substrat Besleme Profili (g glukoz)
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Sabit-p
Spesifik Substrat Tiiketim Hizi (gs)
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£ 0,040 @ oo —o ———e—— . ° —— o

[ ]
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& 0,020
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0,0 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0 120,0

Yari-kesikli faz siire (saat)

Sekil 4.9. Sabit p besleme stratejisinin 4 farkli deger i¢in uygulandig iiretimlerdeki (A)
hesaplanan (—) ve gerceklestirilen (----+) substrat besleme profilleri, (B)
substrat tiiketim hiz1 (qgs, ggiu/gkna/Sa) profilleri (m) 1 0,1; (A) 1 0,08; (¢) n 0,04;
(o) 10,02 sa’

Gergeklesen substrat besleme profil egrilerini tanimlayan denklemler ¢ok yiiksek

korelasyon degerleri (R?>0,9999) ile 3. dereceden polinom egilim cizgilerinden elde
edilmistir (Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.3. Sabit-p stratejisinde uygulanan substrat besleme profillerini tanimlayan
liciincii dereceden polinom egrilerinin denklem (ax3+bx?+cx) katsayilar1 ve

R? degerleri
u set degeri a b C R?
0,10 sa! 0,0671 -0,3417 15,736 0,9999
0,08 sat 0,0277 0,0403 11,351 1
0,04 sa! 0,0031 0,0353 6,1195 1
0,02 sat 0,0004 0,011 2,7844 0,9999

Ustel artan besleme stratejisinde, taniml1 p degerine gére eklenen substrat hiicreler
tarafindan hemen kullanildigindan proses siiresince biyoreaktor besiyerindeki substrat
konsantrasyonu 0’a yakin olur (Zhang vd. 2007). Sabit-u stratejisinin substrat-kisitl
oldugu bilinmekle birlikte, alinan siipernatan orneklerde D-Glukoz (GOPOD) Kit
(Megazyme, irlanda) ile artik glukoz analizi yapilmis ve proses siiresince artik glukoz
konsantrasyonlar1 10-20 mg/L araliginda tespit edilmistir (veri gosterilmemistir). Elde
edilen bu degerler literatiirdeki sabit-p stratejisinin uygulandigi ¢alismalar ile uyumlu
bulunmustur (Rebnegger vd. 2014). Biyoreaktore eklenen substrat hiicreler tarafindan
hemen kullanildigindan, yapilan tiim hesaplamalarda substrat besleme profili, substrat
tiikketim profili olarak kullanilmistir. Substrat besleme profil denklemlerinin t anindaki
tirevi alinarak gergeklesen anlik besleme hizi (F, ggiukoz/Sa), besleme hizinin t anindaki
toplam kuru hiicre agirligina (F/XV) boliinmesi ile ise anlik spesifik substrat tiiketim
hizlart (QS, Qgiukoz/Qkna/Sa) hesaplanmigtir. 4 farkli p degerinde gergeklestirilen
fermentasyonlarin t (sa), XV (gkna), F (0/52) Ve gs (Jgiugkna *sa™l) degerleri Cizelge 4.4’ de
verilmistir.

Hesaplanan gs degerlerinin zamana kars1 grafiklerine bakildigi zaman (Sekil
4.9.B) herbir fermentasyonun gs degerinin ilgili spesifik gelisim hiz1 ile tutarli oldugu ve
proses siiresince sabit kaldig1 goriilmektedir. Ortalama qs degerleri 0,02 p liretimi i¢in
0,040,002 ggiuQkha *sat; 0,04 p iiretimi igin 0,080,003 QgiuGknatsat; 0,08 p iiretimi igin
0,14+0,006 QguGknasa® ve 0,10 p iiretimi igin 0,180,013 gguQkna *satolarak
gerceklesmistir.

Farkli gelisim hizlarinda gercgeklestirilen iistel beslemeli (substrat-kisitli) yari-
kesikli proseslerin pu ve gs profilleri degerlendirildiginde herbirinde yari-kararli duruma
ulasildig1 sdylenebilir.
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Cizelge 4.4. Sabit-p stratejisinde gergeklestirilen fermentasyonlarin t (sa), XV (Qkna), F
(9/sa) Ve Qs (Jgugkna*sa™) degerleri

K set degeri t XV F gs
(sal) (sa) (gkha) (ggiu/sa) (gglutgknasa?)
(y=0,28-ae")"  (3ax?+2bx+c)* (FIXV)
0,0 62+0,3 2,8 -
7,0 74+0,1 3,0 0,040
17,0 93+0,6 3,5 0,039
31,0 117+0,7 4,6 0,040
44,3 147+1,3 6,1 0,042
0,02 54,0 178+0,9 7,5 0,043
66,2 217+2.8 9,5 0,045
77,3 256+1,3 11,6 0,045
89,3 318+4,2 14,3 0,045
101,8 403+4,5 17,4 0,044
112,0 465+2,6 20,3 0,043
0,0 62+0,02 6,1 -
8,0 92+0,1 7,3 0,082
16,5 125+0,3 9,8 0,081
0.04 23,5 160+0,5 12,9 0,082
' 33,2 227+0,5 18,7 0,082
40,0 299+0,8 23,8 0,081
47,5 374+0,7 30,5 0,078
55,7 531+2,4 39,0 0,074
0,0 70+0,5 114 -
4,0 94+2.8 13,0 0,138
8,0 127+0,8 17,3 0,137
0.08 12,0 170+2,3 24,3 0,143
' 16,0 228+3.4 33,9 0,149
20,0 306+5,8 46,2 0,151
24,0 410+1,6 61,2 0,149
28,0 550+1,5 78,8 0,143
0,0 69+0,9 15,7 -
4,0 102+1,3 16,2 0,163
8,0 142+0,9 23,2 0,161
0,10 12,0 205+2,5 36,5 0,176
16,5 310+0,6 59,3 0,188
20,2 443+2,6 83,8 0,190
22,9 577+3,7 105,8 0,186

“Biyokiitle profillerini tanimlayan denklem (Cizelge 4.2), 0,28 yas hiicre agirhigm kuru hiicre
agirligina ¢evirmek igin kullanilan katsayidir. *Substrat besleme profillerini tanimlayan denklem
(Cizelge 4.3)

62



BULGULAR S. YILMAZ

Substrat hiicre verim degerleri (Yxs) hesaplandiginda (Sekil 4.10) p degeri
arttikca substratin biyokiitleye donlisme oraninin arttig1 tespit edilmistir. Yxs degerleri
diisiik gelisim hizindan bagslayarak yiiksek gelisim hizina dogru sirasiyla 0,42, 0,46, 0,50
ve 0,51 olarak gerceklesmistir.

Sabit-n
Substrat Hiicre Verimi (Yys)

600 -

y=0,5107x

500 7 R?=0,9992

y =0,5029x
R?=0,9998

400

300
y =0,4639x

R?=0,9996
200

Olusan biyokiitle (XV, g kha)

y =0,4196x

100 R?=0,9993

0 200 400 600 800 1000 1200
Eklenen susbstrat (Q, g glukoz)

Sekil 4.10. Farkli sabit-p degerlerinde gergeklestirilen yari-kesikli proseslerin substrat
hiicre verimi (Y xs) katsayilarinin hesaplanmasi [p 0,1 (m), 1 0,08 (A), 1 0,04

(¢), 10,02 (@) sal]

Proses siiresince esit miktarda substrattan (1000 gr glukoz) olusan toplam
biyokiitle miktar1 ve dolayisiyla substrat hiicre verimi (Yxs) spesifik gelisim hizi ile
birlikte artmistir.

4.2.3. Sabit-p stratejisi iiriin olusum Kinetigi (qp, kKU/gkna/sa ve Qp, kU/L/sa)

Sekil 4.11°de 4 farklh p degeri i¢in gerceklestirilen iistel beslemeli yar1 kesikli
proseslerde belirli araliklarla alinan 6rneklerin ksilanaz aktivite degerlerinin (P, U/L)
toplam hacim (V, L) ile ¢arpimi sonucu elde edilen toplam enzim aktivitesi profilleri ve
bu profillerinden hesaplanan spesifik iiriin olusum hizi (qp, U Qknalsa™) profilleri
goriilmektedir.
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Sabit-n
Toplam Uriin Olusum Profili
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Sekil 4.11. Sabit p besleme stratejisinin 4 farkli deger i¢in uygulandigi tiretimlerdeki (A)
toplam enzim aktivitesi (U), (B) spesifik iiriin olusum hiz1 (gp, U gkna'sa)

profilleri [ 0,1 (m); 1 0,08 (A); 0,04 (¢); 1 0,02 (®) sa™]

Toplam enzim aktivitesi profillerinin 3. dereceden polinom denklemleri
cikarilarak matematiksel modellemeleri yapildiginda elde edilen denklem katsayilar ve

R? degerleri Cizelge 4.5’de verilmistir.
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Cizelge 4.5. Toplam enzim aktivitesi profillerinin tigiincii dereceden polinom egrilerinin
denklem (ax3+bx?+cx+d) katsayilar1 ve R? degerleri

u degeri a b C d R?

0,10 sa? 193,31 -1.037,1 115.361 767.441 0,99
0,08 sat 248,23 901,7 43.442 1.000.000 0,98
0,04 sal -10,36 2.230,4 11.519 909.013 0,98
0,02 sat 0,17 360,5 29.731 766.449 0,99

Toplam enzim aktivitesi (kU), toplam biyokiitle agirlig1 ve liretim profillerinin
denklemlerinden elde edilen iiretim kinetigi parametreleri Cizelge 4.6’da verilmistir. Elde
edilen toplam {retimi karsilastirdigimizda diisiikten yiiksek gelisim hizinda
gerceklestirilen liretimlerde sirasiyla 112 saatte 9.062+313 kU, 56 saatte 6.528+357, 29
saatte 8.766+1.014 ve 23 satte 5.129+£162 kU toplam enzim aktiviteleri elde edilmistir.
En yiiksek toplam enzim aktivitelerine 0,02 ve 0,08 p tiretimlerinde ulagilmistir.

Spesifik iiriin olusum hizlarina baktigimizda 0,8pmax tiretiminin qp degerleri
proses siiresince yiikselen bir egilim sergilerken, diisiik gelisim hizlarindaki tiretimlerde
daha stabil bir seyir izlemistir. Herbir tiretimde ulasilan maksimum qp (U/gkna/sa)
degerleri diisiik hizli tiretimdem baslayarak sirasiyla 0,464 (0,2pumax), 0,631 (0,4pmax),
1,257 (0,8pmax) Ve 1,168 (umax) olarak hesaplanmistir. Ortalama qp degerleri ise ayni sira
ile 0,378, 0,501, 1,051 ve 0,844 olarak hesaplanmistir. En yiiksek ortalama qp degeri,
0,4umax tretiminin 2 kati, 0,2pmax Uretiminin ise 3 kati olarak 0,8umax liretiminde
gerceklesmistir.

Biyoprosesin ekonomisini tanimlayan en 6nemli parametrelerden biri olan ve
uzay zaman verimi (STY, space time yield) olarak da ifade edilen hacimsel verimlilik
(Qp) birim zaman ve hacim bagina diisen toplam {iriin miktari/enzim aktivitesi (kU/L/sa)
olarak tanimlanir. Prosesin Qp degerleri iiriin olusum hizlarinin (rp) toplam reaksiyon
hacimlerine (V) boliinmesi ile hesaplanmistir (Cizelge 4.6). Farkli p degerlerinde
gergeklestirilen tiretimlerde elde edilen Qp profili maksimum ve ortalama Qp degerleri
Cizelge 4.6’da verilmistir.

Cizelge 4.6. Farkli sabit-p degerlerinde gergeklestirilen yari-kesikli proseslerin
maksimum ve ortalama spesifik iiriin olusum hizlar1 (qp) ve hacimsel
verimlilik (Qp) degerleri

u set degeri gp(max) gp(ort) Qp(max) Qp(ort)
sat (KU gknasa?) (KU grnalsal) (kU L%sal) (kU Lisa?)
0,02 0,464 0,384 33,0 26,4
0,04 0,631 0,501 50,8 37,6
0,08 1,257 1,051 183,9 95,1
0,10 1,168 0,844 92,9 76,2

Cizelge 4.6’daki degerlerin grafiksel gosterimi Sekil 4.12°de verilmistir. Qp ve
gp degerlerinin ortalama degerleri aymi tretimde (0,8umax) en yiiksek degerlerine
ulagmislar ve pmax tiretiminde diisiis gostermislerdir.
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Sekil 4.12. Spesifik gelisim hizi (p) ile spesifik iiriin olusum hiz1 (qp) ve hacimsel
verimlilik (Qp) arasindaki iliski.

4.2.4. Sabit-p stratejisi hiicresel verim (kU/gkna)

Gram hiicre basina iiretilen enzim aktivitesi (U/g kuru hiicre) olarak tanimlanan
hiicresel verim, hacimsel enzim aktivitesinin (P, U/ml) kuru hiicre konsantrasyonuna (X,
Okha/L) boliinmesi ile hesaplanmistir. Ustel besleme stratejisinin uygulandig iiretimlerde
elde edilen hiicresel verim degerleri Cizelge 4.8’da verilmis, ayrica Sekil 4.13’de

gosterilmistir.

Sabit-n

Hiicresel Verim (U/g kha)

25

Binler

20
ISW

Hiicresel enzim aktivitesi (U/g kha)
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Sekil 4.13. Sabit-p besleme stratejisinin 4 farkli deger igin uygulandig: iiretimlerdeki
hiicresel verim (U/gkna) profilleri [ 0,1 (m); 1t 0,08 (A); 11 0,04 (¢); 1 0,02 (®)

sa]

66



BULGULAR S. YILMAZ

Sekil 4.13°deki profillerde goriildiigii gibi hiicresel enzim aktivitesinin proses
siiresince stabil oldugu ve genel olarak p degeri arttikga azaldigir sonucuna varilabilir.
Anlik hiicresel verim degerlerinin ortalamasi alindiginda diisiikten yiiksek gelisim hizina
dogru sirast ile 17,7£3,6 (0,2umax), 13,8+1,5 (0,4pmax), 15,8+ 2,1 (0,8umax) ve 10,8+1,3
(umax) KU/gkna degerleri elde edilmistir.

Proses siiresince olusan Uriin miktarmin (PV, U) olusan toplam kuru hiicre
miktarma karsi ¢izilen grafigin lineer regresyon analizinden de prosesin toplam hiicre
trtin verimi (Ypx, Ulgkna) elde edilmistir (Sekil 4.14). Grafikten elde edilen verim
degerleri diisiik gelisim hizli iiretimden baslayarak sirasiyla 21,97+0,9; 13,7+0,7;
15,0+0,8 ve 9,4+0,4 olarak elde edilmistir.

En yiiksek hiicresel (21,9+0,85 kU/gkha) verim, ayn1 zamanda hacimsel aktivite
(2.505+87 U/ml) ve toplam enzim aktivitesinin (9.062+313 kU) en yiiksek oldugu 0,2 pmax
tiretiminde elde edilmistir. Bununla birlikte toplam (rp kU/sa), spesifik (gp, kU/gkna/sa) ve
hacimsel (Qp, KU/L/sa) iiriin olusum hizlar1 en yiiksek degerlerine 0,8 pumax liretiminde
ulagsmiglardir. 0,8umax Ve 0,2umax liretimlerinde prosesin sonunda her ne kadar ayni
miktarlarda enzim aktivitesi elde edildiyse de 0,2pmax iiretiminin tiretim fazi 112 saat
stirerken, 0,8 umax liretiminde 29 saatte bitmesi, 0,8 umax iretiminin verimlilik degerlerinin
3 kat daha fazla olmasini saglamistir.

Sabit-n
Hiicre Uriin Verimi (Ypy)
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5
Fy 5.000
o y = 9382,4x
4.000 R?=0,9759
3.000
2.000
1.000
1
0 100 200 300 400 500 600
Olusan biyokiitle (g kha)

Sekil 4.14. Farklh sabit-pu degerlerinde gergeklestirilen yari-kesikli proseslerin hiicre
irtin verimi (Ypx) katsayilarinin hesaplanmasi [p 0,1 (m); 1 0,08 (A); pu 0,04

(¢); 10,02 (@) sa?]

Birim substrattan elde edilen iirlin verimleri (Yps) hesaplandiginda (Sekil 4.15),
artan p ile birlikte substrat veriminin azaldigi tespit edilmistir. Hesaplanan tiim proses
verim degerleri Cizelge 4.7°de verilmistir.
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Sabit-u
Substrat Uriin Verimi (Yps)
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Sekil 4.15. Farkli sabit-p degerlerinde gergeklestirilen yari-kesikli proseslerin substrat
iiriin verimi (Yps) katsayilarinin hesaplanmasi [p 0,1 (m); 1 0,08 (4A); p 0,04

(¢); 10,02 (@) sa™]
Sabit-p strateji ile gergeklestirilen tiretimlerde artan p degeri ile birlikte hiicre ve

substrat basina tretilen triin miktar1 (Ypx Ve Yps) artarken substrat basina liretilen
biyokiitle miktarinin (Yxs) azaldigi tespit edilmistir.

Cizelge 4.7. Farkli sabit-p degerlerinde gergeklestirilen yari-kesikli proseslerin ortalama
hiicre, substrat ve iiriin verim degerleri

u set degeri Yxs Ypx Yps
sa’l (9kha gsubs_l) (kU gkha_l) (kU gsubs_l)
0,02 0,42+0,002 21,9+0,9 9,2+0.,4
0,04 0,46+0,002 13,7+£0,7 6,4+0,3
0,08 0,50+0,002 15,0+0,8 7,5+0,4
0,10 0,51+0,004 9,4+0,4 4,8+0,2
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Cizelge 4.8. Sabit-u stratejisinde gergeklestirilen fermentasyonlarin 6lgiilen ve hesaplanan tiretim kinetigi parametreleri

 set t X P PV o dp Qp Hiicresel verim
degeri (sa) (gknal/L) (U/ml) (kV) (kU/sa) (KU/gkna/sa) (kU/L/sa) (KU/gkna)
(sa?) ax3+hx2+cx+d 3ax?+2bx+c (re/XV) (ro/V) (P/X)
0 31+0,2 296 +17 592 + 33 - - - -
24 49 +1,5 954 +90 2.026 + 191 47,3 0,464 22,3 19,9
44 64 +0,6 1.102 +20 2.526 + 65 62,6 0,431 27,3 174
0,02 54 74 £0,4 1.314 +31 3.155+ 74 70,1 0,407 29,2 18,3
77 93 £0,5 2.002 £63 5.507 =173 88,4 0,342 32,1 21,3
102 121 +£1,3 2.246 £53 7.367 £ 173 108,3 0,273 33,1 18,5
112 128 +0,7 2.505 £87 9.062 =313 118,4 0,241 32,7 18,4
0 31 +0,1 398 +46 793 £92 - - - -
17 58 +£0,7 873 +22 1.897 +47 76,7 0,631 35,3 15,6
24 70 +£0,9 931 +29 2.135 +67 99,2 0,628 43,2 13,5
0,04 33 89 +£0,6 1.105 +44 2.816 £113 1253 0,552 49,2 12,4
40 108 +0,7 1.672 175 4.618 +484 140,2 0,478 50,8 15,7
48 121 40,5 1.817 £77 5.628 +239 153,3 0,394 49,5 14,5
56 146 £1,3 1.797 £98 6.528 £357 163,6 0,309 45,0 12,3
0 32+0,2 647 +47 1.361 £98 - - - -
4 45 +13 677 £10 1.456 £23 62,6 0,662 29,1 15,4
8 59 £0,4 885 +83 1.969 +184 105,5 0,833 47,4 15,5
0,08 14 84 +0,9 1.256 +124 3.047 £300 2146 1,090 88,5 15,5
20 109 £2,0 1.350 +£135 3.788 +377 377,3 1,234 134,5 12,4
24 122 +0,5 2.215+70 7.076 £225 515,6 1,257 161,4 17,3
29 152 +0,4 2.324 £269 8.766 +1.014 693,8 1,228 183,9 15,5
0 33+0,4 365 +4 751 +9 - - - -
8 63 £0,4 724 £12 1.630 £28 135,9 0,944 60,4 11,3
010 12 84 £1,0 1.010 £28 2.467 £68 173,9 0,836 72,4 11,9
' 17 111 +0,2 1.093 +49 3.068 £138 239,0 0,759 85,8 9,7
20 135 +0,8 1.348 +£40 4.433 £132 309,4 0,702 91,9 10,1
23 143 +0,9 1.267 +£40 5.129 £162 372,4 0,656 92,9 9,0
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4.2.5. Sabit-p stratejisi hiicre dis1 toplam protein

Sabit-u stratejisi ile gergeklestirilen fermentasyonlarda alinan drneklerde toplam
protein analizi yapilarak hiicrelerin ksilanaz ile birlikte hiicredisina salgiladig1 toplam
protein konsantrasyonu (mg/L) tayin edilmis ve Cizelge 4.9°da verilmistir.

Cizelge 4.9. Farkli sabit-pu degerlerinde gerceklestirilen yari-kesikli proseslerin hacimsel
aktivite (U/ml), hiicredis1 toplam protein (ug/ml) ve spesifik aktivite

(kU/mg) degerleri
u set t P Tp Sp. aktivite
degeri (sa) (U/ml) (mg/L) (kU/mg protein)
(sal) (P/Tp)
0 296 +17 69 +5,4 4,3
24 954 £90 119 +4,1 8,0
44 1.102 +20 169 +£3,6 6,5
0,02 54 1.314 +31 209 +4,2 6,3
77 2.002 +63 290 +20 6,9
102 2.246 £53 351 +5,8 6,4
112 2.505 +£87 412 £2.7 6,1
0 398 +46 65 +0,9 6,1
17 873 £22 143 £2,1 6,1
24 931 £29 180 +3,0 52
0,04 33 1.105 +44 236 £1,0 4,7
40 1.672 175 288 £33 5,8
48 1.817 +77 299 +35 6,1
56 1.797 +98 323 46,2 5,6
0 647 +47 49 +30 13,2
4 677 +10 60 +0,7 11,2
8 885 +83 79+£2,4 11,2
0,08 14 1.256 +124 110 £2,5 11,3
20 1.350 +135 156 +£3,8 8,7
24 2.215+70 199 +£3,8 11,2
29 2.324 £269 224 £5.5 10,3
0 365 +4 31+1,5 11,7
8 724 +12 70 £3,0 10,3
01 12 1.010 +28 94 +4,0 10,7
' 17 1.093 +49 130 +5,9 8,4
20 1.348 +40 160 +3.4 8,4
23 1.267 +40 173 £6,2 7,3

Hiicrelerin hiicre disina salgiladigi toplam protein diisiikten baslayarak ytliksek
gelisme hizina dogru sirasiyla 412, 323, 224 ve 173 mg/L olarak gergeklesmistir.
Hiicrelerin spesifik gelisme hizlar1 arttikga hiicre digina salgiladiklar1 toplam protein
miktarinin azaldig tespit edilmistir. Her bir iiretim ayrica SDS-PAGE ile analiz edilmistir
(Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. Farkli sabit-p degerlerinde gergeklestirilen tiretimlerin yari-kesikli proses
boyunca alinan siipernatan 6rneklerinin SDS PAGE goriintiileri (A) u 0,02
sal, (B) u 0,04 sal, (C) u0,08sat, (D)u0,10sa*

4.3. Sabit-EtOH Stratejisi: Hipoksik Kosullarda Geribildirim Kontrollii Uretim

Calismada uygulanan geribildirim kontrollii  sabit-etanol  stratejisinde,
uygulanacak olan etanol degerlerinin hacimce yiizdeleri %0,25, %0,50, %0,75 ve %]l
olarak belirlenmistir. Hipoksik sartlar altinda gerceklesen fermentasyonlarda besleme
hizi, reaksiyon sivisina daldirilmis olan etanol sensoriiniin, belirlenen set degerini sabit
tutmak tlizere besleme soliisyonunun bagli oldugu pompaya ac¢/kapa komutu vermesi ile
otomatik olarak ayarlanmigtir. Besleme fazi, 2000 g besleme soliisyonu (1000 g glukoz)
ortama verilene kadar devam ettirilmistir.

Tiim fermantasyonlar siiresince ortamdaki ¢o6ziinmiis oksijen (%CO), pH,
besleme sollisyonunun agirligi (gr) ve ¢ikis gazinin %CO2 ve %0O; oranlari ¢evrimici
Olclilmiistiir. Ayrica, iliretim fazi boyunca belirli araliklarla 6rnekler alinarak, zamana
kars1 yas hiicre agirligi, protein miktar1 ve ksilanaz aktiviteleri ¢cevrimdisi takip edilmistir.
Herbir etanol konsantrasyonu igin gergeklestirilen fermantasyonlarin g¢evrimigi ve
cevrimdis1 Olgiilen degerleri herbir fermentasyon icin ayr1 grafikler seklinde asagida
verilmistir (Sekil 4.17, 4.18, 4.19 ve 4.20).
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Sekil 4.17. Etanol konsantrasyonunu %1'de sabit tutacak sekilde hipoksik kosullarda
gerceklestirilen fermantasyon siiresince Olgiilen (A) c¢evrimi¢i ve (B)
cevrimdigt veriler (Enzim aktivitesi, U/ml; Yas hiicre agirhigi, g; Toplam
protein, mg/L)
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Sekil 4.18. Etanol konsantrasyonunu %0,75'de sabit tutacak sekilde hipoksik kosullarda
gerceklestirilen fermantasyon siiresince Olgiilen (A) ¢evrimi¢i ve (B)
cevrimdist veriler (Enzim aktivitesi, U/ml; Yas hiicre agirhigi, g; Toplam
protein, mg/L)

73



BULGULAR S. YILMAZ
120 - 1200 — — -6
KESIKLI FAZ rA, YARI-KESIKLI FAZ L 20 -
100 | 1000 | ' L5
F1,2
~ %0O.
8" ’ r15 ~
< 80 - 800 o -4 F1.0
X X
5 5 2 0e 2
‘B N o~ 0,
L2 604 2 600 o |3z 8
! = B R I
b= S
:g (4] Zy r 0.6
§ 40 400 %EtOH 5 L2
3 4 %CO, L5 r o4
20 - 200 -
+ 0,2
%CO
0 0 ; : : 0 Lo Loo
40 20 40 60 80
Sire (saat)
3000 600
aktivite
2500 - L 500
= an
S 2000 4 L 400 B
= —E
n D) —
] .g Yha = =
£ g =5
£ 1500 e ‘§\Iu e [ 3% 2L
= o toplam protein 05
N Qe
© 3
c c®
& 1000 - L 200 po
i © O
¥ >
500 - o L 100
0 : : . ! ; 0
-40 -20 0 20 40 60 80

sire (saat)

Sekil 4.19. Etanol konsantrasyonunu %0,5'de sabit tutacak sekilde hipoksik kosullarda
gerceklestirilen fermantasyon siiresince Olgiilen (A) c¢evrimi¢i ve (B)
cevrimdigt veriler (Enzim aktivitesi, U/ml; Yas hiicre agirligi, g; Toplam
protein, mg/L)
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Sekil 4.20. Etanol konsantrasyonunu %0,25'de sabit tutacak sekilde hipoksik kosullarda
gerceklestirilen fermantasyon siiresince Olgiilen (A) ¢evrimi¢i ve (B)
cevrimdist veriler (Enzim aktivitesi, U/ml; Yas hiicre agirhigi, g; Toplam
protein, mg/L)
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4.3.1. Sabit-EtOH stratejisinde hiicre gelisim kinetigi

Sabit- EtOH stratejisi uygulanarak 4 farkli EtOH degerinde gergeklestirilen yari-
kesikli fermentasyonlarda belirli araliklarla alinan 6rneklerin yas hiicre agirligr (g/L)
degerleri hacim (L) ile ¢arpilarak toplam biyokiitle miktarlar1 (gyha) hesaplanmis ve
zamana kars1 grafikleri ¢izilmistir (Sekil 4.21). Proses siiresince hiicrelerin spesifik
gelisim hizlar1 (u) toplam biyokiitle olusum profillerinden geometrik olarak
hesaplanmustir. Herbir profilin matematiksel denklemi MS Excel yaziliminda polinom
egilim ¢izgileri (y = ax3+bx?+cx+d) ile belirlenmistir (Sekil 4.22). Elde edilen denklemler
ve R? degerleri Cizelge 4.9°da verilmistir.

Sabit-EtOH
Biyokiitle Olusum Profili
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g

8

[
o
o

600 -

Toplam biyokiitle (gr yha)

400 -

0 T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70

Yari-kesikli faz siire (saat)

Sabit-EtOH Spesifik Gelisme Hizi (p)
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Sekil 4.21. Sabit-EtOH stratejisine gore gerceklestirilen yari-kesikli fermentasyonlarin
(A) biyokiitle olusum ve (B) spesifik gelisim hizi (p) profilleri (m) %1,0
EtOH; (A) %0,75 EtOH; (¢) %0,50 EtOH ve (o) %0,25 EtOH
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Cizelge 4.10. Sabit-EtOH stratejisi uygulanan {iretimlerde gerceklesen biyokiitle
profillerinin  dglinci  dereceden  polinom  egrilerinin  denklem
(ax3+bx?+cx+d) katsayilar1 ve R? degerleri

%EtOH a b c d R?
set degeri
%1,0 0,0087 -0,8453 36,659 267,29 0,999
%0,75 0,0039 -0,48 28,783 258,55 0,998
%0,50 0,0079 -0,8499 38,898 240,16 0,999
%0,25 0,0025 -0,432 32,593 224,15 0,999

Biyokiitle olusum profillerinin regresyon egrilerinin t zamanindaki egimini
hesaplamak i¢in regresyon formiiliiniin tiirevi alinarak anlik biyokiitle olusum hizlari (rx,
g hiicre/sa) hesaplanmistir. rx degerlerinin t anindaki biyokiitle miktarma (XV, gr)
bolinmesi ile anlik spesifik gelisim hizlar (p, g hiicre/g hiicre/sa) hesaplanarak herbir
fermantasyonun p profili ¢ikarilmistir (Sekil 4.21.B).

Farklt etanol konsantrasyonunun saglanmasi ile fakli hipoksik kosullar
olusturulmasi amaglanan sabit-etanol tiretimlerin herbiri ortalama 6142 saat stirmdistiir.
Biyokiitle olusum ve spesifik gelisme hizi profilleri (Sekil 4.21) incelendiginde hiicrelerin
4 farkli etanol konsantrasyonunda benzer hiicre gelisim kinetigi sergiledigi soylenebilir.
Herbir tiretimin sonunda ortalama 1159+51 g yas hiicre agirligina ulasilmistir. Spesifik
gelisim hizlar ise prosesin baslangicinda maksimum gelisme hizindan baslayip proses
sonuna kadar 0,010 sa™® degerlerine diismiistiir. Cizelge 4.11°de iiretimlerin biyokiitle
verileri ve hesaplanan p degerleri verilmistir. Sabit-etanol stratejisinin tim XV ve p
degerleri arasinda tek tarafli ANOVA testi sonucunda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunamamastir.
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Cizelge 4.11. Sabit-EtOH stratejisinde gergeklestirilen fermentasyonlarin t (sa), XV
(Qyha) Ve u (sat) degerleri

EtOH t XV 11

set degeri (sa) (gyha) (sat)
(%) (@3+bx*+cx+d)”  (3a2+2ax+c)/XV

0 223+1,0 0,146

6 400+4,0 0,069

14 630+2,5 0,035

0.25 25 793+7,9 0,020

’ 30 871+3,2 0,015

39 1.005+9,7 0,010

50 1.078+7,5 0,008

63 1.185+9,8 0,007

0 233+1,1 0,165

7 485+2,2 0,058

9 529+0,8 0,048

17 694422 0,024

0,50 27 810+1,8 0,013

36 908+15,2 0,009

44 993+14,9 0,010

54 1.104+10,9 0,014

60 1.217+18 0,017

0 253+2,7 0,114

9 494+0,2 0,042

17 64348, 1 0,024

0,75 33 800+4,0 0,012

41 910+7,2 0,010

51 1.011+5,3 0,010

62 1.124+13,0 0,013

0 264+6,2 0,139

8 519+40,7 0,048

15 655+7,2 0,026

10 22 748+12,8 0,016

’ 33 873+3,0 0,011

43 975+0,8 0,013

54 1.157£17,8 0,019

59 1.110+4,3 0,025

“Biyokiitle profillerini tanimlayan denklem (Cizelge 4.10)
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4.3.2. Sabit-EtOH stratejisi substrat tiiketim Kinetigi (qs, gsubs/gkha/sa)

Sekil 4.22°da substrat ¢ozeltisinin ¢evrimigi tartimindan alinan verilerden elde
edilen besleme profilleri (g glukoz) ve substrat tiiketim hiz1 (qs, ggiu/Qkna/Sa) profilleri
verilmistir.

Sabit-EtOH Substrat Besleme Profili
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Sekil 4.22. Sabit-EtOH besleme stratejisinin 4 farkli deger i¢in uygulandigi
tiretimlerdeki (A) substrat besleme profilleri (B) substrat tiiketim hiz1 (qgs,
Qglu/gkna/sa) profilleri (m) %1,0 EtOH; (A) %0,75 EtOH; (¢) %0,50 EtOH ve

(®) %0,25 EtOH
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Gergeklesen substrat besleme profil egrilerini tanimlayan denklemler yiiksek
korelasyon degerleri (R?>0,98) ile dogrusal egilim ¢izgilerinden elde edilmistir (Sekil
4.22.A).

Sabit-p stratejisinin substrat-kisitli oldugu bilinmekle birlikte, beslemenin,
reaksiyon sivisindaki etanol konsantrasyonunu sabit tutacak sekilde sensor tarafindan
besleme pompasina ag/kapa komutu verilerek gergeklestirildigi hipoksik iiretimlerde,
proses siiresince kiiltiir sivisindaki susbstrat konsantrasyonlar1 hakkinda daha once
yapilmis ¢alismalarda bir bilgi bulunmamaktadir. Bu ¢aligmada, 6rnek siipernatanlarinda
D-Glukoz (GOPOD) Kit (Megazyme, irlanda) ile artik glukoz analizi yapilmis ve proses
stiresince reaksiyon sivisindaki glukoz konsantrasyonlar1 10-20 mg/L araliginda tespit
edilmistir (Cizelge 4.12). Elde edilen bu degerlerle sabit-etanol stratejisinin
uygulanmasinda kiiltiir sivisinda substrat birikmesinin yagsanmadig ve prosesin substrat-
kisith olarak kabul edilebilecegini gdstermistir. Biyoreaktdre eklenen substrat hiicreler
tarafindan hemen kullanildigindan, yapilan tiim hesaplamalarda substrat besleme profili,
substrat tiiketim profili olarak kullanilmigtir. t zaman araliginda biyoreaktore eklenen
glukoz miktarinin (Q, g) t zamanina boliinmesi ile besleme hiz1 (F, ggukoz/Sa), besleme
hizinin t anindaki toplam kuru hiicre agirligima (F/XV) boliinmesi ile ise anlik spesifik
substrat tiiketim hizlar1 (gs, ggiukoz/Qkha/Sa) hesaplanmistir. 4 farkli sabit-etanol degerinde
gerceklestirilen fermentasyonlarin t (sa), XV (Qkna), Q (Qgiukoz), F (Qgiukoz/Sa) Ve Qs (Qgiu
Okna 'sal) degerleri Cizelge 4.12°de verilmistir.

Hesaplanan gs degerlerinin zamana karsi grafiklerine bakildigi zaman (Sekil
4.22.B) herbir fermentasyonun gs degerinin ilgili spesifik gelisim hizi ile tutarli olarak
maksimum degerinden baglayarak (~0,2) proses siiresince giderek azaldigi (~0,050)
goriilmiistiir. Besleme profiline bakildiginda ise besleme hizlarinin diisiik etanolden
(%0,25) yiiksek etanol konsantrasyonunda (%1,0) gerceklestirilen fermentasyonlarda
swrast ile 16+2,1 ggiukoz/S8, 1743,6 gglukoz/Sa, 16£2,7 gguukoz/Sa ve 17+3,8 gglukoz/Sa
hizlarinda gerceklestigi goriilmiistiir. Proseslerin ortalamasi alindiginda ise hipoksik
sartlarda gergeklestirilen, etanol konsantrasyonunun kontrol parametresi olarak secildigi
yari-kesikli liretimlerde besleme hizinin etanol konsantrasyonundan bagimsiz olarak
ortalama 1743 ggiukoz/Sa degerinde sabit oldugu bulunmustur.
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Cizelge 4.12. Sabit-EtOH stratejisinde gergeklestirilen fermentasyonlarin t (sa), Q

(Jglukoz) » XV (Qkna), F (0/sa) Ve Qs (QgluQkha 1sat) degerleri

%EtOH t XV Q F S gs
set degeri (sa) (gxha) (9glukoz) (gglu/sa) Artik glukoz (gglugknasa™)
(%) (mg/L) (EIXV)

0 62+0,3 0 9+0,4 0,258

6 112+1,1 117 19,5 14+0,4 0,143

14 176+0,7 264 17,6 16+0,4 0,095

0.25 25 222422 439 15,9 15+0,4 0,071
’ 30 244+0.9 516 17,0 16+0,4 0,066
39 281+2,7 649 14,2 18+0,4 0,059

50 302+2,1 801 14,2 19+0.4 0,053

63 33242.8 985 13,9 20+0.4 0,049

0 65+0,3 0 12+1,1 0,242

7 136+0,6 155 22,2 18433 0,124

9 148+0,2 203 23,8 17+0.,4 0,111

17 194+0,6 331 16,0 19+1,7 0,084

0,50 27 227+0,5 476 15,3 11+1,3 0,071
36 254443 617 14,6 14+1,9 0,064

44 278+4,2 736 15,1 16+1,2 0,060

54 309+3,0 894 15,8 1540,6 0,053

60 341+4,9 992 15,5 184+0,3 0,048

0 71+0,8 0 13+0,4 0,223

9 138+0,1 195 21,3 15+1,1 0,119

17 180+2.3 311 13,9 15+0,8 0,090

0,75 33 224+1,1 522 13,7 19£1,0 0,070
41 255+2.0 655 16,3 18+1,1 0,064

51 283+1,5 816 16,1 194+0.4 0,058

62 315+3,6 993 16,3 0,051

0 74+1,7 0 19+1,3 0,231

8 145+11 199 24,9 1540,8 0,121

15 183+2.0 322 17,5 18+1,1 0,094

10 22 210+3,6 426 14,9 19+0,6 0,082
' 33 245+0,8 576 14,2 11+0,4 0,072
43 273+0,2 748 16,2 14+1,2 0,063

54 32445,0 920 15,9 16£1,2 0,054

59 311+£1,2 088 13,5 15+0,8 0,049
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4.3.3. Sabit-EtOH stratejisi iiriin olusum Kinetigi (rp, gp ve Qp)

Sekil 4.23°de 4 farklh p degeri i¢in gerceklestirilen iistel beslemeli yar1 kesikli
proseslerde belirli araliklarla alinan 6rneklerin ksilanaz aktivite degerlerinin (P, U/L)
toplam siipernatan hacmi (V, L) ile ¢arpimi sonucu elde edilen toplam enzim aktivitesi
profilleri ve bu profillerinden hesaplanan spesifik iiriin olusum hiz1 (qp, U Qknals™?)
profilleri goriilmektedir.

Sabit-EtOH Uriin Olusum Profili

_ 12.000
o
=
(-]

10.000
)
@ 8.000
=
3
k]
©
8  6.000
5
e
£ 4000
[~}
°

2.000

0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0 70,0
Yari-kesikli faz siire (saat)
Sabit-EtOH Spesifik Uriin Olusum Hizi (q,)

3.000

N
v
o
o
> o
77

e

1.500

1.000

Spesifik Giriin olusum hizi (qp, U gina* sat)

%
o
o
L
L

0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0 70,0

Yari-kesikli faz siire (saat)

Sekil 4.23. Sabit-EtOH besleme stratejisinin 4 farkli deger i¢in uygulandigi
tiretimlerdeki (A) toplam enzim aktivitesi (U) ve (B) spesifik iiriin olusum
hiz1 (qp, U gknatsa’t) profilleri (m) %1,0 EtOH; () %0,75 EtOH; (¢) %0,50
EtOH ve (o) %0,25 EtOH
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Toplam enzim aktivitesi profillerinin 3. dereceden polinom denklemleri
cikarilarak matematiksel modellemeleri yapildiginda elde edilen denklem katsayilar1 ve
R? degerleri Cizelge 4.13’de verilmistir.

Cizelge 4.13. Toplam enzim aktivitesi profillerinin {giincii dereceden polinom
egrilerinin denklem (ax3+bx?+cx+d) katsayilar ve R? degerleri

%EtOH a b c d R?
degeri
1,0 18,065 -1895,3 181.619 1E+06 0,9854
0,75 22,271 -2343,5 196.930 1E+06 0,9998
0,50 -14,111 147,43 189.591 1E+06 0,9869
0,25 -5,1161 -416,74 150.707 1E+06 0,9962

Toplam enzim aktivitesi (kU), toplam biyokiitle agirligi ve tiretim profillerinin
denklemlerinden elde edilen iiretim kinetigi parametreleri Cizelge 4.14’te verilmistir.
Herbir etanol degeri icin gergeklestirilen iliretimde toplam ve spesifik {iriin olusum
hizlarmin (rp, gp Ve Qp) proses ilerledikce azaldigi, hiicre iiriin veriminin ise belli bir
degere kadar artis gosterip sonrasindan stabil kaldig: tespit edilmistir. Prosesler arasinda
elde edilen ve hesaplanan degeler arasindan istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi
tek yonliit ANOVA testi ile dogrulanmistir (p>0,05).
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Cizelge 4.14. Sabit-EtOH stratejisinde gerceklestirilen fermentasyonlarin 6lgiilen ve hesaplanan {iretim kinetigi parametreleri

Etanol t X P PV o Op Qp Hiicresel verim
degeri (s) (gxnalL) (U/ml) (kU) (kU/h) (kU/gknals) (KU/LIs) (kU/gkna)
(%) axd+bx%+cx+d 3ax?+2bx+c (ro/XV) (re/V) (PIX)

0 32 £0,1 561 +32 1.081 +62 151 2,40 78,2 17,2

14 76 +£0,3 1.427 +£32 3.331 75 136 0,79 58,1 19,5

0.25 25 85 +0,8 1.648 £16 4.316 +43 120 0,53 45,7 19,0
' 39 96 +0,9 2.121 £105 6.227 £309 95 0,34 32,2 22,5
50 95 +0,7 2.196 +77 6.982 +246 71 0,23 22,4 23,0

63 93 +0,8 2.160 +89 7.717 £318 37 0,11 10,4 23,2

0 34 +0,2 646 £12 1.241 +23 190 2,81 98,7 18,4

9 67 +0,1 1.170 £98 2.598 +219 189 1,28 85,1 17,6

17 80 +0,2 1.540 +79 3.736 £193 182 0,94 75,1 19,2

0,50 27 85 +0,2 2.475 +51 6.579 +£135 168 0,73 63,1 28,6
36 87 £1,5 2.659 +54 7.731 £157 145 0,57 49,8 30,3

44 90 +1,4 2.607 +89 8.067 £276 121 0,44 39,0 29,4

60 96 +1,4 2.863 £115 10.172 £408 53 0,16 15,0 29.9

0 35+0,4 560 £27 1.119 +54 197 2,63 98,5 14,9

9 59 +0,0 1.169 +52 2.717 £120 160 1,17 68,6 19,0

17 71409 1.547 £33 3.921 +84 135 0,74 53,4 21,3

0,75 33 77 £0.4 2.039 +48 5.911 £140 115 0,54 39,7 27,9
41 82 +0,6 2.163 +91 6.751 +284 117 0,48 37,5 27,9

51 83 +0.4 2.346 +66 7.971 +£223 131 0,48 38,8 29,2

62 85+1,0 2.597 £17 9.605 +64 163 0,50 43,9 29,8

0 38 +0,9 604 +18 1.184 +£36 182 2,43 92,7 15,8

8 64 £5,0 921 +69 2.090 £157 155 1,08 68,2 14,6

15 75 0,8 1.531 £55 3.744 £134 137 0,75 56,0 20,4

1,0 22 80 +1,4 1.786 +54 4.655 £140 125 0,59 47,7 21,9
33 86 +0,3 1.763 £60 5.026 £171 116 0,48 40,6 20,7

43 88 +0,1 2.323 £37 7.242 £116 119 0,44 38,2 26,5

59 88 +0,3 2.518 +38 8.932 £136 147 0,41 41,3 25,0
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4.3.4. Sabit-EtOH stratejisi hiicresel verim (kU/gkha)

Gram kuru hiicre basina tiretilen enzim aktivitesi (U/g kha) olarak tanimlanan
hiicresel verim, her bir t noktasinda hacimsel enzim aktivitesinin (P, U/ml) kuru hiicre
konsantrasyonuna (X, gkha/L) boliinmesi ile hesaplanmistir. Sabit-EtOH stratejisinin
uygulandig iiretimlerde elde edilen hiicresel verim degerleri Cizelge 4.14’te verilmis,
ayrica Sekil 4.24°te gosterilmistir.

Sabit-EtOH
Hiicresel verim (U/g kha)

35.000

30.000 —
20.000

15.000

PN

10.000

hiicresel enzim aktivitesi (U/g kha)

5.000

0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0 70,0

Yari-kesikli faz siire (saat)

Sekil 4.24. Sabit-EtOH besleme stratejisinin 4 farkli deger igin uygulandigi
tiretimlerdeki hiicresel verim (U/gkna) profilleri (m) %1,0 EtOH; (A) %0,75

EtOH: (¢) %0,50 EtOH ve () %0,25 EtOH

Sekil 4.24°deki profillerde goriildiigii gibi hiicresel enzim aktivitesinin proses
stiresince stabil oldugu ve ortalama etanol degerlerinde (%0,50 ve %0,75) gerceklestirilen
iiretimlerde en yiiksek degerlere ulastifi sdylenebilir. En yiiksek (%1) ve en diisiik
(%0,25) etanol degerlerinde de birbirlerine ¢ok yakin hiicresel verim degerleri elde
edilmistir. Anlik hiicresel verim degerlerinin ortalamasi alindiginda diistikten yiiksek
etanol degerine dogru sirasi ile 20,6+2,2 (%0,25 EtOH), 24,6+6,1 (%0,50 EtOH),
24,3+5,8 (%0,75 EtOH) ve 21,3+4,4 (%1,0 Etanol) kU/gkna degerleri elde edilmistir.
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4.3.5. Sabit-EtOH stratejisi hiicre ve iiriin verimleri (Yxs, Yps ve Ypx)

Birim substrat basina olusan biyokiitle oranini ifade eden substrat hiicre verimi
(Yxs) olarak, tiim sabit-etanol proseslerinde 0,26-0,31 arasinda birbirine ¢ok yakin
degerler elde edilmistir (Sekil 4.25).

Sabit-EtOH Substrat Hiicre Verimi (Yys)

350 4

y =0,3105x
R?=0,9403 y =0,2891x
300 R?=0,9512
y =0,2824x

N
w1
o

= A R?=0,9818
=3
C
2 200
E y =0,2555x
s R?=0,9668
2>
S 150
c
3
3
S 100
50 -
O T T T 1
0,0 200,0 400,0 600,0 800,0 1000,0 1200,0

Eklenen susbstrat (g glukoz)

Sekil 4.25. Farkli sabit-EtOH degerlerinde gergeklestirilen yari-kesikli proseslerin
substrat hiicre verimi (Yxs) katsayilarinin hesaplanmasi (m) %1,0 EtOH; (A)

%0,75 EtOH; (¢) %0,50 EtOH ve () %0,25 EtOH

Hiicre bagina iiretilen tiriin miktarinin ifadesi olan hiicre tiriin verimi (Ypx, U/Qkha),
proses siiresince olusan {iriin miktarinin (PV, U) olusan toplam kuru hiicre miktarina kars1
cizilen grafigin lineer regresyon analizinden elde edilir (Sekil 4.26). Dogrusal egim
¢izgisinin egimi, prosesin ortalama hiicresel verimini (Ypx) ifade eder.

Birim substrat basina elde edilen iiriin miktarini ifade eden substrat iiriin verimi
(Yrs) Sekil 4.27°de gosterildigi sekilde eklenen olusan toplam ftiriiniin (U) toplam substrat
miktarina (g glukoz) karsi ¢izilen grafikten hesaplanmistir. Sabit-etanol proseslerine ait
tiim verim degerleri Cizelge 4.15°de verilmistir.

Cizelge 4.15. Farkli sabit-EtOH degerlerinde gergeklestirilen yari-kesikli proseslerin
ortalama hiicre, substrat ve liriin verim degerleri

%EtOH Yxs Ypx Yps

set degeri (Qkha gsubs_l) (kU gkha_l) (kU gsubs_l)
0,25 0,31 £0,01 23,5 +0,6 7,3 +£0,2
0,50 0,29 +0,01 31,8 +1,6 9,3 £0,3
0,75 0,26 £0,01 33,4 £1,2 8,6 0,1
1,0 0,28 +0,1 27,0 £1,1 7,7 £0,2
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Sabit-EtOH Hiicre Uriin Verimi (Ypy)
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Sekil 4.26.

Farkli sabit-EtOH degerlerinde gergeklestirilen yari-kesikli proseslerin
hiicre iirtin verimi (Ypx) katsayilarinin hesaplanmasi (m) %1,0 EtOH; (A)

%0,75 EtOH; (¢) %0,50 EtOH ve () %0,25 EtOH

Sabit-EtOH Substrat Uriin Verimi (Yps)
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Sekil 4.27. Farkli sabit-EtOH degerlerinde gerceklestirilen yari-kesikli proseslerin

substrat {iriin verimi (Yps) katsayilarinin hesaplanmasi (m) %1,0 EtOH; (A)
%0,75 EtOH; (¢) %0,50 EtOH ve (®) %0,25 EtOH
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4.3.6. Sabit-EtOH stratejisi hiicre disi toplam protein

Sabit-etanol stratejisi ile gergeklestirilen fermentasyonlarda alinan Orneklerde
toplam protein analizi yapilarak hiicrelerin ksilanaz ile birlikte hiicre disina salgiladigi
toplam protein konsantrasyonlar1 (mg/L) tayin edilmistir (Cizelge 4.16). Toplam hiicre
dis1 protein agisindan prosesler arasindan istatistiksel olarak anlamli bri farklilik elde
edilememistir. Ortalama 300 mg/L hiicre dis1 protein elde edilmistir. Orneklerin ayrica

SDS-PAGE analizleri yapilmistir (Sekil 4.28).

Cizelge 4.16. Farkli sabit-EtOH degerlerinde gergeklestirilen yari-kesikli proseslerin

hacimsel aktivite (U/ml), hiicredis1 toplam protein (mg/L) ve spesifik
aktivite (kU/mg) degerleri

Etanol t P Tp Sp. aktivite
degeri (sa) (U/ml) (mg/L) (kU/mg protein)
(%) (P/Tp)
0 561 +£32 62 £1,9 9,0
14 1.427 +£32 154 £5,0 9,3
0.25 25 1.648 £16 207 £2,6 8,0
' 39 2.121 +105 258 +3,2 8,2
50 2.196 £77 274 £3,0 8,0
63 2.160 £89 288 +6,7 7,5
0 646 +£12 74 £2.0 8,7
9 1.170 +98 130 +4,2 9,0
17 1.540 £79 189 +1,7 8,1
0,50 27 2.475 £51 231 47,2 10,7
36 2.659 +54 264 +1,7 10,1
44 2.607 £89 275 +3,3 9,5
60 2.863 +115 261 +4,9 11,0
0 560 £27 63 +2.6 8,9
9 1.169 £52 127 +0,5 9,2
17 1.547 £33 176 £2,3 8,8
0,75 33 2.039 +48 227 £11 9,0
41 2.163 +91 255 +0,4 8,5
51 2.346 +66 276 +2,6 8,5
62 2.597 £17 285 +5,5 91
0 604 +18 7922 7,6
8 921 +69 145 +2.5 6,3
15 1.531 £55 200 +6,3 7,6
1,0 22 1.786 +£54 243 £7,1 7,3
33 1.763 £60 269 +5,6 6,6
43 2.323 +37 296 +5,1 79
59 2.518 £38 304 +8,7 8,3
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Sekil 4.28. Farkli sabit-EtOH degerlerinde gergeklestirilen tiretimlerin yari-kesikli
proses boyunca alinan siipernatan 6rneklerinin SDS PAGE goriintiileri (A)
%0,25 EtOH; (B) %0,50 EtOH; (C) %0,75 EtOH ve (D) %0,10 EtOH

Tez kapsaminda gergeklestirilen tiim iiretimlere (sabit-pu ve sabit-etanol) ait
gelisim, liretim ve substrat tikketim hiz ve verim degerlerinin ortalamalar1 Cizelge 4.17°de
verilmistir.
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Cizelge 4.17. Sabit-p ve sabit-EtOH stratejilerinin hiicre gelisim ve iiretim kinetik parametrelerinin ortalama degerleri
Set degeri Yari-kesikli Final X Final P port gs ort gp (Max) gp ort
siire (s) (gnalL) (U/ml) st Jglugkna s kU/gknals kU/gknals

0,2 tmax normoksik 114 128 2.505 0,018 0,04 0,467 0,378

0,4 [tmax normoksik 56 146 1.817 0,036 0,08 0,631 0,501

0,8 tmax normoksik 28 152 2.324 0,073 0,14 1,257 1,051

max normoksik 23 143 1.348 0,092 0,18 1,168 0,844

90,25 etanol hipoksik 63 93 2.160 0,039 0,08 2,401 0,768

90,50 etanol hipoksik 60 96 2.863 0,040 0,08 2,805 0,958

%0,75 etanol hipoksik 62 85 2.597 0,032 0,08 2,631 0,928

%01,0 etanol hipoksik 59 88 2.518 0,037 0,08 2,427 0,823

Max Max Yxs Yex Yeps N Qp
Set degeri Biyokiitle XV Toplam Uriin (gkna/gglu) (KU/gkna (KU/ggi) (kUIs) (KU/L/s)
(gkha) PV (kU)

0,2 pmax normoksik 465 9.062 0,42 219 9,2 69,4 27,5
0,4 max normoksik 531 6.528 0,46 13,7 6,4 101,9 42,1
0,8 tmax normoksik 576 8.766 0,50 15,0 7,5 287,6 107,5
Lmax normoksik 577 5.129 0,51 9,4 4.8 208,9 76,2
%0,25 etanol hipoksik 332 7.717 0,31 23,5 7,3 108,3 44,6
%0,50 etanol hipoksik 341 10.172 0,29 31,8 9,3 146,5 59,7
%0,75 etanol hipoksik 315 9.605 0,26 33,4 8,6 145,5 54,3
%01,0 etanol hipoksik 311 8.932 0,28 27,0 7,7 139,3 53,0
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5. TARTISMA

P. pastoris hiicredisi ksilanaz iiretim susunun normoksik ve hipoksik
kosullardaki gelisim ve tiretim Kinetiklerinin belirlenmesi igin 2 farkli besleme stratejisi
ile yari-kesikli tretimler asagidaki sekilde gerceklestirilmistir: (1) Hesaplamalarla
belirlenmis besleme profilleri ile spesifik gelisim hizinin 4 farkli degerde kontrol altinda
tutuldugu normoksik sartlarda gergeklestirilen tiretimler ve (2) Beslemenin, hiicrelerin
oksijen kisitlamasinda glukozdan yan-iiriin olarak iirettigi etanol konsantrasyonunun 4
farkli degerde sabit tutacak sekilde sensor aracilign ile otomatik ayarlandigi hipoksik
sartlarda gerceklestirilen {iretimler.

Hacim olarak 2 L besiyeri ile baglayan tiim prosesler, yari-kesikli proses siiresince
toplamda 1000 gr glukoz beslemesi yapilarak ortalama 3,7 L Kkiiltir hacminde
sonlandirilmistir. Gergeklestirilen deneylerin proses parametrelerinin ortalama degerleri
Cizelge 4.17°de 6zet seklinde verilmistir.

Hipoksik iiretimlerde, farkli sabit-etanol degerlerinde gerceklestirilen iiretimler
arasinda herhangi bir fark gozlenmemistir

Hipoksik iiretimlerde kontrol parametresi olarak kullanilan, hiicrelerin
mitokondriyal solunum yolagindan fermantatif yolaga gegis yapmasi ile olusan etanol
miktart ortamin hipoksik oldugunun bir gostergesidir. Besleme hizinin ayarlanarak
etanoliin sabit tutulmasi ile hiicrelerin fermentatif metabolizmada kalmasi ve ortamin
tamamen oksijensiz (anoksia) duruma diigmemesi kontrol altinda tutulmus olur. Etanol
konsantrasyonunun farkli seviyelerde sabit tutulmasinin hiicrelerin gelisim ve iiretim
kinetigine olan etkisinin incelendigi ¢alismamizda iretimlerin proses parametreleri
arasinda istatistiksek olarak anlamli bir fark elde edilmemistir. Hipoksik iiretimlerde
kontrol parametresi etanol miktarmnin test edilen oranlarda (%0,25-%1 arasinda) tiretim
tizerine herhangi bir etkisi olmadig: tespit edilmistir.

Normoksik sartlarda, diisiik gelisim hizlarinda hiicrenin bakim enerji ihtiyact
yiikselmig, hiicre substrat verimi diismiis ve daha az biyokiitle olusmustur.

Spesifik gelisim hizinin diismesi ile birlikte toplam enerji biitcesinden hiicrenin
bakimi i¢in ayrilan enerji miktari artacagindan daha az biyokiitle olusur (Pirt 1965). Baska
bir deyisle substrat hiicre verimi (YXS) spesifik gelisim hizi ile birlikte azalir.
Calismamizda da literatiire uyumlu olarak pmax hizinda gergeklestirilen iiretimde en
yiiksek substrat hiicre verimi (Yxs = 0,51) elde edilmis ve p azaldik¢a Yxs degeri 0,42’ ye
kadar dismiistiir. Pirt esitliginden hesaplanan bakim katsayisinin (m) p ve Yxs ile
profilleri Sekil 5.1°de verilmistir. Grafikten goriildiigi gibi spesifik gelisim hizi (p)
arttik¢a spesifik substrat tiiketim hizi ve substrat hiicre verimi (Y xs) lineer olarak artmis
ve bakim katsayis1 (m) azalmistir. Ayrica diisiik gelisim hizinda toplamda daha az
biyokiitle olusumu gerceklestigi tespit edilmistir. Elde edilen veriler, Fab {iretim susunun
gelisim ve iiretim parametrelerinin kemostat sisteminde genis bir gelisim hiz1 aralifinda
(0,015-0,15 st incelendigi calisma ile p1, Yxs, m ve XV arasindaki iliski agisindan tutarl
bulunmustur (Rebnegger vd. 2014).
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Sekil 5.1. Farkli sabit-p degerlerinde gergeklestirilen normoksik {iretimlerin substrat
tiiketim hiz1 (gs), substrat hiicre verimi (Yxs), bakim katsayisi (m) ve toplam
biyokiitle (XV) degerleri karsilagtirmasi

Hipoksik kosullarda normoksik kosullara gire yaklasik %40 daha az biyokiitle
olusmustur.

Sekil 5.2°de farkli p degerlerinde gergeklestirilen normoksik iiretimlerde ve farkli
sabit-etanol degerlerinde gergeklestirilen hipoksik {iretimlerde elde edilen toplam
biyokiitle miktarlar1 Yxs degerleri ile birlikte verilmistir. Sekilde goriildiigii gibi ayni
miktarda substrattan hipoksik kosullarda, normoksik kosullardakinin (465-577 Qkha)
yaklasik yaris1 kadar (311-332 Qkna) biyokiitle olugsmustur. Substrat hiicre verimleri ise
normoksik sartlarda p ile lineer orantili olarak 0,42-0,51 arasinda artarken, hipoksik
sartlarda 0,28-0,31 arasinda stabil degerler vermistir.

Hipoksik kosullarda (%1 sabit-etanolde) 3 farkli proteinin ekspresyonunun yari-
kesikli sistemde gerceklestirildigi calismada hipoksianin Yxs katsayisimi diistirdiigli ve
her {i¢ protein i¢in de sabit beslemeli normoksik standart protokole gore daha az biyokiitle
elde edildigi gosterilmistir (Baumann vd. 2008). Ayrica, P. pastoris’te hipoksik
kosullarin rekombinant protein {iretimine olan etkisinin siirekli (kemostat) sistemde,
transkriptomik, proteomik ve metabolomik analizler ile ¢ok genis arastirildigi diger
calismalarda da normoksik sartlara gore biyokiitlede azalma tespit edilmistir (Carnicer
vd. 2009; Baumann vd. 2010; Carnicer 2012; Adelantado vd. 2017).

P. pastoris metanolde gelisirken oksijen kisitlamasinda hiicre gelisimini kisitlar,
daha az biyokiitle olusturur (Trentmann vd. 2004). Glukozda gelisirken de ayn1 sekilde
oksijen kisitlamasi toplam biyokiitle olusumunu negatif yonde etkiler. Bu iki substrat
arasindaki fark, metanolde oksijen azliginin substrat tiiketimini kisitlayarak daha az
biyokiitle olusumuna sebep olurken, glukozda substrat tiikketimini etkilememesidir.
Hiicreler glukozda gelisirken oksijen azaldiginda aerobik solunumdan fermentatif yolaga
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gecerler (oxidofermentatif) ve substratin bir kismi etanol ve arabitol gibi metabolitler igin
harcanir (Carnicer vd. 2009).
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Sekil 5.2. Normoksik ve hipoksik iiretimlerde olusan toplam biyokiitle miktarlar1 (XV,
Okha) (bar grafik) ve substrat hiicre verimleri (Yxs) (o,®)

Normoksik ve hipoksik tiretimlerdeki toplam biyokiitle miktarlar1 arasindaki bu
biliyliik fark, hipoksik iiretimin en Onemli sonuc¢larindan biridir. Yiksek hiicre
yogunluklarinda oksijen ve 1s1 transferi ile ilgili teknik sinirlamalar yaninda {riiniin
pirifikasyonu ile ilgili zorluklar da ortaya ¢ikmaktadir (Mattanovich vd. 2012). Proses
acisindan biyokiitle miktarinin az olmasi, fermantasyon sonrasi iglemler i¢in avantajli bir
durumdur.

Hipoksik sabit-etanol iiretimlerinde sensér tarafindan otomatik olarak ayarlanan
besleme, sabit hizda gerceklesmistir.

Sabit-p stratejisinde set degerine gore kiitle esitliklerinden hesaplanarak proses
oncesinde Dbelirlenmis istel artan besleme profilleri uygulanirken, sabit-etanol
stratejisinde besleme, etanol set degerine gore etanol sensorii tarafindan besleme pompasi
kontrol edilerek otomatik olarak gergeklesmistir. Sekil 5.3’te her iki strateji i¢in
uygulanan besleme profilleri karsilastirmali olarak verilmistir. Hipoksik iiretimlerde
beslemenin 60 saat boyunca ortalama 16,6 ggiu/s sabit hizda ger¢eklestigi tespit edilmistir.
Sabit-p stratejisinde Sabit-p stratejisinde iistel besleme profillerinin uygulanmasi ile
hiicreler proses stiresince beklendigi gibi sabit spesifik gelisme hizinda geligsmislerdir.
Sabit-etanol stratejisinde ise spesifik gelisim hiz1 kinetigi standart sabit besleme profiline
uygun olacak sekilde gerceklesmis, maksimum degerden baslayarak proses ilerledikce
azalmistir (Sekil 5.4). Hipoksik sartlarda spesifik gelisim hizinin gosterdigi kinetik
Baumann vd.’nin (2008) elde ettigi sonuglar ile benzerlik gostermistir. Besleme profili ve
u kinetigi olarak ayrica AOX1 promotoru kontroliinde metanol beslemeli oksijen-kisitl
tiretimde elde edilen verilerle paralel sonuglar elde edilmistir (Trentmann vd. 2004).
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Sekil 5.3. Normoksik ve hipoksik tiretimlerde uygulanan besleme profilleri
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Sekil 5.4. Normoksik ve hipoksik {iretimlerin spesifik gelisim hiz1 kinetikleri
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Normoksik iiretimlerde toplam iiriin miktar: spesifik gelisim hizi ile negatif korelasyon
gostermistir. Hipoksik iiretimlerde ise etanol konsantrasyonundan bagimsiz olarak
yaklasik ayni miktarlarda iiriin elde edilirken normoksik iiretimlerde elde edilenden
%12 daha fazla toplam iiriin miktarina ulasimustir.

Proses sonunda elde edilen toplam {iriin agisindan iiretimleri kiyasladigimizda
(Sekil 5.5) normoksik sartlarda gergeklesen sabit-p iiretimlerinde en yiiksek {iriin
miktarina 0,2umax V€ 0,8umax tretimlerinde ulasilirken en diisiik iirlin miktart pmax
tiretiminde elde edilmistir. Birim substrattan elde edilen iiriin miktarini ifade eden Yps
degeri ise p ile negatif korelasyon vermistir. Kullanilan substrat miktarinin tiim
proseslede ayn1 oldugu (1000 gr glukoz) goz oniinde bulunduruldugunda, Yps degerinin
p ile negatif korelasyon iginde olmasinin, toplam {iriin miktarindaki azalmadan
kaynaklandig1 sdylenebilir. Siirekli sistemde yapilan GAP kontrollii iretimlerde spesifik
gelisim hizinin protein iiretim kinetigine olan etkilerinin incelendigi bir ¢alismada p ile
XV, PV, Yps, Ypx parametreleri arasinda pozitif korelasyon tespit edilmistir (Rebnegger
vd. 2014). Yari-kesikli sistemlerde 6zellikle pmax hizinda gergeklestirilen iiretimlerde
beslemenin ¢ok hizli olmasindan dolay1 ¢ok hizli degisen hacim dinamikleri hiicrelerin
yari-kararlt hale ulagmasina engel olmakta ve birgok parametreyi etkilemektedir. Yapisal
GAP promotoru kontroliinde yapilan iiretimlerde genel olarak yiiksek {iriin miktarlarina,
yiiksek hiicre konsantrasyonu ile birlikte yiiksek spesifik gelisim hizlarinda ulagilir
(Garcia-Ortega vd. 2013). Bu ¢alismada, genel verilerden farkli olarak spesifik gelisim
hizinin maksimum gelisim hizina ulasmasi ile birlikte toplam iiriin miktarinda azalma
tespit edilmistir. Hiicreler maksimum hizda gelisirlerken yeni hiicre materyaline olan
ihtiyaci karsilayabilmek i¢in protein {iretim kapasitelerini arttirirlar. Spesifik gelisim hizi
yiikseldik¢e ribosomal ve mitokondriyal genlerin ekspresyon seviyeleri ve dolayisi ile
enerji ihtiyaclar artar (Rebnegger vd. 2014). Metabolik ylik olarak tanimlanan ekstra
enerji ihtiyact gelismenin yavaslamasina ya da diisiik miktarda {iriin birikmesi ile
sonuglanabilir (Heyland vd. 2010). Ksilanaz hiicre dig1 liretim klonunun p arttikca
hiicredigina salgiladigi protein miktarinda meydana gelen azalma, proses boyunca elde
edilen toplam enzim aktivitesindeki azalma ile uyumlu bulunmus, bu durumun daha 6nce
rapor edildigi gibi (Zhao vd. 2008) cok kisa siirede ¢ok yiiksek hiicre yogunluklarina
cikilmasindan kaynakli artan gevresel stres, enerji ihtiyacindan kaynaklanabilecegi
yorumu yapilmistir. Ayrica rekombinant protein lretiminde proteinin yapisina bagh
olarak transkripsiyondan daha fazla sekresyonun basamaginin kisitlayict oldugu
bildirilmistir (Gasser vd. 2006; Hohenblum vd. 2004a).
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Sekil 5.5. Normoksik (gri) ve hipoksik (beyaz) iiretimlerde olusan toplam tiriin miktari
(PV, kU) (bar grafik), substrat iiriin verimleri (o, Yps) ve hiicre dis1 toplam
protein miktarlar1 (o, mg/L)

Hipoksik  sartlarda  farkli  sabit-etanol konsantrasyonlarinda
gercgeklestirilen iiretimlerde elde edilen iirlin miktarlar1 arasinda istatistiksel olarak bir
fark tespit edilememistir (p=0,917). Sekil 5.5°de goriildiigii lizere, hipoksik iiretimlerde
toplam {iriin miktar1 ve substrat {irlin verimi agisindan Sabit-p stratejisinden daha yiiksek
degerler elde edilmistir. Hipoksik iiretimlerde elde edilen maksimum enzim aktivitesi
(10.172 kU) normoksik proseslerde elde edilen en yiiksek iiriin miktarindan (9.062 kU)
%12 daha fazladir. Hiicredis1 toplam protein verileri karsilastirildiginda ise hipoksik
iiretimde %12 daha fazla toplam enzim aktivitesine %37 daha az hiicredis1 protein ile
ulagildig1 goriilmektedir. Bu da daha enzimin daha saf elde edildigi anlamina gelir ve
fermentasyon sonrasi islemlerde biiyiik avantaj saglar.

Substrat {irlin verimi Yps ise normoksik iiretimlerde maksimum 9,2 kU/ggu,
hipoksik tiretimlerde ise maksimum 9,3 kU/ggu olarak hesaplanmistir. Baumann vd.’nin
(2008) g¢alismasinda 3 farkli protein igin de yari-Kesikli hipoksik iiretimde standart sabit
beslemeli tiretimin yaklasik %10 fazlas1 kadar tiriin konsantrasyonu (U tripsin/L ya da
mg Fab/L) elde edilmistir. Adelantado vd. (2017) ise siirekli sistemde D=0,1 sa™ hizinda
gerceklestirdikleri hipoksik iiretimde normoksik {iretimin 2 kati iiriin konsantrasyonlarina
(mg Fab/L) ulasmislardir. Hipoksik kosullarin literatiire uyumlu olarak toplam {iriin
miktar iizerine pozitif etki ettigi tespit edilmistir.

Spesifik gelisim hizi (W) ile spesifik iiretim hizi (qr) arasinda pozitif korelasyon tespit
edilmistir

P. pastoris’te GAP promotoru altinda tretilen ¢esitli proteinlerin iiretim
kinetikleri genellikle kemostat (siirekli) temelli ¢alismalarla incelenmis ve spesifik
gelisim hiz1 (W) ile spesifik tiriin olusum hizlar1 (qp) arasinda pozitif korelasyon tespit
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edilmistir (Khasa vd. 2007; Buchetics vd. 2011; Rebnegger vd. 2014) (Cizelge 2.2). Yari-
kesikli sistemlerde yapilan ¢alismalarda yine yapisal GAP promotoru altinda yapilan
tiretimlerin hiicre gelisimine bagli oldugunu gostermis, yiiksek gelisim hizinda

gerceklestirilen tiretimlerde yiiksek verimlilige ulasilacagi rapor edilmistir (Garcia-
Ortega vd. 2013).

En yiiksegi pmax (0,1 sa’t) olmak iizere, hiicrelerin yari-kesikli sistemde 4 farkl1 p
degerinde (Mmax, 0,8Mmax, 0,4umax Ve 0,2umax) sabit gelisimleri tistel besleme profillerinin
uygulanmasi ile saglanmistir. 0,8 pumax degerine kadar p ve Qp arasinda literatiire uyumlu
olacak sekilde pozitif korelasyon gézlenmis, umax degerinde gergeklestirilen iiretimde ise
tiriin miktar1 ve dolayist ile gp degeri diismiistiir (Sekil 5.6). Yiiksek hizlarda yapilan
iiretimlerde besleme hiz1 yiliksek oldugundan biyoreaktoriin hacmi hizla artar, hiicreler
hizla ¢ogalir ve sistemin teknik sinirlarina ¢ok hizli bir sekilde ulasilir. Hiicreler hizli
gelismek i¢in artan enerji ve yeni hiicre materyali ihtiyacini karsilamanin yani sira hizla
degisen g¢evresel faktorlerden kaynakli stresle de bas etmek zorunda kalir. Bu durum
hiicrelerin liretim kapasitelerinin diismesi ile sonuglanabilmektedir.

Hipoksik kosullar spesifik ve hacimsel iiriin olusum hizlarint (o ve Qp) normoksik
kosullara gore 2 kat arttirmustir.

Hipoksik iiretimlerde spesifik gelisim hiz1 (1) maksimum degerden (0,1 sal)
baslaylp prosesin sonlarina dogru 0,02’lere diiserek ortalama 0,04 sa® olarak
gerceklesmistir. Proses siiresi olarak normoksik 0,04 sa™ iiretimi 56 saat, ortalama ayn1 p
degerine sahip hipoksik tiretimler ise ortalama 60 saat stirmiistiir. Ayn1 pu degerine ve
yaklasik proses siiresine sahip 0,04 sa? sabit-p iiretimi ile ve hipoksik iiretimlerin
degerleri karsilastirildiginda normoksik iretimin spesifik iiretim hizi gp 0,501 U/gkna/Sa
iken hipoksik tiretimde 0,958 U/gkna/Sa olarak yaklasik 2 katina ¢ikmistir. Hipoksik
kosullarda normoksik kosullara gore daha az hiicre miktar1 ile ayn1 miktarda {iriin elde
edilmesi ile sistemin verimliligi arttirilmistir.

Yiksek p degerlerinde gergeklesen iiretimlerin qp degerlerinin hipoksik
tiretimlerin degerlerine yaklasik bulunmasi proses siirelerinin (23 ve 28 saat) hipoksik
tiretimlerin siirelerinin (~60 saat) yaklasik yaris1 olmalarindan kaynaklanmaistir.

Maksimum toplam enzim aktivitesinin elde edildigi tiretimler karsilastirildiginda
ise (0,2umax ve %0,5 EtOH tiretimleri) normoksik iiretimde 114 saatte elde edilen tiriin
miktarina hipoksik iiretimde yar1 zamanda (ortalama 60 saat) ve yaklasik %40 daha az
hiicre miktar ile ulagilmig ve hipoksik kosullar prosesin spesifik iiriin olusum hizint (gp
kU/gkna/sa) 2,5 kat ve hacimsel verimliligini (Qp kU/L/sa) 2 kat arttirmistir.
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Sekil 5.6. Sabit-u (kare) ve sabit-etanol (yuvarlak) yari-kesikli tiretimlerin spesifik {iriin
olusum hiz1 (qp, yesil) ve hacimsel verimlilik (Qp, kirmizi) degerlerinin
karsilastirilmasi

Hipoksik sartlarda hiicresel verim (Ypx) normoksik kosullardakinden ortalama 2 kat
daha fazla gerceklesmistir.

Sekil 5.7°de normoksik ve hipoksik iiretimlerin Ypx degerleri XV (Qkna) Ve PV
(kU) degerleri ile birlikte karsilagtirmali olarak verilmistir. Normoksik kosullarda Ypx
degerleri p’ye gore 9,4 ve 21,9 gibi ¢cok genis bir aralikta degisirken, hipoksik kosullarda
23,5-33,4 kU/gkna degelerine ulagilmistir. Hipoksik kosullarda normoksik kosullara gore
%12 daha fazla toplam iirtin elde edilirken %30 daha az biyokiitle olugsmustur. Boylelikle
birim hiicre basina {iretilen enzim miktar1 (Ypx) 1,5-3,5 kat arasi daha fazla
gerceklesmistir.
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Sekil 5.7. Normoksik (gri) ve hipoksik (beyaz) yari-kesikli tiretimlerin toplam biyokiitle
(diiz bar grafik), toplam enzim aktivitesi (taral1 bar grafik) ve hiicre {iriin verimi
(Yex, yuvarlak simgeler) degerlerinin karsilagtirilmasi

Hiicre basina tiretilen protein miktariin hipoksia ile birlikte artmas1 kemostat ve
yari-kesikli hipoksik iiretimlerin tamaminda test edilen proteinler i¢in elde edilen en
Oonemli ortak sonugtur. Oksijenin azalmasi glikolitik akiyr arttirdigindan, GAP
promotorunun altina klonlanan genin ekspresyonunu arttirmasi da beklenen bir sonugtur.
Bununla birlikte proteinlerin hiicre disina salgilanmalarinda kisitlayict agsamanin
transkripsiyondan ¢ok sekresyon oldugu bilinmektedir (Gasser vd. 2006, 2007). Sus
miihendisligi stratejileri ile rekombinant protein sekresyonunu arttiran yardimci faktorler
olarak tanimlanan ve protein salgilama yolaginda gorev olan ERO1, PDI1 ve HAC1 gibi
UPR genlerinin asir1 ifadelerinin protein sekresyonunu arttirdigini gosteren ¢alismalar
bulunmaktadir (Inan vd. 2006b; Gasser vd. 2008; Delic 2012). Hipoksik sartlarda
transkriptomda meydana gelen en dikkat c¢ekici degisikliklerden biri de UPR genlerinin
transkripsiyonlarinin upregiile olmasidir (Baumann vd. 2010). Ayrica hiicrelerin oksijen
azaldiginda lipid metabolizmasini yeniden modelleyerek membranin sterol ve sfingolipid
kompozisyonlarini degistirmesi ve membranin akiskanlik ve gecirgenliginin artmasinin,
rekombinant protein sekresyonunu olumlu etkiledigi bildirilmistir (Adelantado vd. 2017).
Hipoksik sartlarda glikolitik akinin artmasi, UPR proteinlerinin daha fazla iiretilmesi ve
hiicre membraninda meydana gelen fiziksel degisiklikler hep birlikte, hiicrelerin
rekombinant protein iiretme kapasitesinin artmasina pozitif etkide bulunmuslardir.
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6. SONUC

Rekombinant protein iiretiminde, iiretim susu olusturulduktan sonra spesifik
gelisim hizi1 ya da diger proses parametrelerinin iiretim kinetigini nasil etkiledigini
arastirmak, endiistriyel 6lgekte yari-kesikli proseslerde en uygun tiretim besleme profilini
belirlemek agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir. Bu ¢alismada, ksilanaz enzimini GAP
promotoru altinda hiicredist olarak iireten P. pastoris iiretim susunun iiretim kinetigini
spesifik gelisim hiz1 ve oksijen kisitlamasinin nasil etkiledigi aydinlatilmaya ¢aligilmistir.

e Sabit-p stratejisinin uygulandigi tiretimlerde spesifik gelisim hizi ile spesifik tiriin
olusum hiz1 (1 ve gqp) arasinda pmax tiretimi haricinde pozitif korelasyon tespit
edilmis, en yiiksek spesifik gelisim hizi ve hacimsel verimlilik degerlerine (1,051
kU/gkha/s ve 107,5 kU/L/s) normoksik sartlar altinda gergeklestirilen 0,8pmax
(0,08 s) iiretiminde ulasiimistir.

e Sabit-p stratejisinin uygulandigi tiretimlerde, prosesin sonunda en yiiksek toplam
{iriin miktarina en diisik p’de (0,02 s?) gerceklestirilen iiretimde 114 saatte
ulagilmistir (9.062 kU).

e Hipoksik sartlar altinda farkli sabit-etanol konsantrasyonlarinda gergeklestirilen
tiretimlerde hiicre gelisim ve iriin olusum kinetigi agisindan istatistiksel olarak
anlamli bir fark tespit edilememistir.

e Hipoksik kosullarin en 6ne ¢ikan sonucu, ayni miktardaki substrattan, 60 saatte,
daha az biyokiitle ve daha az hiicredis1 protein miktar: ile daha fazla enzim
aktivitesi elde edilmis olmasidir. Hipoksik kosullarda (ortalama 324 g) normoksik
kosullara gore (ortalama 537 g) %40 daha az biyokiitle olugsmustur. Hipoksik
kosullarda maksimum toplam enzim aktivitesi normoksik iiretimdekinden %37
daha az toplam hiicredis1 protein ile %12 daha fazla elde edilmistir.

e Hipoksik kosullar spesifik iiriin olusum hiz1 (qp) ve hacimsel verimlilik (Qp) ve
hiicresel verimi (Ypx) normoksik kosullara gore 2 kat arttirmigtr.

e Hipoksik sabit-etanol iiretimlerinde sensor tarafindan otomatik olarak ayarlanan
besleme profilinin sabit hizda gergeklestigi tespit edilmistir. Glukoz beslemeli
GAP kontrollii hipoksik yari-kesikli proses besleme profili ilk kez bu ¢alisma ile
belirlenmistir.

Genel olarak biiytik 6lcekli iiretimlerde liretim yapan hiicrenin kendisi (biyokiitle)
kaginilmaz bir atiktir. Ayni zaman da gereklidir de ¢iinkii cogu mikrobiyal iiretim prosesi
gelisimle pozitif iligkilidir. Bircok calismada gosterildigi lizere 6zellikle yapisal GAP
promotoru kontrollii iiretimlerde yiiksek iirlin olusum hizi ve verimliliklere yliksek
gelisim hizlarinda ulasilir. Fakat yiiksek hiicre yogunluklarinda oksijen ve 1s1 transferi ile
ilgili teknik sinirlamalar yaninda {iriintin saflastirilmasi ile ilgili zorluklar da ortaya
¢ikmaktadir (Mattanovich vd. 2012). Tim bu nedenlerle biyoproses ag¢isindan hiicre
gelisiminin ve verimliligin ayrilmasi oldukga caziptir. Daha yiiksek iiriin miktarlart ancak
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spesifik verimlilik ve spesifik gelisme hiz1 (qp ve p) arasinda iliskinin zayiflamasi ve
boylelikle diistik gelisme hizlarinda ytiksek spesifik salgilama hizlarina ulagilmasi ile elde
edilebilir. Bu senaryonun gergeklesmesi igin farkli stratejilerin uygulandigi ¢alismalar
yapilmaktadir. Ornegin Maurer vd. (2006) GAP promotoru ile glukoz beslemeli {iretim
icin spesifik gelisim hizin1 optimize besleme profili ile baslangicta yiiksek sonrasinda
diisiik degerlerde kontrol altinda tutarak hacimsel verimliligi arttirmistir. Buchetics vd.
(2011) sus miihendisligi ile diisiik gelisim hizlarinda hiicrenin spesifik salgilama hizini
arttirmis, hacimsel verimlilik ve toplam iirlin miktarinda artis elde etmistir.

Bu ¢aligma ile hipoksik kosullarin GAP promotoru kontroliinde glukoz beslemeli
yari-kesikli iiretimlerde, biyokiitle olusumunu sinirlarken (diisiik spesifik gelisim hizi)
hiicresel verimi, spesifik iiriin olusum hiz1 ve hacimsel verimlilik degerlerini 2 kat
arttirdig tespit edilmistir. Hipoksik kosullarin, ayrica, 6zellikle biiyiik 6lgekli endiistriyel
iiretimler i¢in, biyokiitle atigin1 azaltmak ve iiretim verimliligini arttirmanin yaninda,
proses siiresince sisteme saf oksijen beslemesi yapilmasina gerek olmamasi, hiicre
miktarinin azalmasindan dolayi 1s1 olusumunun ve sogutma gereksiniminin azalmasi gibi
¢ok 6nemli avantajlar1 bulunmaktadir.
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8. EKLER

8.1. Hiicredis1 Metabolitlerin HPLC Analizi ile Tespit Edilmesinde Kullanilan 250
ppm Karsik Standart Spekturumu

uV
] [t = £ 2
1 f IE I|I B & = Z
] B | & & =
i - _-.I;‘-_J_E%-—._J ) TE-_ A~
- II '(
] | .
-50000- H .
-100000/ U '1Det.A Ch1
T T T | T T T I T T | T T T | T T
0 5 10 15 20
min
1 Det.ACht/
Elde Edilen Piklerin Tablosu
Detector A Ch1
Peak# Ret. Time Name Area Height Area % Conc.
1 6.861| GLIKOZ 669997 36080 25.334 270.813
2 8.153| ARABITOL 657982 32214 24.880 273.431
3 9.702| GLISEROL 606209 27946 22.922 294,978
4 11.038 ASETIK ASIT| 390997 13654 14.784 326.408
5 12.745 49339 1573 1.866| 0.000
6 13.642 38222 1101 1.445 0.000,
7 14.350 ETANOL 231925 8018 8.770 282.573
Tota 2644671 120584 100.000

111



EKLER S. YILMAZ

8.2. Ksilanaz Enzim Aktivitesi Hesaplamasinda Kullanilan Standart Kurve

Ksiloz Standart Kurve
1,00
0,80
€
< 0,60
o
b
a 0,40
o
0,20
0,00
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Ksiloz konsantrasyonu (mM)
540 nm Absorbans
Kylose mM 1. dlglm 2. dlglm 3. dlciim ort 55
0
10 0,072 0,065 0,068 0,07 0,00
20 0,177 0,173 0,172 0,17 0,00
30 0,288 0,276 0,278 0,28 0,01
40 0,395 0,384 0,375 0,38 0,01
50 0,482 0,505 0,502 0,50 0,01
75 0,805 0,784 0,754 0,78 0,03
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8.3. Toplam Protein Miktarinin Hesaplanmasinda Kullanilan Standart Protein
(BSA) Kurvesi

BSA Standart Kurve
1,20 A
y=0,0011x
o 1,00 A R?=0,9771 1
£ 0,80 -
2
< 0,60 -
E
0,40 -
[=2]
[Ts]
0,20 -
0,00 1 T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200
BSA konsantrasyon (mg/L)
595 nm Absorbans
BSA mg/L | 1.0l¢cim 2. 6lcim 3. 6lcim ort ss diz. ort.
0 0,495 0,491 0,493 0,49 0,00
25 0,498 0,494 0,504 0,50 0,01 0,01
125 0,656 0,655 0,654 0,66 0,00 0,16
250 0,839 0,836 0,839 0,84 0,00 0,35
500 1,116 1,112 1,111 1,11 0,00 0,62
750 1,35 1,331 1,329 1,34 0,01 0,84
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8.4. Artik Glukoz Miktarinin Hesaplanmasinda Kullanilan Standart Kurve

Glukoz Standart Kurve

1,20
1,00
2
8 0,80
S
< 0,60
E
=
= 0,40
[Ty}
0,20
0,00 T T T T T 1
0,0 200,0 400,0 600,0 800,0 1000,0 1200,0
Glukoz konsantrasyonu (mg/L)

Glucose mg/L| 1. dlciim 2. 6lcim 3. 6l¢im ort ss
15,6 0,019 0,018 0,02 0,02 0,00
31,3 0,031 0,035 0,036 0,03 0,00
62,5 0,07 0,069 0,068 0,07 0,00
125 0,14 0,139 0,137 0,14 0,00
250 0,277 0,279 0,279 0,28 0,00
500 0,564 0,563 0,56 0,56 0,00
1000 1,117 1,104 1,111 1,11 0,01
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