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Gunumuzde yaygin bir sekilde kullaniimakta olan fosil yakit tlrevli plastik
malzemeler, hafiflik, kolay sekillendirilebilme, hammadde ve imalat agisindan
ekonomik olmalari gibi avantajlariyla hemen her alanda artan bir Uretim ve
tuketim degerine sahiptir. Ancak bu plastikler dogada uzun zamanda
parcalanmalari ve icerdigi kanserojen bilesenler nedeniyle insan ve cevre
saghgina ciddi tehdit olusturmaktadir. Sinirlh fosil yakit kaynaklarinin hizla
tukenmesiyle birlikte petrol bazl plastiklerin yerini alabilecek alternatif
malzemelerden birisi de biyopargalanabilirlik ve biyouyumluluk 6zellikleri bulunan
polihidroksialkanoatlardir (PHA). PHA, oksijen, azot ve fosfor gibi bilesenler
yonunden zayif, karbonca zengin bir besi yerinde, hicresel stres aninda
kullanilmak Uzere sentezlenen poliesterlerdir. Ancak, bu biyopolimerlerin ticari
olarak tercih edilebilmesi igin bakterilerde Uretim verimlerinin arttiriimasi

gerekmektedir.

Bu tez galismasinda, PHA'y1 rekombinant (r)-Bacillus megaterium bakterisinden

cesitli genetik modifikasyonlarla ylksek verimlilikte Uretmek igin genetik



muhendisligi ydontemleri uygulanmistir. B. megaterium genomunda bulunan PHA
sentez genleri phaC ve phaR ekspresyon vektdrine klonlanarak (r)-B.
megaterium susu ilk kez geligtiriimigtir. Dogal fenotip B. megaterium NRRL B-
14308 susu ile phaC-phaR genleri overekspres edilmis (r)-B. megaterium susu
ve daha 6nce arastirma grubumuzda gelistiriimis olan ve phaC geni overekspres
edilmis (r)-B. megaterium susunda Uretilen PHA'nin Uretim verimleri ve Uretilen
PHA'larin yapilari karsilastiriimigtir. Orbital galkalamali biyoreaktorde 72 saat
inkiibasyon sonucunda pC-HIS1623hp-phaC-phaR, pC-HIS1623hp-phaC ve
kontrol grubu olan pC-HIS1623hp plazmidlerini igceren (r)-B. megaterium
suslarindan sirasiyla 2,3 g L%, 2,2 g Lt ve 2,1 g L? verimlerinde PHA elde
edilmistir. PHA sentezi i¢in gerekli olan PhaC ve PhaR proteinleri SDS-PAGE
yontemli ile teyit edildikten sonra, ¢ozucu ekstraksiyonu yontemiyle saflastirilan
biyopolimerlerin yapisal ve termal o6zellikleri Gaz Kromatografisi (GC-FID),
Fourier Transform Infrared Spektroskopisi (FT-IR), Nikleer Manyetik Rezonans
Spektroskopisi  (*H-NMR), Termogravimetrik Analiz (TGA) ve Diferansiyel
Taramali Kalorimetre (DSC) analizleri ile karakterize edilmistir. Rekombinant
suglardan elde edilen PHA'larin karakterizasyonlari sonucunda polimerlerin
kopolimer (PHB-ko-PHV) yapisinda oldugu ve 3-hidroksibutirat (3HB) ile 3-

hidroksivalerat (3HV) monomer birimlerinden olustugu belirlenmistir.

Anahtar  Kelimeler: Bacillus megaterium, rekombinant, phaC-phaR,

polihidroksialkanoat, karakterizasyon
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Fossil fuel-derived plastic materials, have currently production and consumption
values at increasing quantities, due to their lightness, easy malleability and
economical reasons. Owing to their poor degradation rates and their carcinogenic
components, fossil-resource based plastics pose serious health problems on
humans and the environment. With the rapid depletion of limited fossil fuel
resources, one of the alternative materials that can replace petroleum based
plastics is polyhydroxyalkanoates (PHA) with their biodegradability and
biocompatibility properties. PHAs are polyesters synthesized to be used during
cellular stress, in a carbon-rich nutrient medium that is poor in terms of
components such as oxygen, nitrogen and phosphorus. However, in order for
these biopolymers to be preferred commercially, the production efficiency in

bacteria should be increased.

In this thesis study, genetic engineering methods have been applied to produce
PHA at high efficiency, from recombinant (r)-Bacillus megaterium bacterium with
various genetic modifications. PHA synthesis genes phaC and phaR found in the

B. megaterium genome were cloned into an expression vector and a new (r)-B.



megaterium strain was developed. The production efficiency and structure of
PHA produced by the wild type Bacillus megaterium NRRL B-14308 strain, the
()-Bacillus megaterium strain overexpressing phaC and phaR, and our
previously developed (r)- Bacillus megaterium strain overexpressing phaC, were
compared. After 72 hours of incubation in an orbitally shaken bioreactor, PHA
was obtained from (r)-B. megaterium NRRL B-14308 strains containing pC-
HIS1623hp-phaC-phaR, pC-HIS1623hp-phaC and as a control group pC-
HIS1623hp plasmids with yields of 2.3 g L, 2.2 g Ltand 2.1 g L}, respectively.
Following the confirmation of PhaC and PhaR proteins required for PHA
synthesis via SDS-PAGE method, the structural and thermal properties of
biopolymers obtained by chloroform purification method were characterized by
Gas Chromatography (GC-FID), Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-
IR), Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy (*H-NMR), Thermogravimetric
Analysis (TGA) and Differential Scanning Calorimetry (DSC) analyses. As a
result of the characterization of PHAs obtained from the recombinant strains, it
has been determined that the polymers are in copolymer (PHB-co-PHV)
structure, and consist of 3-hydroxybutyrate (3HB) and 3-hydroxyvalerate (3HV)

monomer units.

Keywords: Bacillus megaterium, recombinant, phaC-phaR,

polyhydroxyalkanoate, characterization
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1. GIRIS

Plastik Urtnlerin hizla artan Uretimi ve tuketimi dunya i¢in Gnemli bir gevre ve saglik
problemi haline gelmistir. Plastik atiklarin uzun sureler boyunca dogada kalabilmesi
ve kanserojen bilesenler icermesi canli saghgini ciddi sekilde tehdit etmektedir.
Binlerce yeni plastik Grandn Uretimi ve gelistiriimesi Il. Dinya Savasi'ndan sonra
hizlanmigtir ve boylece plastik Griin dretimi, tiketimi ve dogal ortamlarda birikmesi,

modern ¢agin kuresel bir problemi haline gelmigtir.

Plastik birikiminin denizsel ve karasal ekosistemlerde kolayca gozlemlenebilir
olmasi plastik drtnlerin insanogluna katkisindan kaynaklanmaktadir. Plastikler,
biyomedikal, havacilik, uzay, ulasim ve yakit sektorleri gibi gtinlik hayatta karsimiza

cikan her alanda siklkla kullaniimaktadir.

Gunumuzde, tek kullanimhk plastikler her yil Uretilen plastigin yuzde 40'ini
olusturmaktadir. Plastik posetler ve yiyecek ambalajlari gibi tGrlnlerin bircogunun
tuketim omru dakikalar ila saatler arasinda olmasina ragmen cesitli ekosistemlerde
yuzlerce yil kalmaktadir. Her yil 4,8 ila 12,7 milyon ton arasinda plastik atik
okyanuslari kirletmektedir [1]. Okyanuslan kirleten plastiklerin buylk bir kismini
milimetre Olgeginde olan mikroplastikler olusturmaktadir. Deniz canlilarinin
vucudunda biriken mikroplastikler ise deniz Urtnlerinin tuketimi ile insan vicudunda

da birikime sebep olmaktadir [2].

Tek kullanimlik plastik atiklarinin okyanus akintilari ile taginmasi ve denizel
ekosistemi zehirlemesi, karasal ekosistemlerde vahsi yasama makro ve mikro
boyutta zarar vermesi ve insan vucudu icin kanserojen maddeler igeriyor olmasi,

insanhgin plastik sorununun ¢6zimune odaklanmasini hizlandirmistir.

Fosil yakit kaynakli geleneksel plastiklerin yerini alabilecek malzemeler uzun
yillardir tartigiimaktadir. Biyoplastikler, geleneksel plastiklerin yerini alabilecek
alternatif malzemelerdir. Biyoplastiklere yonelik arastirmalar, atik halinde dogaya
birakildiginda dahi kendiliginden bozunabilen ve canli yasamina zararli olmayan
biyoplastiklerin Uretiminin artiriimasina yoneliktir. Biyoplastikler farkli kaynaklardan,

farkli sekillerde uretilebilmekte ve sekillendirilebilmektedir.
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Biyoplastiklerin ylUksek sekillendirilebilme yetenekleri, onlarin tek kullanimhk
geleneksel plastiklerin yerini alabilme ihtimallerini artirmaktadir. Gunumuizde
biyoplastiklerin karsilastigi en buylk problem, Uretim maliyetlerinin fosil yakit
kaynakli geleneksel plastiklerin Uretimi ile basa c¢ikamayacak kadar yuksek

olmasidir.

Dogada bozunabilen biyoplastiklerin Uretim verimlerinin artirlmasi, dretim
maliyetlerinin dusurulmesi ve kullanim alanlarinin genisletilebilmesi adina yapilan
arastirmalar tim dunyada devam etmektedir. Biyoplastiklerin pek ¢ok c¢esidi
bulunmaktadir. Bunlardan bir tanesi de polihidroksialkaonat (PHA)lardir. PHA’lar
cok cesitli mikroorganizma gruplari tarafindan sinirli besin kosullarinda hicre igi
polyester granilleri olarak Uretiimektedirler. ikincil metabolit olarak hiicre iginde
birikken PHA'lar, mikroorganizma besin stresine girdigi zaman metabolize

edilmektedir.

PHA, hicre iginde phaABC operonu tarafindan ¢ asamali bir enzimatik yolla
uretilmektedir. PHA GUretim verimini artirmaya yonelik genetik ¢alismalar ile birlikte
uretim ortaminin optimizasyonuna yonelik calismalar da gercgeklestiriimektedir.
PHA'lar pek ¢ok bitki, hayvan ve bakteri hicresi tarafindan sentezlenmektedir.
Sahip oldugu avantajlardan dolay! Bacillus megaterium, PHA Uretiminde 6n plana
cikmaktadir. Gram-pozitif bir bakteri olan Bacillus megaterium, PHA Uretiminde
gram-negatif bakterilere kiyasla ucuz karbon kaynaklarini kullanabilme ve dis
membranlarinda lipopolisakkarit (LPS) endotoksini igermemesi gibi avantajlara

sahiptir.

Bu tez kapsaminda; arastirma grubumuzda daha 6nce gelistiriimis olan rekombinant
pC-HIS1623-hp-phaC plazmidine, phaC geninin aktivitesini artiran phaR geni
klonlanmis ve yeni, rekombinant bir plazmid elde edilmistir. Rekombinant plazmidler
sonrasinda, B. megaterium NRRL B-14308 susuna aktariimis ve orbital ¢calkalayici
biyoreaktorde PHA Uretimi gergeklestirilmistir. Kontrol grubu olarak bos vektor pC-
HIS1623-hp plazmidi de B. megaterium NRRL B-14308 susuna aktariimis ve elde
edilen ug¢ farkh susun PHA uretim verimleri kiyaslanmigtir. SDS-PAGE analizi ile
PhaC ve PhaR proteinlerinin rekombinant B. megaterium hucrelerinde ekspres
edildigi  belirlenmigtir. Uretilen PHA polimerleri ¢bziici ekstraksiyonu ile

saflagtirlmig ve elde edilen polimerlerin yapisal ve termal Ozellikleri Gaz
2



Kromatografisi (GC-FID), Fourier Transform Infrared Spektroskopisi (FT-IR),
Nikleer Manyetik Rezonans Spektroskopisi (*H-NMR), Termogravimetrik Analiz

(TGA) ve Diferansiyel Taramali Kalorimetre (DSC) analizleri ile karakterize

edilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Biyopolimerler

Biyopolimerler, geleneksel polimer kaynagi olan petrolden ziyade, bitkiler ve
mikroorganizmalar gibi canli organizmalar tarafindan Uretilen veya bunlardan
turetilen polimerlerdir. Biyopolimerlerin kaynaklari yenilenebilir olup, c¢ogu
biyopolimer biyolojik olarak parcalanabilmektedir (Sekil 2.1). Polietilen,
polivinilklorlr, polipropilen, polistiren ve polietilen tereftalat gibi geleneksel
plastiklerin cogu mikrobiyal metabolizmaya karsi direnglidir, cinkl bu plastiklerin
dogadaki gorece kisa varliklari sirasinda mikroorganizmalar bu tir sentetik
maddeleri parcalayabilen enzimler gelistirememiglerdir. Biyolojik olarak
parcalanabilir oldugu bilinen birgok polimer aslinda biyolojik olarak asinabilir,
hidrobiyolojik olarak pargalanabilir veya 1sikla biyolojik olarak pargalanabilirdir
(Sekil 2.2). Bu farkh polimer siniflarinin timd, cevresel olarak bozunabilir
polimerler kategorisine girmektedir. Biyoplastiklerin gevresel olarak pargalanabilir

olmalar kimyasal yapilarina baghdir [3].

2.1.1. Biyopolimer Gruplari ve Siniflandiriimalari
Biyopolimerler kdkenlerine bagli olarak ug¢ tipte siniflandiriimaktadir [3, 4]:
(i) Dogal biyopolimerler: Seliloz, Ksantan, Pullulan

(i) Sentetik biyopolimerler: Alifatik polimerler ve kopolimerleri: polilaktik asit
(PLA), polikaprolakton (PCL), polibutilen stuksinat (PBS), polibutilen adipat (PBA),
poliglikolit (PGA)

(iif) Mikrobiyal biyopolimerler: Polisakkaritler ve proteinler

Bununla birlikte, biyopolimerlerin bozunabilirligi ve bozunma yollari da,

biyoplastiklerin siniflandiriimasinda kullaniimaktadir.
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Sekil 2.1. Biyopolimerlerin temel olarak iki sinifa ayrilmasi [5].
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- Aromatik-ko-
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Sekil 2.2. Biyobozunur polimer gruplarinin bozunma sekillerine ve kaynaklarina

gore siniflandiriimasi [3].



2.1.2. Biyopolimerlerin Kullanim Alanlari

Biyopolimerler sahip olduklari c¢esitli 6zellikler sebebiyle pek c¢ok alanda
kullaniimaktadir. Biyomedikal c¢alismalarda klinik olarak cerrahi dikisler ve
implantlar olarak kullanilan bozunabilir polimerler [6], gida ve ambalaj
endustrilerinde biyobozunur dogal polimerik malzemeler, yenilebilir filmler ve
kaplamalar, ambalaj malzemeleri, antimikrobiyal ve antioksidatif malzemelerin
tasiyicilari olarak kullaniimaktadir [7]. Su aritimi ve nanoteknoloji galismalarinda
ise gesitli nanokompozitlerin arsenik, kursun ve diger kirletici maddeler gibi toksik
turleri temizleme kapasitesinin antimikrobiyal 6zelliklerle birlestirilmesi, elektriksiz

calisabilen uygun fiyatli su ariticilarinin dretilmesini saglamaktadir [8-12].

2.2. Polihidroksialkanoatlar (PHA)

Polihidroksialkanoatlar (PHA'lar), hicre ici karbon ve enerji depolama bilesikleri
olarak Gram-negatif bakteriler, Gram-pozitif bakteriler, siyanobakteriler ve arkeler
dahil olmak Gzere ¢ok ¢esitli mikroorganizmalarda stres, besin-kisith (sinirli azot,
fosfor, oksijen ve magnezyum) ve zengin karbonlu kosullar altinda sentezlenen
ve hducrelerin sitoplazmasinda granuller halinde biriken hidroksialkanoatlarin
(HA’lar) polyesterleridir. PHA’larin bilesenleri olarak 150’den fazla HA tespit
edilmistir; bu, termoplastik malzemelerin, monomer birimlerine bagh olarak sert
kristalin polimer veya elastik kauguga benzeyen cesitli mekanik 6zelliklere sahip
olmasini saglamaktadir [13, 14]. PHA'lar, “yesil plastik™ler olup, Uretim ve geri
donusum acisindan geleneksel plastiklerle karsilastirildiginda olumlu sosyal ve
cevresel etkiye sahiptirler. Bu biyoplastikler, kalicilik veya kirlilige neden olmadan
dizenli depolama gereksinimlerini azaltmak igin yenilenebilir ve surdurilebilir
kaynaklardir [15]. Bununla birlikte, PHA’lar in vivo kullanildiginda akut ve kronik

saglik sorunlarina sebebiyet vermemektedir.

PHA’lar genellikle kisa zincir uzunlugunda PHA (scl) (monomer alt birimlerinde
3-5 karbon atomu) ve orta zincir uzunlugunda PHA (mcl) (monomer alt biriminde
6-14 karbon atomu) (Sekil 2.3) olarak siniflandiriimaktadir [16].



NESESESEIRY

o/\/\o/\/\o/\/\o
3HB 3HV 3HHx 3HO 3HD 3HDD
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Scl-PHA Mcl-PHA

Sekil 2.3. Kisa ve orta zincir uzunluguna sahip PHA’lar. 3HB = 3-hidroksibutirat,
3HV = 3-hidroksivalerat, 3HHx = 3-hidroksihekzanoat, 3HO = 3-
hidroksioktanoat, 3HD = 3-hidroksidekanoat, 3HDD = 3-
hidroksidodekanoat [15].

2.2.1. Polihidroksialkanoat Turleri ve Kaynaklari

PHA'lar yapilarina gore ¢ok farkli tirde ve 6Ozellikte bulunmaktadir. Bununla
birlikte farkli monomerik yapilardaki hidroksialkanoatlar farkh yapilarda PHA’lari
meydana getirmektedir. (Cizelge 2.1). Sahip olduklari farkli kimyasal yapilar
onlara cok cesitli fiziksel 6zellikler saglamaktadir. Tam biyouyumluluk eksikligi,
kirilganhk, dustk termal kararlihk nedeniyle PHA’larin tek baslarina kullanimlari
yaygin degildir ve PHA’larin bir kopolimer yapiya sahip olmalari gerekmektedir
(Cizelge 2.1, Sekil 2.4). Mikrobiyal Uretim [17], birlestirme [18], makro baslatma
[19], trans-esterifikasyon [20], radyasyon asilama [21], klik reaksiyonlari [22],
halka agma [23] gibi yontemler polimerizasyonu gergeklestirmek igin

kullaniimaktadir .

Cizelge 2.1. PHAlari olugturan monomerler ve polimer yapilarindaki PHA’lar [24].

Monomer (M) veya Polimer (P) Yapisi Yapi Adinin Kisaltmasi
3-Hidroksibutirik asit (M) 3HB
3-Hidroksivalerik asit (M) 3HV

3-Hidroksioktanoat (M) 3HO

3-Hidroksidekanoik asit (M) 3HD

4-Hidroksibutirik asit (M) 4HB
Poli-3hidroksibutirat-ko-3hidroksivalerat (P) P(3HB-3HV)




Poli-3hidroksibutirat-ko-4hidroksibutirat-ko-
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. . P(3HB-3HV-3HHX)
ko-3hidroksihekzanoat (P)
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ko-2,3-dihidroksibitirat) (P) P(3HB-3HV-DHB)
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Sekil 2.4. Farkhh  ko-polimer gruplarinin  kimyasal yapilari. Kisaltmalar:
Polihidroksibutirat (PHB), Polihidroksibutirat-ko-valerat (PHBYV),
Poli-3-hidroksibutirat-ko-4-hidroksibutirat (P3HB-4HB), Polihidroksi-
oktanoat (PHO), Poli-3-hidroksihekzonoat P(3HHX) [25].



Farkli kopolimer yapilarina sahip PHA'lar ¢ok ¢esitli karbon kaynaklarini kullanan
dogal fenotip ve/veya rekombinant mikroorganizmalar tarafindan Uretiimektedir
[26]. PHA Uretimi yapan turler genis bir verim yelpazesine sahiptir (Cizelge 2.2
ve Cizelge 2.3). Cok farkli PHA Uretici mikroorganizma turiinde hdcre icinde PHA
birikimi  gerceklesmektedir [14]. Bacillus megaterium, Bacillus cereus,
Cupriviadus necator, Ralstonia eutropha, Azotobacter vinelandii, Pseudomonas
putida, Haloferax mediterraneai, rekombinant Escherischia coli, Synechococcus
MA19 ve Nostoc muscorum literatirde PHA Uretim kapasitesine sahip oldugu
belirtilen mikroorganizmalardir [17, 27-35]. Cizelge 2.2’ goruldugu gibi ¢ok farkl
PHA Uretim verimlerine sahip mikroorganizma cinsleri bulunmaktadir. Her ne
kadar B. megaterium NRRL B-14308’den daha yuksek Uretim verimine sahip
mikroorganizmalar bulunsa da, B. megaterium ile dretilen PHA’larin yuksek
hidroksivalerat birimleri iceren PHA’lar olmasi, endotoksin barindirmamasi
sebebiyle daha guvenli Uretim sureglerine ve yuksek biyouyumluluk 6zelliklerine
sahip olmasi sebebiyle yiiksek bir ticari degeri bulunmaktadir. Uretilen PHA’larin
ticari degerini belirleyen 6nemli bir unsur da polimerlerin igerisinde var olan

kopolimer yapilaridir [36].

Cizelge 2.2. Farkli dogal fenotip mikroorganizmalardan elde edilen PHA Uretim

verimleri.
Mikroorganizma | PHA Substrat PHA % Ref.
Derigimi Kutlece
(g L1Hiicre | PHA
Cogalma
Ortami)
B. megaterium 3HB Peynir Alti 1,5 51 [37]
CCM2307 Suyu
Methylobacterium 3HB Peynir Alti 2,1 67 [38]
sp. ZP24 Suyu
B. megaterium 3HB Glikoz 2,1 41 [39]
uyuni S29
Halomonas 3HB Glikoz 3,7 72 [40]
halophila CCM
3662




Haloferax 3HB-ko- Glikoz ve 4,0 53 [41]
mediterranei 3HV Galaktoz
ATCC 33500
C. necator DSM 3HB Atik Gliserol 51,2 62 [42]
545
Methylobacterium 3HB Atik Gliserol 11,0 50 [42]
rhodesianum MB
126
B. megaterium 3HB Seker Kamigi 1,7 46 [43]
BA-019 Pekmezi
Burkholderia 3HB Bugday 3,7 49 [44]
cepacia ATCC Samani
17759
Pseudomonas 3HB Bugday 0,9 22 [44]
pseudoflava Samani
ATCC 33668
C. necator H16 3HB Atik Kolza 4.9 62 [45]
Yagi
Halomonas 3HB-ko- Ham 1,1 73 [46]
hydrothermalis 3 HV Levulinik Asit
Burkholderia 3HB Gliserol 10,2 23 [47]
sacchari DSM
17165
B. cepacia IPT 3HB Klspe 2,3 53 [48]
048 Hidrolizat
B. cepacia IPT 3HB Ksiloz ve 34,8 57 [48]
048 Glikoz
C. necator 3HB Ham Gliserol 24,0 48 [49]
DSM4058
C. taiwanensis | 3HB-ko- Misir 2,1 65 [50]
3HV Nigastasi
Massilia sp. 3HB Nisasta (Ulva 3,8 45 [51]
UMI-21 sp. — Deniz
Marulu)
Z. denitrificans 3HB Atik Gliserol 54,5 67 [52]

MW1
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Cizelge 2.3. Farkli rekombinant mikroorganizmalardan elde edilen PHA Uretim

verimleri.
Mikroorganizma PHA Substrat PHA % Ref.
Derigimi Kutlece
(g L1 Hiicre PHA
Cogalma
Ortami)
E. coli AarcA 3HB Peynir Alti 51,1 73 [53]
Suyu
E. coli (phaC1) 3HB Seker 3,0 75 [54]
Kamigi
Pekmezi
Halomonas spp. | 3HB-ko- | Propiyonik 8,3 83 [55]
TDO4 3HV Asit
E. coli CGSC 3HB islenmis 96 80 [56]
4401 (pJC4) Sigir Peynir
Alti Suyu
Cozeltisi
C. necator 3HB Sukroz 2,0 73 [57]
NCIMB11599
E. coli SKB99 3HB Nisasta 1,2 57 [58]
E. coli TG1 3HB Ham 10,1 46 [59]
Gliserol
Halomonas PHB Glikoz 13,3 62 [60]
bluephagenesis
TDO01AgabD2
H. 3HB- Glikoz 11 85 [61]
bluephagenesis | ko—4HB
TDO1
E. coli DH5a 3HB Seker 0,56 23 [62]
Kamisi
E. coli WAcscR 3HB Sukroz 47,7 46 [63]

2.2.2. PHA Uretim Genleri ve Metabolik Yollari

PHA'lar

arasinda,

polihidroksibutirat

(PHB)

ve poli

(hidroksibutirat-ko-

hidroksivalerat) (PHBV) biyopolimerleri, scl-PHA ailesinin en iyi bilinen Gyeleridir.
Scl-PHA sentezi, phaABC operonu tarafindan U¢ asamali bir enzimatik yolla
(Sekil 2.5). R-ketotiolaz (PhaA),

meydana gelmektedir trikarboksilik asit
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donguslinde (TCA) asetoasetil-KoA elde etmek Uzere PHB sentetik yolunun
oncusu olan iki asetil molekulinin yodunlasmasini katalize etmektedir.
Asetoasetil-KoA molekulli, NADH’ye bagl asetoasetil-KoA reduktaz (PhaB) ile 3-
hidroksibutiril-KoA’ya indirgenmektedir. Son olarak, 3-hidroksibutiril-KoA, PHA
sentez enzimi (PhaC) ile polimerize edilmektedir. PhaC enzimleri, KoA’'yI serbest
birakarak KoA substratinin acil pargasini polimerize etmekte, bdylece PhaC
enzimleri, hucrelerde lipit granulleri olarak biriken uzun poliester zincirleri
uretmektedir [64, 65].

AT

Sitoplazma 1
v
Seker o Asetil-KoA Yag Asidi
‘ |
Malonil-KoA Agll KoA
|
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£ .8 s I
]

\ (R)-3-Hidroksiacil-ACP ——— (R)-3- throksnagll-KoA Yolak 2

(R)-3Hidroksibutiril-KoA Yolak 3 4-Hidroksibitiril-KoA
(6] 4 5-Hidroksiacil-KoA
{_3;. 6-Hidroksianoil-KoA
|
PHA g f
Diger Karbon Kaynaklan
Yolak 1

Sekil 2.5. Polihidroksialkanoatlarin (PHA) Uretildigi metabolik yollar [66].
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PHA sentazlar buyuklUklerine, alt birim kompozisyonlarina ve substrat
Ozelliklerine gore dort sinifa ayrilmaktadir. Sinif | ve Sinif Il PHA sentazlar bir alt
birimden (PhaC) olusmaktadir. Sinif | PHA sentazlar (Ralstonia eutropha) esas
olarak scl-PHA'lari polimerize ederken, Sinif || PHA sentazlar (Pseudomonas)
mcl-PHA’lari polimerize etmektedir. Sinif Ill ve Sinif IV PHA sentazlar (sirasiyla
Allochromatium vinosum ve Bacillus megaterium) iki hetero alt Uniteden
olusmaktadir. Sinif lll ve Sinif IV (40 kDa) katalitik alt Gnite PhaC enzimlerinin,
PhaC enzim aktivitesini yurutmek igin ikincil alt birimlere, sirasiyla PhaE ve
PhaR’ye ihtiyaci vardir [64, 67].

2.2.3. PHA Uretiminde Verim Artirmaya Yénelik Yapilan Galismalar

PHA’'nin buylyen pazarina ragmen petrol kullaniminin gelecek yillarda azalacag
dusundlmemektedir. Bu durum PHA'yl dusik maliyetli petrol bazl plastiklere
kiyasla daha az rekabetci hale getirmektedir. Bununla birlikte, PHA Uretiminde
var olan ve fiyat-performans dengesini etkileyen cesitli faktorler bulunmaktadir
(Cizelge 2.4). Bu nedenle, bu zorlugun Ustesinden gelmek igin cesitli stratejiler
benimsenmistir. PHA dreticisi olmayan turlere PHA sentez 06zelliklerinin
kazandirildigr genetik calismalar [68-71] ve PHA sentez yoluna rakip metabolik
yollarin ortadan kaldirildigi metabolik mudahale calismalari  [63, 72-75]
gerceklestiriimektedir. Ayrica, yuksek Uretim verimi olan tiurlerin [76-79] ve

alternatif karbon kaynaklarinin arastiriimasi da yapilmaktadir [80-83].

Cizelge 2.4. PHA Uretiminde var olan sorunlar, sebepleri ve ¢ézum yollar [71].

Problem Sebep Gozim
Yuksek eneriji talebi Sterilizasyon ve yogun | Steril olmayan ve mikro-
havalandirma aerobik suregler
Substrat-PHA dénlisim Substratlarin farkl PHA ile ilgisiz yollari
oraninin az olmasi materyallerin Uretiminde | silme veya zayiflatma
kullaniimasi
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Kararsiz PHA yapilari

PHA oncullerini tiketen
birden ¢ok yolun

bulunmasi

PHA ile ilgisiz yollari

silme veya zayiflatma

Devamli olmayan

uretim surecleri

Olasi kontaminasyondan

kacinmak

Kontaminasyon direngli

suslarin kullaniimasi

Pahali downstream

suregleri

Uriinlerin saflagtiriimasi
ve eldesinde var olan

karmasiklik

Morfoloji muhendisligi

Duasuk Uretim verimi

Dogal olarak PHA Ureten
mikroorganizmalarin az

miktarda PHA Uretmesi

Genetik mihendisligi

Uretim ortaminda bulunan
karbon kaynaginin yuksek

maliyeti

Uretimi gergeklestiren
mikroorganizmanin karbon

kaynagina yonelik talebi

Mikroorganizmalarin
kullanabilecegi ucuz

karbon kaynaklarinin

arastiriimasi

PHA Uretim verimlerinin artirimasina yonelik c¢alismalar Cizelge 2.4'te
bahsedildigi gibi ¢ok yonli olarak surdurdlmektedir. Bu calismalari kisaca
Ozetlemek gerekirse; yad asidi substratlari ¢cogunlukla 3-hidroksiasil-KoA’ya
donusturuldigunden, Pseudomonas putida veya P. entomophila’nin beta-
oksidasyon yolundaki FadA ve FadB enzimlerinin silinmesiyle PHA’ya substrat
donusum verimliligi dnemli dlcude iyilestiriimistir [84-86]. Beta-oksidasyon yolu
silinmis Pseudomonas spp.
kopolimerler seklinde 3-hidroksiheksanoat (3HHXx), 3-hidroksioktanoat (3HO), 3-
hidroksidekanoat (3HD) ve 3-hidroksidodekanoat (3HDD) Urettigi bildirilmistir
[87]. Pseudomonas putida KT2442, Burkholderia
thailandensis, C. H16, Salinivibrio sp. M318 gibi PHA Uretici

mikroorganizmalar ile gerceklestiriien ve atik kolza tohumu, atik patates

suslarinin  homopolimer, blok veya rastgele

Ralstonia eutropha,

necator

nisastasi, soya fasulyesi yagi, atik balik yagi, gliserol ve palmiye yagi gibi

hayvansal ve bitkisel kokenli atiklarin karbon kaynagi olarak kullanildigi
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calismalarda 1,6 g/L ila 94 g/L PHA verimleri elde edilmistir [50, 88-92]. Yapilan
bu calismalar ile bitkisel ve hayvansal atiklarin karbon kaynagi olarak
kullanilmasinin buyuk bir potansiyele sahip oldugu gosterilmistir. Arabinoz,
sukroz, ksiloz ve gliserol gibi karbon kaynaklarini kullanma yetenegi olmayan
suslara bu karbon kaynaklarini kullanmalari i¢in genetik modifikasyon uygulama
calismalari literatirde yer almaktadir. Mannheimia succiniciproducens’ten elde
edilen B-fruktofuranosidaz (SacC) ile sukroz kullanma yetenedi kazandiriimig
E.coli DH5a susuna, Ralstonia eutropha’dan elde edilen PHA sentez operonu
olan phaCAB aktariimis ve 0,67 g/L PHA verimi elde edilmistir [93]. Bununla
birlikte, ucuz karbon kaynaklarini kullanma yetenegi bulunan tirlere PHA sentez
genlerinin aktarildigi ¢aligmalar da mevcuttur. Alcaligenes eutrophusfor PHA
sentez genleri, PHA negatif bir mikroorganizma olan Escherichia coli GCSC 6576
susuna aktarilmis ve peynir altt suyunun karbon kaynagi olarak kullanildigi
uretimlerde 5,2 g/L PHA Uretim verimi elde edilmistir [94, 95]. Devamli olmayan
uretim suregleri gergeklestirebilmek icin ekstromofil mikroorganizmalardan
yararlaniimaktadir. Yuksek miktarda tuz bulunan ortamda ¢ogalma yetenegine
sahip kontaminasyon direncli Halomonas TDO1 susu ile PHBV polimerleri
uretilmis ve kuru hiicre agirhiginin %70’i kadar PHBV dretilmistir [96]. Uretim
sonrasi gergeklestirilen saflastirma sureglerinin  yuksek maliyetli olmasi,
arastirmalari morfoloji muhendisligine yonlendirmektedir. Escherichia coli
JM109SG susunda aktin benzeri proteinleri ifade eden mreB geninin silinmesi ile
hicre iskeleti zayiflatiimis ve hlcre ici hacim arttinlmistir. Bu sayede hcre ici
PHB birikimi %100’e ulasmis ve saflastirma sureclerinde maliyet dusurtlmustr
[97]. Uretim ortamlari icin gerceklestirilen sterilizasyon ve havalandirma iglemleri
maliyetleri yukseltmektedir. Mikro-aerobik Uretim ortamlarinda ¢ogdalabilen ve ek
sterilizasyon iglemlerine gerek duymayan suslarin kullaniimasi ile Gretim
maliyetleri dusurulmektedir. Duguk miktarda havalandirmanin bulundugu ve
yuksek miktarda tuz igceren ortamlarda ¢ogalma yetenegine sahip Halomonas
venusta KT832796 susu kullanilarak mikro-aerobik ve steril olmayan bir ortamda
PHA Gretimi gerceklestiriimis ve herhangi bir kontaminasyon gerceklesmeden
3,86 g/L verimde PHB uretilmigtir [98].
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2.2.4. PHA Kullanim Alanlari, Ekonomisi ve Gelecegi

Biyoplastiklerin pek ¢ok kullanim alani bulunmaktadir. Kullanim alanlarinin
genisligi, Uretilen polimerlerin fiziksel ve kimyasal yapilarindaki farkhliklardan
kaynaklanmaktadir. Kopolimer yapilari degistikgce PHA’larin kullanim alanlari da
degismektedir. Cesitli turler tarafindan uretilen farkli kopolimer yapilarina sahip
PHA'larin biyomedikal kullanimlari su sekilde 6zetlenebilir; mide duvar yamasi
[99], ila¢ tasiniminda ajan [100], protein saflastirma prosesi reaktifi [100], klinik
tani antikor reaktifi, sigir tiberktlozu teshisi reaktifi [101], asI tagsima ajani [102],
mikro plastik pargaciklari [103, 104], tibbi yaklagimlarda biyo-goruntileme igin
nano/mikro cihaz [105], spesifik antijene baglanmis ve florosan ile aktive edilmis
hicre siralama tabanli tanilama malzemesi [106], endotoksin giderimi reaktifi
[107], miyokardiyal yama [108, 109], kemik iyilesmesinde biyomalzeme [110-
113], stent [114], kikirdak doku muhendisliginde biyomalzeme [115, 116], doku
muhendisligi icin iskele [117, 118], implant ve biyolojik doku arasinda baglayici
[119], elastik membran [120], metisilin direncli mikroorganizmalara karsi
antibakteriyel ajan [121, 122] ve si¢anlarda deri alti yama [123]. B6lim 2.1.2'de
bahsedildigi gibi biyopolimerler pek ¢ok farkli alanda kullanima sahiptir. Bu
kullanimlarin  énemli bir kismini bu bdélimde anlatildigi Gzere PHA’lar
olusturmaktadir. Gelisen teknolojiler ve sayisi her gegen gun artan akademik
calismalar ile birlikte PHA’lar pek cok alanda geleneksel plastiklerin yerini
almaktadir. PHA Uretim veriminin artirilmasi ile birlikte Gretim maliyetleri de
onemli miktarda dusmektedir. Bu dusus, PHA’lara yonelik ilgiyi her gegen gin
artirmaktadir. 2015 yilinda 60 milyon ABD dolari olan kuresel PHA pazari, 2016
yiinda 80 milyon ABD dolarina yaklagmistir [124]. Kuresel PHA pazarinin,
gerceklestirilen arastirmalar ve disen Uretim verimleri sayesinde gelecek yillarda
daha da buylyecegi tahmin edilmektedir. (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. Kuresel PHA pazarinin gelecek yillardaki tahmini piyasa degeri [124].

2.3. Endiistriyel Bir Uretici Olarak Bacillus megaterium

Bacillus megaterium suslarinin ¢ok genis bir ekolojik habitat yelpazesi
bulunmaktadir. Genel olarak bir toprak mikroorganizmasi olarak kabul edilse de
deniz, piring tarlalari, baliklarin ve bal arilarinin sistemlerinde de
bulunabilmektedir. Bununla birlikte kullaniglh enzimlerin ve Urunlerin Uretimi igin
de genis capta kullanilan bir mikroorganizmadir. Ayni zamanda sporlasma
yetenedine de sahiptir. Basit bir hicre farklilasma dongusu bulundugu igin gen
dizenlemeleri ve morfolojik arastirmalar igin bir model gorevi gormektedir. B.
megaterium, penisilin amidaz, steroid hidrolazlar ve B12 vitamini gibi ticari agidan
onemli Uranler Urettigi icin buyuk bir ekonomik dneme sahip olmaktadir [125]. Bu
urtnlerle birlikte PHB, bakteriyosin, sikimik asit, ¢esitli lipopeptitler, megasin A-
216, oksetanosin A, a-amilaz, B-amilaz, megacin Bll gibi ticari 6nemi bulunan
maddelerin Uretimi de B. megaterium tarafindan gerceklestirimektedir [126-136].
Ayrica, B. megaterium suglar kullanilarak altin ve bakir gibi elementlerin geri

kazanimi ve tarim zararlilarinin kontrolt de gergeklestiriimektedir [137, 138].

B. megaterium’un PHA Uretiminde gram-negatif bakterilere kiyasla ucuz karbon
kaynaklarini  kullanabilmesi, dis membranlarinda lipopolisakkarit (LPS)

endotoksini icermemesi [139], kolay genetik modifikasyonlari [132, 140, 141] ve
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biyolojik tretim suregleri i¢in uygun bir mikroorganizma olmasi [142], onu PHA

uretimi icin iyi bir aday yapmaktadir.

2.4. Bacillus Ekspresyon Sistemleri

Bacillus megaterium, ¢esitli proteinlerin Gretiminde ylksek kararlilikta ve verimde
olmasi, E. coli gibi model organizmalar ile kargilastirildiginda daha ytksek bir
¢ogalma oranina sahip olmasi, endotoksin bulundurmamasi, indiklemeden 5
saat sonra bile proteaz aktivitesinin gergceklesmemesi ve patojen olmamasi gibi
Ozellikleriyle rekombinant protein dretimlerinde siklikla kullaniimaktadir.
Rekombinant protein uretimlerinin Bacillus megaterium’da gergeklestiriimesinin
saglanmasi amaciyla c¢esitli vektor plazmidler geligtiriimistir [143-146]. B.
megaterium'un karbon metabolizmasi igin genetik duzenleyici unsurlarindan biri,
Rygus ve Hillen tarafindan arastirilmis ve iyi karakterize edilmis ksiloz
operonudur [147]. Bacillus turlerinde en c¢ok kullanilan vektorler ksiloz ile
uyarilabilir vektorlerdir ve bu turler igin geligtirilen vektorler, ksiloz uyarimindan
sonra transkripsiyonu aktive etmektedir. Bacillus turleri igin geligtirilen klasik
vektorlerin yani sira, son yillarda ylksek performansli ekspresyon vektorleri
gelistiriimigtir. Bu yUksek performans ekspresyon vektorleri, klasik vektorlerde
bulunan promotor PxylA’nin modifikasyonu ile elde edilmektedir. Rekombinant
Bacillus suslarn igcin geligtirilen vektorlerden bazilari hedef genlerin
ekspresyonunu artiracak, bazilar ise azaltacak sekilde gelistirimektedir. Hedef
genin ksiloz uyarimini saglayan xylA geninin igerisine aktarilacak sekilde
tasarlanmasi  durumunda yeni durdurma kodonlari  olusabilmektedir.
Rekombinant Bacillus turleri ile gerceklestirilen galismalarda hedef genin verimini
artirma ve rakip metabolik yollari ortadan kaldirma gibi amaclara yonelik vektor
secimi ve tasarimi gercgeklestiriimektedir. Bununla birlikte, transforme edilmis
hacrelerin igindeki vektor kopya sayilari da rekombinant protein Uretimlerinde
onemli bir unsurdur. Hedef proteinin 6zelliklerine ve yapisina gore dusik kopya
saylli vektorler veya ylksek kopya sayili vektorler Bacillus turleri igin

kullaniimaktadir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Tez Calismasinda Kullanilan Mikroorganizmalar, Cogalma Ortamlari

ve Plazmidler

Molekuler biyoloji ve klonlama calismalarinda E. coli DH5a susu, biyopolimer
uretim calismalarinda ise B. megaterium NRRL-B 14308 ve rekombinant B.
megaterium suglari kullaniimigtir (Cizelge 3.1). B. megaterium genomundan PZR
ile elde edilen phaR geni arastirma grubumuzda gelistirilen pC-HIS1623hp-phaC
plazmidine aktariimistir (EK-1). Elde edilen pC-HIS1623hp-phaC-phaR-GGS-

6His rekombinant plazmidi B. megaterium’a aktariimigtir.

E. coli suglari Lysogeny Broth (LB: 10 g/L NaCl, 10 g/L tripton, 5 g/L maya
ekstrakti) besi ortaminda ¢ogaltiimistir. 15 g/L agar LB ortamina eklenmis ve kati
cogalma ortami elde edilmistir. Hazirlanan kati ¢oalma ortamlari, otoklavda
steril edildikten sonra oda kosullarinda muhafaza edilmistir. Plazmid stabilitesinin
saglanabilmesi igin E. coli’nin bulundugu ¢ogalma ortaminda 100 ug/mL ampisilin
(AmpR), B. megaterium’un bulundugu ¢ogalma ortamina 10 pg/mL tetrasiklin
(TetR) eklenmistir. Mikroorganizmalarin -80°C’de uzun siire depolanabilmesi icin

kaltur ortamindan alinan ornekler %15 gliserol (v/v) ¢ozeltisine aktariimigtir.

Cizelge 3.1. Klonlama agsamalarinda kullanilan suslar ve plazmidler

Isim Aciklama Kaynak
Suslar
B. megaterium NRRL | Dogal fenotip (wild type) sus | Ulusal Kultar
B-14308 Koleksiyonu, ABD
E. coli DH5a F- (f80dlacZAM15) A(laclZYA | Ticari Firma, ABD

-argF) U169 deoR recAl
endAl hsdR17 (rk-, mk+)
SupE44, thi-1, gyrA96, relAl

Plazmidler

pC-HIS1623hp Ekspresyon vektord, | Ticari Firma, Almanya
AmpR (E. coli) ve TetR
(Bacillus)
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pC-HIS1623hp-phaC-
GGS-6His

Gly-Gly-Ser baglayici ve
6xHis-etiketli bir ksilozla
uyarilabilir promotorun
phaC gen aktarimina
sahip pC-HIS1623hp
turevi

H.U. Bilimsel Arastirma
Projesi (FBB-2016-
11851)

pC-HIS1623hp-phaC-
phaR-GGS-6His

Gly-Gly-Ser baglayici ve
6xHis-etiketli bir ksilozla
uyarilabilir promotorun
phaC-phaR gen
aktarimina  sahip pC-
HIS1623hp turevi

Bu calisma

3.2. Molekiiler Biyoloji ve Genetik Miuhendisligi Yontemleri

Tez caligmasinda gercgeklestirilen molekuler biyoloji ve genetik muhendisligi

yontemleri standart protokollere gore gergeklestiriimistir [148]. Klonlama akig

semasl (Sekil 3.1) asagida gosterilmigtir.

3.2.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Cogaltilmasi istenilen DNA dizisi PZR ile termal dongu cihazi kullanilarak

cogaltiimistir. 50 yL hacmindeki reaksiyon karisimi buz igerisinde hazirlanmig

olup, icerigi Cizelge 3.3’teki gibidir:

Cizelge 3.2. igerik ve miktari PZR igin optimize edilmis reaksiyon karigimi

Bilesen Miktar

5X PZR reaksiyon tamponu 10 uL

dNTP (10 mM stok) 1L

ileri primer (10uM stok) 1 uL

Geri primer (10uM stok) 1L

Sablon DNA 1 pL (~100 ng)
OneTaqg DNA polimeraz 0,2 uL

MgCl: 0,5 pL

Steril dH,0 35,3 uL
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Polimeraz zincir reaksiyonu igsleminde gergeklestiriimis déngu sayisi ve sicaklik
degerleri Cizelge 3.4’'te verilmistir. Sonrasinda, PZR drtniunden 10 yL alinmis,

%12’lik agaroz jelde yurutulmus ve jelin gorantusu alinmigtir.

3.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Sonrasi DNA’nin Saflastiriimasi

PZR iglemi sonrasinda, PZR saflastirma kiti ve dretici firmanin protokolu
kullanilarak PZR reaksiyonundan arda kalan nikleotidlerin, primerlerin, tuzlarin
ve DNA polimerazin uzaklastiriimasi islemi gergeklestirilmistir. 30 ulL’lik EB

tampon ile saflastirilan DNA 6rneklerinin eliisyonu gergeklestirilmistir.

Cizelge 3.3. Cogaltiimasi istenilen gen bodlgesi icin optimize edilmis PZR

reaksiyon parametreleri

1 déngu T1=94°C 30 saniye
T1=94°C 30 saniye
35 dongu T2 =56°C-59.5°C 30 saniye
(Her doénguide 0,1°C
artarak)
T3=68°C 70 saniye
1 déngu T3=68°C 5 dakika
1 déngu T4=8°C 0

3.2.3. Agaroz Jel Elektroforezi

Elde edilen DNA molekullerini boyutlarina gore ayirmak ve tanimlamak igin
agaroz jel elektroforezi yontemi kullaniimistir. Bunun igin, %1’lik agaroz jel, 100
mL Tris-Borat-EDTA (TBE) tamponunda (89 mM Tris-Borat, 2 mM EDTA, pH 8.3)
hazirlanmig, agaroz karisimi mikrodalga firin yardimiyla homojen bir hale gelene
kadar 1sitilmigtir. Agaroz ¢ozeltisi yeterli sicakliga kadar sogutulduktan sonra,

son derisimi 0,5 ug/mL olacak sekilde Etidyum Bromur (EtBr) eklenmis ve ¢ozelti
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icerisinde herhangi bir kabarcik olugsmamasina dikkat edilerek jel tepsisine
dokulmustur. Uygun taraklar jel icerisine yerlestiriimis ve yukleme kuyulari
olusturulmustur. Jelin katilagsmasi beklenmis ve jelin yerlestirildigi tank icerisine
TBE tamponu dokulmustar. Katilasan agaroz jel, tarak cikarildiktan sonra
elektroforez haznesine yerlestiriimis ve sonrasinda DNA oOrnekleri ve DNA
standardi belirlenen sira ile jeldeki kuyulara yuklenmistir. 100 V’'da 45-60 dk
kosturulan ornekler, bir transilliminator cihazinin Ustunde incelenmis ve jel

goruntileme kabininde gorunttsiu alinmigtir.

3.2.4. DNA’nin Agaroz Jelden Elde Edilmesi

Plazmid icerisine klonlanacak olan geni igceren bantlar UV 1si1g1 altinda
goérintilenmis ve sonrasinda jelden kesilmistir. Ticari jel ekstraksiyon Kiti ile
DNA'nin agaroz jelden elde edilme sureci, kiti Greten firmanin protokoline gore
gergeklestiriimistir. Bu protokolde, klonlanacak DNA molekulund iceren jel
parcasina QG tamponu (20 mM Tris-HCI, 5.5 M guanidinyum tiyosiyanat, pH 6.6)
eklenerek jelin 65°C’de ¢ozinmesi saglanmistir. Cozelti 17000xg’de santrifij
edilmigtir. Sonrasinda ise kolona PE tamponu (10 mM Tris-HCI pH 7.5, 80%
etanol) eklenmis, yikanmis ve santriflj edilmistir. Santrifij islemi ile tamponlar
uzaklastiriimis ve DNA, 30 uL elisyon tamponu (EB) kullanilarak (10 mM Tris-
Cl, pH 8.5) kolondan saflastiriimistir. Elde edilen DNA &rnekleri -20°C’de

saklanmisgtir.
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Vektor Gen (Insert)

16 sa Genomik DNA
gogaltma Hazirlama
Plazmit -
Saﬂa§t|rma Koloni PZR
M_iktar Jel Saflagtirma
Belirleme
DMNA'NnIn Miktar
kesilmesi Bealirleme
Defosforilasyon DNA'min
(CIAP) kesilmesi
PZR PZR
Saflagtirma Saflastirma
Miktar Miktar
Belirleme Belirleme 1

Ligasyon (50-100 ng vektor ve 1:50 vektdr.gen molar orani

Tuzdan arindirma

E. coli DHEa kompetan hiicre, CaCl,ile transformasyonu

37 °C, 16 sa inkibasyon

DNA dizi analizlenmesi, RE ile kesme

Bacillus megaterium protoplast olusumu

Rekombinant Bacillus megaterium susglarinin elde edilmesi ve
saklanmasi

Rekombinant PhaC ve PhaR analizi

Sekil 3.1. Molekdler klonlama prosedirinun sematik gosterimi [148].
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3.2.5. Primerlerin Tasarimi

Polimeraz zincir reaksiyonlart (PZR) ile belirlenen gen bodlgelerinin
¢ogaltilabilmesi icin gerekli olan primerlerin tasariminda dikkat edilmesi gereken

noktalar asagidaki gibidir:

1. Tasarlanacak olan ideal bir primer, 20-60 baz nukleotit uzunlugunda

olmalidir.
2. Primerin toplam C ve G baz igerigi %30-60 arasinda olmalidir.

3. Primerin 3’ ucu, 1-2 C veya G bazlarini icermelidir ve tasarlanacak olan
primerin 6zgun olabilmesi i¢cin 3’ ucunda ugten daha fazla C veya G bazlar

bulunmamalidir.

4. “Sac tokas!” (hairpin) ile karsilasilmamasi i¢in, primer kendi iginde eslesecek

baz dizileri icermemelidir.

5. Tasarlanan ileri ve geri primerler, dimer olusumunu engelleyecek sekilde

8’den fazla birbirleriyle eslesecek baz igermemelidir.

6. Tasarlanan ileri ve geri primerlerin (Tm) degerleri birbirine denk veya

aralarinda 5-8°C’lik bir fark olmalidir.

Bu tez calismasinda kullanilan primerlerin dizileri Cizelge 3.2’de goOsterilmigtir.
Primerlerin kendini tamamlayici dizileri icerme ihtimali, primer dimerlerinin
olugsmasi ve erime sicakhgi gibi parametreler, Ucretsiz web tabanli yazilimlar ile

kontrol edilmistir.

Cizelge 3.4. Tez galismasinda kullanilan primerler

Primer Dizi (5’-> 3’)

phaR-seq-F atcggcgattggctagaaaaacg

Sphl-start-phaR-F | tgataggcatgcatgttggaacagcaaaaagtatttgatcc

Sphi-stop-Flagtag- | ctagctgcatgcttacttgtcgtcatcgtctttgtagtcttacttgcgagcetggetge
phaR-R
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3.2.6. Hedef DNA Molekiiliiniin Restriksiyon Enzimleri ile Kesimi

Restriksiyon enzimi (Sphl-HF) ile hem ileri ve hem de geri kesme reaksiyonu igin,
mikrosantriflj tGpuinde hazirlanan ornekler 1 sa boyunca 37°C’de isitici blokta

tepkimeye birakilmig ve ardindan %1’lik agaroz jelde yurutalmuastur.

3.2.7. Restriksiyon Enzimleri ile Kesim Sonrasinda DNA’nin Saflagtiriimasi

Restriksiyon enzimi (Sphl-HF) ile kesimden sonra, PZR Saflastirma Kiti ve uretici
firmanin protokolu kullanilarak enzimlerin, primerlerin, nukleotidlerin ve tuzlarin
ayristirlmasi islemi gergeklestiriimistir. Protokolin sonunda saflastiriimis DNA,

30 uL EB tamponu ile santriflij kolonundan saflastiriimigtir.

3.2.8. Ekleme Reaksiyonu (Ligasyon)

Insert ve vektor DNA molekdllerinin ekleme reaksiyonunda kullanilan bilesenler

Cizelge 3.5’de verilmistir.

Cizelge 3.5. Ligasyon karigimi

L1 L2 L3
(Kontrol)
10x Ligasyon tamponu 2L 2L 2 uL
Gen (insert) DNA (622 bg) 14puL | 13,6 uL -

iki kez kesilmis vektdr DNA (6547bg) | 59 uL | 3,4 uL 5,9 uL

T4 DNA ligaz 1L 1L 1 uL

Steril dH20 9,7 uL - 11,1 pL

genin buyikligi (bg) 50 (3 1)
vektérin biiyiikligi (bg) = 1 )

genmiktari(ng) = 100 ng vektor x
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Ligasyon karisimina eklenen gen miktari yukaridaki esitlige gore belirlenmigtir
(Esitlik 3.1). Kontrol grubu ise gen (insert) DNA disinda yukarida adi gegen diger
tum maddeleri igerecek sekilde olusturulmustur. Ekleme reaksiyonu 16°C’de, 16
sa gercgeklestiriimig, sonrasinda 20 dk boyunca 65°C’de tutularak reaksiyon
durdurulmustur. Ekleme reaksiyonu drtnleri 0,45 um’lik membran (zerinde
damla-diyaliz ydontemiyle tuzdan arindirildiktan sonra, E. coli transformasyon

reaksiyonunda 5 pL’si kullaniimis ve sonrasinda -20°C’de saklanmisgtir.

3.2.9. E. coli DH5a’nin CaClz2 Metodu ile Transformasyonu

E. coli DH5a susu, plazmidin g¢ogalabilmesini saglamak adina kimyasal-
kompetan hiicre olarak kullaniimistir. Oncelikle -80°C’de saklanan E. coli DH5a
susu LB agar plakalara ekilmis ve 37°C’de 16 sa boyunca inklibe edilmistir. 5 mL
sivi LB ortami igerisine LB agar plakalardan secilen bakteri kolonisi aktariimis ve
calkalayicili karigtiricida 37°C, 200 devir/dk karistirma hizinda 16 sa boyunca
inkUbe edilmigtir. 16 saatlik inklibasyon sonunda ¢ogalan ornekten 1:100 asilama
oranina gore 5 mL LB ortami igerisine 50 pL aktariimis ve optik yogunluk (ODsoo)
degeri 0,3-0,4 olana kadar orbital c¢alkalayicili karistiricida inkibasyona
birakilmistir. Sonrasinda hucreler 5 dakika boyunca 3000xg, 4°C’de santrifQj
edilmis ve slUpernatant uzaklastirimigtir. Hicreler 0,1 M CaCl: ile slspanse
edilmistir. 100 ng plazmid DNA hacrelerin Ustune eklenmis ve 30 dk buzda
bekletilmistir. Plazmidin hlcre igine alimi 42°C’'de 90 sn 1sil soklama ile
saglanmistir. Buz Uzerinde 5 dk boyunca bekletilen kompetan hicrelerin Gzerine
750 uL SOB ortami ilave edilmis ve 45 dk boyunca, 200 devir/dk hizinda, 37°C’de
inkiibasyona birakiimistir. inkiibasyon sonrasi, 100-200 uL transformasyon
karigsimi, segici antibiyotik (AmpR) iceren LB agar ortamina yayiimis ve 37°C’de

16 sa inkUbe edilmisgtir.

3.2.10. Rekombinant DNA’nin Dizi Analizi

Sentezi gerceklestiriien rekombinant plazmid dizisii, DNA dizi analizinin
gerceklestirilebilmesi i¢in tasarlanmig primer kullanilarak dizinletilmigtir (hizmet

alimi, Ankara). Dizi analizi sonrasi, analiz verileri Ucretsiz yazilimlar (ApE-
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plasmid-editor, SnapGene ve BLAST yazilimlari,
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) kullanilarak analiz edilmistir (Ek-3).

3.3. B. megaterium Protoplast Transformasyonu

Hucreler 5 mL LB ortaminda 37°C, 200 devir/dk’da bir gece ¢ogaltilmistir. LB
ortaminda gece boyunca ¢ogaltilan mikroorganizmalardan 1 mL alinarak 50 mL
Hyp besi ortami (Cizelge 3.5) igceren yeni ortama asilama gergeklestiriimistir (1:50
asllama orani) ve ODe00=0,8-1 degerine ulasana kadar inkibe edilmigtir. Daha
sonra hucreler 2600xg, 4°C’de 15 dk santrifiij edilmis, elde edilen pelet 100 uL, 5
mg/mL lizozim iceren ve filtre sterilizasyonuna tabi tutulmus 5 mL Hyp besi ortami
icerisinde suspanse hale getirilerek protoplast olusumu igin 37°C, 100 devir/dk
karistirma hizinda 20 dk inktbe edilmistir. Protoplast htcreleri 30 dk boyunca buz
icerisinde bekletilmistir. Sonrasinda 1400xg, 4°C’de 10 dk santrifij edilmis ve
toplanan protoplast hucreleri 2,5 mL Hyp besi ortami ile yavasca yikanmistir.
Yikama iglemi, fazla lizozimin uzaklastirilabilmesi igin U¢ defa tekrar edilmigtir.
Yikama islemi sonrasinda 500 uL protoplast ¢ozeltisi yeni bir deney tlplne
aktarilmig ve igerisine 50 pL rekombinant plazmid DNA (3-5 pg) eklenmistir. Daha
sonra bu ¢dzeltinin igerisine 1,5 mL %35 PEG-P (MA=8000) ¢dzeltisi eklenmis
ve protoplast hucreler 37°C’de 2-4 dk inkube edilmigtir. Yine bu karigimin
icerisine 5 mL Hyp besi ortami eklenmisg ve karigtiriimigtir. Sonrasinda bu karigim
1400xg, 4°C’de 4 dk santrifij islemine tabi tutulmustur. Elde edilen hlcreler 1 mL
Hyp-besi ortami ile tekrar restispanse edilmis ve 37°C, 100 devir/dk karistirma
hizinda 3 sa inkibe edilmistir. 100 pL ve 900 pL olarak ayrilan huacre
suspansiyonlari %0,9 agar iceren 7 mL Hyp besi ortami-Agar ¢ozeltisi ile
karistirilarak antibiyotikli (TetR) %1,7 agar igeren Hyp besi ortami petri kabina
dokulmus ve 37°C’de 24 sa inkUbe edilmigtir. 24 saat sonra ¢ogalan koloniler
tetrasiklin antibiyotigi iceren sivi LB ortamina aktariimis ve 37°C, 200 devir/dk

karistirma hizinda gece boyunca inkibe edilmistir.
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Cizelge 3.6. Hyp besi ortami bilesenleri [149].

Hyp besi ortami (pH 7.5) Derisim (g/L)

NH4Cl 1,0
Tris bazi 12,0

KCI 0,035

NacCl 0,058

MgS0O4.7H20 0,267
MgCl2.6H20 4,67
Maya ekstrakti 0,6

KH2PO4 0,136

Stkroz 68,46
Glikoz 2,0

MnSO4 0,0002

3.4. Rekombinant B. megaterium Kullanilarak PHA Uretimi

DNA dizi analizi ile dogrulanmis rekombinant plazmidler, B. megaterium’a
protoplast transformasyonu yontemi ile aktariimis ve elde edilen rekombinant
suslar -80°C’de saklanmistir. Cizelge 3.1°de belirtilen klonlar tetrasiklin igeren sivi
LB ortamina inokulle edilerek, 30°C, 200 devir/dk karistirma hizindaki orbital
calkalamali karistiricida 16 sa c¢ogaltiimistir. Gece boyunca ¢ogalan bakteri
kUlturinden 1:100 asilama oranina gore 200 uL hucre alinmig ve tetrasiklin
iceren 20 mL sivi LB ortamina aktariimigtir. ODes00=0,8-1,0 araligina ulasan
bakteri kultirinden 1:100 agilama oranina gore hucre alinmis ve 250 mL’lik erlen
icerisinde bulunan 40 mL hacmindeki minimal besi ortamina aktariimistir.
Hucreler 72 sa slreyle 30°C, 200 devir/dk karnistirma hizindaki ¢alkalayicida
inkdibe edilmistir. Plazmid igerisine aktarilan phaC ve phaR’nin rekombinant gen
ekspresyonunu gercgeklestirmek igin, Gretimi yapilan kultr ortamina ODe00=0,3-
0,4e geldiginde %0,5 ksiloz c¢o6zeltisi eklenerek plazmidin indiksiyonu
gerceklestiriimistir. Ksiloz ile indikleme sonrasinda hicre derisimini belirlemek
icin belirli zaman araliklarinda o6rnekler alinmis ve optik yogunluk (ODeoo)

degerleri dlgulmustar.
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3.5. Rekombinant Protein Analizleri
3.5.1. Bradford Yontemi

Rekombinant B. megaterium suglari ile gergeklestirilen PHA Uretim deneylerinde
belirli saatlerde alinan hlcre érneklerinin icerdigi toplam protein ve rekombinant
protein miktarlarini belirlemek igin Bradford yontemi kullaniimistir. Bu yéntemde,
rekombinant protein ve standart olarak saf sigir serum alblimin proteini (BSA)
derigimleri Bradford reaktifi kullanilarak dretici firmanin protokoline uygun sekilde
gergeklestiriimistir. Calisma esnasinda konsantrasyon belirleme iglemi iki tekrarli
sekilde 595 nm dalga boyunda spektrofotometrik okuyucu ile yapilmistir.

Calismada temel alinan BSA protein standart egrisi EK-2’te verilmigtir.

3.5.2. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamit Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Yontemi

Protein derisimi Bradford yontemi ile belirlenmis protein drneklerini molekuler
blyuklUklerine gore ayirmak amaciyla sodyum dodesil sulfat poliakrilamit jel
elektroforezi (SDS-PAGE) kullaniimistir.  Ayrimi  gercgeklestirilecek olan
proteinlerin molekuler buyuklugune gore hazirlanmasi gereken jelinin yuzdesi
degiskenlik gostermektedir. PhaC ve PhaR proteinlerinin buyukligu sirasiyla
42,5 kDa ve 24 kDa olmasi sebebiyle %12’lik SDS-PAGE jeli hazirlanmistir. SDS-
PAGE analizinde jel tUzerinde kosturulan proteinlerin ve bunlarin alt birimlerinin
molekuler buyUklUklerine goére ayrimi gergeklestiriimistir. Ayrilan proteinler,
Coomassie Brilliant Blue ile boyanmis ve jel goruntileme sisteminde

goruntulenmigtir.

3.6. PHA Uretiminde Kullanilan Mikroorganizmalar, Besi Ortami ve

Cogalma Kosullari

Rekombinant B. megaterium suslari, sivi LB ortamina inokule edilmis ve 200
devir/dk karistirma hizindaki orbital calkalamali karistiricida 37°C’de 16 sa
boyunca c¢ogaltiimistir. Gece boyunca gergeklestirilen Uretimden sonra hucre

kultarinden alinan 200 yL hdcre, taze 20 mL LB ortamina eklenmistir. PHA
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uretimi icin kullanilacak olan besi ortamina aktarilacak olan suslar, logaritmik
¢ogalma fazina gelinceye kadar alt kaltlirde inkibe edilmigtir. ODe00=0,8-1,0’a
ulasan bakteri kdltarinden, 1:100 asilama orani ile 40 yL hicre 250 mL’lik
erlenlerde bulunan 40 mL hacmindeki minimal besi ortamina inoklle edilmis ve
37°C, 200 devir/dk karistirma hizindaki c¢alkalayicida 72 sa slreyle inklibe
edilmistir. Minimal besi ortami (pH 7.0); 10 g/L glikoz, 7,2 g/L Na2zHPO4.2H20, 3,6
g/L KH2PO4, 1 g/L (NH4)2SO4, 0,2 g/L MgS0O4.7H20 ve 1 mL/L iz element
gozeltisinden olugmaktadir. iz element c¢dzeltisi; 0,015 g/L CaClz, 0,025 g/L
CuS04.5H20, 0,03 g/L NazMo0Oa4.2H20, 0,03 g/L NiSO4.6H20, 0,03 g/L
MnSOa4.5H20, 0,1 g/L ZnS04.7H20, 0,12 g/L H3BOs3, 0,2 g/L CoCl2.6H20 ve 5 g/L
FeS04.7H20 icermektedir.[150]. Hucre derisimi, belirli saatlerde alinan drneklerin
UV-gorunur spektrofotometrede 600 nm dalga boyundaki optik yogunlugunun

(ODsoo) 6lgulmesiyle hesaplanmistir.

3.7. PHA Uretim Miktarinin Nile red Floresan Spektroskopisi ile Tayin
Edilmesi

Rekombinant B. megaterium suslari ile gergeklestirilen PHA Uretim deneylerinde
inkibasyon suresince, kultir ortamindan belirli zaman araliklarinda alinmis
hicrelerin PHA birikimleri; Nile red ile boyama sonrasinda floresan spektroskopisi
ile analiz edilmistir. Kaltur ortamindan alinan érnekler santriflij edilmis ve hicreler
¢Okturulmustur. Sonrasinda bu hucreler 1xPBS c¢ozetisi ile suspanse edilmis,
santrifljlenmis ve sUpernatant uzaklastiriimistir. Hicreler 1 pg/mL derisimindeki
Nile red-PBS c¢ozeltisi ile yeniden suspanse edilmis, ¢ozeltinin hicrelere nufuz
edebilmesi icin karanlik ortamda ve oda sicakliginda 2 sa inkube edilmigtir.
Hucreler 12000xg’de 10 dk santriflj edilerek c¢oOkturilmis ve supernatant
uzaklastiriimigtir. Hicreler fazla boyanin uzaklastiriimasi igin 1xPBS ¢ozeltisi ile
3 defa yikanmistir. Distile su kullanilarak hacmi 3 mL'ye tamamlanan hucreler,
535 nm eksitasyon ve 605 nm emisyon dalga boyunda floresan

spektrofotometrede analiz edilmistir [136].
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3.8. DNS Yontemi Kullanilarak Artik Glikoz Miktar Tayin Edilmesi

Calkalamali biyoreaktdrde fermantasyon boyunca glikoz tiketimi 3,5-
dinitrosalisilik asit (DNS) kullanilarak DNS yontemi [151] ile belirlenmigtir. 3,5
dinitrosalisilik asit (DNS)’in indirgen sekerler ile reaksiyona girerek, aromatik bir
bilesik olan 3-amino-5-nitrosalisilik asite indirgenme 6zelligi bulunmaktadir. Bu
reaksiyon, alkali kosullarda ve vyuksek sicaklikta meydana gelmektedir.
Reaksiyon sonrasi ortaya g¢ikan bu bilesik 540 nm dalga boyundaki 15191 absorbe
etmektedir. indirgeme reaksiyonu éncesi sari olan renk, reaksiyon sonrasinda
kirmizi-turuncuya donusmektedir ve olugsan renk yogunlugu ortamda bulunan
indirgenmis seker konsantrasyonu ile dogru orantilidir. 3,5 dinitrosalisilik asit
yontemi, PHA dretim ortamindan belirli araliklar ile alinan 6rneklerin santrifdj
sonrasi supernatantlarini ve glikoz standardini iceren 96 kuyulu mikrotiter
plakalarda gerceklestiriimistir. indirgenme reaksiyonu, 40 pL siipernatant érnegi
Uzerine 80 puL DNSA eklendikten sonra 95°C’de 5 dk kaynatilarak
gergeklestirilmistir. Daha sonra bu karigsimdan 100 yL alinmig ve Uzerine 200 uL
distile su eklenmistir. Son olarak spektrofotometrede 540 nm dalga boyunda

absorbans degerleri dlgulmusgtar.

3.9. PHA Ekstraksiyonu

Liyofilize edilerek kurutulan ve toz haline getirilen hicrelerin bir paraleli %100
etanol ¢ozeltisi ile yikanmistir. Hucreler yikamadan sonra 10000xg’de 10 dk
sureyle santriflj edilmis ve sUpernatant uzaklastiriimigtir. Toz haline getirilen
hacrelerin ikinci paraleli ise etanol ¢ozeltisi ile yalnizca iki kere yikanmig ve
santriflj edilmemigtir. Elde edilen peletlerin Gzerine 7 mL kloroform eklenmis ve
30°C’de, 200 devir/dk hizinda, 24 sa sureyle orbital ¢alkalamali inklibatorde
bekletiimistir. Daha sonra 0,22 pm siringa ile filtre edilen hicre-kloroform
karisiminin Uzerine soguk metanol 10 kat olacak sekilde eklenmistir (metanol:
kloroform= 9:1). 10000xg’de 10 dk sureyle santriflj edilerek ¢oktirilen PHA
polimerleri 55°C’de etlv igerisinde kurutulmustur.
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3.10. PHA Karakterizasyonu
3.10.1. Fourier Donluigum Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR)

Fourier donusim kiziltesi spektroskopisi analizi saflastiriimig PHA 6rneklerinin
yapisal ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla Hacettepe Universitesi Kimya
Muihendisligi Bolum( Merkezi Arastirma Laboratuvari’nda 4000-400 cm™* spektral

araliginda gergeklestiriimistir.

3.10.2. Termogravimetrik Analiz (TGA)

Saflastirilan PHA polimerlerinden alinan 5-10 mg érnek ile TGA analizi Hacettepe
Universitesi Kimya Muhendisligi Bolimi Merkezi Arastirma Laboratuvar’'nda
gergeklestiriimistir. TGA analizi inert azot gazi akigi altinda 10°C/dk isitma
hizinda ve 500°C sicaklikta gergeklestirilmistir [152]. TGA analizi sonucunda elde
edilen termal bozunma egrileri (termogramlar) ile PHA 6rneklerinin kitle kayiplari

ve termal bozunma sicakliklari belirlenmisgtir.

3.10.3. Diferansiyel Taramahl Kalorimetre (DSC)

Saflagtirilan PHA polimerlerinden alinan 5-10 mg 6rnek ile DSC analizi Hacettepe
Universitesi Kimya Mihendisligi Bolimi Merkezi Arastirma Laboratuvar’'nda
gerceklestirilmistir. inert azot gazi akisi altinda 10°C/dk i1sitma ve sogutma
hizlarinda -30°C’den 200°C sicakliga kadar isitma, sonrasinda 200°C’den -30°C
sicakliga kadar sogutma ve tekrar 200°C sicakliga kadar isitma ile
gergeklestiriimisti. DSC analizi sonucunda elde edilen edriler ile PHA
polimerlerinin erime sicakhdr (Tm), camsi gegis sicakhgi (Tg) ve kristallenme
sicakligi (Tc) deg@erleri belirlenmistir [153].

3.10.4. 'H-NMR

Saflagtirilan PHA polimerlerinin yapisal 6zelliklerinin tayin edilmesi igin 20 mg
oérnegin  'H-NMR analizi Hacettepe Universitesi Kimya Bélimi NMR

Laboratuvar’'nda 25°C sicaklikta gergeklestirilmistir [154].
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3.10.5. Gaz Kromatografisi Analizi (GC-FID)

Liyofilize edilmis hucrelerin polimer igeriginin ve polyester yapisinin belirlenmesi
amaciyla 50 mg kurutulmus htcre ornekleri, vida kapakl deney tupunde hacimce
%3 H2S04 iceren 2 mL asitlestiriimis metanol ve 2 mL kloroform ¢ozeltisinde 4
saat boyunca 100°C’de metanoliz tepkimesine tutulmustur. Metanoliz
reaksiyonundan sonra PHA polimerlerinin oda sicakligina gelmesi beklenmis ve
Uzerlerine 1 mL distile su eklenerek reaksiyon karisiminda faz ayrimi olugsmasi
saglanmistir. Elde edilen organik faz 2 puL olacak sekilde Agilent Technologies
6890 N GC gaz kromatografisinde analiz edilmistir. Gaz kromatografisi
calismasinda metil benzoat ¢ozeltisi, dogruluk ve tekrarlanabilirligi artirmak igin
ic standart olarak kullaniimistir. Gaz kromatografisi analizi alev iyonizasyon
dedektora (FID) ile donatilmis Agilent Technologies 6890 N GC gaz
kromatografisinde 25 m x 0.32 mm x 0.25 ym dlgllerindeki HP-FFAP kapiler
kolonda gergeklestirilmistir. 1 mL/dk akis hizinda Argon gazi tasiyici gaz olarak
kullaniimigtir. Gaz kromatografisi dedektor ve enjektor sicakliklari 230°C olup,
firn sicakhgi ilk olarak 5°C/dk isitma hizi ile 50°C’den 100°C’ye, sonra ise
20°C/dk 1sitma hizi ile 230°C ye cikariimis ve 230°C’de 5 dk boyunca
bekletilmistir.
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4. Sonuglar ve Tartisma

4.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile phaR Geninin Cogaltilmasi

B. megaterium’dan phaR geninin ¢ogaltilmasi ve plazmidlere (pC-HIS1623hp-
phaC) klonlanmasi igin tasarlanan primerler Cizelge 3.2’de gosterilmigtir. Primer
tasarimi kurallari g6z onunde bulundurularak tasarlanan primerlerin erime

sicakliklari ve uzunluklar Cizelge 4.1'de verilmistir.

Cizelge 4.1. Tez calismasinda kullanilan primerlerin erime sicakliklari ve

uzunluklari
Primer Adi Tm (°C) Uzunlugu (bg)
phaR-seq-F 58 23
Sphl-RBS-start-phaR-F 68,2 58
Sphl-stop-Flagtag-phaR-R 70,8 59
M phaR
3 kb !
- - .-
500 bg

Sekil 4.1. phaR geninin (insert DNA) PZR sonrasi agaroz jel goruntusu. Marker
(M):1 kb. phaR:656 bg.
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4.2. Elde Edilen Gen ve Vektor DNA’larinin Restriksiyon Enzimleri ile

Kesimi

PZR ile gogaltilan phaR geni ve miniprep ile elde edilen vektor, tasarimda
belirlenen kesme enzimi ile (SpHI-HF) kesilmistir (Cizelge 4.2). Vektor igin
gerceklestirilen kesme reaksiyonunda, ligasyon reaksiyonu esnasinda plazmid
DNA’nin kendi kendine kapanmasini engellemek i¢in kesim sonrasi DNA'nin &’
ucunda ortaya ¢ikan fosfat gruplarini uzaklastiran alkalin fosfataz enzimi (CIAP)

eklenmisgtir.

Klonlamada kullanilan ve Sphl-HF enzimi ile kesilmis ve yapiskan uclari
olusturuimus phaR geni PZR saflastirma ydntemiyle saflastiriimistir. Mikro
hacimli spektrofotometre 6lcimu ile derigimleri belirlenmis hem vektdér hem de

gen yeterli miktarlarda elde edilmistir.

Yapiskan uglara sahip phaR geni ayni restriksiyon enzimi ile kesilmis olan pC-
HIS1623hp-phaC plazmid vektorine T4 DNA ligaz enzim katalizoéri varliginda
klonlanmistir. Ligasyon Urinune tuzdan arindirma islemi uygulanmis ve
sonrasinda -20°C’de saklanmistir. Ligasyon Urinunden alinan 4 pL rekombinant
plazmid, E. coli DH5a susuna CaClz metodu ile aktarilmigtir. Ligasyon drtnleri

Cizelge 4.3’te verilmistir.

Cizelge 4.2. Kesme reaksiyonu

Kesme Kesme
Reaksiyon No. Insert - Vektor Enzimi Enzimi Boyut
(ileri) (Geri)
Sphl-RBS-start-phaR-
D1 Flagtag-stop-Sphl Sphl Sphl 656 b¢
D2 pC-HIS1623hp-phaC Sphl Sphl 7643 bg
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Cizelge 4.3. Ligasyon Urunleri

Ligasyon # L1 L2
Ligasyonda
kullanilan kesme D1-D2 D2
uriinleri
pC-HIS1623hp-phaC - pC-HIS1623hp- Spel-RBS-
Uriin Sphl-RBS-start-phaR- start-phaC-6xHistag-stop-
Flagtag-stop-Sphl Sphl
Uriin boyutu 8299 bg 7643 be

4.3. Rekombinant Plazmidlerin E. coli DH5a’ya Aktariimasi

Tuzdan arindirma iglemi gercgeklestiriimis olan ligasyon urunleri, E. coli DH5a
susuna CaClz yontemi kullanilarak aktariimis ve rekombinant plazmid tagiyan bu
suslar ampisilin antibiyotigi iceren LB agar ortaminda cogaltilmigtir. Cogalma
gergeklesen LB agar plakalardan koloniler secilmis ve yine ampisilin iceren sivi
LB ortaminda gece boyunca c¢ogaltiimis ve sonrasinda miniprep islemi ile
saflastirimigtir. Saflastirilan plazmid érnekleri restriksiyon enzimleri ile kesilmis
ve klonlamanin basaril olup olmadigi kontrol edilmistir. Sekil 4.2, pC-HIS1623hp-
phaC ve pC-HIS1623hp-phaC-phaR vektorlerinin uygun restriksiyon enzimleri ile
(Ndel ve EcoRI) kesimi sonrasi agaroz jel elektroforezi gorintlsuna
g6stermektedir. iki vektdrden de beklenen boyutlarda bantlar elde edilmistir. DNA
dizi analizi ile (Ek-3) klonlama isleminin basariyla gergeklestigi kanitlanmistir.
Bununla birlikte, kontrol grubu olarak yalnizca vektor plazmid igeren ligasyon

reaksiyonu, CaClz transformasyonu sonucu koloni olugturmamistir.

4.4. Rekombinant B. megaterium Suslari ile PHA Uretimi

PhaC ve PhaC-PhaR proteinlerini Uretmek Uzere tasarlanmis ve sentezlenmis
rekombinant plazmidler DNA dizini dogrulandiktan sonra (Cizelge 4.4) protoplast
transformasyonu yontemiyle B. megaterium’a aktariimis ve uzun sureli depolama
amaci ile -86°C’de saklanmistir. Kontrol grubu olarak rekombinant olmayan bog

plazmid ayni sekilde B. megaterium’a aktariimis ve -86°C’de saklanmistir.
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4 kb
3 kb —

2 kb

Sekil 4.2. 1-pC-HIS1623hp-phaC-phaR ve 2- pC-HIS1623hp-phaC vektorlerinin

Ndel ve EcoRlI kesimi sonrasi agaroz jel elektroforezi goruntusu

Elde edilen Ug farkh sus ile orbital ¢alkalamali biyoreaktérde 30°C, 200 devir/dk
hizinda ve 72 saat boyunca, tanimlanmis minimal besi ortaminda Uretim
deneyleri gercgeklestiriimis ve suslarin ¢cogalma hizlari (Sekil 4.3) incelenmistir.
Bununla birlikte, Nile red boyama sonrasi floresan spektroskopisi kullanilarak ¢
farkli susun PHA Uretim kapasiteleri kiyaslanmigtir (Sekil 4.4). Nile red boyamasi
sonrasi gergeklestirilen floresan spektroskopisi dlgiminde en ylksek sinyal
yogunlugu beklenildigi gibi pC-HIS-phaC-phaR plazmidini iceren B. megaterium
hlcrelerinden, en dusuk sinyal yogunlugu ise bos plazmid barindiran hicrelerden
elde edilmigtir. Bunun nedeni phaR geninin, phaC geninin aktivitesini artirmasidir
[155]. Ayrica, orbital calkalamali biyoreaktorde 72 saatlik inkiibasyon sonrasi
elde edilen kuru hicre agirhgr ve PHA Gretim verimleri Cizelge 4.5'de
sunulmustur. Plazmid tasariminda yer alan 6xHisTag dizisinin varliginda
beklenilen diuzeylerde PHA verimleri elde edilmis ve bu dizinin PHA Uretiminde

bir aksakhgda sebep olmadigdi tespit edilmistir [141].
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Cizelge 4.4. PHA Uretiminde kullanilan DNA dizini dogrulanmis rekombinant

klonlar

DNA dizini dogrulanmis rekombinant klonlar

1. B. megaterium NRRL B-14308-pCHIS-phaC-phaR-GGS-6His
2. B. megaterium NRRL B-14308-pCHIS-phaC-GGS-6His

3. B. megaterium NRRL B-pCHIS

Cizelge 4.5. Dehidre edilmis maksimum biyokiutle miktari, maksimum PHA
birikimi, kurutulmus biyokutlenin PHA icerigi (%CDW) ve hacimsel

verimlilik degerleri

Sus Dehidre PHAmax PHA qPHA
Biyoktitlens | (4 111y | (%CDW) | (gera L2 )
(gL
pC-HIS 2,34 0,96 41 0,013
pC-HIS-phaC 2,22 1,12 50 0,016
pC-HIS-phaC-phaR 2,25 1,56 69 0,022

Ug farkh B. megaterium susu ile gerceklestirilen Uretim deneylerinde pC-
HIS1623hp plazmidinin indlUklenmesi igin %0,5 ksiloz ile indliklemenin en uygun
kosul oldugu daha 6nce laboratuvar grubumuzda B. megaterium NRRL B-14308-
pCHIS-phaC-GGS-6His ile gergeklestirilen Uretim deneylerinde tespit edilmigtir
[141]. Gergeklestirilen Uretim deneyleri sonucunda rekombinant plazmid iceren
B. megaterium suslari ile bos plazmid iceren B. megaterium susunun ¢ogalma ve
glikoz tiiketim hizlarinin benzerlik gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 4.3). Uretilen
rekombinant proteinlerin, ana metabolik yolaklari etkileyen proteinler olmamasi
nedeniyle, hiicre gogalmasi ve glikoz tuketim hizi Gzerinde bir etkisinin olmamasi,
beklenen bir sonu¢ olmustur. Hicre ¢odalmasi ve glikoz tuketim hizlarinin
birbirine benzer olmasi sonucu dehidre edilmig biyokutle agirliklari benzerdir.
Bununla birlikte rekombinant plazmid barindiran B. megaterium susglarinda daha

yuksek hulcre i¢i PHA birikimi gozlenirken, en disuk hicre i¢i PHA birikimi
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beklenildigi gibi bos plazmid iceren B. megaterium susunda tespit edilmistir. Sekil
4.3'te gosterilen hicre c¢ogalma grafigindeki Cx (g/L) degerlerinin elde
edilmesinde kalibrasyon denklemi (Cx= (ODe00)*0,71-0,86) kullaniimistir.

r 2,5
F 2
L 15—~
[ I
" S~
[ 2
F 1 x
[ O
0.5
L 0
80
Zaman (sa)
pC-HIS - -G- - pC-HIS-phaC - <0~ = pC-HIS-phaC-phaR
pC-HIS —6— pC-HIS-phaC —<— pC-HIS-phaC-phaR

Sekil 4.3. Elde edilen G¢ farkli B. megaterium susu ile orbital calkalamali
biyoreaktorde gerceklestiriien PHA Uretiminde zamana bagh hucre

derisimi (Cx, diz ¢izgi) ve glikoz tiketimi (Cs, kesikli ¢izgi).
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Sekil 4.4. Farkli B. megaterium suslar ile gergeklestirilen Uretimlerden elde
edilen hicrelerin Nile red ile boyama sonrasi floresan spektroskopisi
sinyal yogunluklari. Nile Red boyasi hicre igi lipitleri boyamakta olup,

sinyal yogunlugu hticre i¢i PHA birikimi ile dogru orantilidir.
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4.5. B. megaterium Suslarinda Rekombinant PhaC ve PhaR Ekspresyonu

Rekombinant B. megaterium suslarinda plazmid indlksiyonu icin farkli ksiloz
derigimi denenmis ve farkl zamanlarda ornekler alinarak ekspresyon seviyeleri
kiyaslanmistir (Sekil 4.5-4.9). Uretim ortamindan esit hacimde alinan érnekler
santriflj edilmis, elde edilen hicre peleti sonikasyon islemine tabi tutulmus ve esit
hacimde kuyulara yuklenerek SDS-PAGE analizleri gergeklestiriimistir. Yaklasik
42 kDa deg@erinde gorulen protein bandi phaC, 24 kDa degerinde goérulen protein
bandi ise phaR geninin ekspresyonunu gostermektedir. 42 ve 24 kDa
boyutlarinda goérilen PhaC ve PhaR bantlarinda overekspresyon seviyeleri
beklenilen dizeyde elde edilememigtir. Bunun sebebi duglk sicaklikta uzun
sureli depolama ve devamli dondurma/¢cézdurme sonucunda plazmid ve genomik
DNA stabilitesinin azalmasi olarak aciklanabilir [156, 157]. %0,5 ksiloz
(agirlik/hacim) ile indiklenen ve 4. saatte alinan o&rneklerde (Sekil 4.6)
ekspresyon seviyelerinde disuk bir fark goérilmektedir. Bu sonug ise literatlirdeki

calismalar ile benzerlik gostermektedir [141].
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Sekil 4.5. B. megaterium hicrelerinde %0,5 ksiloz ile plazmid indUksiyonundan

iki saat sonra alinan érneklerde PhaC ve PhaR proteinlerinin analizi
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Sekil 4.6. B. megaterium hicrelerinde %0,5 ksiloz ile plazmid indiiksiyonundan

dort saat sonra alinan érneklerde PhaC ve PhaR proteinlerinin analizi

pC-HIS-phaC-phaR  pC-HIS-phaC pC-HIS
t=6 t=6 t=6
%05 %0,75 %1,5 %0,5 %0,75 %1,5 %0,5 %0,75 %1,5

Sekil 4.7. B. megaterium hucrelerinde %0,5, 0,75 ve %1,5 ksiloz ile plazmid
indUksiyonundan alti saat sonra alinan dérneklerde PhaC ve PhaR

proteinlerinin analizi
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Sekil 4.8. B. megaterium hicrelerinde %0,5 ve %1 ksiloz ile plazmid
indUksiyonundan alti saat sonra alinan 6rneklerde PhaC ve PhaR

proteinlerinin analizi

Sekil 4.9. B. megaterium hucrelerinde %0,75 ve %1 ksiloz ile plazmid
indiksiyonundan alti saat sonra alinan 6rneklerde PhaC ve PhaR

proteinlerinin analizi

42



4.6. Rekombinant B. megaterium suslari ile Uretilen PHA Polimerlerinin

Hiicre iginden Saflastiriimasi

Saflagtirma protokollne gore Cizelge 4.6’da verilen verimler elde edilmistir. %100
etanol ¢ozeltisi ile yikandiktan sonra 10000xg’de 10 dk sureyle santrifuj edilen
hucrelerden daha dustuk verimde PHA elde edilmesinin sebebi, uzun sureli
etanole maruz kalan hucrelerin duvarinda bulunan proteinlerin denattirasyonu ve
lipitlerin ¢6zUnmesi sonucu hucre i¢ci PHA'nin santrifij sonrasi elde edilen

supernatanta sizmasindan kaynaklandigi dusunulmektedir.

Cizelge 4.6. Farkh saflastirma yontemleri ile edilen PHA ekstrasyon verimleri

Sus Etanol ile yikama Yalnizca etanol ile
sonrasi santrifiij yikama
pC-HIS-phaC-phaR 0,54gL* 1,56 gL?
pC-HIS-phaC 0,38gL? 1,12gL?
pC-HIS 0,32glL? 0,96 g L1

4.7. Rekombinant B. megaterium Suslari ile Uretilen PHA Polimerlerinin

Karakterizasyonu

Rekombinant B. megaterium suslari ile Uretilen ve saflastirilan PHA polimerlerinin
yapisal ve termal 6zellikleri, Fourier donusumlu kizilbtesi spektroskopisi (FTIR),
Proton Niikleer Manyetik Rezonans (*H-NMR), Diferansiyel Taramali Kalorimetri
(DSC) ve Termogravimetrik Analiz (TGA) analizleri ile karakterize edilmigtir.

Rekombinant ve bos plazmid tasiyan suslar tarafindan dretilen PHA’larin
kimyasal yapisi FTIR analizi ile incelenmistir (Sekil 4.10). Spektrumda gorulen
2846-2976 cm'deki tepe degerleri, PHB polimerleri igin metilen (CH2) ve C-H
metil (CH3) gruplarinin gerilme titresimini gostermektedir. 1722 cm degerindeki
emme tepe noktasi karbonil (C = O), 1261 cm degerindeki tepe noktasi ise
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asimetrik germe C-O-C gruplarini gdstermektedir. Metil (CHs) grubunun gerilme
ve asimetrik deformasyonu ise sirasiyla 1456 cm™ ve 1379 cm'deki emme
zirvelerinde gorulmektedir. CH2 salgilamasi, CHs bukme, CC, CO ve COC
bantlarina karsilik gelen degerler ise 1450-1000 cm* araligindaki absorpsiyon
tepe degerleridir [158-161]. Bu degerler ayni zamanda, rekombinant suslar
tarafindan Uretilen PHA polimerindeki hidroksivalerat birimlerinin varligini da
gOstermektedir [158].
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Sekil 4.10. Rekombinant B. megaterium ile elde edilmis ve saflastirimig
PHA'larin FTIR analizi. a) (r)-B. megaterium pC-HIS1623-hp-phaC
ile elde edilen PHA b) B. megaterium pC-HIS1623-hp ile elde edilen
PHA c) (r)-B. megaterium pC-HIS1623-hp-phaC-phaR ile elde edilen
PHA

Rekombinant B. megaterium suslari ile sentezlenen PHA polimerlerinin yapisal
icerigini belirlemek igcin 'H-NMR analizi gerceklestiriimistir (Sekil 4.11). PHB
polimerinin Ug¢ sinyal grubundan olustugu ticari PHB polimeri ile gergeklestirilen
'H-NMR analizi ile gosterilmistir. Bu ¢ grup; bir protona bagl halde metil grubu
1.25 ppm degerinde bir pik, 2.58 ppm degerinde asimetrik karbon atomu ve bir
proton ile komsu olan metilen grubu dortlu ¢ift seklinde ve 5.27 ppm degerinde

metilen grubu olacak sekilde ¢oklu piklerdir. Kloroforma (CDCIs) baglanan pik
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noktasi ise 7.29 ppm degerinde goriimustir [162]. Rekombinant ve bos plazmid
iceren B. megaterium suslarindan elde edilen PHA polimerlerinin *H-NMR
spektrumu ticari PHB’nin *H-NMR spektrumu ile karsilastirildiginda 0.9 ppm, 1.55
ppm ve 3.5 ppm degerlerinde fazladan pikler gozlenmigtir. Terminal metil
gruplarinin ve i¢ metilen gruplarinin diger pozisyonlarina karsilik gelen, sirasiyla
0.9 ppm ve 1.55 ppm’de pikler gértlmektedir. Bununla birlikte, 3.5 ppm’de ise
metanole bagli olarak bir pik olustugu gorulmektedir [163]. Rekombinant ve bog
plazmid igeren B. megaterium suslarindan elde edilen PHA polimerlerinin 3HV ve

3HB monomer birimlerinden olustugu *H-NMR analizi ile belirlenmistir.
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Sekil 4.11. Rekombinant B. megaterium suglari tarafindan sentezlenen ve
saflastirlan PHA o6rneklerinin 1H-NMR spektrumu. a) Ticari PHB
ornegi b) (r)-B. megaterium pC-HIS-phaC ile elde edilen PHA c) B.
megaterium pC-HIS ile elde edilen PHA d) (r)-B. megaterium pC-HIS-
phaC-phaR ile elde edilen PHA

Rekombinant suslardan elde edilen PHA’lar kisa zincir uzunluklu PHA'lar olup
PHBYV yapisindadirlar. Uretilen polimerlerin sahip olduklar % HV ve % HB icerigi
esitlik 4.1 ve 4.2 kullanilarak bulunmustur (Cizelge 4.7) [164]. Rekombinant B.
megaterium suslar ile 3HV bakimindan zengin PHBV polimerleri uretilmigtir.
PHBYV icerigindeki 3HV miktari arttikga, biyopolimerin erime sicakligi dugsmekte

ve elastikiyet 6zelligi artmaktadir.

CH;(HV)pik alani
0 — 3
/%HV CH3(HV)pik alan1 + CH;(HB)pik alani *100 (4'1)
o%HB = CH3(HB)pik alani « 100 (4.2)

CH3(HB)pik alan1+CH3 (HV)pik alani
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Cizelge 4.7. Orbital Calkalamali Biyoreaktérde uretiien PHA Polimerlerinin

icerigi
Sus-PHA Biyopolimer | 3HV % 3HB %
pC-HIS-phaC-phaR PHBV 61+2,9 394
pC-HIS-phaC PHBV 60+2,5 40+3,8
pC-HIS PHBV 59+2,2 41+3,5
Ticari PHB PHB 2 98

Rekombinant B. megaterium suslarindan sentezlenen PHA polimerlerinin termal
Ozelliklerinin belirlenmesi igcin PHA 6Ornekleri diferansiyel taramali kalorimetre
(DSC) ve termogravimetrik analiz (TGA) ile analiz edilmistir. Polimerlerin termal
bozulmalari gerceklesmeden Once dayanabilecekleri maksimum sicaklik
degerleri, polimerlerin iglenmesi i¢cin onemli bir faktordir. TGA analizi PHA
polimerlerinin bozunma sicakliklarinin (Td) belirlenmesi igin gergeklestirilmistir.
Rekombinant suslar ile Uretilen ve saflastirilan PHA polimerlerinin 1sil bozulmasi
esas olarak 255-265°C ila 390-400°C arasindaki sicakliklarda iki agsamali bir
sekilde meydana gelmektedir (Sekil 4.12). PHA polimer 6rneklerinin iki farkli
ayrisma sicakhgina sahip olmasinin nedeni 3HV gibi farkli monomer yapilarini
icerisinde barindirmasidir. Farkli monomer yapilarinin polimer igerisindeki varhgi
polimerlerin termal stabilitesine katki saglamaktadir. Ticari PHB’nin termal
degradasyonu, 287°C'de tek adimh bir degradasyon yoluyla olup sadece ana
degradasyon olarak B-eliminasyonu ile rastgele bir zincir kesimi yoluyla

gerceklesmektedir.

Cizelge 4.8'de rekombinant B. megaterium suslar ile sentezlenen PHA
polimerlerinin termal dzellikleri verilmigtir. Diferansiyel taramali kalorimetri (DSC)
analizi elde edilen PHA polimerlerinin erime sicakliklarinin (Tm) karakterizasyonu
icin yapimigtir. Ticari PHB’nin erime sicakhgr 175°C olarak belirlenirken,
rekombinant suslardan elde edilen PHA'larin erime sicakliklari ise 150 ila 166°C

arasindadir. Rekombinant suslar ile elde edilen PHA polimerlerinin ticari PHB’ye
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kiyasla daha dusuk erime sicakliklarina sahip olmasinin nedeni sentezlenen

PHA'larin igerdigi 3HV monomer birimleridir. Biyobozunur polimerlerde 3HV

monomer birimlerinin orani arttik¢a, polimerlerin Tm sicakhikhdr azalmakta ve

polimerin esnekligi ve darbe dayanimi gibi 6zellikleri artmaktadir [158].

Cizelge 4.8. Rekombinant B. megaterium suslari ile tretilen PHA polimerleri ve

Ticari PHB’nin termal 6zellikleri

Sus-PHA Ta1 (°C) Ta2 (°C) Tm (°C)
pC-HIS-phaC-phaR 249 407 161
pC-HIS-phaC 261 404 150
pC-HIS 240 402 166
Ticari PHB 287 - 175
120 - —— PHA-r-B. meg
@)
100 - ——PHA-r-B. meg
(b)
g 80 A ——PHA-B. meg (c)
iﬁ 60 A
< 40 -
20 A
0 T T T T T ]
0 100 200 300 400 500 600
Sicaklik (°C)

Sekil 4.12. Rekombinant B. megaterium suglar tarafindan sentezlenen ve

saflastirilan PHA o&rneklerinin TGA analizi. a) (r)-B. megaterium pC-
HIS-phaC-phaR ile elde edilen PHA, b) (r)-B. megaterium pC-HIS-
phaC ile elde edilen PHA, c) B. megaterium pC-HIS ile elde edilen

PHA
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Rekombinant plazmid iceren B. megaterium suslari ve bos plazmid iceren B.
megaterium susu ile orbital c¢alkalamali biyoreaktorde gergeklestirilen
uretimlerden elde edilen PHA polimerlerinin icerigini belirlemek igin GC-FID
kromatogramlari elde edilmistir. Alikonma sureleri yaklasik 8.8 dk’da elde edilen
pikler PHB varhgini géstermektedir. Rekombinant plazmidleri tasiyan suslardan
elde edilen PHA'larin piki bos plazmid barindiran sustan elde edilen PHA’larin
pikinden daha fazla oldugu goérulmektedir (Sekil 4.13-Sekil 4.15). GC-FID
standart PHA kalibrasyon egrisi (Sekil 4.16) kullanilarak B. megaterium
suslarindan elde edilen PHA polimerlerinin miktari belirlenmistir. GC-FID analizi
sonucu en yuksek PHA miktari beklenildigi gibi pC-HIS-phaC-phaR plazmidini
barindiran B. megaterium hiicrelerinde (2,3 g L), sonrasinda pC-HIS-phaC
plazmidini barindiran hiicrelerde (2,2 g L) ve en disiik PHA miktari ise bos

plazmid barindiran hicrelerde (2,1 g L) tespit edilmistir.
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Sekil 4.13. pC-HIS-phaC-phaR plazmidi iceren B. megaterium ile Uretilen PHA
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Sekil 4.14. pC-HIS-phaC plazmidi iceren B. megaterium ile Uretilen PHA
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Sekil 4.15. pC-HIS plazmidi igeren B. megaterium ile Uretilen PHA
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Sekil 4.16. GC-FID Deneyinde Kullanilan PHA Kalibrasyon Egrisi
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5. YORUM

Molekuler klonlama prosedurleri takip edilerek vektér ve insert DNA'lar elde
edilmig ve ligasyon reaksiyonu ile birlestirilerek rekombinant plazmidler elde
edilmistir. Restriksiyon kesme ve DNA dizi analizi ile dogrulanan plazmidler B.
megaterium NRRL B-14308 susuna protoplast transformasyonu ile aktariimis ve
bu tez ¢alismasinda PHB Uretiminde kullanilmak tzere rekombinant suglar elde

edilmigtir.

Rekombinant proteinlerin hicre c¢ogalmasini etkileyen proteinler olmamasi
sebebiyle elde edilen Ug¢ farkl susun ¢ogalma egrileri beklenildidi gibi birbirine
benzemektedir. Bununla birlikte, Nile red Floresan Spektroskopisi’'nde pC-HIS-
phaC-phaR plazmidini iceren B. megaterium hucrelerinden en yuksek sinyal
yogunlugu elde edilmis, pC-HIS-phaC plazmidini barindiran B. megaterium
hicrelerinden en yuksek ikinci sinyal yogunlugu elde edilmigtir. Bos plazmid
iceren B. megaterium susundan ise en az sinyal yogunlugu elde edilmistir. Nile
red Floresan Spektroskopisi sonuclarinda suslar arasinda anlamli bir fark
bulunmaktadir. Ayrica, SDS-PAGE analizleri ile phaC ve phaR genlerinin B.

megaterium suslarinda ekspres edildigi gosterilmistir.

Farkl suslardan elde edilen PHA polimerlerinin hepsinin PHBV yapisinda oldugu,
birbirlerine yakin bozunma (240-261°C, 402-407°C) ve erime sicakliklarina (161-
166°C) sahip olduklari belirlenmigtir. Elde edilen polimerlerin bozunma ve erime
sicakliklarinin ticari PHB’nin bozunma (287°C) ve erime sicakliklarindan (175°C)
dusuk olmasi ve ikinci bozunma sicakliklarina sahip olmalari Uretilen polimerlerin

yapisinda hidroksivalerat birimlerinin varligindan kaynaklanmaktadir.

Endustriyel ve ticari olarak kullanilan PHA’larda mol bazinda minimum %20 HV
birimlerinin bulunmasi gerekmektedir [36]. Tez kapsaminda Uretilen ve
saflastirilan PHA orneklerinde ise %60 oranda 3HV birimlerinin bulundugu tespit
edilmigtir. Uretilen PHA igerisinde hidroksivalerat birimlerinin artmasi ile birlikte

uretilen PHA'nin kullanilabilirligi ve ticarilestirilebilirligi artmaktadir.
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Hucre peletlerinden PHA saflastirmasi igin iki farkli saflastirma yontemi denenmis
ve en yuksek saflastirma verimleri; pC-HIS-phaC-phaR plazmidini igceren B.
megaterium hicreleri icin 1,56 g L?, pC-HIS-phaC plazmidini iceren B.
megaterium hicreleri icin 1,12 g L' ve bos plazmid iceren B. megaterium

hicreleri igin 0,96 g L olarak bulunmustur.

GC-FID analizlerinin sonuglarina gore PHA Uretim verimleri incelenmis ve
sonuglar sirasiyla; pC-HIS-phaC-phaR plazmidini igeren B. megaterium hucreleri
icin 2,3 g L, pC-HIS-phaC plazmidini iceren B. megaterium hiicreleri igin 2,2 g
Lt ve bos plazmid iceren B. megaterium hicreleri igcin 2,1 g L olarak

bulunmustur.

Sonug¢ olarak, bu tez ¢alismasi kapsaminda, genetik mihendisligi yontemleri
kullanilarak, daha once arastirma grubumuz tarafindan gelistirilen rekombinant
bir plazmide phaC geninin aktivitesini artiran phaR geni klonlanmis, plazmidin B.
megaterium NRRL B-14308 susuna aktariimasiyla yeni bir rekombinant B.
megaterium susu elde edilmigtir. Rekombinant suslar ile Uretilen biyopolimer
miktari literatirdeki rekombinant B. megaterium suslari ile kiyaslandiginda,
benzer duzeylerdedir [135, 165]. Elde edilen PHA miktarlarinin rekombinant
olmayan B. megaterium suslari ile kiyaslandiginda ise daha yuksek dizeyde
oldugu gorulmektedir [136, 166, 167].

Bundan sonraki ¢galismalarda mcl-PHA Ureten Pseudomonas cinslerinden elde
edilecek PHA sentez genlerinin B. megaterium suslarina aktariimasiyla,
endustriyel agidan buyuk onem tasiyan scl-mcl-PHA vyapisinda bulunan
biyopolimerler Uretilebilir. Ayrica, B. megaterium genomundaki PHA sentez
operonu Uzerinde bulunan genlerin tekli ve ¢oklu kombinasyonlarinin farkl
ekspresyon vektorlerine aktarilmasi ile PHA Uretim verimleri artiralabilir. Bununla
birlikte daha yuksek verime sahip plazmidlerin ve daha az maliyetli
indukleyicilerin kullaniimasi ile PHA dretim maliyetleri dusurulebilir. Son olarak,
rekombinant suglar ile Gretien PHA polimerlerinin mekanik karakterizasyonlari

gerceklestirilebilir ve ticarilestirme slreclerine yonelik sonuglar elde edilebilir.
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EK 1: phaC-phaR genlerini iceren pC-HIS1623hp plazmidi
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EK 3: phaR geninin ileri sekans primeri ile sekans analizi (L4)
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