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Onsiz

“Beta-laktamaz enzin lretimi igin endistrivel biyoteknolojik proses gelistivilmesi™ fouwly MIS4G 258

Projesi, Orie Dogu Teknik Uhiversitesi, Kintva Mitkendisliti Bélini, “Endiis

el Bivoteknolofi ve
Metabolil Mihendisfik Laboratevarmda” yiritiilmisilr, Furmasifil seravinde kullantlon beta-laliomaz

enziminin biyowknolofik  prosesle  diretimi igin profelendivilmiy ve TUBITAKAMISAG tarafindon

desteklenmiziir

Vivkive'nin dvrupa Birligine, BaSmmsiz Dovietler Toplutuguna, Orta Dogu Pazarlarina yvakmlige ve bivilk

j

nitfusu, ortapa ¢ikan ve yeni pikucak taleplerin karsilanmast ot dogal kavnallarmuzin fullomiors

driinler dretilmesing ve bunun icin Gzgiin proseslerin geligtiriimesini dneelikli arastrme ve wygulama alam

yaprakiadie. Bilin-bulug-icknolofi gidimiinde sanavilesmenin teme! stra

olaralk benimsendift Sekizing

e

Plan Dineminde, Snerilen ve destellonen MISAC-258 Profesi bivotefnolofik iviinler lretim aloninda, enzim

fivetim sektGrilndn olugmast ipin Gnemli bir arasirma projesidic. Bivim fivan € 25 U7 plan Hlaktanaz
enziminin Tirfiye 'de dretimi yokir. Bu proje kapsamunda, Cantibody-ydnlendivilmiy enzim prodrug terapi
(antibody-directed enzyme prodrug therapy: ADEPTY" tasarumnda -son e yddan Deri- Fullovdon A

laltans enziminin %99.9 saf olmasi ge

wektidl icin, dretim ortamy maya Sz gibi kompleks hilesitler
igerdiginde envim saflaytorma maliyeleri artacagidan, bu amacla tiretilecel flakiomaz Tiretine oriammndn
yar-tanisdanmiy drefim oviams hullandmoamas gerektigi diginilmigtir. Kompleks bilesiller iceren
geligtivilen birtnci ortam “'vari-tarmildanms ortam™ yerine, kempleks bileyilder igermeven “tanimlonms
artam ™ tasarim yapdmas: gerekli givillmiistiv. Tanunlanms  fretim ortam zenginlegtivilmiy  ortam
ohnadigindan, beklendigi gibi floktamaz alitvitesi, zengla Uyari-tusomlanmy ortama” gore dafo disik
Idunmugtur (1=27.5t'1e A= 00 U cm™). Bu nedenls, bivoreakior isletim kosullarin f-lakiamaz iiretimine
etkist “tanomlannug ortumda’ incelenmisiir, Tanunfanmig ortam fle [Rlaktonas dretiming aritrmak v de,
vesihil biyorealkidr sistemi yerine yari-kesikl bivoreakiér sisteminde iiretim vintemi ulionilarak, doaha Fisa

bivoreaktsr kalme silre

strde (=06 st'1e) A=[06 Ucm™ akifviteli laktamas iireting hagardmgir,

TUBITAR-MISAG 258 projesi iki degerli arastiricinm yetismesi igin olanak saglanugtir. KM Eda Celik'in
bagarily aragtirmealarila Projenin birinei aragtrma program, K¥YM Nazar Heri nin bagardy yitksek lisans

arastirmalariyle da Projenin ikinei dnemli araghirma programy tamamilanmstiv, Simdi GDTU ‘de (80 ve

1

UC Davis e (V) doktora aragmrmalarin bayeriyle siivdiiren gelecegin ki degerli bilim Inzami, yiksek

lisans aragtrmalormy tamomlodibton sornra de yapiklare galymaterla projenin basaroda siirmesiade,

yaywlarin olusmasinda  deferli katkdlarin yapmiglardir. Proje kepsanundy  elde  edilen bilgiler

Frultusunda literatiive dnemli kotllor vapiinusive, fhisi Biotechnology Progress'de,  bhiri Journal ef
Chemical Technology and Biotechnology'de, biri de Journal of Applied Microbiplogy de dire makale
venrdarmugtie.

Pinar Calil
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B-laktamay enzimi farmasitik endiistrisinde ilac tasarmmnda, kenda penisilin ve difer D-lakiam
antibiyotiklerinin derigimlerinin tayininde, vilcutia antibiyotik alerjisine kars: penisitin ve [-laldam
antibivotiklerin pargalanmasinda ve BLISA kitlerinde enzim-etiketl {labely olarak, "antibody-
yinlendiriimis enzim prodeug terapi (antibody-direcied enzyme prodrug therapy, ADEPTY
tasarimida -son o yildan beri- kullandmakta olan Snemli endisirivel enzimierdendir. (-laktamaz

dretimi igin metabolik ve reaksiyon mihendisligi prensip ve teknikieri kullandarak verim ve

secimlilifs yvitksek mikroorganizimanin ve b'ijmlci;‘noio_j il prosesin gelighirilmest gerekmelktedir. Beg

alt-araghirma programmdan olusan projenin birinel evresinde B-lakiamaz firetim potansiveli yiiksek
niikroorganizma segimi vaptinustr. fkinel ali-arastirma programinda wes‘;é[én Buctilus licheniformis
TAY/C igin ortam {asarlanmug; liglined alt program ile oksjen aktarmuun B-laktamay Gretimi
fizerine etkisi aragtiniloug dordimed alt-aragtrma program ile metabolik yolizi mithendishig
(MYDM} analizi ile hitcreigi tepkimeler stokiyometrik denklemlerivie birlikte aragtinlarak 142
tepkimeden olusan tepkime yolizleri belirlenmis, 143 tepkimede ver alan 105 bilesik icin kitle
korunum denklemlerinden olugan matemalik model kurulmus, ve oksijen aktarmumm hiicreict
tepkime hizlarina etkisi arastirlmistir, Besinol alt-arastirma programunda pH kontrollunun ve
substrat besleme stratejisinin $-lakiamaz tretimi Uzerine etkisi arastinimstr. Bu proje kagz&.&:mtmnda,
glukoz ve maya &zt igeren yar-tanimlanmis firetim ortamunda B-laktamaz skiivites: 210 U e
e Gretilmistiv; ancak "antibody-yénlendirilmis enzim prodrug terapi (antibody-directed enzyme
prodrug therapy: ADEPT)” tasanmmda -son g yildan beri- kullamlan  [-laktamaz enziminin
499.9 saf olmasi gerektifi igin, retim ortamy maya 6ziii gibi kompleks bilesikler iperdifinde

enzim saflastirma maliyetleri artacafindan, glukoz femelli tanunlanms orlam tasarlanmgtr, ¥n

viksek f-lakiamaz aktivitesine ulagilan glukoz temelll ortam ile; kanstirma i, sicaklik, ok,

¢Uziinmis oksyen derisimi ve koplik kontrolln, oksijene giire stirekli difer girdilere ghre kesikli 3.0

dn’ hacimlr pilot Glgek bivoreakitr sistemlerinde oksi j@n aktammmmn B-laktamaz Gretimine etkis
incelenmig; en yitksek aktivite Q/V=0.5 vvm, N=500 dk’ pHue=7.5 kosullarmda =27 st’ie A=90
U cm™ olarak bulunmustur. P-laktamaz birincisi £20-10 st ikincisi =20-28 st olmak fzere iki
evrede Gretilmigtir. Birinei evreyi vzatmak igin besleme stratejisi arastlmistic, Ancak var-kesikli

igletimde pH'da Snewli degisimier olaca@ igin Snce pll kontrol eikisi arastirious uygun pH
pletim kosulu pHe=6.75 olarak bulunmustur. Bulunan en uypun pil isletim kosulunda, distel-

besleme stratejisi tle =16 si’te en yviiksek aktivite A=106 U cm” olurak elde edilmistir.

Anahtar kelimeler: [3-laklamaz, oksijen aktarim, metubolik yolizi mithendishizi, pH, Bacillus,

oriam fasariny, besleme stratejisi

viii




Abstract
Among  biotechnological  products beta-lactamase,  pharmaceutical enzyme, 35 used for
pharmaceutical drug design, for destraction of residual percillin in blood cultures, for the

treatment of penicillin sensitivity reactions, further, the development of beta-lactamase dependent

prodiugs with the applications n antibody-directed enzyme prodrug therapy {ADDEPT) has been an
arca of particular interest showing that the application fields of beta-lactamase s Increasing
considerably. The broad objective of this research project is 1o produce beta-lactamase with high
productivity and selectivity by using melabolic + reaction engineering principles and techniques,
I this context, in the first phase of the research beta-lactamase !}mdvumw Bacillus licheniformis
was selected, among Bacillus strains and for the one hav ing the highest potential for the enzyime
production, was designed. In the third phase of the research, the effects of biorcactor operation
parameters on beta-lactamase production was investigated. Thereatter, using o mass jﬂ’iﬁ'wéilif’&ﬂﬁiﬁ
based stoichiometric mode! for B /ic feiiformis has been set up. The model considers 143 reaction
fluxes, and there are 105 metaboliles that are assumed io be in pseudo-steady state, Using the
model, effect of oxygen transfer on intracellular resction network of Blicheniformis was
nvestigated. In the last phase of the research, effect of pH controlied operation and feeding
strategy development were focused. Firstly, glucose and yeast exiract based semi-defined medium
was designed in which A=210 1J con” B-laciamase activity was obiained at =32 h. Thereafier, on
the basis of the use of the enzyme in ADEPT defined mediam was designed. Using the glucose
based medium contained (kg m™y; ghicose, 7.0; (N 154}3?.-}?(]3,;, 7.4 and the Ibi}owing salt solution
(kg m™): MgS0,.7H,0. 0.25; TeS0,TH0, 1.0 % 107; ZnS0,71L0, 1.0 % 1 S MnSOLHL0, 7.5

(}’3; CubQ. 5.0, 1.0, the highest activity was obtained at N = 500 min™ and air inlet rates of

Qo/Ve = 0.5 vy at pHye=7.5 al (=27 h as A=00 U om” using the bioreactor systemns (BBraun,
Germany) with V=30 din’ and V, =1.65 dm’ working volume, and consisted of temperature, nk,
foam, air inlet, and stirring rate controls, Biphasic variations in B-lactamuse production was enhanced
to mono-phasic variation with the exponential feeding strategy where the activity was obtained as

A=106 U em™ ot =16 b with the operation conditions of N = 500 min” and Qo/Vu o= 0.5 vvm,

el

key words: B-lactamase, oxygen transfer, metabolic flux ¥ analysis, pit, Bacillus, medium desien

feeding stratogy
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Enzimler amino asitlerin peptit baglan ile bafifanmas) sonuou olusan ve biyokimyasal tepkimeler]
katalizleyen protein yapsindaki i biyopolimerlerdir. Mikrobiya! hiicre, hayvan ve bitki dokualarmdan
liretilebilen enzimlerin endiistride farmasstik, gida, deri, tekstil ve delerjan sanavilerinde kullanim
gereklidin. Bagta penisilin olmak dzere, B-laktam antibiyotiklerinin laktam halkesindaki amid bafi
pargalayan, hidroliz swufina given beta-laktarnaz (BC 3.52.6), farmasttk envimlerdendir, Beta-
laktamar, Bucillus bakters grobu tarafindan dretilin, £ cereus, B, licheniformis, $-laktamaz firetme

potansiyell en yiksek olan tirlerdir. Beta-lakiamaz enzimd farmasdtic endlstrisinde ilac tasarouinda,

kanda penisiiin ve Jdiser B-lakiam antibivotiklerinin deristimlerinin tayininde, vieutta antibivoik
s
alerjisine kars: penisilin ve B-lakiam antibivotiklerin hidroliz edilmesinde ve ELISA kitlerinde enzim-

cliketi {label) olarak kullaniimakindu (Whnte ve White, 1997) ve kullamm alanlan da stireki
artmaktadr. Son yillarda, gelistivilen (-laktamaz {femelli antfjen yonlendirmeli enziml ay ferapi
ilaglars da (-laktamaz enzimine ilgiyi arttirmistir (Tang et al,, 2003; McDonagh et al., 2007; Harding
etal, 2005, Hakimelahi et al,, 2005; Alderson of al. . 2006). Tnzimatik transformasyon tepkimelerinde
kullamlan enzimlerin toplam tretiminin %20 sini f-lakiamaz olugturur (West, 1996), Unitesi 25 €

olan B-laktamaz enziminin Tirkiye'de tretimi yoktur,

Biyoteknolojik drimler iiretiminde -sirayla- ABD, Japonya, basta AR ilkeleri Almanya, Hollanda,
Fransa, Ingiltere, Danimarka, {sveg, fsvigre, ftalya olmuak dzere Axrupa Glkelerinin bir ks -finiversi-

telerde yaptiklan temel ve karufuglann arastirmin merkezlerinde vapilan uygulamah arastirmalaria-

buluglar zamaninda endistrive aktararak, biyoteknolojik firiinlerin satigt ile 1990 Yilinda yak
$10Milyar degerinde bir tioaret bliylikiigl elde etmislerdir. Endiisivivel yeni kimyasal maddeler
sekibrleninde Japonya, endiistrivel enzimler sektorinde de AR D inya liderleridiv. Torkive asik jor-
meniasyon frinleri sekidrinde maya fretimi ve ihract ile  Fransa 'dan sonra [Hinya ikaneisidir.
Uelecek on yilda biyotelnolojik firiinlerin ve biyoteknolojinin Saghk ve Endiistrivel Yeni Kimyasal

Maddeler Sekttrlerine etkisi sirasiyla cok bityilk ve biyiik olarak éngérilmekiedir.

Farmasttik endistrisinde kullamimast ne sdeniyle B-laktamaz envimlerinin vapilan ve enzimatik
dzellildert tle ilgili literattirde veter] i yaym olmasina karsin (Citri ve Kalkstein 19670 Kuwabara 1970,
Kuwabara vd. 1970; Nielsen ve Lampen 1983 Connolly ve Waley 1983; Bounaga vd. 1998 Carfi
19983, B-laktamaz enzimlerinin Bacillus il nukaroorganizmalarla Gretimi ile ilgili fig calisma
(Hemila vd. 1992; Sargantanis ve Karm 1996, 1998) bulunmaktadr, Hemila vd. (1993 2% standart hir
ortam olan Luria ortamint (LB) glukoz ile modilive etmig ve proteaz Uretimini azaliarak P-laktamaz

pargalanmasim engelledifiini bildirmis ve tasarladiy ortamda pH ve sicakhi ethisi arastirmus ve [3-




laktamay iretimini gliserol (4 gLy, tripton (12 ¢/L) ve mava dzitinee {24 /L) zengin iiretim
ortamunds 260 U em”e cilkarmislardr, Sargantanis ve Kartm (1996) dnee oksilen ositlamasimn -
taklamaz {retimine etkisini aragtivddctan sonra ayn: grup (Sargantanis ve Karim 1998) oksijen

i o

kistlarnaly kosulivrda model dest eiiyle oksijen derisimini kontrol etmigler, ancak en uygun
kosullarnda 2.5 U om’ aktivite e salhip P-laktamaz Gretimi gergeklestirmiglerdir. Yukandaki fc
valismada en uygun kosuller olarak bildivien kosullarm, proteaz fretiminin inhibe edildizi ve avm
zamanda Bocillus i hilerelerin hem gofalma hem de enzim/protein tretimi agisindan verimsiz

oldufu kosullardwr, Proje cldbinin Bacillus ile enzim dretimi aragtuma (Calik vd., 1998, 2000) birikimi

temehinde, B-laktamaz {le flgili mevent literatiy bilgilerinin vetersizligi dikkati celamektedir,

Beta-laktamaz enziminin, endlisiriyel Gretimi igin metsholik v mamxyma mithendishgi feknikleriyle,
verim ve segimliligi yilksek mikroorgamzmanin ve bivotek nolojik prosesin gelistirilmesi dnerilen
projenin konusunu olusturmalktadiy, By kapsanunda farkh Baciljus tirlerinin B-laktamay Gretim ve
salgilama  kapasiteler: kargilastinlims,  B-lakiamaz  fwetim potansiveli yitksek mikroorganizma
kullamlarak P-laktamaz firetimi icin ortam tasarumlanmustir, Tasarlanan ortamda bivorealdsr igletim
parametreierinden oksijen aktarmimin iriin ve yan-iirlin danlmuna etkisi arastmimistir, Metabolik
yolizi mithendistizi (MYM) analizi ile hileretgi tepkimeler stokivometrik denklemleriyle birlikic
aragtiriarak 143 tepkimeden olusan tepkime yolizieri belirtenmis, 142 tepkimede ver alan 105 bilesik
win kittle korumum denklemlerinden olusan matematik model kurulmus, ve oksijen akizrmmm
hilcreict tepkime hizlarng efkisi arastirtlinustir. Projenin son arastirma programunda pi kentrellunun

ve substrat besleme stratefisinin B-laktamaz Gretimi fzerine etkisi arastin!mustir.
2. GELISME
1. Materval ve fletot
2.1 1. Kullamian bakteriler ve eofalma ortam:
Bacillus licheniformis 7459/C (ATCC 25972y, Baciilys licheniformis (NRS 978), Bacillus lic heniformis
(NS 243), Bacillus licheniformis (DSM 1 1969}, Bacilius subtilis (NRS 1125, Bacillus subtilis (BGEC

168) 5 kg wm” soyiripton, 5 kg m” pepton, 0.010 kg m™ MnS0,215L0, 15 kg m” agar iceren katy

ortamda gogiltilims ve [-laktamayz retim potensiyeller] karsilastodoustir.




212, P-lakiamaz katr ve Sn-s1vi orfaming

Baciilus sp. ile yapian P-laktamaz tretim deneylerinde kullanidan kan gofalma ortarmnm bilesimi
Cizelge 1.7de verilmistir, Mikroorganizma cofalmas) ve enzim retiminde kullanilan &n-sivi ortamim
bilesimi Clzelge 2'de verilmistir, Kab ortamda coBalmalarim tamamlayan hiicreler, V=235 cm’

hacimly Sr-s1vi ortmmy igeren mikrobiyolojik hava filtreli V=150 oot haemh &k sikdi biyorcaldsre

steril kosullarda akienimis ve sicakbi 37°C, kangtirma iz N=200 di! olan orbital karismal
inkiibatorde t=6-8 si siireyle sogaltnimuglardir. Pilot 8lgekhi deneyler igm ise V=100 e’ haciml (V=
500 cm’) ikinei bir 6nsiv ¢ogalma ortanmna 1/10 oramnda asilama yapilarak yine 37°C, N=200 4k’
kosullarinda t=2-3 st siireyle gofaltilmglardir,

o

Cizelge 1. Bacillus sp. igin kan cofalma orfany

Bilesen Derisim, kg m”
Fepton 5.0
Soyiripton 5.0
MnS0, 2H,O 0.1
Agar 15.0

Cizelge 2. Bacillus sp. icin Bn-stvi cofalma ortany

Bilesen Derisim, kg m”
Sovion 15
Pepton 50

Callh G.10
MNa HPO, 0.25
MnS0, 2H.O 001

203, B-laktamaz Gretim ortamu

St ¢ofzalma ortam tasaniny igin arastirnis programs kapsamimda incelenen parametreler Cizelge 3 e
il o] ¥ 5 ks o ¥ o
vertmistis. On-sivi eofalma ortammda/ortamlarinda gofalilan mikroorganizmalar 1/10 asilama oram
kullamlarak laboratuvar veya pilot oleekli sistemlerde yer alan ve referans olaralk alimp kullanidan

bilesimi Cizelee 4 'te verilen firelim ortamlaring alktarlmistir,
o ¥ & ¥

Lod




2.1.4 Oleek bliviitvae adumlar: ve Biverealtdr Sistemi

B-laktamaz enzimi fretiminde kollanidan 8leek blyviitme adimiar: Birine! basamalia milsoorganizing

3

RS orismung,

£,

mikrobankian katy ortama aklardmg, tkined basamakia katt orlamdan dneson [ g
figlinell basamakia 1/10 asilama orani e én-sivi I cogalma ortamina; dérditnett basmakia ise 1/10

agilama orams ile Gretim ortamunn yer aldig pilot 8lgek bivorsaktdre aktanimghr,

§-laktamaz Gretim deneyleri, laboratuvar ve pilot Glgek olmak Grere ki fwkh Sleckie vaprlmisin,

Laboratuvar dlgekie =33 om’ galisma hacimh midoobiyolojik hava [lireli tamn kanstirmeh hesiki
firetimi gerceldegtiriimigtin,

Pilot #leekte vapilan P-laktamaz fretim deneylerinde V=3 dm’ biyoreakiér Gretim ortamina
aktardmstir. Bu adimda kullanlan BBraun-CT2-2 bivoreaktorler Ve=1.65 dm’ ioplam haciml,
mekanik kanstirmaly, pll, swaklik, ¢dziinmis oksijen, karstirma nzi ve kmyasal képiik kontrolin
pilot  Slcekil kesikli biyoreaktér sistemleridir. Bir buhar jeneratGrimiin vardimyla  yermde
sterillensbilen bivoreaktorlerde dért engel, 1ki adet diz gakh tirbin tipl kangtine: ve delikli bir gaw
oiris borusu bulunmakiadr. Sicaklk kontrolu sogutulmug-su/bubar akimlarinm uygun oranlarda
kangtirdmasiyla ceketten yapilmakiadir, Sofulma suyu, sicaklijn T=-3-20 °C’e avarlanabilen

sogutmals sirkiilatsr ile; reakiéire beslenen hava ise hava kompresdrQ ile salilanmighr.
Cizelge 3. f-luldamaz Uretim prosesi igin tasarlanen parametreler

Ortam bilegenien Biyorealktdr Tasarimm

Parametrelen

Glukoz Oksijen Akiarnmu
Fruktoz Hayva girig fuz
Sukroz Karighmma iz
Maya Sziith 73H

Satrike asd
Gliserol
(PO,
MNHLOI
Kazamino asitler
Pepion

Inorgamk bilegiider




{izelge 4. B-laktumnaz Gretim prosesi icin referans tirstim ortamm

Bilegen Derigim, kg m™
Giukoz 10.0 )
Eazaminge agitler 0.0
Na HPO, 2.1
Nall,PO, 2H,0 0.8
Tz clizeltisi Derigim, kg m™
Mgs504.7H0 (.25
FebOg.7THy G f 0w in”
ZnbGg. THO L
MaSO4.Ho0 75%10"
CusS045H0 0% 10

215, Analitik Yintemler

Mikroorganizma Derisin
Mikroorganizmoa  derisimi turbidimetrik olarak UV-speltrofotometrede 2600 nm'de absorbans

Slgtimiiyle belirtenmistir,

B-laktamar Engiminin Aktivitesi

grkan hidrolizatlarin absorbansim A=232 nm’de spekirofotometrik olarak 8lgiilmesivie belirlenmistir
{(Wase and Patel, 1987). Birim inite, bir dakikads hidroliz edilen lumol  benzilpenisilin plarak

tammilanarak altivite U/em” veva U/ g olarak bulunmustur.

[-laktamaz ve Profear Devishnleri

Beta-laldamaz, alkeli ve nétral proteaz derisimler! Quanta 40001 (Waters) kapiler eleldroforesz

cthazivla belivlenmistir,




Chrganil Asit Derigimiori

Yan triin olarak olugan organik asitlerin derigimleni iki farkh pIT 'da hezirlsnan SmM OFM Anion-BT

(Waters) eleldrolit ¢dzeltisi kullamlarak kapiler elekiroforez cihazi (Waters Cuania 4000F) ile

agafidaki analiz kogullarmda belirlenmistir {Cahk vd 199%),

- Kolon

- Kelon bovutlan

- Utig kaynapm

- Isletme voliaj

- Enjeksiyon il

- Enielsivon hacon

- BEngeksivon stirest

- Aneliz swcaklif

- Kullanilan eleldrolit
- Dedektor, dalga boyu

~ Analiz slives)

: Silika (5i0) kapl kapiler kolon
D 1G0em x TSum

: MNegatif

20KV

: Hidrostatik basingla

ionl

455

15°C

Smbd Potasyum hidrojen fitalat 0.5mM OFM Anion-BT, pH=7.0

Orgamk asit derisimlery, srastirmamn son fazlannda HPLC ile vintem gelistivilmis ve belirlenmistir

(Tleri ve Caldk, 2006).

Amine Asit Derigimiori

Yan {rfin olarak olusen 8smin0 asitlerin derisimlerinin belilenmesi igin yitksek basmg s

kromatograli (Walers, Amino Asit Analiz Sistemi) lallantdnustr, Amine asitler fendlizotivosivanat

(PITC) ile tepkimeye sokularak fenittiyokarbamilamino asit (PTC-AA) tirevieri elde edildikten sonra

sisterme enjelde edilmustir. Elde edilen kromatogramlardan amino asit derigimler], amino asi

standartlart temel alimarak heseplanmusiie, Amino asiflerin analizi igin asafnda verilen kosullar

kallambmshr

Kolon

Kolon boyvuilan
Sistem

Hareket: laz akss huz

Kolon sicakdigs

Dedeladr, dalge boyu ve duyarhlik

Enjeksivon hacmm

Analiz slirest

: Arne astt analiz kolonu (Nova-Pek C18, Millipore)
D3 9mmx 3em

:Ters faz kromatograt

cimlidk

D3RO

UY/VIS, 254 am, D.05AUES

T4yl

p1iadk

&




{ndirgenmiy Seker Derigimi

Uretim ortamindaly indirgenmis sekerlerin -glukoz, rukioz- analizi DNS {dinttrosalisilikasits yoniern
kultantdarak (Miller, 1959) %=550 nm’de absorbans Gletimil e ve glucose oksidaz yintemi 2A=303

i de absorbans Sletimit ile  {Boyaci et. al., 2005} belirlenmistir,
Hilere Canlififun Belirienimesi

Hilcre canhlifn LIVE/DTAD Baclight Bacterial Viability K# {Molecular Probes, Ine) kiti
T S Py y o1

kullanslarak  flow eytomeiry (FACSCalibur with Cellguent Software) fle belirlenmistiy (Tler vd.,

2007,
2.1.6. S3vy faz kittle aktarm katsayisuun ve oksijen tiketim hizins belivlenmesi

Pilot dleekte Belaktamay dretim prosesi boyunca sivi faz hacimsal kivle aktarnm katsayist ve oksijen
titketim hizt ‘Dinamik Yontem® e belirtenmigtir. Yontem, dinamik kogullarda oksijen icin kuralun
kittle korunum denklemi yorumlanarak, reaktére génderilen havanm lisa bir siire kesilmes: ve bir
oksijen elekirodu yardumiyla biyotepkime ortamindalki vOzimmiy oksyjen derisimindeki azalmanm,
daha sonra  havanmn sisteme tekrar verilmes ile oksi yen derigimindeki artisin zamanis Blgiilmesi
preasibine dayanmalkdadir (Bandye opadhyay, 1967)

Uretim ortamina ast yapilmadan dnee fiziksel oksijen aklanm katsayist; agilama vapiidikinn sonra jee

kimyasal tepkimeli oksijen aktarm katsayist beliclenmistir. Farkl oksijen aktarim kosullart ve kalma
stirelerinde biyoteknolojik prosesin oksijen aktanm dinamiZini etkilemeyceek selalde cok ksa siirelf
olarak biyoreakitire beslenen hava mikroorganizmanin bivelojik fanlivetierin etkilemeyecek sekilde
kestlnug; yizey havalanduma etkisini azallmak amactyla kangtrme iz N=20-30 di! arasinda
wtulmuy; ve zamania bivoproses ortammda ghziinmily oksijen derigiminin dogrusal azalmasindan

yararlanlarak mikroorganizmamn oksijen tiketim Tz, 1, {ro=d{’./dD) hesaplanmmsiir. Sivi taraf
hacimsal kiitle akiaron katsayisimin belirlenmesi igin incelenen oksijen akiarim kosullarmda sisteme
tekrar hava verilerek ¢Ozlinmily oksijen derigimdeki dogrusal olmayan artig Sleithniistic. {( AT,y

Cob grafifnin egiminden ¥, a deferi hesaplanmigty.




2.1.7. Metabelik Yolizi Miihendislifi Analizi Icin Optimizasyon Program

A, Metabolil yolizlerinin tampdanmas: @ Biyoreaktdér orlammda kullamiian karbon kaynafinm
B licheniformis hilcreigl tepkime sisteminde yolizlerinde bivokimyasal tepkimelerle alagin belirlemek
win, girdierden baglayarak —aym mileoorganizma igin daha 6nce geligtirdipimiz (Cabik ve Ozdamar,
1999)- metabolik yolizi tepkimeleri Ek 1 ‘de verilmisiit. Her tepkime icin tepkime stoliyometrik
denkdemiert yazilis ve metabolik yolizlerindeki metabolitier beliflenmistir. Yolizlerindeld kesisme ve
dallanma nokialarmdald bilesikler dikkate almarak yolizindeldi tepkimelerin sayis: —ardhak Dbawm
4

tepkimelerin hizlar esit kabul edilip tepkimeler toplanarak- hiicreigi bivokimyasal tepkime sisteminin

boyutu n=143 plarak minimize edilmistir.

8. Matematif Model : Tepkime afmdaki metabolik bilesigin birikim hiz, bilesigi fireten tim tepkimeler
tle bilegigi titkkelen tepkimelerin cebirsel toplamina esitlenerek metabolik yolizindeki bilesik sayisina (=
105) esii sayida lditle korumum temelli  stokivomeirik denklemlerden olusan matematik model
luruimugtur. Bu sekilde kurulan denklem sistemi matris notasyonu ile:

AFr{t = ¢t {0

vektor diferansiyel denklemivle tammlanmr, Burada;, A, metabolik tepkime sisteminin m x n
stokiyometrik katsayiar matrisi; ¥{(t) , n x 1 tepkime luz (aki) vekioril; ve o) Ise metabolik bilesikler igin

mx 1 birikim bz velasridar,

e{t) = ¢, {t) + (1) {Z)

i) ve ooty sirasiyla hileredinn ve hiloreigt melaboly Wrikim velddrleridir, Hicredist metaboliflenin
btk ve tGketim iz kalma sivesi ile derisim defigimi egrilerinden ik derigim arssmdaki efimden
bulunmustar. Metabolik volizi mithendislifi (MYM) analizinin vapildi@r evrede, hilcreiginde yaklagik

vafiskm kogul varsavinu yapilnus ve biviece e{=0 oldufundan, derddem-2 denidem-3 e indirgenmustin

elf) = cdt) 3)

C. Matematik ssodelin piiziimd @ Armag Tonsivonu 20

L= 0T {”;}

bilegigh icin o stoldyometnik katsayilan ile r hzlannm gamumnm lineer toplarm olarsk fammlanan
denklem-4, hilcreiginde beta-laktamaz retim iz {R142) 1le bete-lakdamazin hileredising aktarim hizmm

(d0u /0y Rarla olarak tammlapan 7 fonksivenn minimize edilerek, linser bir optimizasyon




programiyla denklem sistemi ¢oziilmistiir. Matematik modelin dediskenleri olan teplime alolan mumol g

1 o . 1 .
KH st olarak tanimlanmugty. Hiere olusum akis: vy (g KIT.g KH st birim reaktdr hacm ba asing hilore

olugum hiziin Cy deferine bolinmesivie re = 1 olarak elde edilir
2.2, Bulgular

2.2.1. Beta-lakiamaz {iretim potansiyeli viiksek mikroorganizmann secimi

Bacillus licheniformis T49/C {ATCC 25972), Bacillus licheniformis (NRS 9783, Bacillus licheniformis
(NRS 243), Bacillus licheniformis (DSM 1969), Bacillus subtilis (NRS 1125), Bacillus subtilis (BGSC

168) hiicrelerinin, 5 kg m” soyiripton, § kg m™ pepton, 0.010 kg m” MnS0,2H,0, 15 kg m™ agar
igeren kat ortamds, B-laktamaz tiretim potansivelleri karsiastirlmg: P-laktamaz enziminin, penisilin
G’y hidrolize eden bir enzim olmes: sebebiyle, kati ortama artan mildarlarda eklenen penisilin &7 Py

dayamidiliklar: baz alinarale, Bocillus licheniformis 749/C ve Bacifius subtilis MRS 1125, B-lakiamaz

tiretim potansiyelleri en yitksek mikroorganizmalar olarak segibmistir (Celik ve Calil, 2004).

2.2.1.1. Inditkleme st styatejisi

Segiten mikroorganizmalardan Bacillus subiilis MRS 1125 ’in, 'penisiiin (5 ile indiklendifinde [3-
laktamaz firetmesi sebebiyle, hilore derisimi 0.2 kg kuru hitere m” olan ortamlara, 0.5, 1.0, ve 2.0 U
cm” penisitin G cldenmis ve relatif maximum akliviteleri karsdlastmiloms (0.34, 1.0 and 677, 1.0 U
emn” penisilin G eklenen orfamda en vitksek P-lakiamaz akiivitesi elde edilmistiv {Celik ve Calik,

2004).

2.2.1.2. Indiiklenerek ve dogal olarak B-laktamaz Greten mikvoorganizmalarin karsiastinimas:

Dogal olarak B-laktamaz ireten Boaillus lickeniformis 749/C ile, inditkleme ile B-lakiamaz {reten

Bacillus subtilis NES 11251n, [Blaktamaz  {retim potansiyveller] teferans  iiretim  ortaminda
karsilagtrdmmstir, Bacilluy subtilis NRS 11257in ortaming 1.0 U em” penisilin G eklenmistir. Dogal
olarak B-laktamaz reten Bacillus lcheniformis 749/Cn, Bacillus subiilis MRS 11257 gore, 1.9 kat
daha faria B-laktamaz iiretmesi nedeniyle, gallgmamn deriki asamalannda B-laktamaz Gretimi igin b

mikroorganizma kullanlsushe (Celik ve Cablk, 2004),

T

2.2.2. Oriam tasarum

Mikroorganizma segiminin ardmndan, P-laltamaz fretimi ve hiicre derisimind oplimize etmek icin,

yvar-lanunlanmas orlam tasarnmn vapilmusir, Bu kapsamda, karbon kavnsklarnm (glulos, fruldoz,



sukroz, sitrik asit ve gliserol), inorganik azot {NEHPO, ve NELCY ve organik azot kaynaklarmn

tnaya Sziith, pepton ve kazamino asitler) etkisi aragtirilmstr,

Literatirde kullanian, ve 100 kg ot > giukoz, 10.0 kg m” kazamine asitler, sodyum fosfai frmponu,

PH 7.2 (0.02 M) ve "tz gbzeltisini” (025 kg m" MegSO4.7H0, 1.0 x 167 kg m” FeS0,. 7H,0,

L0107 kg w7 ZnSOL7H,0, 755107 kg m” MoSO, 1.0, 1.0 x10° kg m™ CuS0, 51,0 igeren

ortam {Pollock, 1965y ¢ ns Gretim ortams (RPM)” olarak adlandiinmg ve (B-lakdamaz aldivit
35 U em™ olarak bulunmustur. Ortamds bulunan 10.0 kg m” kazamino asitler s yerine, 2 kg m” maya
e - ~'§ - L Lo T .3 . ;

Gziitit ve 5 kg NHLCD kollanddifimde ise f-laktamaz akiivitesinin S0 U ¢m oldugu bulunmas,

10.0 kg m ghudor, 2 kg m maya dzitd, 5 kgm

R

S NHCL sodyum imiai tamponu, pH 7.2 (0.02 M) ve
tuz ¢Gzellisini igeren oriam, ortam tasarm deneylennin baslangie noktast olarak secilmistir (Celik ve

‘alik, 20045,

2.2.2.1 Glukoz derishninin etkisi

Baglangic glukoz derisiminin,C,,

[-laktamaz fwetimine etldsi, Co,= 0.5, 1 D.2.0,4.0,060, 80, 100,
ve 20.0 ke m” derisimlerinde ine elenmigtiv. Baslangie glukoz derisiminin artmasiyla hilore derisimi
artoug, P-laktamaz aktivitesi Ca,=8.0 kg baglangig glukoz derisiminde en yitksek deferine {A=65

i

Uem™ ulagnustar (Sekil 1) (Celik v Cahik, 20647,

o]
o]

Oy~
S s B e

I
=

Aktivite, U cm™
P L
Low] [

sk
e

[on]

o :

0 5 10 ?5 20
Basiangig Glukoz Derisimi, kg m™

Sekil 1 f-laktamaz aktivitesinin baslangic glukoz derisiminine bagh defisimi

=35 s, Vi =33 e, T=37°C, pH =7.2, N=200 d”




2.2.2.2. inorganik azet kayvnaklarimm eikisi

inorganik avot kaynaklarmm etkisinin araghrtdmasinda, baslange ortarmndan maya Szit cikartmg
ve [altamaz akiivitesi icin optinm olarak bulunan O,=8.0 § cg baslangie glukoz deriimi
kullanddmugtie. Baglangie azot derisiminin Chy, = 025 - 4.0 fis';g' i arzzhg'ma karsihl gelen
dengimlerinde (NH),HPO, ve NH,Cliin etkiler neelenmig; ditsiik azot derisimlerinde daha yitksek
B-laktamaz aldivitesinin elde edildifil ve (NIL),HPO, bulunan lretim orizminda, NAELOT bulunan
ortama kiyasia 2 kat fazla B-laktamaz fretildis i ghzlenmistiv (Jekil 2). Bunun sebebi, 90, T tyanunun
inditkleyio etkisi (Colling, 1979) veya Cf7iin inhibisyon etkisidir. Aynica, vitksek azot derigirnlerinin

hitere derigimi izerine inhibisyon etkisinin oldufu saptenmustir (Celik ve Calik, 20604).
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v 0.z o
7, w3
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u»
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03 edoone , ; : gt {36

G i 2 3 a4

Baslangig Azot Derisimi, kgm™

sekal 2. D-laktamay aldivir

o

i ve hitere derisinmnin baslangic azot derisiminine baZh defrigimi.

=80 kg w7, =35 st, Vi =33 o', T=37°C, pH =7.2, N=200 dic’ (ML), HPO,. (%,

Sl MHCH (& 40,

2223 (MELLEPO, ve maya Sziitlniy etkilest

Diisitk azot derisimlerinde daha yiksek B-laktamaz iiretitmesi scimbiy%@_, baglangic arot derisinunin

Cro= 0125 - 0.5 kg m™ arehigima karalik gelon dervisimlerinde (N, PO Gin etlisi, O




4.0, 60,80, 100 ve 120 kg m” baslangig maya Szl derisimlerinde meelenmigtiv. Bn en yitksek f-
laklamuz aktiviteleri (=40 st'te elde edi Imig ve Cizelge 5 de verilmistir. Artan mye Szt derisimi ile

T

akiivite artms, en yiksek defierine, A=200 U em” , 8.0 kg ™ mays 6z0th ve 1,18 kg m” (NFLYL,HPO,

owe = 025 kg w7y igeren ortamda ulagmustir (Cizelge 5). Artan maya ziiti dergimi ile B-laktamay

akdvitesinin artmas:, maya Sz0binon tgerifinde bulunan peptit, amino asiiler, pitrin ve pirimidin
bazlart ve suda ebziinebilen B vitaminlerine bagldir. Cus’=10.0 kg m” baslangie maya Gzl
derigiminin fizerinde, B-lakiamaz Giretiminde inhibisyon etkisi gbzlenmistir, Vitksek mava Sridn
derigimlerinde, (NH,,HPO, mhibisyonunun gézlsmimmmsi, mikroorganizmanin Sneelikli olarak
organile azol kaynaklarim tiikettizing eostermeldedir (Celik ve Caldk, 2004). Hemila vd.(1 992} gliserol
(4 ¢/L), tripton (12 /L) ve maya Gziltiines {24 g/’.L) igeren ortamda A=260 U om” P-taktamaz
akctivitest bildirmiglerdir. Celik ve {20604y v mila ve (1992 J‘*J{‘:i‘il‘]ﬂf‘;?i karsilastinidifinda by
proje kapsammda fretilen {Makiamazm substral {zerinden verimi (Yye=125 U m ngy Hemila

vl (1992) veriminden (Yy,=6.5 U mg™) vakiagik iki kat vitksektir,

Cizelge 5. B-laktamaz aktévii:a:sainin, baslangip maya dzitil ve azot kaynag ((NH ), HPO,) derisimler

ile degisimi, Cpy=8.0 kg 37°C, pH =7.2, N=200 dk!

Cuo (kg o™ Clkg m™) A (Uem™
4.0 03.125 83
0.0 0.500 85
0.0 L4308 105

2.4 0.125 78
2.0 (1250 90
2.9 0500 4]

4.0 0125 e
4.4 0250 114
4.0 0.500 52
6.4 0.250 186
4.0 0,123 g7

8.0 (3250 202
8.4 0.560 164
1.0 0250 241

12.4 G

.
LA
<z
o]
e,
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2.2.2.4, Orgunik azot kaypaklarmm etiisi

Stkea kullandan baw diger organik azot kaynaklarmdan pepion ve kazamino asitlerin etkis, 6.0, 8.0,
10.0 ve 12,0 kg m™ bashngic derigimlerinde, 118 kg m™ ( NHHPO,, 8.0 ke m” glukoz ve tuy
cOzellising iperen orlamda meelennuis: peplon ve Kazamino asitlerin B-laklarnay firetimint artirmads a1,
firetim ortamindaki derisimieri arttikea ise [-laktamaz firetimi Gzerinde mhibisyon etldlerinin olduiu
bulunmustur (Sekil 33, Kazamino asitlerinin tgindeks yitksek klor mikian ve peptonun igindeld vitkaek

potasyum miklar: bu inbibisyonun nedenleri olarak gosterilebili (¢ (Celik ve Calik, 2004).

2.2.2.5. Alternatif karbon kaynaklarimn etkisi

Alternatif karbon m;,uamlaz mdan glukoz, Trukios, SUEU’GZ{:_‘ sitrile asit ve gliseroliin PB-laldamaz

tetimine etkisi, 1.18 ke my™ (NH JHPO;, B0 kg i maya Szt ve “nus glzeliisin” (bke: RPM
ortam) igeren orfamda incelenmisti (Sekil 43, Ortamdald karbon miktary, 5.0 kg m” glukor ceren
ortaradaki karbon mikiarma esit olucak sekilde ayarlanmus, dolayisiyle fretim orlamimndaki baglangic
derigimleri {kg m™): glukoz, 8.0; fruktoz, 8.0; stkroz, 6.6: gliserol, 8.1y sitrik asit, 9.7 olarak
ayarlammstir, Hiereler sitkrozu karbon keynag olaralk kullanabilmis; ancak B-laktamaz firetimini

artirmanusghir. Gliserol igeren ortamda, glukoz igeren orlama gore 2.8 kat ditsiik akiivite glzlenmistir

{Celik ve Calik, 2004).

2.2.6. Tammlanm ortam

f-laktamaz enziminin antijen yonlendirmeli enzim-ilag terapt ilaglannda kullanildifs ve  enzimin
Y5999 saf olmasi gerektizi ve lretim ortpm: karmagiklastikea saflagtirma malivetler: artiigl g yarg-
tarmlanmis Gretim ortamy modifive edilersk tanumlanmg-ortam olusturelmustur, Oksijen aktarummn
beta-laktamaz firetimine, glukoz titkketimine, hiicre ¢ogalmasina ve van iirtinlerinin olusumuna etkisi
de tammianmis-ortam kullamiiarak aragticlmstie. Tammilannns Gretim ortarm win maya GzUL yerine
(NHL),HPO, kullandnus, dengiminin beta- laktamaz dretimine etkisi C=0.0 — 4.0 kg m” azot
derigimi avaligimda araghrimmgtir, Laboratuvar leek bivoreakitrlerde iaimzﬂz_‘ima}'ifg fretim orlarm ile
yapilan deneylerde en yitksek aldiviie, 7.0 kg m™ glikoz, 7.1 kg m” (NFLLHPO,, ve tuz chzeltismi

115 Uem™ olarak bul mmugtur {Calik

: R T S T TR
weren ortamda, pHy=7.5 T=37"C, N=200 dk kosullannda,

vdl., 2003).
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Sekil 4. P-laktamaz aktivitesinin fakh karbon kaynaklarunn ve kalma stiresi ile defigimi
V33 om’, T=37°C, pH =7.2, N=200 dk*
Frucktoz, (o), Glukoz, {4 ); Sikrow, (1); Sink asit, &o); Gliserol, (o),




1.2.3. Bela-lakizmaz retime oksijen altormumn ethis

Laboratuvar dleekieki en uygun bivoreakitr isletim kogullan olarsk bulunan T=37°C wve pH=7.3
kullamlavak, tanimlanms tretim ortammda oksijen altanmunm substrat titketimine, TKroorganizma
derigimine, trin $-lakiamaz ve yan-iriin olusumuna etkiler g farkl hava giris lzinda, Qo Vy = 0.2,
0.5 ve L vvm, ve tig farkl kanstirma hizinda, N=250, 500, 750 dk™ , V= 3.0 dm’ hacuml, sieaklik, pid,
kipik, kanshrma ve géztinmis oksijen derigimi konfrollu kesikli bivorsaktorde aragtirsdmastr,
Kangtirma ve hava giris Tum dederleri ile olugturulan oksijen akianm kosullan ve tammisma igin

kullamlan kisaltmalar Cizelge 6’da verilmistir,

Gizelge 6. Oksijen akiarim kosullar ve kisaltmalan

o/ Vi, vy N k! Kusaltinu
(.2 254 LimOT
0.5 250 LOT,
6.2 500 LOT,
6.3 560 MOT,
4.2 750 MOT,
1.0 S04 HOT,
0.5 750 H

Cdziinmiiy oksijen ve pH profilleri
{Oziinmils oksijen derigiminin ve ortam pilmun kalma siiresi, kanistirma tuzs ve hava girls hizyla
degisimt swasiyla Sekil 5 ve 6'de verilmistir. Oksijen akiarm hiz (OAH) gok dilgiik oldufunda
{LimOT) ve diigiik oldugu {LOT,) kosullarda prosesin basindan itibaren aktarian glsifenin tamam
tiketilmigtir. OAH'nm daha yitksek oldugu kosullards (LOT,, MOT,, ve MOTH) hilore metabolik
taalivetierine bagl olarak zamanla efwiinmily oksijen derisiminde artma ve/veya szalma ghzlenmis;
yitksek OAH lar HOT; ve HOT, ‘de hitere goZalmasia rafmen yilksek oksijen aktarimy nedeniyle
Cpp proses sfiresinee cok az de Finmiglin, Incelenen oks sijen aklarim kosullarinda baglangig pii’
pH=7.5 "o ayarlannustr.  LOT,, MOT, MOT,, HOT,, ve HOT, kogullannda QH profitler] benzer
defisim ghstermis, =10 st’e kadar azalrmy sonra sabit kalmstir, LOT, ve LimOT rosuilarmda difer

kogullera kayasla pH daha huzl digmiistiir. Incelenen kogullar arasinda en diisik p% LimOT kosulunda

elde edilmistir (Cabk vd ,20035).

Glukoz Derigimi Profilieri
Glukoz derigiminin {Cg) kalma stiresi, kanstirma hizi ve hava girs luzivla defgimi Selal 7T'te
verilmistir. £ proses siiresince beklendifi gibi azalmustr. Proses sonunda, LimOT ve MOT,

kogullarinda baglangigta ortamda bulunan glukozun %91.5°1 titketilmistir (Calik vd. L2005,
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Sekil 6. Ortamn pH s kalma siivesi ve oksijen aktanm kosullart ile degisimi T=37°C, Vg= 1.65 dnt’.
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Sekil 7. Glukoz derisiminin kalma stresi ve oksijen akterim kosullan ile defisimi T=37"C, Vu= 1.65
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sekal 8. Hiwere derisiminin kalma stiresi ve cksyjen aktanm kosullan ile defisimi T=37"C, V= 1.65

dnt’. LimOT: (@) LOT: (8 )3;L07,: (), MOT,: (O}, MOT2: {2y, HOT): {m); HOT.: (%3,




Hiere Deristd Profilleri

Hilcre derisiminin (C,) kalma stiresi, karstirma lize, ve hava giris hizmvia defisimi Sekil 8%t
. $ : girig huzy figimi

verilomgtir, Hilcre deriging prosesin =227 st aralifiuda artmsg ve durgunluk fozma wlasmistie, Bn

yitksek hilere derisimi MOT, ve HOT, kosullarimda U= 0.67 kg m” olarak en diisik hilere derigind

de LimOT ve HOT; kosullarmn Cy= .54 kg m” olara bulunmugtur (Calik v, 2009

Beto-lakimmar Altivite Profilleri

B-laklamaz aktivitesinin kalma siiresi, kanstirma hizi ve hava girig huzyla deBisimd Selil 2°da
verilmistir. En diistk akiivite en az hilcrenin gogaldigt LimOT kosulunda elde edilmistir, Proses
sonunda en yitksek akiivite MOT, kosulunda clde editmistr. =24 st dikkate almdifinda ise LOT, ve

MOT; kogullarinda ayni aktivite elde edilmistir (Calik vd.. 2005).

Aming Aslf Derisinderi
Uretim ortamindaki amino asit derisimleri ve hiicre digma aktanimayan amino asitlerin oksijen
aktarim kogullan ile defisimi Cizelge 7'de verilmistir, Hikisi aragtindan tim olsien akdarm

kosullarmda aspartik asit ve asparajin ortama salglanmarmstr (Calik vd. 2005).

100

Sekal 9.

¥




Proses sliresince ortamdaki amino asit derisimleri dilstik sevivede seyrelmis; arming asitler iginde en

Organik Asit Derigimleri

Yedi oksyen altanm kosulunda da ortama asetil asit ve/veya laldik asit salgianmighr. LimO7T kosulu
diginda bitlin oksijen akianm kosullarmda ortama salgilanan toplam organik asit devigimi =010 st'e
kadar artmiy sonra azalmastr, LimOT kosulunda ise organik asit derigimi proses siiresines arimushr,
En yiksek derisim  Cps = 2.513 kg m™ olarak bulunmustur. Bu sonue LimOT  kosulunda pH'in
ditgmesi ile paralellik postermektedir, Toplam organik asit derisimleri ve oriama salzlanan organtk
asitlerin oksijen akiarmn kogulu tle defisimi Cizelge 8'te gdsterilmistir, LOT,, MOT,, MOT,, HOT,

ve HOT, koguliannda, TCA déngiistt organik asitlerinden a-ketoglutarik asit and sitksinik asit ortmada

ghzlenmezken; LimOT kosulunda o-ketoglutarik ve siksinik asit; LOT, kosulunda da sitksinik asit

Uretirn ortamina akiardomsty,

Cizelge 7. Toplam amine asit derigimlerinin ve orlama salgilanmayan amino asitlerin okisjen skizrm

kogulu ile defisimi

Oksijen aktarnn kosulu T, (ke m'ﬁ} Hitcre digina aktanlmayan amino asitler
LamOT 0.505-0.101 Gy, His, Pro, Tyr, Val, Met, Cys, He, Lys

LOT, 0.609-0.068 Glu, His, Pro, Ty, Val, Met, Cys, Te, Phe, Lys
LOT, 0.006-0.133 Arg, Thr, Ala, Val, Met, Cys, Trp, Lys
MOT, 0,012.0,0606 Glu, Thr, Ala, Tyr, lle, Leu, Lys

MOT, §.002-0.046 Glu, Ser, Gly, Thr, Ala, Tyr, fle, Trp, Lys
HOT, 0.001-0.031 Glu, Gln, Ser, Tyr, Val, Met, Cys, Trp, Lys

HOT, D.006-0.028 Glu, Ser, Arg, Pro, Tyr, Val, Met, Cys, fle, Lys

Cizelge 8, Toplam organik asit derisimlerinin ve ortama salgilanan organik asitlerin okisjen akinrm
kosulu ile defrisinu

Olkijen aktanm kosulu Cop {kgm™) Ortama salglanan organik asitler
LamOF 0.592-2.513 o-KG, sttksik, lakik, asetile

LOT, 0.576-1.630 K33, lactik, asetik
1.OT, 0.268-0.679 talctik, asetik
MOT, 0.441.0.755 Isletik, asetik, bittirik

MO, (.533-1.248 agetik, bltirik
HOT, 0.621-1.273 asetik, bitirk
HOT, 0.352-0.732 asetil, btk




Okgijen Akiarin Karalderistigl

Bacilius licheniformis ile bela-laktamaz firetimi igin glukoz temelli tanimiannus ortamda farkh oksijen
aktarim kosullarinda sivi faz hacimsal kitle aktanm katsavist Kia proses sfiresince betirlenmistir
{Cizelpe 93, t=1.27 gt aralifmda LimO7T kosulunda; 1=2-11 5t arahfnda LOT, kosulunda: ve t=1-8 st
arahiginda LOT, kosulunda diisiik oldsien derigimi nedeniyle dinamik yéntem uygulananmanug ve
Ko, (fiziksel Kitle aktarim kaysayisn) ‘in Kya ya esit oldufiu varsayilmishr,  Cizelge 9°da da

ghrildigd gibi, Kin

stirma ve hava girls hizmin artmasiyla ricaghir. ¥y MOT, ve MOT,
kosullaninda once artnus sonrs azalmustie, LOT,, LOT,, HOT,, ve HOT, kosullarmda ise proses
b ¥ ) is i 7] 7

stiresince artmugtir. En yitksek olsijen akiarim katsayist HOT, kosulunda 0.044 571 olarak bulunmu gt

2.2.4. Hicreici tepiime hiziarna aksijen aktarmnnm etkis

Metabolik hizlarn {akidarn) bivorsakiorde ¢ofalma, Griin ve yan-liriin olusumu siirecindeli dagihiom
beta-laktamaz retim prosesinin gelistirilinesi i tepkime yolizindeki énemli 8zelliklerin belirlenmesi
amaciyln incelenmistir. Oksijen akianmimin, metabolik yolizlerineg etkilerimin  ayrintih  olarak
incelenebilmesi amaciyla, Cizelge 6.7de verilen kosullar: iginden kistlamali oksijen altarim kosulu -

bava  giris hiz Q/Ve = 0.2 vvm kar stirma fuzr N =250 min™ (LimOT)-, déstik oksijen aktarm

kogullar iginden ~Qu/Vy = 0.5 vvm and M =250 min’’ C{LOT,- orta Gksz}m aktarim kogullan iginden -
U/ Ve = 0.5 vym and N =500 min (MOT )~ ve yitksek cksijen aktarim kosulu -Qy/Ve = 0.5 vvm and

. sl v e " . - - 1
N =750 min” (HO'Ty) diisik, orta ve yiksek oksijen akiarm kosulu gruplarm iyl fanimiadiklan igin

segiimis ve MY M analizi yaplomstir,

Hicre ve bela-laktamaz sentez profilleri dilkate almdiginda proses dort eveeye ayinbmstir (Sekil 107,
BEvre [{0<i<0 st} hitcrelerin Giste] cofalma evresi ve beta-laltamaz enzim lireliminim baglangier, Bvre 11
(6<t<11 st) beta-lakiamaz sentez bélgesi, Fvre I (11<1<20 st) f-lactamase Uretiminin durgunluk
bolgesi, Hvre IV (20<i<30 st} ikinei beta-laklamaz sentez bolgesidir, Evre T'de kalma siirest 1=4si,

Hyre Hide =8 st, Bvre Tl'de =15 31, Bvre [Vide =22 st MY analizi igin seciimistir,

20




Cizelge ¥. Kya'nin kalma siiresi, karstioma ve gaz giris huz ile degisimi

Oksijen akiarim kosulu t Kia Oksijen akianm kosulu t Kia
2 (.607 Z 0.020
3 0.007 5 G022
LimOT ] 8.047 8 0.023
t (3,007 MOT, 11 0.0724
20 0.607 20 0.024
24 3.0467 24 0.033
28 0.007 28 0.028
2 (L0038 Z G.019
) 0008 ) G019
8 (4.068 8 G019
1 0,008 11 0.019
LOT, 20 0.014 HOT, 20 0.020
24 0014 24 0.029
28 4.017 28 .036
2 0.010 2 {3.044
5 0.010 5 (.035
8 0.010 8 0,030
LOT, 11 0.013 HOT, i 0.029
20 0.014 20 0.044
24 0.416 24 {.044
28 (3,021 28 -
2 $.016
3 0.018
B 0.026
bOT, 11 0.026
20 (.020
24 (.022
28 0.022

21
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sekil 10, Hilere ve beta-laktamaz derigimlerinin kalma siivesi ve oksijen akianm kosullar: ile dejisimi.
Cq"™=7.0 kg m® T=37°C, V= 1.65 * 107 o, LimOT ®,0; LOT: (4 ,4), MOT: (6.0 HOT
(#a)

Evre 1{0<t=6st): Ustel cofalma fan

Hiereigl tepkime hizlanmim oksijen aktarim kogullar ve evreler ile degisimi Cizelge 10°da verilmstin,
Lizelge 10°da da goriildags gibi kasitlamali-, diistik-, orte- ve vitksek oksijen aktarm kogullarinda
glikoliz yolizi aktif, glikoneogenesis yolizi maktiftir. Glikolz yolizi aks deferleri LimO7T ve LOT
kogullarmda MOT ve HOT kosailarina kiyasta 1.8-2.0 kat daha yitksekiir, Nikleik asitierin ve hiiore
bilesenlerinin girdisi RSP, ya G6P 'tan oksidatif volla dretilebilmekic va da glikoliz yolizi
metabolilleri plan F6P ve T3P'den ig-déniisim tepkimeleri ile Gretiiebilmektedir. LimOT, LOT ve
MOT kogullarda, RSP, hem ig-déniisim teplimeleri (R20-R25) hemde oksidatif tepkimeler (R14,
R15) ile tretilirken HOT kosulunda ip-dontigiim tepkimeleri ile trefilmigtir (R20-R25).

LimOT, LOT, MOT ve HOT kosullarmda pyruval (Pyr) nodundsld ala daphon Sekil 117de
gosterilmistir. TimOT ve LOT kogullarmda, laktat {Lac) semtez tepkimesi (R26) akt degeri sirazyla,
6.64 ve 6,69 mmol/gKH st’tur. MOT kosulundaki lakiat alis: {R26} sifira gok yakan bir deferken,

HOT kosulunda sifirdir. Tm oksijen aktarim kosullarinda asetat (Ac) sentez tepkimesi aktiftir ve en




yiksek aki deferi (R28=3.40 mmol/giI sty LOT kogulundadir, LOT kesulunu LimOT kosulu ki
elmigtiv (R28=2.01 mmol/gKH 50); MOT ve HOT kosulu Ac alalart birbirine ok yalandr ve LOT
kosulu deferinden yaklasik iki kat daha disgiikitir. TCA dongiistt akalan ve CO, lirctim akist ise HOT
kosulundda en yiksektir (R33=4.76 mmol/gkl st), HOT kosulunu MOT kosulu iukip etmis

(R33=1.94 mmol/gKH st} (Cizelge 10). Bu bulgu karbon kaynafin olarsk sitrit asit kullanddis
durumla  benzerlik  géstermektedir  (Calik vd 1999). Sonug  elarak karbon kaynagr karbon
metabolizmasing nereden girerse girsin yiiksek oksijen aktanm kogullarmda TCA déngiisiiniin hizma
gore melebolizma regille edilivor denilebilir,  Ancak LOT kogulunda bir kayma olmus ve en diigtik

TCA dongiisit aky degerleri yilksek Lac ve Ac sentezi sonucunda elde edilmigtin

LimOT, LOT, MOT ve HOT kogullarmda Evre Ude hiicre senlez tepkimesi (R141% aktiftir. Bvre T"de
buna paralel olarak hilere bilegenleri sentez tepkimeleri de aktiftir. Tepkime sisteminde amine asitler,
hitere ve beta-laktamaz sentezinde kullamimakiadir. Bu nedenle amino asit akilar arying agitin retim
ve tiketim hzlanng, beta-laktamay  ve hilere sentez hizina baghdir {Cizelge 10) ve bu alg degerler
Bvre 11, I ve IV aks deferled ile kiyaslandifinda daha yitkseltir.

En yiiksek P-lactamase (R142) alo deferi MOT (R142=7.14x10" mmol/glH st} kosulunda slde

edilmig, bunu LOT (R142=1,66x107 mmmi/gKH st) kogulu takip etmis, en disiik defer ise LimOT

kosulunda (R142=1.15x10% mmol/gKH st) elde edilmistir {Cizelge 101

ATY glikoliz yolizinde ve TCA déngistinde swasiyla R7, Ril ve R37 teplameler! subsirat
seviyesinde fosforlanma ve oksidatif fosforlanma tepkimeleri (1118, R119) ile tretilmektedir. Bvre
Ude ATP sentez iz HOT kosulunda en vitksekken LOT kognlunda en dilgiiktir. Uretilen toplam
ATPnin LimOT, LOT, MOT ve HOT kosullaninda srasiyla %55, 62, 70 ve 90" yazam fonksivonlan

(R143) icin kallambmestir,

Evrel] (6<3<li st} : PHlaktamaz seatez foz
Evre I'e benzer olarak Hvre I'de de glikoliz yolizi aktif] glikoneopenesis volizi inaktifiiv, Tn viksek
ve en digiik glikoliz alalart sirasiyla LimOT ve LOT kosullannda elde edilmistir, LimOT kosulu
alalart LOT kosulu glikoliz yolizi akilan degerlerinden 1.7- kat fazla iken, MOT ve HOT kogullar: ak
deferlerinden swastyla 1.2- ve 1.1~ kat daha yitksektir. LimOT ve LOT kosulu akilart Bvrs T'den Bvre
IWye gegildifinde yaklagik swasiyla 1.7- ve 3.2 kat azalowken MOT ve HOT koullarindaki avalma
sadece 1.1~ kattir. Bu sonug, LOT kosulunun Evre 11de metabolizmada oksijen akiaruni acisindan

o

zegis kogulu olarek davrandigm gdstermelktedir (Cizelge 10).
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Sekil 11, Evre T pyruvat (Pyr) nodundaki ak: dagihm

EamOT, LOT ve HOT kosullarmda, B3P igddnistim tepkimeler] (R20-R25) ile sentezlenirken, MOT
kogulhmda R5P hem igdonisim hem de oksidatif pkimeler ile firetiimistir. Ancak hilere senteri
olmadift igin PFY ala degerleri ditgiikiir {Cizelge 10).

Pyr nodunda, sadece LimOT kosulunda Ac sentez tepkimesi (R28=1.88 mmol/gkIT st} aldiftir. LOT,
MUY ve HOT kogullaninda Ac (R28) {iretim tepkimest inaktifken, fim oksijen akiarm kosullannda

Lac sentez tepkimesi (R26) inaktiftir { Cizelge 103,

28



Anaplerotik tepkimeler (R29, R30, R31) LimOT ve LOT kosulunda inakiiftir, MOT kosulunda R30

tepiimesi aktiflir ve aky defert R30-0.947 mmol/gKIl st, HOT kosulunda da R31 tepkimes:
R31=3.18 mmol/gKH st aky deert ile aktiftir.
Hvre T'e benzer olarak Hvre [T'de de TCA dimgiisi‘; ve CO,  drstim alalan en yiksek ve en dilsiik
siastyla HOT ve LOT kosullanmdadr, Gliksolat sontii. MOT ve HOT kosullaninda altifken; LimO7
ve LOT kosullannda snaltiftic. Bvre [ ve Bvre I layaslandiBinda TCA diingiisi‘z akalan Bvre 1Mde
LamOT kosulunda 4.9-kat, LOT kosulunda 21-kat, MOT kosulunda 2.52 kat, HOT kosulunda da
1.33-kat artmagtr. LOT kosulundaki artisin temel nedeni Lac (26) ve Ac (28Y2 giden akin TCA
dnglisiine yonlendinilmesidir; buna ragmen oksijen sktanm kosullan icinde en digik TCA déngisi

akalar LOT kogulunda elde edilmistir (Cizelge 10),

Tum oksijen akianm kogullarinda Evre Tde hilcre sentez tepkimesi (R141} inakiiftir. Buna parailel
olarak Dvre Ide hiiere bilegenleri sentoz topkimeleri de inaktiftiv. Amino asit seniez hizlar genel

olarak Evre I’de Tvre I'e kiyasla azalmistr. Bvre [Pde de Bvre e benzer sekilde B-laktamaz akus:
MOT kogulunda en yitksekilr (R142=2.91x107 mmol/gKH st), onu  LOT kosulu takip etmis
(R142=1.66x107 mmel/gKH st), en disik al defern e LimOT kosulunda elde edilmisiic

(R142=3.17x107 mmol/gKH si) (Cizelge 10).

ATP Uretimi HOT kosulunda en yitksekken LOT kosulunda en distkiilr. Evre TPve kivasia Evre I'de
v k
daha lazla ATP dretilmugtin, ancak tretilen ATP nin bityik bir kasnm yasam fonkisyonlar icin

fullandimatm,

Fyre I {11<¢<20 st} : frlaktamay senterd ivin durguniuk fag

Bvre Ive IPye benzer olarak Evre ' te de plikoliz volizi akiif, glukoneogenesis yolizi ingktiilr, Tiim
oksijen akianm kogullarmda glikoliz yolizi aky degerler] dismisity, Ancak, LimOT kosuln glikoliz ak
degerler: LOT, MOT ve HOT kosullann aly defererinden  3.5-5.8 kat daha vitkseltir, LimOT
kosulunda Ac sentez (R28= 085 mmol/gKIT st} tepkimesi aktiftir. Buna ek olarak, LimOT kosulunda
TCA dongiisl, ATEY ve CO, Uretun alalan deferlert de diger kosullanm aky deferlerinden yitksektir.
TCA donglsit sk degerleri LOT kosulunda MOT ve HOT kosuluna kiyasla Z-kat vitkseldien, LimOT
TCA domgiist alo deferleri de LOT kosulu sk degerlerinden 1.8-kat vitksekiir (Cizelge 100,

B-lakiamar alas {R142) Hvre HPde im oksyen akiarm kosulian igm dlgmiiatin, en diglk B

laktamaz sentez skisy e difer volizlerindeki witksek ol deferlerine rafmen LimO7 kosulunda

28
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{:'11'14‘2%“{52};1(}“5 mnol/glKH sty elde  edilirken, en vyitksek P-laktamaz  senter akiss LOT

(R142=5.05%10" mmol/gK H st) kosulunda elde edilmugtiv (Cizelge 10)

Evre IV (20<1<30 st) : Thinci flaktamay dretin Sz

Diger evrelerde oldugu gibi Evre TV de de glikoliz volizi akliftir, ancak glikoliy volizl akilar MOT
kogulunda en yiiksektir, onu LOT kosulu takip etmistir (Cizelge 10). Glikoliz volizi akidanndaki
artmaya benzer olarak TCA déngiist, ATP sentez ve {0, tretim skilar da MOT kogulunds diger
kosullara kiyasle yiksekiir. Evre Tie benzer sekilde Evre 1V'de de f-laktamaz seniez akisi LOT
ogulunda (R142=3. 36u107 mmol/glH st) en vitkseldir, ancak Fvre IV LOT p-lakiamaz sentez alos
LimOT ve MOT kosulu alo degerinden  yaklagik 6-kat daha yitkseldir (Cizelge 16}, Bvre 1V'de B

laktamaz hidroliz oldufu ivin hilcreici tepkime hizlan hesaplanamamisii,

2.2.5. Beta-laktamaz iiretimi lizerine pH etkisi

Projenin bu asamasina kadar elde edilen sonuglar degerlendirilmis ve beta-lakiamaz fretiminin
artzlmasy, Evre T deld durgunluk fazmn geciktivilerek firetim fazma dbutistiriiebilmesi igin, srekii
glukoz beslernesi ile yar-kesikli bivoreakitirde fretim yaptimasina karar verilmistiv. Ancak siirekli
glukoz beslemesinde ortam pH'inda meydana gelecek diisme prosesi olumsuz efkdleveceginden, nH
kontrollu igletim yamlmasin karar verilmistir. Bulunan en uygun oksijen aklanm kosullarinda,
Qu/Ve=0.5 vem, N=300 min™, pH etkisi V=3.0 dnt hacimd ve V= 1.65 dm’ calgma hasimb
biyoreakidrlerde pHe: 6.5, 6.75, 7, 7.25, ve 7.5 kontrollupH kosullarinda gerceklostinlomstir, Proses

stiresince pli kontrolu SM KOH ve/veya SM H,PO, kullanm e yapunustr (et ve Calik, 2006).

Hiicre profitleri

Huere deriginunin pH ve kalma stirest ile defigimi Seldl 1274 verilmistir, Hiiere derisimi = 1-6 st

o

arasmda artnus ve en yitksek deferlerine t=5-6 st'leri arasnda ulagrmasiie, Sekilden de gorildigi gibi
pH=0.5-7.5 arasmda pH kontrolu hilere derisimini ctkilememistir. Kontrolsuz pHuoc= 7.5 ile

kiyaslandifinda da pH m hilere ¢ofalmasina etkast olmadiy géribmektedir(llert ve Calik, 2006).

Glukog Profillesi

Glukoz derisiminin pH ve kalma siiresi ile defisimi Sekil 137 de verilmistir. Bn yitksek glukoz
tiketimi pHe=0.75, elde edilmigtir. Kontrolsuz pHue=7.5 ile kyaslandimda glukoz tiketimini pi

kontrolu fle artidy géritmeldedir (Tleri ve Calik, 2006).




Cy, ko

e, V=05 vvm, N=500 min™ pHe=7.5,(8); pHe=7.25, (4 }; pHe=T7.0, (m); pHe=6.75, (oY
pl=6.3, (o).

Ce, kg;’m}

3
1
0 2 4 6 & 14 12 14

Sekil 13, Glukoz derisiminin pH ve kalma siiresi ile de@isimi "= 7.0 kgm™, T=37°C, V= 1.65%x107
m, 3/ Ve=0.5 vym, N=300 min'": pHe=7.5 (@} pHe=7.25,{4}; pHe=7.0, (w); pH~6.75,
(O pHe=0.5, &).




J-lactamay Adivite Profilleri

f-lactamaz akiivitesinin pH ve kalma stivesi ile defisimi Sekil 14"t verilmisti. Bn yiksek f-laktamaz
aldivites] pHye=7.35 kosulunda =14 st’te A=57 Uler olar ak, kontrollu pﬂg—“-‘—'?.ﬁ"iéa ise A=37 Ul

olaral b‘ulunmufﬁiur. Fontroliu pHler iginde ise en yitksek aktivite pHe=6.75 kosulunda A=55 Uen’

olarak bulunmustur. pHye=7.5 ve pHe=6.75 kosullar aktivitelerinin birbiderine cok yakin olmast

vedeniyle yar-kesikli calismalarda pHe=6.75 kosulda cahisilmasma karar verilmistic (Hleri ve Calik,

2006},

Cdziinmily Oksijen Profilleri

(ozlinmily oksijen derigiminin pli ve kalma stivesi ile degisimi Sekil 15’51'3 verilmistir. Incelenen bilifin
pH deferlerinde aym oksijen aktarim kosulunda calisiimast nedenivlé benzer oksijen derisimi profiiled
clde edilmistir. Prosesin t=0-6 st aralifnda olsijen derigimi hizla ditgmily (Cpp=0.1-0.13 mol m™)

hilere cofalmas: tamamlandilctan sonra artimstir (Hleri ve Calik, 2006),

Thsijen Ahzmrom karokieristikler:

Oksijen tiketim lizm (OTH) ve oksijen aktarm hznm (Kpa) bulummast  icin dinamik yétem

kullamlnugtir. P-laktamaz  {iretim prosesi hitcre gofalma ve B-laktamaz fretim faz olmak tzere iki

periyola bolinmis ve OTH ve Kya'mn pH ile deBisimi Cizelge 41'de, verilmistir, Proses stiresince Kin
012-0.032 s arahfinda degismistic. OTH genel olarak hilere cofalma perivodunda hilcrenin

metaboiik aktivite yitksekliginden dolay: daha vitksek bulunmustur (Hlert ve Cahk, 20083

60 -

50 -

10

t, h

Sekil 1. B-lactamaz aktivitesinin pH ve kalma siiresi ile degisimi. Cg® = 7.0 kg m™, T=37°C, V=
1.65x107 1, Qu/Ve=0.5 vvm, N=500 min”: pHe=7 .5, (8); pHc=7.25, (A ); pHo=7.0, @),
pHe=6.75, (0); pHe=6.5, (&), pHuc = ().




0.000

selal 15, Coziinmils oksen derisiminin pi ve kalma stiresi ile defigimi. Cpn®*= 0.20 mol m”. (
P S - <13 .
TOkgm™, T=37°C, Vo= 1.65x107 m® OV

3 A

pH=725 4 ), pHe=7.0, (@); pHe=6.75, (O); pil=06.5, ().

i, st

10

w=0.5 vym, N=500 min™: ptc=7.5, (@ ):

o

-

Cizelge 11 Oksijen tiketim hum (OTH) ve oksijen akiarmm kaysayisimm (K 8) pH ve kalma stiresi ile

degiginu (GP: Hicre cofalma perivodu: PP: enzim lretim pertyodu).

Bryorealidr isletim

pH"

Porryot

Kin
(s

OTHx 10

, 231
{molnt’s™)

oH~7.5

Iy H e 7.2

3
L]

PE:}:;':I@A’/TS

P EE('() .5

Op
PP
oF

P

0.012
0.032
0.012
0.015

0.012
(3.014

4.011
H.013
IR

0.014

10660
3.5600
16630
(0.5%964
1.6333
0.90400
1.G043
0.9107
0.9177

G.7605
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2.2.6. Besleme stratejisi gelistirilmesi

Beta-laklamaz Gretimind arttwmak igin besleme stratejisi ioin tasarlanan araslirma programmda,
EHPO, ve  NaplPO, derisimlerinin H-laktamar Urefind {zerine eflisi MNa-K pompasy zerine
olabilecek etk ditsinilerek arashirimistir. Bu iki inorganik kimyasal madde ayn: zamands ortamdalki

i

te verilen

Lk

fostat derisimini de arttiracafindan proses drerinde ikili etk olugacaktu. Bilesimi Clzelge
tretim ortamiarma (kp/m’y: a) NapHPO,, 0; KLHPO,, 0 (Calik et al., 2005), by Na,HPO,, 0. s BLHPO,,
5, ¢) NagHPOy, 1.0; KLHPG,, 10, d) NaHPO,, 1.25; RoHPO,, 1.25, ve e} Na,HPO,, 1.5; KHPO,,

La

1.5, eklenmesi ile elde edilen ortamlarda iki bilesizin B-lakiamaz tretimi {izerine etkisi V=32 mi
hacirnli reakidrierde incelenmistir. Na, PO, 1.0 kg/n ve KoHPO,, 1.0 kg/n?’ eldenerck, referans-
orfama kiyasla aktivite 1.2- kat  artmagtir. Sonug olarak, besleme siratejis deneyieri lein =0 st

baglangig ortam: bilesimi modifive edilmistir ve Clzelge 12°de verilmistir,

(izelge 12, Bete-laktamaz diretim ortam bilesimi
Bilegsen Derigim, kg m”
Glukoz 7.0
(NH,),HPO, 7.1
Na,HPO, )
¥ HPO, 1.0
MgSO4.7H0 .25
FeS04.7H20 16% 107
ZnS5C4. THHO 10% 10"
MnSO4.H0 7.5 %10
Cu$04.5Hy0 Lox 107

Kesikli biyoreakidr sonuglan deferlendivitmis ve strekdi glukoz beslemesi ile vari-kesikii
biyoreakibrde Uretim jgin bir alt-aragtrme programy tasarlanmiste, V=33 mlde vamian fn-
deneylerde hilere gogzﬂma evresi sonunda beslemenin beta-lakiamaz tiretimini aritwdii bulunmus, bu
nedenle =7 st 'te besleme baglatthmigtir. Bu programdaki Sn-deneyler sabit-debide defigikc glukoz
derigimlerinde yapilan firetimler yerine, bivoproses karakteristikleri deperlendirilerek, digitk glukoz
debilerinden baglayarak debinin tasarlanacek bir programla zaman ile artinlmassmn iyi sonuclar
verecefn Ongbrilmistiir, Prosesin t= 0-7 st aralifmda 2.5 ke/m’ glukoz tiketildigt igin, glukoz-

besleme stratejisinde baglangie glukez derisimi de Cg™=2.5 kg/m’ olarak tasarlanmustr. Fazim

Lk
L




zaman ile defiigimi ve hilcreiol tepkime hzlar dikkate ahnarak, biyoreakidrde 1=7 si° de bagtayarak
glukoz gOzeltisi debisi Qg kalma stiresi t “nin fonksiyenu olarak, ki allernati Ustratejivie:
Qg (1) tistel- artmlarak (FB1), ve
Qg () lineer- artinlarak (FHE2),
glukoz-besleme hizinm beta-laktamaz Gretimi Gzerine etkisi arastmilmstr. Oksijen aktarnn kogullan
olarak bulunan en uygun kogullar Q,/Vy=0.5 vvm ve N=500 di’ kullanslmustir.

Oksijen, hitere, glukoz derisimleri ve beta-laktamaz aldivitesinin zamania ve besleme strateiis e
degisimlert, sirasiyla, Sekil 16, 17, 18 ve 197da verilmistir. TR, FB2, ve kesikli iiretim deneyleri en
az iki defa telrar edilmigiir. Tekrar edilen deney sonuclan arasinda en fazla %5 fark ghzlenmis,

sonuclar ortalama degerler alnarak verilmistir,

9.050
0.025 -
3.600 ‘ ‘ :
0 2 e & a 10 12 14 18 18 20
I, st

sekal 16, Oksijen derisiminin besleme stratejisi ve kalma stivesi ile defiisimi FB1 ve TB2 igin C5° =
25 kg m”, T=AT00, Vs 1.65%107 o0, Qy/Ve=0.5 vom, N=500 dk™), pHe=6.75, FB1, (@8 ;
FB2,(4); N-pH-=6.75, (m).

(lukoz beslemesi =7 st 'te bagladigy ve bu zamana kadar kesikii isletim {le biyoproses sindiwiildign
icin, bu an dwrgunlok fazi givigine karsihk geldifi i¢in, beslemne stralejisi hilcre freiimind
etkilememistiv (3ekil 17). Glukoz beslemesinin glukoz ¢zelti deposundan (Cg =320 kg/ny'):

Qp= 1.0e"" ml/st debide tistel-artisla, ve

o= 0.031t ml/dk debide lineer-arngla

Led
L




besleme yapilnustr, En yiksek beta-lakiamarz firelimi istel-besleme strateiisinde A=108 U em™ olarsk
elde edilmigtir. Lineer besleme stratejisinde ise, ik 12 st'te glukoz titketiminin daha vitksek olduiu
girilmekiedir;  hiicre  gofalma  evresl tamamlandiktan  sonra bryoreaktordeki  fazla  glukez

metabolizmayr yan-irin olusumuna kaydirpushe

. ka/ms

5]

c

20

AT+

Sekil 17. Ghikoz derigiminin besleme stratejisi ve kalma stiresi ile defisimi FBIve FR2 ipin G =

FB2, (4 ) NepH=6.75, (m).

0.6

F e
H

HeTie:

}

—~
Ly

o
i

£, 8t
Sekil 18, Besleme stratejisinin hilere derisimine efkisi. FB1 ve FB2 igin C5" = 2.5 kg m™, T=37°C,
Ve LESxI0T m’, QuVe=0.5 wvvm, N=300 di’!, pHe=6.75, FB1, (@) TB2, (4); M-

pHe=6.75, (@),
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2 4 5] 8 10 12 14 16 18 20 22
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Sekil 19. Besleme stratejisinin f-laktamaz altivitesine etkist, FBI ve FR2 igin Cg” = 2.5 kg m”,
T=37°C, V= 1.65x 107 im0, Quf/V=0.5 vvm, N=500 dic', pHc=6.75, FB1, (@): FBZ, (4): N-
pHe=6.75, (s

Amino Asit Derisimieri

Hicredigt amino asit derigimleri hilere gofialma fazi (&P: 0<t <6 s$t) ve enzim firetim fazs ( PP 7
<< 16 st) dgin Qizelge 13°te verilmistin,  Kesikl ve vare-kesikli wletim kosullarnda ortama
salgilanan amino asitlerin derigimleri distiktir, Ortama salgilanan amino asitler: agparaiin, metlyonis,

L =14 st'te Tan

valin, fenilalanin ve tirozindir. Toplam hiicredist amino asit derigimi kesikli igletin

IO P asc :
e= 0.1604 kg my degeri ile en yitkselktir,

Orgunik Asit Derisimleri
Hilcredst organic asit derigimleri hilere cofalma fazi (6P - 0<i<6 st} ve enzim Uretim fam (PO 57
< t< 16 st iwin Cizelge 14'le verilmistir. Ukzaloagetik asit digindaki organik asitler hiicredising

salgdanmagbr. Yar-kesikli isletim lakiik ve asetik asidin ortame salgdanmasim arttirmmistr .

Hijere Canliligy
Eesikli ve Gstel-arhigla yan-kesikli isletimde hiierelerin canlilii retim siiresince tzlenmistc (Clizlege

15). Ustel-artigle yari-kesikli isletimde, hilorelerin t=18 st'te %92’sinin cank oldagu bulunmustur

(Sekil 20.




2.2.7. Hiereic] tepkime luziarma besleme stratejisinin etkis

Ustel-artisla yari-kesikli igletim ve kesikli isletim igin hilcreigi fepkime huzien hesaplanmus ve
karslagtinlmustr,  Bu amagla, fistel-arhisla var-kesik! isletim hiere ve bela-lakiamaz sentez profifleri
dikkaie alindifinda proses fie evreye aymimstr, Fvre T {U=<t<6 wé} hiterelerin {iste!l gofialma evresi ve
beta-laktamaz enzim {retiminin baslangior, Bvre 1 {6<i<11 si) Gstel heta-laktarmaz sentez evrest, Hyre
HT {11416 sty beta-laktamaz sentez bistgesidir. Bvre I'de kalma siiresi t,=4st, Bvre Wde 1,=8 st, Hvre
e =11 51, MYM analizi igin segilmistir. Fvre 1 alalan fisiel- arfigla yan-kesikli isletim (FB1) ve
kesikdi igletim igin koyaslandifinda, nitkleik asit ve hilere bilesenlere giden ak: defrerleri birbirine vakm
olmasma raffmen glikoliz yolizi ekilanmmn FBI kosulunda kesikli i isletime kayasia Z-kat distk oldugy
bulunmugtur. TCA déngiistt alulan ise ik isletim kosulunda da 0.22-0.40 mmol/ gk H st araligindadar.
Pyr nodundaki ek dagilinn keyaslandiginda kesikll isletim Eﬂ}miund&m lakiat akist (R26) sifira cok
vakin bir degerken, FB1 kosulunda R26=0.67 mnwi/gKH st "tir. Bu sonung, oksijen kisitlamasina
venzer olarak karbon lasitlemal: ortamda da lakiat senter teplkimesi enzim derigiz'n'iniﬁ/&ktiviicsiniﬁ
arthfu gostermektedir,  TB1 kosulunda kesikli isletim kosuluna benzer, asetat {Ac) seniez tepkimes
aktiftic (R28=0.75 mmol/gKIl st). B-laktamaz sentez akiss, yart kesikl isletimde (FB1), kesikli
sietimden %3 daha yitksek bulunmustur, Fvre 1Tde glukoliz volizi alalar kesikli isletimde 2-kat fazla
oimasma rafmen B-laktamaz sentez alas (6.0012 mmol/gKH st) FB1 kogsulunda kesikli isletime
kiyasla S-kat daha yitksek bulummuster. Ancak FR1'de asetat ve lakdat tiretim alular kesikli isletime
kiyasla 6 kat daha akiiftir. Buo sonuclar P-lakiamaz senlez evresinde glukoliz yolizinin ok aktif
olmamast gerektifini gétermekiedir. Bvre HI'de glukoliz volizi akilarmm artmas ile birlikte -

laktamaz sentz akist (2.8x10™ mmol/gK H st) dilgmisatiir,
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Cizelge 15 3sletim modu ve zamanla hitere canlihnun deBisimi

Isletim Kosulu

i {st)

Canlilik {99)

Kesildi isletim
{Fostat ik zenginiestiiimis

Grigm)

4

59

99

FEOT

Sckil 20. Ustel-artigle van-kesikli isletimde =18 st B.licheniformis canlihi:

41




3. TARTISMA ve SONUCLAR

TUBITAK MiSAG-258 araghama projesi Kapsaminda yapilan bu calisma B-lakiamaz frelim igin
meiabolik ve reaksivon mithendishifit prensip ve teknikleri kullaniarak verim ve seenmbilifin
artirilmast igin Bacilius tirlerinin Gretim potansiyellerinin karsilastinimatann ve tenumidanmg ortam
tasarim ve bu ortamda oksijen aktarun kosullarmn incelenmesiyle, oksijen aktarim kosullarnnm
metabolik kaymalanna etkisini ve besleme stratejisinin {iretim ve hilereici tepkime volizierine etkising

ghsteren sistematik aragtirmalan icermeltedir,

Laboratuvar Sleeki bivoreakitirlerde B-laldaraz tretimi aragtirmalar kapsaminda P-laktamaz tretim
potansiyeli yilksek Bacillus licheniformis T49/C nllanidmigtr, Hk asamada naya Gzt ve glukoz
weren yart faniralanmis Gretim ortarm yapilmiy ve yiksek B-laktamaz aktivitesi =32 st'te A=21017
em” olarak bulunmustur, B-laktamaz enziminin kullanum alanmm son yillarda antien yinlendirmeH
enzim-ilag terapi itaglan oldngu dikiaie alimis ve ilag tasarimimda kullanilan [-lakiamayz enzirminin
Y999.9 saf olmas: gevektifd ve firetim ortam karmagikddagtiken sallastirma malivetieri arfisfyn igin yan
tamimlanmig fretim ortem tasarnina el olarak tanrmlanmmis Gretim ortam tasarim: yapinusgtir, En
yitksek [-laktamaz aldiviiesine wlagildigit belitlenen glukoz temelli ortam He; kangtoma huy, sieakitk,
oH, ¢Oziinmils oksijen derigimi ve xdpitk kontrollu, oksijenc gire stirekli dizer girdilere gore kesikli
3.0 dm’ hacimb pilot dleek bivorealtsr sistemlerinde oksien aktarmimn B-laktamaz tretiming etlisi

incelenmig; en yitksek altivite Q/V=05 vvim, N=300 di! pile=7.5 kosullarinda =27 st’te A=00 17

em” olarak bulunmustur. f-laktamaz  birineisi =0-10 st ikinois =20.28 st olmak fizere 1ki evrede
Uretilmistir. Birinel evreyi uzatmak igin besleme stratejisi arastinloustir. Ancak vari-kesikli iglefimde
pi’da Gnemli defisimler olacads icin dnoce pH kontrol eildsi ar agtirilmg, en uygun pH isletim kosuly
pHe=6.75 olarak bulunmustur, Bulunan en uygun pH isletim kosulunda, fistel-beslerne stratens ile

=10 si'le en yiksek aldivite A=106 U em” olarak e lde edilmistir,
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Bkl Bacilluy licheniformis’m yolizi tepkimeleri
Glikoliz ve Glukoneogensiz Yolizi

L Gle + PEP —  G6P + Pyr

2 Fro+ PEP - F6P 4 Pyr

3. G6P — Ter

4. FoP - G6&P

50 TGP+ ATP -5 2773P+ ADP

6. 27T3P — FoP -+ Pi

10T FADP 4P > PG3+ ATP + NADH
8. PG3I+ATP+NADH-» T3P+ ADP + P

G, PG3 — PEP

0, PEP - P03

[l PEP +ADP — Pyr + ATP

12 Pyr+ ZATP — PEP-+2ADP
13, Pyr — AcCoA + CO,+ NADH

Pentoz Fogfat Yolizi

14. GOP — Gluc6P + NADPH
15, Glueb? — RSP+ CO, +NADPH
16, RSP — Xyisp

17, Xyl5P - R5P

18, B5P — Ribsp

i9. Rib5P — RSP

20, XyI5P + Rib5P — S7P+ T3P
21 87P T3P - XylIsP + Rib5P
KXyISP+14P —  Fop + T3P
3. PP+ T3P — XylSP -+ 14p
4. TIP+87P — FoP+ B4
5. F6P + E4P - T3P +87P

ok
]

3
Ll

g

Glikoliz yolizinden ayirilan teplimeler

26, Pyr+MADH - Lac

27, Lac—» Pyr+NADH
28, AcCoA+ ADP+P1 = Ac+ ATP
29, Ac+ ATP - AcCoA + ADP+




Anapleoritik Teplimeler

30, Mal —  Pyr+CO, + NADPH

3 0A = Pyr+ OO,

32 Pyr+ OOy - DA

104 Dingiisti

330 AcUoA + OA — (i

40 - IO

350 ICH —» alG +C0+ NADPH

36. 0KG  -» SucCoA + CO, + NADH
37 SucloA +Pi+ADP - Suc+ ATP
38 Buc+ATP 5 SucCoA -+ ADP+ P
39 Sue  — Pum+ FADH,

4. Fum -+ Mal

41, Mal — OA -+ NADH

42, 10t — Gix + Sue

43, Glx + AcCoA —»  Mal

Serin Grubu Amino Asitlerin Bivosentezi

44, PGI+Glu ~»  Ser+ gKG +MNADI + Pi
45. Ser+THF - Gly + MetTHF

46, Ser+ AcCoA +H,S — Cys + Ac

Alanin Grubu Amino Asitlerin Bivosentezi
47, Pyr+Glu - Ala+ oKO

48, 2 Pyr +NADPH - Kval

49. Kval+ Glu—»  Val+gKG

500 Kval +AcCoA +Ghu— Len+ oK +NADH + i
Histidin Biyosentezi

51. REP+ATP -3 PRPP + AMP

52. PRPP + ATP +Gln —» His + PRAIC + oKG + 2 PPi + 2 NADH +

Aspartik Asit Grubu Amino dsitlerin Biyosentezi

53 OA+Glu — Asp + pKG

34, Asp+Gin+ ATP 5 Asn+ Glu+ AMP + PP
55 Asp+ ATP+NADPH  -» AspSa+ ADP +Pi

56. AspBa +Pyr — DO
57 DOUANADPFH — Tet

Pi




58, Tet+ AcCoA +Glu — Ar o+ oG+ mDAP

59, mDAP - Lys+CO,

60. AspSa + NADPH 1%

6l HBer + ATP v Thr+ ADP + I

62 Thr +Pyr + NADPH + Glu - e+ oKG + NH, +C0,

63. AcCoA + Cys + HSer + H,S + MTHE - Met + Pyr+ 2 Ag+ NH, +THE
Aromatik Amine 4sitlerin Bivosentezi

64, ZPEP+ B4P+ ATP + NADPH -»  Chor + A DP +4 7

65. Chor+Glu  —» Phe + qKG + O,

86, Chor +Glu  —» Tyr + oKG + NADH + O,

67. Chor+ NI+ PRPP — Pyr+I1GP+ CO, + PP

68. IGP+8er = Tmp + T3P

Glutamik Asit Grubu Awmino Asitlerin Bivosentezi

69, olG+ NI+ NADPH -5 Glu

70. Glu+ ATP + NH, — Gin + ADP + P

71 G+ ATP+2NADPH - Pro + ADP + Pi

7202 Ghu+ AcCoA + ATP + NADPH s O + GEG A+ Ao+ ADP + P
73, Om+CaP - Cip+ Pi

74 Cilr+ Asp+ ATP —  Arg + Fum + AMP + PP

Amino Asitlerin Kgiabolizmas:

75 aRG+ Al - Pyr+ Glo

6. Argt oG~ 2 Glu+ NHy+ NADPH + CO,

77. Asn— Asp + NH,

78, Asp —» Fum -+ NH,

9. Cys = Pyr+NHp+ .S

80, Gln+ oKG+NADPH 20

81, Gly +MetTHF —  Ser + THF

82, His +THF  —  Glu+ MeTHF

83, lle + oKG —» Glu+ FADH, + 2 NADI + COy + SucCoh + AcCoA
B4 Leu+ oKG+ ATP - Glu + FADH, + NADH + 2 AcCoA + ADP + i
&5, Phe —»  Tyr+ NADPH

86. Pro -» Glu+ NADPH

B7. Ser — Pyr 4 MH,

88. Thr — Gly + NADH + AcCoA

47




89, Trp + WADPH -3 AcCoA + Aln
90. Tyr + oKG + SueCoh —» Glu + Fum -+ AcCoA + Suce + CO,
9L Val+ gKG — Gha + FADH, + 3 NADH + 200, + SurCoA

Miildeotitlerin Bivoseniezi
92. PRPP + 2 Gln+ Asp + CO, + Gly + 4 ATP + FI0THE —
2 Glut PP +4ADP+ 4P+ THE + PRAIC - Fum

93. PRAIC+FIOTHF  —  IMP +THE
P4 IMP +Gln+ ATP 5 NADH + GMP -+ Glu+ AMP + PP
95. GMP+ATP -5 GDF+ ADP

0. ATP+GDP —»  ADP + GTP

Y9, GTP+ ADP 5 ATP+ QDD

98. NADPH + ATP -5 dATP

99. NADPH + GDP + ATP > ADP + dG T

100, IMP+GIP+Asp  — GDP+ i+ Tum + AMP
1. AMP+ATP 5 2 ADP

102 PRPP+ Asp+ CaP s UMP + MADH + PPi+Pi+ 00,
103, UMP+ATP — UDP+ ADP

104, UDP+ATP - ADP+UTP

W05 UTP+NH; + ATP —» CTP+ ADP+ Pi

106, ATP+NADPH+CDP  —  40TP + ADP

W7, CDP+ATP  — TP+ ADP

g CTP+ADP > CDP+ ATP

109 UDP+ MetTHF +2 ATP + NADPH  — dTIP -+ DHF + 2 ADP + PP
Kofakidrlerin Bivosenteni

1O, DHF+NADPH - THP

I MetTHF + COy + NH, + NADH Gly + THF
HZ, MetTHF + NADPH & MTHF

H3. MetTHF  —  MeTHF + NADPH

114 MeTHF — FI0THF

5. Gly -+ THE —» MetTHE + Nily+ NADI -+ Oy
16, NADH - NADPH

7. NADPH -» NADH

48




Fleldron Taguum Sisiemi

115, NADH +ZADP+2P = 2ATP

119, FADIL, +ADP+PL —»  ATPE

Tagiem Tepkimeleri

3o, 00y = exp

121, mp o~ O,

1220 dmp - NH;

123, NH; - exp

B4, ZATP 4 NADPH  —»  AMP + ADP + H,8 + PPi + P4

1250 PPio-» 2D

126, imp - P

127 Pi - exp

Yug Asitlerinin ve Fosfolipidierin Bivosentezi

128, T3P+ NADPH -» GL3P

129. 7 AcCoh + 6 ATP + 12 NADPH  — Cl4:0+ 6ADP + 6P

134, T ACCOA + 6 ATP + 11 NADPH —» Cl4:1 +6ADP + 6P

i31. 8.2 AcCoA + 72 ATP + 14 NADPH —» 72P1 +7.2ADP + TA

132, ZATP+C0,+Gln —» CaP + Glu+ 2 ADP + B

Bivokiitle Bilesenleri

133, F6P + Gin+ AcCoA + UTP - UDPNAG + Glu + PP

134, PEP+MNADPH+UGPNAG —  UDPNAM +Pi

135 RSP+PEPHCTP — CMPKDO +PPi+ 2P

136, Ser+CTP+ ATP — CDPEIN + ADP + PP+ 0,

137, S57P+ATP -  ADPHep + PP

138, G&6F —  GIP

139. GIP o GHP

146G, UTP +GIP ~» UDPGle -+ PPI

Hilcre seniezi

14105352 Ala+ 028 Arg +0.22 Asn+ 022 Asp+ 009 Cys + 009 His + 025 Gla + 025 Glu +
058 Gly + 027 Hle + 042 Len + 0.32 Lys +0.14 Met + 0.0593 Orn + 0.17 Phe + 0.2 Pro + 0.377 Ser
FO05 Tp +0.13 Tyr+ 024 Thr+ 04 Val + 02 GTP+ 013 UTP 012 CTP +0.00 dATP 5 0062
dCTP + 002 dGTP + 002 d7TTP + 0,125 GL3P + 00235 C14:0 + 0.0235 C14:1 + 0250 TA + (.0433
UDPNAG +0.0276 UDPNAM + 0.0235 CMPKDO +8.0235 CDPETN + 0.0157 UDPGLC +

0.02354ADPHEP +0.154 GIP + 41.139 ATP >  Biomass +41.139 ADP +41.139 Pi

iy
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[Hactamase Syathesis

182, 24 Ala + 14 Arg+ 13 Asn + 23 Asp + 2 Gin+ 21 Glu + 16 Uly + 1 His+ 14 Tle+ 27 Leu+ 24 Lys + 4
Mgt + 7 Phe + 11 Pro+ 11 Ser+ 23 Thr+ 3 Trp + 6 Tyr +15 Val + 5.5 ATP — {-lactamase + 5.5 ADP + 5.5 Pi
143, ATP —» ADP+ Pi




Simgsler
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AcCoA
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Ala
AMP
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ATP
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His
Hser
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Homaserin
Izositrat

Lnp
UDPGIe
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