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AS : Van’t Hoff Entropisi
3D : Ug boyut
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Candida boidinii KAYNAKLI NAD* BAGIMLI FORMAT DEHIDROGENAZ
ENZIMININ URETILMESI, ENZIiM AKTiVITESININ VE TERMAL
STABILITESININ ARTIRILMASI

OZET

Farkli endiistrilerde genis bir kullanim alania sahip olan enzimler, hastaliklarin
tanisinda kullanilan biyokimyasal analizler i¢in de 6nemlidir. Format (formik asit) tek
karbonlu endojen bir metabolit olup, insan serumunda ve idrarinda belirli seviyelerde
bulunur. Format diizeylerinin insan serumu ve idrarinda Ozellikle metanol
intoksikasyonu, vitamin B eksiklikleri, astim, ¢esitli psikiyatrik bozukluklar ve farkli
patolojik durumlara bagli olarak arttigi gosterilmistir. Format Dehidrojenaz (FDH),
format i¢in mutlak 6zgiillik gosteren ve ortamda bulunan formattan elektronlari
NAD™ye transfer eden bir enzimdir. Reaksiyonun sonunda olusan NADH + H
miktari, reaksiyona giren formatin miktar1 ile dogru orantilidir. Tez projesi ile
amacimiz, NAD" bagimli FDH enzimininin rekombinant DNA teknolojisi ile
tretilmesi, enzim aktivitesinin ve termal stabilitesinin artirilmasidir.

Calismamizda, Candida boidinii (Cbo) FDH proteinini kodlayan 1095 baz ¢ift geni,
bir sablon olarak kullanilarak Polimez Zincir Reaksiyonu (PZR) ile ¢ogaltildi. Uriin
PET-23b (+) ifade vektoriine klonlandiktan sonra ekspresyon i¢in Escherichia coli
(E.coliy BL21 (DE3) hiicrelerine transfer edildi. Uretilen CboFDH enziminin
saflastirilmasi i¢in afinite His-Trap kolonu kullanildi. Enzim aktivitesi 6lgtimleri 340
nm'de NADH miktarinin fotometrik 6l¢iimii ile gerceklestirildi. Molekiiller arasi
etkilesimler {lizerinde yapilan mutasyonlarin etkisini tahmin etmek i¢in, Gaussian 09
yazilimina mevcut kristal yap1 (PDB: 5SDN9) tanitildi ve mutasyon yapilacak bolgeler
tahmin edildi. Daha sonra, enzim aktivitesini ve termal stabilitesini artirmaya yonelik
olarak Val120Thr, Phe285Thr, GIn287Glu, His311GIn ve Phe285Thr/His311GIn
mutasyonlar1 gerceklestirildi. Mutasyonla aminoasitleri degistirilmis enzimin yapisi
geometrik optimizasyon ile kendi ortaminda ger¢ek forma en yakin sekilde
modellendi. Sonuglar Pymol paket yazilimi ile gorsellestirilerek tartigildi.

Hem yabanil tip hem de mutant FDH'ler i¢in kinetik ve termostabilite caligmalari
yapildi. Calismada ayrica, yabanil tip FDH ve mutant FDH suglarinin enzim aktivitesi
tizerinde farkli metal iyonlarinin ve organik ¢oziiciilerin etkisi arastirildi. Yabanil tip
ve mutant enzimlerin ikincil yapilar1 ve termal stabilite ¢caligmalar1 dairesel dikroizm
(CD) spektroskopisi ile incelendi. Calisma sonucunda rekombinant DNA teknolojisi
ile iiretilen yabanil tip CboFDH i¢in uygun pH 7.4, optimum sicaklik ise 40 °C
bulunurken; mutant enzimler i¢in optimum pH ve sicakliklar, Phe285ThrFDH i¢in pH
7,s1caklik 40 °C , Val120ThrFDH i¢in pH 7, sicaklik 40 °C , GIn287GIluFDH i¢in pH
7, sicaklik 60 °C, His311GInFDH i¢in pH 7, sicaklik 65 °C ve
Phe285Thr/His311GInFDH i¢in pH 8, sicaklik 65 °C olarak bulundu. CD cihaz ile
a-heliks ikincil yapilar1 belirlenen yabanil tip ve mutant enzimlerin termal
denatiirasyon (Tm) sicakliklar1 yabanil tip CboFDH i¢in 64 °C , GIn287GIluFDH i¢in
70 °C, His311GInFDH i¢in 77 °C ve Phe285Thr/His311GInFDH i¢in 73 °C olarak
saptand1. Enzim kinetigi ¢aligmalari ile yabanil tip CboFDH i¢in format i¢in Km degeri
2 MM, Keat degeri 9.2 x 10?2 S, NAD i¢in Km degeri 1.5 mM, Keat degeri 2.62 x 10*
S; Phe285ThrFDH icin format icin Km degeri 0.97 mM ve Kca degeri 6.23 X 103 S
L NAD icin Km degeri 2.3 mM ve Keat degeri 4.59 x 10° S*t; Val120ThrFDH igin
format igin Km degeri 1.3 mM ve Kca degeri 6.23 x 10% S, NAD igin Km degeri 7.9
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MM ve Keat degeri 1.04 x 10* S; GIn287GIuFDH igin format i¢in Km degeri 1.65
MM ve Kea degeri 4.42 x 10° S, NAD i¢in Km degeri 3.3 mM ve Kear degeri 9.51 x
10% S; His311GInFDH igin format i¢in Km degeri 1.5 MM ve Kecar degeri 3.28 x 10°
S1, NAD i¢in Km degeri 1.6 mM, Kea  degeri 82 x 10° S
Phe285Thr/His311GInFDH i¢in format i¢cin Km degeri 1.4 mM ve Kcat degeri 6.95 X
103 S, NAD i¢in Kmdegeri 7 mM, Keat degeri 1.21 x 10* Solarak hesaplandi. Farkli
konsantrasyonlardaki 11 farkli metalin enzim aktivitesine etkisi sonuglarinda yabanil
tip CboFDH ve mutant FDH'ler i¢in CuCl» harici tiim metallerin aktiviteyi %80'e kadar
artirdigi  gozlenirken; CuCl2'in artan konsantrasyonlarda %77'ye kadar enzim
aktivitesini diistirdiigii  bulundu. Farkli konsantrasyonlardaki 5 farkli organik
¢Ozliciiniin enzim aktivitesine etkisi sonuglarinda ise yabanil tip CboFDH ve tiim
mutant FDH'lerde aseton, etanol, metanol ve propanoliin enzim aktivitesini %20-%31
araliginda artirdig1 ancak kloroformun artan konsantrasyonlarda enzim aktivitesini
%97'ye kadar diisiirdiigii bulundu.

Bu ¢alisma, bazi patolojik durumlardaki seviyeleri dnemli bir belirte¢ olan formata
mutlak spesifik ayrica endiistriyel kullanim alanlari genis NAD*-bagimhi FDH
enziminin yerli ve biiyiik dl¢ekte liretilebilmesinde veri saglamasi agisindan dnemlidir.

Anahtar Kelimeler: Candida boidinii, Format Dehidrogenaz, Format, Protein
Miihendisligi, Rekombinant DNA Teknolojisi, Termal Stabilite
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PRODUCTION OF NAD * DEPENDENT FORMATE DEHYDROGENASE
ENZYME FROM Candida boidinit AND ENHANCEMENT OF ENZYME
ACTIVITY AND THERMAL STABILITY

SUMMARY

Enzymes have a broad range of utility in different industries and they are important
for biochemical kits used for diagnostics as well. Formate (formic acid) is an essential
endogenous single-carbon metabolite under normal circumstances, it is found in
human serum and urine at particular levels. Formate levels were shown to increase in
human serum, urine and exhaled breathe condensate due to metabolism of different
substances especially in cases of methanol intoxication, vitamins B deficiencies,
asthma and various psychiatric disorders. Format Dehydrogenase (FDH) is an enzyme
that shows absolute specificity for formate and removes electrons from the format ion
in the environment and transfers them to NAD*. The amount of NADH + H at the end
of the reaction is calculated as a direct proportion to the amount of the formate entering
the reaction. With the thesis project, our aim is to produce NAD * dependent FDH
enzyme by recombinant DNA technology and increase enzyme activity and thermal
stability. In our study, 1095 base pair gene encoding the Candida boidinii (Cbo)FDH
protein was amplified by PCR using the genomic DNA from C. boidinii as a template.
The product was cloned into pET-23b(+) vector and transferred to Escherichia coli
BL21 (DE3) cells for expression. The affinity His-Trap column was used for
purification of the enzyme. Enzyme activity measurements were performed
spectrophotometrically by monitoring the formation of NADH at 340 nm. To predict
the influence of mutations done on intramolecular interactions, we introduced the
available crystal structure (PDB:5DN9) to Gaussian 09 software and was changed the
mutation cites. Subsequently, we modelled the structure of amino acid substituted
enzyme, into almost real form in its environment by geometrical optimization. The
results were visualized by pymol software and discussed. The determined mutations
were performed by the directed mutation method for increase the enzyme activity and
thermal stability. Kinetic and thermostability studies were performed for both the wild
type and mutant FDHs. In this study different metal ions and organic solvents effect
on enzyme activity of wild type FDH and mutant FDH strains were investigated as
well. The thermal stability assays and secondary structures of the enzymes were
performed by circular dichroism(CD) spectroscopy.

According to the results of the study, the optimal pH for wild type CboFDH produced
by recombinant DNA technology was 7.4 and optimal temperature was 40°C ; pH and
temperatures optimal for mutant enzymes were as follows: Phe285ThrFDH pH 7,
temperature 40 °C , Val120ThrFDH pH 7, temperature 40 °C , GIn287GIluFDH pH 7,
temperature 60 °C, His311GInFDH pH 7, temperature 65 °C and for the
Phe285Thr/His311GInFDH, pH 8 and the optimal temperature was found to be 65 °C.
Thermal denaturation (Tm) temperature values of wild type and mutant enzymes with
a-helix secondary structures determined by CD device were determined as 64 °C for
wild type CboFDH, 70 °C for GIn287GIuFDH, 77 °C for His311GInFDH and 73 °C
for Phe285Thr/His311GInFDH. Enzyme kinetics studies for wild type CboFDH for
formate revealed that the Ky value was 2 mM and K value was 9.2 x 102 S, for
NAD the Ky value was 1.5 mM and Kcat was 2.62 x 10* S; for Phe285ThrFDH the
Kwm for formate was 0.97 mM and the Kca: value was 6.23 x 10% S, the Km value for
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NAD was 2.3 mM and the Kca value was 4.59 x 10° S1; for Val120ThrFDH the Ky
value for formate was 1.3 mM and Kca Was 6.23 x 10° S, Kwm value for for the NAD
7.9 mM and Kcat 0f 1.04 x 10* S; for GIn287GIUFDH, the K value for formate was
1.65 mM and the Kcat was 4.42 x 10% S, the Km value for NAD was 3.3 mM and the
Kcat Value was 9.51 x 103 S%; for His311GInFDH, the Ky value for the format was 1.5
mM and the Kcat was 3.28 x 10% S2, the K value for NAD was 1.6 mM, the Kcat value
was 8.2 x 10% SL; for Phe285Thr / His311GInFDH, the K value for the formate was
1.4 mM and the Kcar was 6.95 x 10% S, the Km value for NAD was 7 mM, and the Keat
value was 1.21 x 10* S, The effect of 11 different metals in different concentrations
on the enzyme activity was found that all metals except CuCl, found to enhance the
activity for wild type CboFDH and mutant FDHs by up to 80%; CuCl. was found to
reduce the activity up to 77% in higher concentrations. The effect of 5 different organic
solvents in different concentrations on the enzyme activity was found that acetone,
ethanol, metanol and propanol increase the activity for wild type CboFDH and mutant
FDHs in range between 20%-31% but chloroform was found to decrease the activity
between 37%- 97% at increasing concentrations in all enzymes.

This study is important in terms of providing data on the production of a wide range
of NAD"-dependent FDH enzymes, which are absolutely specific to the formate,
which is an important indicator of the levels in some pathological conditions, and the
production of large-scale NAD*-dependent FDH enzyme.

Keywords: Candida boidinii, Formate Dehydrogenase, Formate, Protein Engineering,
Recombinant DNA Technology, Thermal Stability
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1. GIRIS VE AMAC

Hiicrelerde 6nemli metabolik gorevleri olan enzimler, biyokimyasal reaksiyonlari
katalize eden protein yapisinda molekiiller olup, endiistride ve saglik gibi ¢esitli
alanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Endiistrideki baslica kullanim alanlari:
peynir yapimi sirasinda siitteki laktozun uzaklastirilmasi, nisasta ve yaglar
parcalamak amaci ile katki maddesi olarak deterjan sanayinde, 6zel yaglarin
sentezlerinde, deri sanayinde, dekstroz fruktoz ve 6zel surup iiretiminde vb. Bunlarin
disinda pek c¢ok hastaligin rutin tanisinda kullanilan ticari kitlerin ¢calisma prosesi de
enzimatik reaksiyonlara dayanmaktadir [1, 2]. Enzimler, bitki veya hayvanlardan izole
edilebildikleri gibi rekombinant DNA teknolojisi ile mikroorganizmalar kullanilarak
da tretilebilir. Rekombinant DNA teknolojisi ile iiretim, mikroorganizma kaynakli
enzimlerin katalitik aktivitelerinin ¢ok yliksek olmasi, istenmeyen yan iirlin
olusturmamalari, daha stabil ve ucuz olmalari, fazla miktarda elde edilebilmeleri gibi
nedenlerle tercih edilen bir yontemdir [3-5]. NAD*-bagimli Format Dehidrogenaz
Enzimi (FDH) ilk olarak 1950’li yillarda Mathews tarafindan bezelye tohumlarindan
izole edilmigtir. Buna karsilik enzim popiilerligini 1970°1i yillarin sonunda, Kiral
molekiillerin endiistriyel sentezinde kullanilan kofaktdrlerin geri doniistiiriilmesi ve
tekrar tekrar kullanilmasi amaciyla biyoreaktorlerde kullanilmasi ile kazanmustir.
2000’11 yillarin basinda gelisen DNA dizi analizi teknolojisi sayesinde birgok farkli
organizmada NAD"-bagimli FDH genleri tanimlanmistir. Bu organizmalar arasinda en
cok ilgiyi, icerdikleri FDH enziminin dayaniklilig1 ve yiiksek kinetik aktivitesinden
dolay1 Candida cinsine ait organizmalar ¢ekmistir [2,6]. FDH ailesi, 2- hidroksi asit
dehidrojenazlarin siiper familyasina ait kuarterner yapida enzim gruplaridir. FDH
enzimleri kompleksliklerine gore 3 sinifa ayrilirlar; birinci FDH sinifi kompleks alt
birim yapili, ¢alismasi i¢in ¢esitli kofaktorler ve metallere ihtiya¢ duyar ancak NAD"-
bagimsizdir. Ikinci FDH sinifiysa NAD*’yi kofaktdr olarak kullanir ve alt birim yapisi
ilk sinif FDH enzimlerininki gibi komplekstir. Ugiincii simif ise en basit enzimlerden
olusur (EC 1.2.1.2, NAD+-bagimliFDH); koenzim olarak sadece NAD* kullanir ve
prostetik grup ya da metal iyonu bulundurmaz ayni zamanda kompleks yapida

degildirler [7,8]. NAD*-bagimli FDH enzimi, format iyonlarin1 CO2 ‘ye yiikseltgeyip
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aynt zamanda NAD® molekiilini NADH+H’a indirgeyen onemli bir
oksidorediiktazdir. FDH enziminin katalizledigi reaksiyonun diger dehidrogenazlara
oranla oldukca basit ve tek basamakli olmasi sebebiyle, enzimin endiistriyel ve
bilimsel kullanim1 olduk¢a yaygindir [9,10]. Endiistriyel prosesler genellikle yiiksek
sicaklik, basing ve ekstrem pH’lar1 gerektiren kosullara ihtiya¢ duyarlar. Bununla
birlikte, dogal yolaklarla olusan biyokatalizér enzimlerin, bu tiir asirt kosullardaki
endiistriyel kullanimlar1 esnasinda diisiik stabilite ve diisiikk aktivite gibi bazi
sinirlamalart mevcuttur. Bunlara ek olarak, enzimlerin ¢ogunun sinirli substrat ve
koenzim spesifitesi ile diisiik Kcatdegerleri vardir. Bu sinirlamalarin tistesinden gelmek
ve biyokatalizorlerin uygulamalarint artirmak igin nanoteknoloji, metabolik
miihendislik, hiicresel membran miihendisligi ve protein miihendisligi gibi c¢esitli
yaklagimlar uygulanmaktadir. Protein mithendisligi yaklasimlari ile, bu problemlerin
tistesinden gelmek ve belirli endiistriyel uygulamalar i¢in enzimleri optimize etmek
i¢in rasyonel tasarim, yonlendirilmis mutasyon ve son olarak birlestirme yontemleri
gelistirilmistir [11]. Calismamizin amaci, FDH proteini kodlayan genlerinin Candida
boidii mikroorganizmasindan izole edilerek rekombinant DNA teknolojisi ile E.coli
(BL21) hiicrelerinde ifade edilmesi, saflastirilmasi ve karakterizasyonunun
yapilmasidir. Ardindan, aktiviteyi ve termal stabiliteyi artirmaya yonelik belirlenen
mutasyonlarin, protein miihendisligi yontemlerinden birisi olan bolgeye yonelik
mutasyon teknigi kullanilarak, iiretilen CboFDH enziminde yapilmasidir. Bdylece
tibbi tan1 kitlerinde ve endiistrinin pek cok alaninda (gida, boya, cevre teknolojileri
vb) kullanilabilecek aktivitesi ve termal stabilitesi yliksek mutant FDH enzimleri

tiretilmis olunacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Maya Candida boidinii

2.1.1 Candida boidinii 'nin genel ézellikleri

Candida bodinii (C. Boidinii) taksonomik olarak mantarlar aleminin, Ascomycota
subesinin Saccharomycetes smifindan Saccharomycetales takimina aittir ve
filogenetik olarak Ogataea kladina akrabadir. Candida tiirleri; oda sicakligi veya 37
°C ‘de herhangi bir 6zel sarta gereksinim duymadan; normal besiyerlerinde, krem
renkli, yumusak, parlak ve homojen goriiniimlii koloniler olusturarak iirerler. ideal
tireyebildikleri pH 4.5-5.0 olup %30-40 neme ihtiya¢ duyarlar [12]. Bu maya tiirleri
ilk olarak Ispanya'daki aga¢ kabuklarinda tanimlanmus [13] olup yaygin bir ekolojiye
sahiptir. C. boidinii tiirleri ¢esitli substratlardan (sarap fermantasyonu, zeytin liretimi
vb.) ve dogal ortamlardan (toprak, deniz suyu, pek ¢ok seker bakimindan zengin agag
tiiriiniin 6zsu aki vb.) izole edilebilirler [14]. C. boidinii; ksiloz tiiketen, metilotrofik
mayalardir ve 6zellikle metanol degradasyonu ile ilgili genlerin ¢aligmasi i¢in uygun
olduklar1 kanitlanmigstir [15-17]. Tiim bunlarin yanisira biyotekonolojik potansiyele
sahip C. boidinii tiirleri zeytin isleme proseslerindeki lipaz aktivitesi [18], meyve
epidermisi iizerinde biyofilm olusumu [19, 20] ve Lactobacillus pentosus gibi
laboratuvar tiirleri ile birlikte agregasyon gibi farkli pek cok islevsel ozellikler
sergilemektedir [21, 22]. Tiim bu 6zellikler C. boidinii’nin tiir i¢i biyogesitliliginin
yiiksek oldugunun gostergesi olarak kabul edilmektedir [23].

2.1.2 Candida boidinii metabolizmasi

Metilotropik mayalar igerisinde yer alan C.boidinii, rekombinant protein liretimi igin
okaryotik bir konak¢1 olup son 30 yil icerisinde giderek artan sayidaki uygulamalarda
kullanilmaktadir. Bu uygulamalarda, karbon ve enerji kaynagi olarak metanol
kullanim yolundaki (MUT) genlerden tiiretilmis metanolle uyarilabilir promotorlarin
varligindan yararlanilir [24, 25]. Bu promotorlar, karbon kaynagi olarak metanol
kullanildiginda gii¢lii bir sekilde indiiklenirken, yiliksek glukoz konsantrasyonlarinda

ise inhibe olurlar. Rekombinant proteinlerin {iretiminde metilotropik mayalarin
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basarisi, metanol kullanim yolunun siki diizenlenmis promotorlarina yiiksek oranda

baghdir.

2.1.2.1 Metanol kullanim yolu (MUT)

MUT yolunun bir kismi peroksizomlarda yer aldigindan, bu organeller metanol
indiiksiyonu ile kitlesel olarak c¢ogalirlar ve sitoplazmik boslugun % 80'ini
olusturabilirler [26]. Metanol kullanimimin ilk adiminda; metanol, alkol oksidazlar
(AOX, EC 1.1.3.13) ile formaldehit ve hidrojen perokside (H202) oksitlenir. Toksik
H202, katalaz etkisi ile oksijene ve suya (H20) ayrilir (CAT, EC 1.11.1.6). Her iki
enzim de peroksizomlarda tutulmaktadir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1: Metilotrof mayalarda metanol kullanim yolagr (AOX: alkol oksidaz (EC
1.1.3.13), CAT: katalaz (EC 1.11.1.6), FLD: formaldehit dehidrogenaz (EC 1.2.1.1),
FGH: S-formilglutatyon hidrolaz (EC 3.1.2.12), FDH: format dehidrogenaz (EC
1.2.1.2), DAS: dihidroksiaseton sentaz (EC 2.2.1.3), TPI: trioz fosfatizomeraz (EC
5.3.1.1), DAK: dihidroksiaseton kinaz (EC 2.7.1.29), FBA: fruktoz 1,6-bifosfat
aldolaz (EC 4.1.21.13), FBP: fruktoz 1,6-bifosfataz (EC 3.1.3.11), MFS: metilformat
sentaz, DHA: dihidroksiaseton, GAP: gliseraldehit 3-fosfat, DHAP: dihidroksiaseton
fosfat, F1,6BP: fruktoz 1,6-bifosfat, F6P: fruktoz 6-fosfat, Pi: fosfat, Xu5P: ksiliiloz
S5—fosfat, GSH: glutatyon, PYR: piirivat; PPP: pentoz fosfat yolagi, TCA:
trikarboksilik asit dongiisii) [26].

Formaldehit, iki ardisik dehidrojenaz reaksiyonu (disimilasyon yolu) ile oksitlenir
veya ksiluloz 5-fosfat (Xu5P) ile kondensasyon yoluyla hiicre metabolizmasinda
asimile edilir. Son peroksizomal kondensasyon reaksiyonu dihidroksiaseton sentaz

(DAS, 2.2.1.3) adi verilen 6zel bir transketolaz ile katalize edilir [27]. DAS, Xu5P ve

formaldehiti, sitozolde daha da metabolize edilen C3-bilesik dihidroksiaseton (DHA)
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ve gliseraldehid  3-fosfat (GAP)’a  doniistiirir.  Ayrisma  yolaginda,
formaldehit glutatyon ile kendiliginden reaksiyona girerek S-hidroksimetil glutatyona
dontisiir. Bu bilesik de, her ikisi de sitozolde gergeklesen iki ardisik reaksiyonla dnce
glutatyona daha sonra bir NAD* bagimli FDH ile reaksiyona girerek CO2’ye doniisiir.
Her iki reaksiyonda iiretilen NADH, metanolde biiylime igin enerji iiretiminde
kullanilir. Enerji tiretimindeki rollerinin yani sira, ayrisma yolu enzimleri sirasiyla
formaldehit ve formatin detoksifikasyonunda rol oynar [28]. Bu yola dahil olan ii¢iincii
bir enzim (veya enzimatik aktivite), S9-formilglutaze hidrolaz (FGH, EC 3.1.2.12),
S-formilglutatyonu format ve glutatyona hidrolize eder [29]. Metalotropik diger maya
tirlerinin aksine (P. pastoris, H. polymorpha, Kloeckera sp. ) C. boidinii'de ayr1 bir
enzim FDH ile iliskili bulunmustur [30].

Etanol ve glukoz, MUT yolunu baskilamak i¢in iki ayr1 mekanizma yoluyla hareket
eder. Indiiklenmis hiicrelerde anahtar enzimler olan alkol oksidaz, dihidroksiaseton
sentaz ve format dehidrojenaz, indiikte hiicrelerde toplam ¢oziiniir proteinin % 30'una
kadarimi (AOX) veya % 20'sini (DAS, FDH) olusturabilir [31]. Bu durum, enzimleri
kodlayan genlerin promotorlarinin metanol tarafindan kuvvetli bir sekilde aktive
edildigini gosterir ki bdyle indiiklenebilir promotorlar, metilotrof mayalar aracil
heterolog gen ekspresyon sistemlerinde siklikla kullanilmaktadir.

Metanol metabolizmasindaki enzimlerin verimli ve stabil bir sekilde izole edildigi,
enzimleri kodlayan genlerin metanol tarafindan indiiklenip glikoz ve etanol
tarafindan baskilanan promotorlarin tam olarak tanimlandigi, sentetik tuz temelli
ucuz besiyerlerinde yiiksek hiicre yogunlugunda biiytiyebildigi igin C. boidinii bu

yolagin enzimlerinin eldesinde model organizma olarak kabul edilmektedir [32].

2.2 Metabolizmada Formatin Onemi

Formik asit ve onun konjuge bazi format, hemen hemen tiim canli organizmalarda
endojen tek karbonlu bilesik metabolizmasinin temel bilesenidir. HCOOH kimyasal
formiilii ile en basit karboksilik asit olan formik asit bazen metanoik asit olarak da
adlandirilir [33]. Formik asit 3.77'lik bir pKa'ya sahiptir ve viicutta, cogunlukla format
anyonu olarak bulunur.

Formatin metabolizma ara basamaklarindaki 6nemi yaklasik 60 yili agkin bir siire
once, formatin karbonunu niikleik asitlere ve glikojenik amino asit serine eklediginin

gosterilmesiyle ortaya ¢ikmustir [34-37].



Format karbonunun niikleik asit ve serine eklenmesi, tetrahidrofolat (THF) ile
aktivasyonunu gerektirir ve bu nedenle format ve folat metabolizmasi birbiriyle
iligkilidir [38]. Giinlimiizdeki hiicresel folat metabolizmasi anlayisimiz; glisin, serin
ve format gibi tek karbon vericileriyle birbirine baglanan ve biri mitokondride digeri
sitozolde yer alan iki adet birbirine paralel folat havuzundan olusur [39]. Metabolik
ara basamaklarda formatin Onemini bilmemize ragmen, format metabolizmasi
konusundaki bilgimiz sinirlidir. Annison yaptig1 ¢aligmada; formatin birgok hayvanin
kanindaki toplam ugucu yag asitlerinin % 10 - % 30'unu olusturdugunu, en dnemlisi
de bunun kegilerde, sigirlarda, atlarda, kopeklerde, kedilerde ve insanlarda benzer
konsantrasyonda oldugunu gdostermistir [40]. Daha sonra yapilan ¢alismalarda ise,
ozellikle metanol toksisitesinde yiiksek seviyelerde formik asitin saptanmasi nedeniyle

formatin uzaklastirilmasina odaklanilmistir.

2.2.1 Folat bagimh format iiretimi

Formatin ortak tek-karbon vericilerinden folat aracili iiretimi sirasinda, dondrler
mitokondriye girerek 5,10-metilen-tetrahidrofolat olusturmak {izere stabil olmayan
karbonlar1 folat havuzunu olustururlar ve bu bilesik daha sonra format ve THF
iretmek i¢cin oksitlenir (Sekil 2.2) [41]. Formatin folat bagimh iiretiminde; serin,
kolin, glisin, metiyoninin katkis1 biiyiiktiir ve ozellikle diyetle alinan serininin
katabolizmasi, iki tane tek karbonlu grup olusturma potansiyeline sahiptir. Serin ve
THF, serin hidroksimetiltransferaz (SHMT) yoluyla 5,10-metilen THF ve glisin
haline dondstiirtilebilir. Glisinin mitokondriyal katabolizmasi, ikinci tek-karbon
grubunu olusturma olasiliina sahiptir. Niikleer DNA'da SHMT'nin iki ayr1 izoformu
kodlanmistir, bunlardan biri sitoplazmada (SHMT1) digeri de mitokondride
(SHMT?2) 'de ifade edilir [42, 43]. Kolin ise tek karbonlu prekiirsorlerin arasinda
benzersiz olup karbon havuzuna dort karbona kadar karbon saglama kabiliyetine
sahiptir. Kolin baglangicta kolin dehidrojenaz ile betain aldehite katabolize edilir,

sonrasinda betain aldehid dehidrojenaz ile betaine ¢evrilir [44].
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Sekil 2.2: Format iiretiminde folat aracili tek karbon metabolizmasi [41].

Bu reaksiyonlarin ikisi de mitokondride meydana gelir. Betain daha sonra, disar
sitoplazmaya transfer edilir. Boylece betainin metil gruplari,  homosistein
metiltransferazin (BHMT) etkisiyle homosisteinin metiyonine metillenmesinde
kullanilarak dimetilglisin (DMG) olusturur. Bu metionin, ayrica, S-adenosilmetiyonin
(SAM) iretimi icin ve diger metabolik yollar (protein sentezi gibi) i¢in de
kullanilabilir. Spesifik olarak, DMG dehidrojenaz, DMG'yi sarkosine doniistiiriir ve
bunu glisin olusumu takip eder [45]. Son olarak; glisin, glisin parcalama sistemi
tarafindan amonyak ve karbondioksite katabolize edilir. Bu ii¢ reaksiyonun her biri
kofaktor olarak THF'ye ihtiya¢ duyar [46].

Bu yolakta metiyonin, metiyonin adenosiltransferaz ile SAM yapisina katilarak dolayli
olarak sitoplazmik tek karbon havuzuna katkida bulunur. SAM, bir c¢ok
metiltransferazin metiyonindeki metil grubunu niikleofilik substratlara transfer ederek
metillenmis tirtinler ve S-adenosyl-L-homocysteine (SAH) iiretme siirecindeki anahtar
substrattir [47]. Glisin-N-metiltransferaz (GNMT); hiicrenin, metilasyon ve diger
reaksiyonlar i¢in gerekenden daha fazla SAM olusturmasi durumunda, metil grubunu,
sarkosin olusturacak sekilde glisin'e transfer edilebilecek bir kontrol mekanizmasi

olarak hizmet eder [48].

2.2.2 Folattan bagimsiz format iiretimi

Format tiretimi her zaman folat gerektirmez. Metanol metabolizmasi belki de folatin
katilim1 olmadan format iiretiminin en belirgin 6rnegidir. Format ayrica triptofan ve
fitanik asit metabolizmas1 ve kolesterol sentezi sirasinda tretilebilir. Tiim bunlarin
yaninda format {iretimine yonelik folat-bagimsiz ve folat-bagimli yollarin oransal

katkilarina iliskin herhangi net bilgi bulunmamaktadir [48].
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2.2.3 Metanol toksisitesi

Metanol zehirlenmesi, saf methanol eldesi icin ucuz bir yontemin kesfedildigi
1890'dan 6nce neredeyse bilinmemekteydi. Metanol toksisitesi, saatlerce siirebilen bir
latent donem sonrasi birden oraya ¢ikan akut metabolik asidoz ve okiiler toksisite ile
karakterizedir. Metanol, alkol dehidrogenaz ile formaldehide doniistiiriiliirken,
formaldehit ise aldehit dehidrojenaz ile formik aside donistiiriiliir. Tephly yaptig
calismada; metanol toksisitesini farkli canli tiirlerinde karsilastirmali olarak incelemis,
metanol toksisitesinin fare ve sigan gibi alt hayvanlarda goriilmezken, insanlarda ve
maymunlarda belirgin gozlendigini bildirmistir [49]. Insanlarda ve maymunlarda
format birikmesinin sebebi, formatin uzaklastiritlmasinda goérevli hepatik THF ve 10-
formil-THF dehidrojenaz aktivitesinin disiik kapasitelerine baglanmaktadir. Bunun
yaninda, bazi pektin igeren meyvelerin [50] ve alkolli igeceklerin tiiketimi sonucu
insan serumunda diisiik yogunlukta da olsa metanol bulunmaktadir. Fakat bu metanol
kaynaklarimin format havuzuna indiiktif katkis1 Dbilinirken, metabolizmay1
bicimlendirmeye olan nispi katkis1 bilinmemektedir [51]. Metanol viicutta formik
aside doniistiiriildiigii i¢in kandaki metanol seviyesinin belirlenmesi zordur. Kandaki
metanol seviyesi alinan metil alkol miktari ve alinmasinin {izerinden gecen zamana
gore degisiklik gostermektedir. Zehirlenmede hastalarda semptomlarin goriilmesi
cogunlukla formik asit seviyelerinin yiikselmesi sonucunda gergeklestigi i¢in, kandaki
metanol diizeyinin diistikliigii yanilticidir [52, 53]. Bu yiizden, kanda format diizeyinin
Olciilmesi metanol zehirlenmelerinde daha giivenilirdir. Ciinkii, insanda serum format
diizeyleri normalde 20 uM ile 450 uM arasindayken, akut metanol zehirlenmesinde

10 mM -30 mM’a kadar yiikselir [54].

2.2.4 Format diizeylerinin Klinik 6nemi

Formik asidin toksisitesi iizerindeki ¢alismalarin cogu, cok yiiksek konsantrasyonlarda
formatin akut birikimini igeren, kompanse olmayan asidoz, koma ve nihayetinde
6liime neden olan metanol zehirlenmesi ile ilgilidir. Bunun yaninda, fizyolojik olarak
bozulmus tek karbon metabolizmasi sirasinda olusabilecek yiiksek format
konsantrasyonlar1 da patolojik etkiler gosterebilmektedir.

Folat-aracili tek-karbon metabolizmasi kofaktor olarak B vitaminlerine bagimlidir.
Lamarre yaptigi ¢aligmasinda; B vitamin seviyelerinin azalmasi durumunda bu
metabolik yolaklarin kesintiye ugradigini; bu durumun sonucu olarak, folat eksikligi
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olan farelerle yapitig1 deneylerde plazma ve idrar format diizeylerinin arttiginm
gostermistir [55]. Yapilan ¢aligmalarin sonuglarina gére format sadece 6nemli bir ara
metabolizma {iriinii degil, ayn1 zamanda B vitamin eksiklikleri i¢in de 6nemli bir
biyobelirteg olarak tanimlanmistir [56].

Nicholls yaptig1 calismasinda, formatin sitokrom c oksidazin bir inhibitérii oldugunu
gostermistir [57, 58]. Kapur ve arkadaslari ise; 1 mM gibi diisiik format
konsantrasyonunun si¢can hipokampal beyin dilimlerinde norotoksisiteye neden
oldugunu bildirmislerdir [59]. Insanlarda daha diisiik konsantrasyonlardaki formatin
daha ciddi sorunlar yaratabilecegi diisiiniilmektedir. Greenwald ve arkadaslarinin
yaptiklar1 ¢calismalarda; siddetli astim hastalarindan alinan ekzale nefes kondensati
orneklerinde s-nitrosotiol (SNO) katabolizmasi sonucu olustugu diisiiniilen formatin
miktari; hafif-orta seviye astimli kisilerde, saglikli kontrol grubundaki kisilerle
karsilastirildiginda daha yiiksek oldugu bildirilmistir [60]. Chen ve arkadaslari
tarafindan yapilan g¢alismada ise, bipolar bozuklugu olan erkek ve kadin hasta
gruplarinda yapilan idrar metabolit incelemelerinde formatin erkek hastalarda

diskriminatif olarak sonu¢ vermistir [61].

2.3 Nikotinamid Adenin Diniikleotit (NAD) Koenzimi

Tim canl hiicrelerde bulunan Nikotinamid adenin diniikleotit (NAD) koenzimi ilk
olarak 1906 yilinda Ingiliz biyokimyacit Arthur Harden ve William John Young
tarafindan kesfedilmistir [62]. NAD koenzimi, fosfat gruplarmin katildigr iki
niikleotidden olusan bilesik bir diniikleotiddir. Bir niikleotid, bir adenin niikleobaz1
ve bir nikotinamid igerir. Metabolizmada NAD, bir reaksiyondan digerine elektronlari
tastyan redoks reaksiyonlarinda rol oynar. Hiicrelerde NAD + formu, oksitleyici bir
madde olup diger molekiillerden elektronlar1 kabul edip indirgenir. Reaksiyon daha
sonra elektronlar1 bagislamak i¢in bir indirgeyici ajan olarak kullanilabilen NADH
formunu olusturur. Bu elektron transfer reaksiyonlart NAD'nin ana islevidir.

NAD"; ADP-ribosilasyon reaksiyonlarinda ADP-riboz pargalarinin bir donorii olarak
e ikinci haberci molekiilii olan siklik ADP-ribozunun bir Onciisii olarak gorev
almasmin yaninda ayrica bakteri DNA ligazlar1 ve asetil gruplarini proteinlerden
uzaklastiran sirtuin olarak adlandirilan bir grup enzim i¢in substrat gibi hareket ederek
redoks reaksiyonlarmda bir koenzim olarak islev goriir. Ozellikle translasyonel

modifikasyonlarda proteinlerden kimyasal gruplari ekleyen veya ¢ikaran enzimlerin
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substrat1 seklinde kullanilirlar. Bu 6zelliklerinden dolayi ilag arastirmalarinda hedef
molekiillerdir. Bu metabolik fonksiyonlara ek olarak NAD®, kendiliginden ve
diizenlenmis mekanizmalarla hiicrelerden salinabilen bir adenin niikleotidi olarak
ortaya ¢ikar [63] ve bu nedenle 6nemli hiicre dis1 rollere sahip olabilir [64]. Nitekim
son yillarda NAD®, hiicre-hiicre iletisiminde rol alan hiicre disi bir sinyalleme
molekiilii olarak da bilinmektedir [65, 66]. NAD"’1n, kan damarlarindaki néronlardan,
[63] idrar kesesinden [63, 67], kalin bagirsaktan [68, 69] norosekretuar hiicrelerden
[70] ve beyin sinaptozomlarindan [71] salgilandig1 bildirilmistir.

2.3.1 Fiziksel ve kimyasal ozellikleri

Tiim diniikleotidler gibi NAD", bir ¢ift kopriileme fosfat grubuyla birlestirilen iki
niikleozidden olusur. Niikleozidlerin her biri, birincisi birinci karbon atomuna (1'
konumu) baglanmis bir adenin ve digeri ise bu pozisyonda nikotinamid igeren bir riboz
halkasi igerir. Nikotinamid kismi, bu anomerik karbon atomuna iki yonde eklenebilir.
Bu iki olas1 yap1 nedeniyle, bilesik iki diastereomer olarak bulunur. Organizmalarda
bulunan NAD" B-nikotinamid diastereomeridir. Bu niikleotidler, 5 'karbondan iki
fosfat grubunun bir kopriisii ile bir araya getirilir [72]. Metabolizmada bilesik, redoks
reaksiyonlarinda iki hidrojen atomunun tepkime maddesinden (R), bir hidrit iyonu
(Hp) ve bir proton (H +) seklinde uzaklastirilmasinda rol oynar. Proton, ¢ozelti iginde
birakilirken indirgeyici RH2 oksitlenir ve NAD?*, hidritin nikotinamid halkasina
aktarilmasiyla NADH'ye indirgenir (Sekil 2.3).

ADP ADP
Rib” Rlb/
ll|+
| x Indlrgenme r
7 Yukseltgenme
H NH H H NH-»

NAD' + H + 2e- =——> NADH

Sekil 2.3: Nikotinamid Adenin Diniikleotidin redoks reaksiyonlar1 [72].
Hidrit elektron ¢iftinden bir elektron, NAD + 'in nikotinamid halkasinin pozitif yiiklii
azotuna aktarilirken ikinci hidrojen atomu, bu nitrojenin karsisindaki C4 karbon
atomuna aktarilir [73]. NADH bir bagka molekiilii indirgediginde ve NAD™’a yeniden

oksitlendiginde reaksiyon kolayca geri cevrilebilir. Bu koenzimin tiim formlari
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higroskopik ve suda ¢oziinebilir olan beyaz amorf tozlardir [74]. NAD + ¢6zeltileri, 4
°C' de ve notral pH'ta yaklagik bir hafta boyunca renksiz ve stabildirler. Ancak asitler
veya alkaliler i¢inde hizla ayrisirlar ve bunun sonucunda enzim inhibitorii olan tirlinler
olustururlar [75]. Hem NAD * hem de NADH, adeninden dolay1 ultraviyole 15181
absorbe eder. NAD’1n absorbsiyon piki 259 nm’de iken NADH’1n 339 nm’dedir [76].
Yiiksek dalga boylarinda koenzimlerin okside ve reddiikte formlar1 arasindaki
absorpsiyon yelpazeleri ¢ok farklidir. NAD * ve NADH ayrica floresan 6zellikleri
acisindan da farkliik gosterir [77]. NADH proteinlere baglandiginda floresan
sinyalinin 6zellikleri degisir, bu nedenle bu degisiklikler enzim kinetigi ¢alismalarinda
yararli olan ayrilma sabitlerini 6lgmek i¢in kullanilanilir [77, 78]. Ayrica floresan
ozelliklerdeki bu degisiklikler, floresan mikroskobu yoluyla yasayan hiicrelerin redoks

durumundaki degisiklikleri 6l¢mek i¢in de kullanilir [79].

2.3.2 NAD" biyosentezi

NAD?" iki metabolik yolla sentezlenir: Birincisi amino asitlerden yeni {iretim yoluyla
NAD™ sentezlenmesi, ikincisi ise 6nceden olusmus bilesenlerin kurtarma yolaklarinda
geri doniistimii yoluyla NAD™ sentezlenmesidir. Buna en basit 6rnek Nikotinamidin

NAD"’a doniismesidir.

2.3.2.1 De novo yolagi

Cogu organizma, NAD™yi basit bilesenlerden sentezler [80]. Bazi reaksiyonlar
organizmalar arasinda farklilik géstermesine ragmen bir amino asitten gelen kinolinik
asidin (QA) tretilmesi ortak bir 6zelliktir. Bu aminoasit, hayvanlarda ve bazi
bakterilerde triptofan (Trp) iken bazi bitkilerde ise aspartik asit (Asp)’dir [81, 82].
Kinolinik asit, bir fosforiboz pargasinin transferi ile nikotinik asit mononiikleotide
(NaMN) doniistiiriilir. Bir adenilat pargasi daha sonra nikotinik asit adenin
diniikleotidi (NaAD) olusturmak iizere transfer edilir. Son olarak, NaAD igerisindeki
nikotinik asit kismi, nikotinamid adenin diniikleotidi olusturan bir nikotinamid (Nam)
kismima amitlenir [80]. Diger basamaklarda ise NAD", NAD™"1 fosforlayan NAD"
kinaz ile NADP*'ye doniistiiriiliir [83]. Cogu organizmada bu enzim, fosfat grubu
kaynagi olarak ATP kullanir.
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2.3.2.2 Kurtarma (Salvage) yolag

Bu yolakta, basit amino asit 6nciillerinden yeni NAD" iiretilmesinin yani sira, hiicreler
pirimidin baz1 igeren bilesikleri geri doniistiirmek yoluyla da NAD" iiretilir. Salvage
yolaginda; nikotinik asit (NA), nikotinamid (Nam) ve nikotinamid ribozid (NR) olarak
adlandirilan ti¢ vitamin 6nciisii kullanilir [84]. Diyetle alinan ya da hiicresel NAD*’nin
sindirimi ile iiretilen bu bilesikler B3 veya niasin olarak adlandirilirlar. Kurtarma
yollarinda bulunan enzimlerin bir kismi1 hiicre ¢ekirdeginde yogunlagmistir [85]. De
novo yolunun varligina ragmen, kurtarma reaksiyonlar1 insanlarda mutlaka bulunmak
zorunda olup niasin yoniinden zay1f diyetin sonucunda pellagra olarak bilinen vitamin
eksikligi hastaligi olusur [86]. NAD" i¢in bu yiiksek gereklilik, koenzimin stirekli
translasyon sonras1 modifikasyonlar gibi reaksiyonlarda tiiketilmesiyle sonuglanir.
NAD™nin redoks reaksiyonlarindaki oksitlenmis ve indirgenmis formlar1 arasindaki

dongii ile koenzimin genel seviyesi degismez [84].
2.3.3 NAD""1n oksidorediiktaz baglanmasi

NAD"in metabolizmadaki ana rolii, dehidrogenazlar yada rediiktazlar olarak da
bilinen oksidorediiktazlar ad1 verilen biiyiik bir enzim grubu tarafindan katalize edilen
reaksiyonlarda bir molekiilden digerine elektronlarin aktarilmasidir. NAD" / NADH' 1
baglayan birgok farkli enzim ailesi bulunmakla birlikte bu aileler Rossmann
katlanmas1 olarak bilinen yapisal bir ortak motif igerirler [87]. Motif, bu yapinin
niikleotid baglayict proteinler icinde ne kadar yaygin oldugunu ilk fark eden bilim
adam1 olan Michael Rossmann'dan adin1 alir [88].

NAD?, bir oksidorediiktazin aktif yerine baglandiginda koenzimin nikotinamid halkasi
diger substrattan bir hidriti kabul edebilecek sekilde konumlandirilir. Enzime bagh
olarak hidrit verici, Sekil 2.4’de tanimlandigi gibi diizlemsel C4 karbonunun
"istiinde" veya "altinda" olacak sekilde konumlandirilir. Enzime gore degigsmekle
beraber, sekilde goriildiigii tizere, hidrit vericisi diizlemsel C4 karbonunun bulundugu
diizlemin “altinda” ya da ‘“lizerinde” yer alir. A sinifi oksidorediiktazlar atomu
yukaridan aktarirken B sinifi enzimler asagidan aktarir. idrojeni kabul eden C4
karbonu prokiral oldugundan, enzim mekanizmalar1 hakkinda bilgi vermek i¢in enzim
kinetiginde kullanilabilir. Bu, bir enzimin hidrojenler i¢in siibstitiiec edilmis déteryum

atomlarina sahip bir substrat ile karistirilmasiyla yapilir. Boylece enzim hidrojen
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yerine doteryumu aktararak NAD™’1 azaltir. Bu durumda, bir enzim NADH"n iki

stereoizomerinden birini tiretebilir [89].

H O
(_?— | = NH,
0=P—0 N
o)
0
OH OH NH,
N x
N
%
o 0
OH OH

Sekil 2.4: NAD*’1n oksidorediiktaz baglanmasi (Diyagramda, hidrit alicis1 C4 karbonu
ustten gosterilmistir. Nikotinamid halkasi, sagdaki karboksi-amid ile sayfanin
diizleminde bulundugunda; hidrit verici, sayfanin diizleminin "listiinde" veya "altinda"

yer alir. Eger hidrit transferi "yukarida" ise A smifi, "asagida" ise B siifidir) [89].

Proteinlerin iki koenzimi de baglamadaki benzerligine ragmen hemen her zaman
NAD* veya NADP" i¢in yiiksek diizeyde bir 6zgiilliik gosterirler [90]. Bu 6zgiilliik,
ilgili koenzimlerin farkli metabolik rollerini yansitir ve iki tip koenzim baglayici cebin
farkli amino asit rezidiilerinden olustugunun gostergesidir. Ornegin, NADP'ye baglh
enzimlerin aktif bolgesinde, bir bazik amino asit yan zinciri ve NADP+ 'nin asidik
fosfat grubu arasinda bir iyonik bag olusur. Tersine NAD-bagimli enzimlerde, bu

cebin yiikii tersine ¢evrilir ve NADP+ 'nin baglanmas1 engellenir.

2.4 NAD" Bagimh Format Dehidrogenaz Enzimleri

60 yildan fazla bir zaman 6nce kesfedilen FDH iizerine yapilan ¢aligsmalar 1970’lerde
hizlanmis, enzimin genellikle mayalarda, bakterilerde, bitkilerde ve mantarlarda
bulundugu goriilmiistiir. Metilotrof mikroorganizmalarin enerji tedariginde ve
bitkilerde stres cevabinda 6nemli rol oynayan FDH, bitkilerin mitokondrisinde
bulunmakta ve stres olusturan sartlarin artmasiyla biosentezi artmaktadir. NAD'-
bagimli FDH, format anyonunun karbon diokside (COz) yiikseltgenmesini, NAD*’nin

NADH’a indirgenmesini katalizler. FDH enzimi 2-hidroksi asit dehidrogenaz
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siiperfamilyasina aittir. Bu siiperfamilyadaki enzimler dordiinciil yapilarinda, prostetik
grup bulundurmalarinda ve substrat Ozgiilliikklerinde cesitlilik gosterirler. FDH
enzimleri kompleksliklerine gore 3 sinifa ayrilirlar; ilk iki grup kompleks dordiinciil
yapidadir ve molibden, selenyum, demir gibi agir metallerle ¢alisir. Aralarindaki tek
fark ise birinci FDH smifinin NAD*-bagimsiz iken ikinci FDH sinifinin NAD™’yi
kofaktor olarak kullanmasidir. Ugiincii smif ise en basit enzimlerden olusur (EC
1.2.1.3, NAD"-bagimli FDH); koenzim olarak sadece NAD™ gerektirir ve prostetik
grup ya da metal iyonuna gereksinim duymaz [91-94].

2.4.1 Format Dehidrogenaz enziminin katalitik ézellikleri

NAD*-bagimli FDH enzimlerinin ¢ogunun Michaelis Menten tarzi kinetigi vardir.
Aktif bolge merkezleri birbirinden bagimsiz ¢alisir ve genellikle iki-substrath
reaksiyon mekanizmasina sahiptirler ve yapiya 6nce NAD* ardindan format baglanir.
Substratlardan birinin baglanmasi, digerine olan afiniteyi (enzimin ilgisini) 3.5 kat
arttirir. Katalitik mekanizmasi, hidrid iyonunun substrattan NAD"’nin nikotinamid
kismindaki C4 atomuna dogrudan transferi ile gerceklesir. Cesitli organizmalarda
yapilan FDH c¢alismalari, benzer kinetik 6zellikler gostermektedir. Tiim enzimlerin
format (3 mM -10 mM) ve NAD* (35 uM -90 uM) igin ¢ok yakin Km degerleri
olmakla birlikte rekombinant FDH enzimleri de bunlardan c¢ok az farklilik
gostermektedir. Cogu NAD'-bagimli FDH enzimlerinin NAD’ye agirt 6zgilliga
vardir ve NADP™’yi koenzim olarak kullanmazlar. Bu duruma tek istisnai durum,
Pseudomonas FDH enziminin ¢ift koenzim 6zgiilliigidiir. FDH enzimleri, genis pH
araliklarinda ¢alisabilmelerine ragmen yliksek sicakliklarda inaktivasyon riski tasirlar.
Bu enzimler, pH 6.0- pH 9.0 degerleri arasinda reaksiyon katalizleyebilirler ve (birkag
istisna diginda) 50 °C-60 °C araliginda aktivitelerinin yarisini1 koruyabilirler [93,95].

2.4.2. Format Dehidrogenaz enziminin yapisal 6zellikleri

NAD*-bagimli FDH enzimleri prostetik grup ya da metal iyonu bulundurmaz.
Okaryotik organizmalardaki ve bazi metilotrof bakterilerdeki enzimin molekiiler
agirhg 70 kDa ve 100 kDa arasi degisir. NAD*-bagimli FDH enzimleri genelde
homodimer hélindedir, her bir dimer formu hem NAD* hem de formata yiiksek
derecede 6zgiilliik gosterir. NAD™ baglanma bolgesi ve katalitik bolge olmak tizere

kimyasal olarak 6zdes ikiser alt birimden olusurlar [95] (Sekil 2.5).
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FDH enziminin yapisina dair énemli bir 6zelligi asir1 derecede simetrik olmasidir.
Rossman katlanmasi temel yapisal birimidir ve her iki alt birimi de bu katlanmay1
icerir. D-06zgiil dehidrogenaz ailesinin bagka {iyelerinde de benzer yapilarin
bulunmasiyla, simetrik organizasyonlarin bu proteinlerin temel bir 6zelligi oldugu
ogrenilmistir [96]. Tiim FDH enzimleri yapisina gore iki ayri kategoride incelenebilir;
bakteri ve bitkideki FDH enzimleri ilk grubu, maya ve mantardaki enzimler de ikinci
grubu olusturur. FDH enzimleri olduk¢a korunmus bir yapiya sahip olup ayni grup
icindeki enzimlerde homoloji neredeyse %80-85 iken farkli gruptan iki enzim arasinda
ise en az %50-55"tir. Cesitli kaynaklardan elde edilen FDH sekanslar1 kiyaslandiginda,
tiim rezidiilerin (71 rezidii) neredeyse %20’sinin korunmus oldugu ve ayrica katalitik
amino asitlerle beraber yapisal kararliliga katki saglayan amino asitlerde yaklagik %95
sekans homolojisi bulunmustur [97]. FDH enzimlerinin format 6zgilliigi ¢ok
yuksektir ¢linkii aktif bolgenin geometrisi ve 6zellikle de substrat kanalinin yapisi
formattan biiyiik baska bir molekiiliin aktif bolgeye girmesini engeller. Lineer veya
diizlemsel inorganik anyonlar, ancak formata (substrat) ya da CO2’ye (liriin)
benziyorlarsa etkili birer inhibitor olabilirler. Substrat yapisindaki kiikiirt yerine
oksijen yerlestirilmesi gibi kiigiik bir degisiklik bile enzim aktivitesinin kaybina yol
acabilir [96]. Candida boidinii FDH (CboFDH) enziminin katalitik 6nemi olan amino
asit rezidiileri Pro97, Phe98, Ile122, Asn146, Alal198 (veya Gly198), Gly200, Gly203,
Arg284, GIn313 ve His332 rezidiileridir. NAD baglanma bdlgesi (Asn119 ve Ser313
rezidiileri —-CboFDH), dehidrogenaz ailesi {iyelerinde yayginlikla goriilen Rossman
katlanma yapisin1 gosterir. Katalitik bolge de diger rezidiiler tarafindan olusturulur ve
flavodoksine benzer topolojisi vardir. Bu bdlgeler birbirine iki uzun heliks ile baghidir
(H6 ve H15) [92]. NAD" baglanma bolgesindeki konservatif “parmak izi” sekansi
GXGXXGX17-18D(E) FDH yapisina 6zgiildiir. Bu sekansin sonundaki negatif yiiklii
Asp (CboFDH’de D195, pseudomonas sp. psFDH’de D221 veya Glu (E)), NAD*-
bagiml dehidrogenazlar icin NADP" yerine NAD" 6zgiilliigiinii saglamak adina
biiyiik 6nem tagir. Hem CboFDH hem de pseFDH yapilarinda benzer dimer
organizasyonu vardir. Sadece pseFDH enziminde “parmak 1z1” sekansinin ilk rezidiisii
olan Gly yerine Ala gelmistir ve CboFDH enziminin sekansinda, ti¢lii Gly ve katalitik

Asp rezidiileri arasinda fazladan bir Lys rezidiisii (K189) bulunmaktadir.
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Sekil 2.5: CboFDH enziminin NAD baglanma ve Kkatalitik bolgesi (CboFDH
enziminin (5DN9) A’da 6zdes iki zincirden olustugu gosterilmistir. B’de ise alfa
heliksler ve beta tabakalardan olugan ikincil yap1 gosterilmistir. Enzim kristalinde
NAD molekiilii, Azit(mavi) ve Klor bagli bulunmaktadir (SDN9)).

Kofaktor ile yapilan hidrojen baglarinda rol alan rezidiilerin ¢ogu korunmustur ve
bunlar her iki tiirlin enziminde de benzer konformasyonlarda yer alirlar. Bu “parmak
1z1” sekansindaki her Gly rezidiisii doniisiin gerginliginde 6zel role sahip olup olmanin
yaninda bu pozisyondaki protein iskeleti, amino asit rezidiisii ve diniikleotid arasindaki
sterik engeli 6nler. Bir diger 6nemli rolii ise zincir ile heliks aras1 diizgiin bir etkilesim
kurup heliks H9’un S6 zincirine siki yerlesimini saglar [92]. CboFDH enziminin
rezidiilerinden Asp282 ve Ser313, nikotinamid halkasiyla temas kurarken; Argl74
rezidiisi de NAD"daki “fosfat linker’a baglanir. Ayrica His232 ile Tyrl96
rezidiilerinin de Adenin halkasiyla etkilesime gectigi diisiiniiliir. Ilave olarak, CboFDH
enziminin Asp195 ile GIn197 rezidiileri NAD-ribozomun fosfat gurubu ile etkilesimde
bulunur ve Tyr194 ile Tyr196 da hidrofobik kiime olusturur (bu da farkli pozisyon ve
cevrede Adenin halkasini stabilize edebilir) [92].
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2.4.3 Format Dehidrogenaz enziminin molekiiler mekanizmasi

Pek ¢ok rezidii NAD*-bagimli FDH enziminin katalitik reaksiyonunda onemli rol
oynar. Yapisal caligmalarla bulunan FDH aktif bolgesi Sekil 2.6’da gosterilmistir. Son
yillarda yapilan ¢alismalar, FDH molekiiler etki mekanizmalarinin dogrulanmasina
odaklanmis olup bunun i¢in bdlgeye yonelik mutasyon yoluyla aktif bolge rezidiileri
veya zemin ve gecis seviyelerinin molekiiler dinamigi incelenmektedir [96]. Format
iyonu Arg284, Asnl46 ve lle122 rezidiileriyle hidrojen bagi yaparak aktif bolgenin
merkezinde tutulur. Thr282, Asp308, Ser334, Gly335 rezidiileri ile yapilan pek ¢ok
hidrojen bagi ile trans pozisyonda sabitlenen karboksamid grubunun diizlem disi
hareketi ve “biikiilmesi” (twist) ile NAD" C4N pozisyonunda uygun sekilde
konumlanir ve aktive edilir. His332 substrat baglanmasinda rol alir ve GIn313 ile
yaptig1 hidrojen bagi sayesinde protonsuz halde hapsolur. Ayn1 zamanda GIn313
rezidiisiiniin konumu 1ki yanindaki prolinlerle sabitlenmistir. FDH’in aktif bolge
merkezindeki iki hidrofobik duvar, reaksiyon esnasinda olusan konformasyonel
degisim sonucunda reaktantlarin iizerine bastirilir. Bu duvarlardan biri Vall50 ve
1202 rezidiilerinden olusur ve NAD piridin halkasinin bir yiiziine hidrofobik gevre
saglar. Diger duvar ise Pro97 ve Phe98 rezidiilerinden olusur ve substrat baglanma
cebini olusturur [96]. Aymi zamanda, zemin seviyesinin (ground state)
destabilizasyonuna veya gecis seviyesinin (transition state) stabilizasyona sebep olan
etkilesimler, FDH enziminin katalitik mekanizmasmin itici giicii olarak
diistinilmiistiir. Reaktanlarin zemin seviyesinin hidrofobik duvarlar vesilesiyle
pertiirbasyonu ve ndtr NADH’1n Val150 ile [1e202 araciligiyla stabilizasyonu buna bir
ornektir [96].
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Sekil 2.6: FDH aktif bolgesi [96].

2.4.4 NAD" bagimh Format Dehidrogenaz enziminin pratikte kullanimi

Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ilag Idaresi recetelerine gore, ilaglarda kullanilan
tiim kiral bilesiklerin optik saflig1 % 99'dan daha yiiksek olmalidir. Enzimatik olmayan
reaksiyonlarin enantiosensivitesi kontrol edilemediginden, zirai ilag endiistrisinde
enzimatik reaksiyonlarin kullanilmasi tercih edilir [98]. Genellikle 6nemli bilesiklerin
sentezinde tim enzim smiflar1 kullanilmakla beraber o6zellikle dehidrogenazlar
asimetrik sentez i¢in idealdirler [99,100]. Fakat Dehidrogenazlar aktivite varliklari igin
kofaktdr veya koenzim varligma ihtiya¢c duyduklarindan sadece dehidrogenazlar
iceren prosesler asimetrik sentezde ekonomik kar saglamaz [101]. Bu nedenle bu
enzimler ana reaksiyonu gerceklestirecek enzimin yaninda pahali kofaktorlerin geri
dontstiiriilmesini (rejenerasyon) saglayacak sekilde ikinci enzim olarak siklikla tercih
edilirler [102,103]. Pek ¢ok dehidrojenazin; Fosfid Dehidrogenaz [99], Glutamat
Dehidrogenaz [100] gibi NADH rejeneratorii olarak kullanilabilmesinin yaninda
ozellikle FDH enzimleri ¢oklu rejenerasyonlarda kullanilirlar. Farmasdotik
calismalarda; C.boidinii ve Pichia pastoris kaynakli NAD'-Bagimli FDH
enzimlerinin; Tip2 Diyabet tedavisinde [104], depresyon tedavisinde [105], kolestreol
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diizenlemede [106] ve Rinoviriis gibi antiviral tedavide [107] kullanilan baz1 ilaglarin
ara Uriinlerinin sentezinde NADH kofaktor rejenerasyonunda basarili sonuglar verdigi
bildirilmistir. Enzimler reaksiyonlar1 katalizleyen biyomolekiiller olduklarindan ayni
zamanda pek cok hastaligin rutin tanisinda da enzim reaksiyonlardan faydalanilir.
NAD*-Bagimli FDH enziminin farmasétik alanlarda kullanimin disinda bazi
hastaliklarin rutin tanisinda da kullanilabilirligine dair ¢aligmalar mevcuttur. Metanol
zehirlenmelerinde, metanoliin toksik metaboliti formik asit anyonu olan formatin
saptanmasinin tanida hizli ve kesin sonu¢ verdigi bildirilmistir [108]. Metanol
karacigerde alkol dehidrogenaz tarafindan formaldehite ardindan FDH tarafindan hizla
formik asite yiikseltgenir [109]. Fizyolojik pH’ta formik asit, format ve bir hidrojen
iyonuna ayrisir. Format, idrar, plazma, serum gibi biyolojik sivilarda dl¢iilebildiginden
FDH enziminin varliginda tiretilen NADH miktar1 spektrofotometrik olarak dlciilerek
zehirlenmenin kolaylikla tespit edilebildigi gosterilmistir [110,111]. Yapilan baska bir
calismada ise Oksalat iirelitiyazisin tanisinda FDH enziminin kullanilabildigi
bildirilmistir. iki reaksiyonlu gerceklesen bu reaksiyonda analizden once oksalat
izolasyonuna gerek duyulmadigi, metodun rutin laboratuvarlarda tercih edilebilecegi
rapor edilmistir [112-115]. Yapilan bir bagka calismada ise; FDH enziminin, diinya
genelinde yaygin olarak goriilen ve cinsel yolla bulagan Trikomonas vajiniti (TV)’ nin
tanisinda, hastadan alinan vajinal 6rnekteki formatin saptanmasinda kullanilabilecegi

bildirilmistir [116].

2.5 Protein Miihendisligi

Fermante edilmis gida iiretiminde binlerce yildir mikroorganizmalar ve enzimler dogal
olarak kullanilmaktadir. Ancak dogal olarak olusan biyokatalizérlerin kullanimu,
diisiik stabilite veya aktivite ve asirt endiistriyel kosullarda substrat veya koenzim
0zgilliigliniin olmamasi ile engellenir. Bu yiizden dogal biyokatalizorlerdeki bu tiir
problemlerin {istesinden gelebilmek igin protein miithendisligi araglar1, dogal olmayan
endiistriyel ortamlar altinda enzimlerin performansini arttirmak i¢in kullanilmaktadir.
Protein miihendisliginin iki ayri stratejisi olan rasyonel tasarim ve ydnlendirilmis
degisim, su anda stabiliteyi veya aktiviteyi arttirmak, substrat ve koenzim spesifitesini
degistirmek i¢in mevcuttur [117]. Genel olarak rasyonel tasarim, yapisal bilgiye ve
enzimin islev/yapi iliskisine dayanir. Onceden belirlenmis rezidiilerdeki degisiklikler

bolgeye yonelik mutagenez ile gergeklestirilir. Yonlendirilmis degisim ise enzimlerin
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yapisal bilgisini gerektirmez. Yaklasim, dogal degisim ve secilime dayanmaktadir.
Enzimin istenen ozelligini elde etme, rastgele mutagenezden ve/veya enzimin gen
rekombinasyonundan sonra yiiksek-kapsamli tarama (high-throughput screening) ile
saglanir. Cesitli yoOnlendirilmis degisim araclariyla mutant kiitliphanelerin
olusturulmasi ve bir se¢im veya tarama metodolojisi gelistirilmesi, yonlendirilmis
degisim yaklasiminin ¢ok kritik noktalaridir. Her iki stratejinin de endiistriyel
uygulamalar i¢in enzim optimizasyonunda biiyiikk bir potansiyeli ve farkl
avantajlarinin olmasimin yaninda bazi siirlamalar1 da vardir. Rasyonel tasarim,
enzimin yapisal ve katalitik mekanizmalar1 hakkinda temel bilgilerimizi gelistirmesine
ragmen, enzim yapisi- fonksiyon iliskisinin karmasikligi uygulamayi sinirlandirir.
Bunun yaninda, rastlantisal mutagenez veya gen rekombinasyonu yoluyla inaktif
enzimler olusturarak ve verimsiz bir tarama yontemi gelistirerek, yonlendirilmis
degisim uygulamalar1 engellenir. Ancak hem rasyonel tasarimi hem de yonlendirilmis
degisimi kullanan kombinasyon stratejileri, bu stratejilerin sinirlarini basarili bir

sekilde atlatabilir ve bir enzimin 6zelliklerini artirabilir [117-119].
2.5.1 Rasyonel tasarim

2.5.1.1 Bolgeye yonelik mutagenez

Bolgeye yonelik mutagenez (Site-directed mutagenez) yoluyla rasyonel tasarim,
enzimin yapi-fonksiyon baglantisina iliskin bilgiye dayanan en erken ve en yaygin
kullanilan protein miihendisligi yaklagimidir. Bu strateji; protein yapisi, 3D protein
yapis1 veya homoloji modelleme verileri araciligiyla, yeni 6zellikleri ve hatta yeni
proteinleri tasarlamay1 amaclamaktadir. Gegmisten giliniimiize kadar enzim 6zgiinligii
ve aktif bolge ikamesi bilgileri 15181nda, enzim aktivitesi {izerine bir¢ok basar1 elde
edilmistir [119, 120]. Yapisal homolojiye dayanan baska bir yonlendirilmis yaklasim
ise, enzim mekanizmasini veya substrat/kofaktor Ozgiinliiglinii degistirmek icin
kullanilmigtir [121-124]. Bolgeye yonelik yapilan mutagenez, enzimin kinetik ve
fonksiyonel ozelliklerini arttirabilir. Ancak mutagenezin dogrulanmasi i¢in, mutant
enzimlerin saflagtirilmasi1 gerekliligi, mutantlarin her bir tiirii igin pahali ve pratik

olmayabilir [118, 119].
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2.5.1.2 Yonlendirilmis degisim (rasyonel olmayan tasarim)

Yonlendirilmis molekiiler degisim veya in vitro degisim, laboratuvarda dogal degisimi
taklit etmenin genel stratejisini tanimlamak i¢in kullanilan genel bir terimdir ve protein
mutantlarinin (varyantlarin) tiretilmesi ve istenen fonksiyonlarin se¢imi i¢in ¢esitli
tekniklerden olusur [120, 125, 126]. Ilk olarak 1970'lerde kesfedilen ydnlendirilmis
degisim, giiclii bir teknoloji olarak ortaya ¢ikmis ve endiistri, akademi ve tip alaninda
genis bir uygulama alan1 bulmustur. “Yonlendirilmis degisim” in ilk ¢alismalarinda,
niikleik asitlerin in vitro degisimi gerceklestirilmistir [127]. Birkag yil sonra ise
molekiiler diizeyde proteinlerin in vitro miihendisligi i¢in degisim konsepti
uygulanmistir. Yakin zamanda metabolik yollar, viriisler veya bakteriyel genomlar
gibi daha karmagik konular i¢in yOnlendirilmis degisim stratejileri uygulanmuistir.
Prosediir bir hedef biyomolekiilii, metabolik yolu, organizmay:1 veya istenen bir
fenotipik hedefi belirleyerek baslar. Rastgele mutagenez ve/veya gen rekombinasyonu
gibi geleneksel degisim stratejilerini taklit eden yoOntemlerle c¢esitli mutantlar
olusturulur. Kiitiiphane icinde istenen ozelliklere sahip bireyleri tanimlamak igin,
yiiksek verimli bir tarama veya se¢im yontemi kullanilir. Gerekirse, se¢ilen mutantlar
dongiiniin ikinci turunda ebeveynler olarak kullanilabilir ve fenotipik hedefe ulasilana
kadar siire¢ tekrarlanir. Cesitliligin binlerce, hatta milyonlarca yil sonra elde
edilebildigi dogal degisimden farkl olarak, yonlendirilmis degisim kullanarak, birkag
hafta gibi ¢ok daha kisa bir siirede anlamli bir ¢esitlilik olusturulabilir ve segilebilir.
Ancak, bagarili bir sekilde yonlendirilmis degisim i¢in asagidaki gibi tanimlanan bazi
sartlar vardir: i. Istenen fonksiyon fiziksel olarak miimkiin olmalidir. ii. Fonksiyon
ayrica biyolojik veya degisimsel olarak da uygulanabilir olmalidir. iii. Nadir faydali
mutasyonlari igerecek kadar kompleks olan mutant kiitiiphaneleri olusturmak miimkiin
olmalidir. iv. Istenen islevi yansitan hizli bir gdsterim veya se¢im gereklidir [128].
Cesitliligin baslangic gen (ler) ine dahil edilmesi i¢in ¢esitli stratejiler mevcuttur ve
bunlar genel olarak iki sinifa ayrilabilir; rekombinatif olmayan tasarim ve rekombinant
tasarim. Bu tasarimlar, 200'den az varyant ile on binlerce varyant arasinda
kiittiphaneler olusturmaya kadar wuzanabilir. Rekombinant olmayan yontem,
siibstitiisyonlar, delesyonlar ve insersiyonlar1 olusturmak i¢in gelistirilmis in vitro
rastgele mutagenezden olusur. Rekombinatif yontem genellikle homolog veya
homolog olmayan gen rekombinasyonundan olusur ki bu, iki veya daha fazla DNA

seridi arasinda genetik materyal bloklarinin degisimini ifade eder [117, 119, 125].
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2.5.1.2.1 Rekombinatif olmayan tasarim

Rekombinant olmayan tasarim, nokta mutasyonlari yoluyla molekiiler ¢esitliligi
tiretmek icin nispeten basit ve popiiler yontemler olan birkac rastgele mutagenez
stratejisinden olusur. Bunlar siibsitisyonlar, delesyonlar ve insersiyonlar olusturmak
i¢cin gelistirilmistir. Erken yontemler DNA zincirine zarar vererek, érnegin kimyasal
mutajenler veya ultraviyole 1sinlama ile muamele yoluyla bir hedef gende, nokta
mutasyonlarini yaratmay1 icerir. Bu yontemler verimsizdir, ¢linkii in vivo olarak
gergeklestirilirlerse ciddi hiicre hasarina neden olabilirler. Rastgele baz c¢ifti
stibstitlisyonlar1 da, DNA polimerazin yanilabilirliginin avantajlarin1 kullanan, Hata
Egilimli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) (error-prone PCR) ile iiretilebilir. Bu
metod en basit ve en popiiler yonelimli degisim araglarindan biridir. Ancak protein
seviyesinde ¢esitlilik yaratma yetenegi sinirhdir ¢linkii PZR reaksiyonlarinda
kullanilan DNA polimerazlar ¢esitliligi sinirlayan mutasyonel sapmalara (bias)
sahiptir. Ayrica mutasyon orani diisiiktiir, genel olarak 1000 baz ¢ifti i¢in sadece 1-3
mutasyon vardir. Bu diisiik mutasyon frekanslar1 sinirli ¢esitlilik ve diisiik {iriin verimi
ile sonuglanabilir [117, 119, 125, 129]. Hata Egilimli PZR (Error-prone PCR)
mutagenezinin sinirlamalari, doygunluk mutagenezi veya sekans doygunlugu
(saturation) mutagenezi (SeSaM) yontemleri ile asilabilir. Doygunluk mutagenezi;
tiim olas1 amino asitlerin, dnceden belirlenmis bir rezidiide veya ilgili proteindeki
korunmus bir dizi rezidiide rastgele yer degistirmesini icerir. SeSaM, her bir niikleotid
pozisyonunda bir DNA sekansin1 evrensel bir baz kullanilarak randomize edebilen

yakin zamanda ifade edilmis bir yontemdir [126, 129].
2.5.1.2.2 Rekombinatif tasarim

Homolog ya da homolog olmayan gen rekombinasyonuna dayanan rekombinant
tasarim, iki ya da daha fazla DNA seridi arasinda genetik materyal bloklarinin
degisimini ifade eder. Esas olarak iki gruba ayrilabilen gen rekombinasyonunda birinci
grup rekombinasyon, yiiksek dizi 6zdesligi olan iki gen arasinda meydana geldigi
homolog rekombinasyonu kapsar. ikinci grup ise, az sayida veya hig sekans dzdesligi
olmayan iki DNA sekansi arasinda rekombinasyonun meydana geldigi homolog
olmayan rekombinasyonu kapsar [130]. Homolog rekombinasyon stratejisi, maternal
ve paternal kromozomlart germ hiicre DNA'sinda yeniden diizenleyen genetik

materyalin “cinsel” rekombinasyonunu taklit eder. Bu tiir rekombinasyon, bir
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popiilasyondaki genetik varyasyonu arttirir, bu fikir araciliiyla, cesitlilik {iretimi
hedeflenir. Varyant kiitiiphane {iretimi icin rekombinant olmayan ydntemlerin
avantajlarina ragmen, enzim fonksiyonundaki en dnemli degisiklikler rekombinatif
yontemler kullanilarak olusturulmustur. DNA karmasi (DNA shuffling) halen DNA
rekombinasyonu icin en ¢ok kullanilan yontemdir. Kisaca DNA karmasi (DNA
shuffling) yontemi, DNA'nin DNase I kullanilarak rastgele parcalar halinde
parcalanmasini, ardindan bu fragmanlarin primersiz bir PZR ile tam uzunlukta bir gene
yeniden birlestirilmesini ve yan primerler varliginda, kiiciik miktardaki tam
uzunluktaki gen amplifikasyonu i¢in nihai standart PZR reaksiyonunu igerir.
Parcalanma ve yeniden birlestirme siirecleri, nokta mutasyonlarinin ortaya ¢ikmasina
neden olur ve bu mutasyonlar, mutant kiitliphanenin c¢esitliligine katkida bulunur [1,
3]. DNA shuffling yonteminin tanitilmasindan birkag¢ yil sonra, bu yontem cesitli
tiirlerden 1lgili genlerin bir aile rekombinasyonuna adapte edilmis ve aile karistirmasi

(family-shuffling) olarak adlandirilmistir [131].

2.5.2 Yari-rasyonel tasarim

Pratik deneyimler yonlendirilmis degisimin ve rasyonel tasarimin, biyokatalizorlerin
tyilestirilmesinde kayda deger degisiklikler yaratabilecegini gostermistir. Bununla
birlikte bu yontemlerin siirlamalar1 vardir [132]. Son zamanlarda yonlendirilmis
degisim yontemlerin, rasyonel enzim stratejilerinin unsurlart ile birlesimi bazi
sinirlamalart basarili bir sekilde ortadan kaldirmaktadir. Yari rasyonel yaklasimlarda
temel yapisal ya da islevsel bilgiler araciligiyla dnceden belirlenmis spesifik rezidiiler,
ozellikle doygunluk mutagenezi kullanilarak randomize edilir. Boylece pozitif sonug

veren “daha akill1” kiitiiphaneler olusturulur [133, 134].

2.5.2.1 Bolge doygunluk mutagenezi

Bolge doygunluk mutagenezi (Site saturation mutagenez (SSM)) teknolojisi, bir gen
dizisinde bir veya daha fazla hedef pozisyonda dnceden belirlenmis tiim olas1 amino

asit degisimlerini igeren mutant kiitliphanesi olusturmay1 saglayan bir yontemdir.
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Tablo 2.1: Protein miihendisligi stratejilerinin karsilastirilmast.

Rasyonel Tasarim  Yonledirilmis Yar1 Rasyonel
Degisim Tasarim

Yap1 Bilgisi Gerekir Gerekmez Gerekir
Mekanizmanin Gerekir Gerekmez Gerekir
Bilinmesi
Tarama ve Secilim Gerekmez Gerekir Gerekir
Yontemleri
Hassas Enzim Gerekir Gerekmez Gerekmez
Deneyleri

Yaklasim, her bir amino asit rezidiisii i¢in 32 veya 64 kodon varyanti iceren dejenere
primer setleri ile standart DNA amplifikasyonu kullanilarak genetik diizeyde
uygulanir. Sonunda belirlenen yerlerde tiim amino asit olasiliklarini igeren bir
kiitiiphane olusturulur. Bu teknik ile yapilan ¢aligmalar sonucunda diger yontemlere
kiyasla daha yiiksek substrat spesifikligi bulunmustur [135-139]. Bunlarin yanisira
bolge doygunluk ve rastgele mutagenez yaklagimlarinin kombinasyonu da, hedef

biyokatalizorlerin 6zelliklerini gelistirmistir [133].

2.5.3 Rekombinant DNA teknolojisi

Rekombinant DNA teknolojisi; yeni asilar ve farmasdtikler, yeni tedavi stratejileri,
teshis kitleri ve izleme cihazlar1 gelistirerek saglik kosullarinin iyilestirilmesinde
hayati bir rol oynamaktadir. Rekombinant DNA teknolojisinin ortaya ¢ikisi tibbi
genetik ve biyomedikalde, tibbi olarak yararli maddeler elde etmek igin
mikroorganizmalari, hayvanlar1 ve bitkileri modifiye ederek, ¢ok cesitli terapotik
tirlinlerin Uiretilmesini miimkiin kilmigtir. Genetigi degistirilmis bakteriler [140]
tarafindan {iretilen sentetik insan insiilini, eritropoietinin sentezi ve arastirma amacli
yeni tipte deneysel mutant farelerin liretimi saglikta genetik miihendisliginin 6nde
gelen orneklerinden bir kacidir. Benzer sekilde; atiklarin biyoyakitlara ve biyoetanole
dontistiiriilmesi, petrol sizintilarinin, karbonun ve diger zehirli atiklarin temizlenmesi
ve igme suyunda arsenik ve diger kirletici maddelerin tespiti gibi ¢evresel sorunlarin
istesinden gelmek igin genetik miihendisligi stratejileri kullanilmaktadir [141-143].
[k rekombinant DNA (rDNA) molekiilleri 1973 yilinda, Stanford ve California San
Francisco Universitesi’nden Paul Berg, Herbert Boyer, Annie Chang ve Stanley Cohen
tarafindan {retildi. 1975 yilinda yapilan Asimolar Konferansinda rDNA

molekiillerinin giivenli kullanimi tartisilmis ancak bu alanda tatminkar sonuglarin elde
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edilmesi uzun zaman almistir. Ozellikle hormonlarin, asilari, terapotik ajanlarin ve
tan1 araglarin gelistirilmesine yonelik ¢alismalar 1980’11 yillarin ortasindan itibaren
hiz kazanmigtir. Daha sonraki yillarda ise Rekombinant DNA teknolojileri sayesinde,
ek glikolizasyon bolgesi igeren sekanslarin ilavesiyle daha uzun etkili terapotik
proteinler gelistirilmis, gen terapisi ve genetik modifikasyon yaklagimlari ig¢in
vektorler ve kombine vektorler tasarlanmistir [144]. Cok ¢esitli rekombinant DNA

teknolojisi uygulamalar1 Sekil 2.7'de 6zetlenmistir.

Terapotik Urlinler Genetigi Degistirilmis Uriinler

Asilar Meyve
Blyume Hormonlari Sebze
Antikorlar Misir
Vektérler Mikroorganizma
Rekonbinant Proteinler Hayvan
Antikanser ilaglari

Rekombinant
DNA Teknolojisi
Tani Enerji Uygulamalan

Gen Terapisi Biohidrojen
CRISPR Bicetanol

Goriintiileme Cihazlari Biometanol

Terapdtik Stratejiler Biobutanol

Sekil 2.7: Rekombinant DNA teknolojisi uygulama alanlart.
2.5.3.1 Gen klonlama

Gen klonlama, canli organizmalarda gelismis ve arzu edilen 6zellikleri elde etmek icin
bir organizmanin disinda genetik materyalin istenilen organizmada kullanilacak
sekilde degisimlere tabi tutulmasi islemidir. Bu yontem ile farkli kaynaklardan elde
edilen DNA fragmanlar1 uygun vektorler vasitasiyla istenilen bagka bir gen bolgesine
aktarilir [145]. Organizmanin genomundaki manipiilasyon, bir veya birkag¢ yeni gen
ya da diizenleyici elementin eklenmesiyle veya rekombine edici genler ve elementler
yoluyla endojen genlerin ekspresyonunu azaltarak veya bloke ederek gergeklestirilir
[146]. Spesifik DNA dizisi elde etmek igin gen, uygun primerler kullanilarak PZR ile
cogaltilir. Ardindan DNA ligaz etkinligi ile istenilen vektdrde genin sabitlenmesi igin
fragmanlar birlestirilir. Daha sonra vektdor, DNA fragmaninin ¢oklu kopyalarim
tiretmek tizere konak¢1 organizmaya sokulur ve ilgili DNA fragmanini igeren klonlar
cesitli secilim yontemleri vasitasiyla toplanir [147]. Gen klonlamadaki basamaklar
Sekil 2.8’de gosterilmistir [148].
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Sekil 2.8: Gen klonlama basamaklari [148].

2.5.3.1.1 Klonlamada konak hiicrelerin se¢cimi

Teorik olarak miimkiin olan pek ¢ok gen manipiilasyon 6rnegine ragmen, endiistrideki
uygulamalar i¢in bazi teknik sinirlamalar halen devam etmektedir. Bunlardan en
onemlisi genetik haritalarin her zaman mevcut olmayisidir [149]. Hammaddeden
antibiyotikler gibi istenen {irline giden metabolik yollarin pek ¢ok durumda
netlestirilememis olmasi [150] ve doniisiim i¢in diizenlenecek genlerin sayisinin sinirl
tutulacak olmasi diger kisitlayict durumlardir. Bu sinirlamalar nedeniyle konakg¢inin
Ozelliklerinden 1yi bir sekilde faydalanmak i¢in uygun bir konake¢r sus dikkatlice
secilmelidir. Rekombinant proteinlerin iiretimi i¢in kullanilan konakgilar, basit
prokaryotik ve Okaryotik organizmalar (bakteriler, mayalar) olabilecegi gibi
transgenik bitkiler ve hayvanlar gibi ¢ok hiicreli organizmalar da olabilir. Konak
sisteminin se¢imi; gen Uriiniinlin boyutu, yapisi, stabilitesi ve biyolojik aktivite i¢in
post-translasyonel modifikasyonlar gibi bir¢cok faktore baglhidir. Ayrica olusacak nihai

iirtiniin {iretim verimi, maliyeti ve kalite 6zellikleri de dikkate alinmalidir [151].

2.5.3.1.2 Klonlama ve ifade vektorleri

Konak¢1 hiicrelerde replikasyon yapabilme oOzellikleriden dolayr viral DNA ve
plazmid DNA molekiilleri klonlama vektorleri olarak kullanilabilirler. Hiicre i¢inde
dairesel DNA molekiilleri olarak bulunan bakteriyel plazmidler kopyalama sayisina
gore distik ve yiiksek kopyalama sayili olarak genel olarak iki gruba ayrilirlar. Ancak
plazmidlerin transfer sekli, sikligi, antibiyotik direncliligi gibi baz1 6zelliklerine gore
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daha detayli bir siniflandirma da yapmak miimkiindiir. Plazmid vektor tasarimi igin
gerekli bazi 6zellikler asagidaki sekildedir:

- Bir plazmid vektorii olabildigince kiiciik olmalidir. Ciinkii konake¢r hiicrelerin
transformasyon verimliligi, plazmidin boyutu 15 kb iizerine ¢iktik¢a azalir.

- Plazmid vektorii 6zerk olarak ¢ogaltilmali ve istenen konakta sabit tutulabilmedir.

- Plazmid vektorii, maksimum sayida endoniikleaz kesim bolgesine sahip olmali ve

restriksiyon bolgesini DNA replikasyon bdlgesinde bulundurmamalidir.

- Plazmid vektoriinii transforme olmamis hiicrelerden ayirt etmek igin vektor,
secilebilir bir isarete sahip olmalidir. Bunun yaninda vektoriin, yabanci bir DNA
fragmaninin sokulmasiyla etkisiz hale getirilebilen ek bir genetik belirece sahip olmasi
istenir ki bu durum degistirilmis fenotip temelinde rekombinant plazmidlerin

taranmasina olanak saglar.

Klonlama ¢alismalarinda biyomateryallerin iiretiminin gelistirilmesi amaciyla
genellikle ¢oklu kopya plazmidleri gereklidir. Kopya sayisi olarak, tek bir bakteri
hiicresindeki bir plazmidin molekiil sayisi temel alinir. Kopya sayisi, plazmid
stabilitesini, yani hiicre boliinmesi sirasinda ratgele bdliinmeler meydana geldiginde
plazmidin akibetini belirler. Eger vektoriin kopya sayisi yapay olarak kontrol
edilebilirse bu vektor, endiistride daha da yararli olur. Bu gesit bir kontrol sisteminin,
belirli bir DNA segmentinin eklenmesi veya ¢ikarilmasiyla yapilabilecegi
bildirilmistir [152]. Bir ifade (ekspresyon) vektorii; ilgilenilen genden ayri olarak,
replikasyon kaynagi, antibiyotik direnci veya secilebilir bir belirte¢, promotor ve
transkripsiyon terminatorii veren geni igermelidir. Bu asamadaki en temel unsurlardan
bir tanesi ifade vektoriinii barindiran hiicrelerdeki plazmid kaybinin 6nlenmesidir. Bu
nedenle hem plazmid kaybinin 6nlenmesi hem de transformantin tanimlanmasi
amacityla antibiyotik direnci genleri kullamlir. Ifade vektdrlerinde yaygim olarak
ampisilin, tetrasiklin veya kanamisin direnci veren genler kullanilmaktadir. Ampisilin
direnci ¢gogunlukla sadece laboratuvar 6lgeginde kullanilir. Ciinkii B-laktamaz enzimi,
direnci veren ampisilini bozar ve boylece selektif baski birka¢ nesil hiicre
bliylimesinden sonra kaybolur. Plazmid kaybinin 6nlenmesindeki bir baska yaklasim,
esansiyel bir proteini kodlayan gende eksik olan mutasyona ugramis bir Escherichia
coli (E. coli) susunun kullanilmasidir. E. coli'de yiiksek diizeyde ekspresyon igin bir
takim gii¢lii promotorlar mevcuttur. Bir promotorun en 6nemli 6zelligi, siki bir sekilde
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diizenlenmis olarak asagi regiile edilebilme kabiliyetidir. Bu 6zellik 6nemlidir ¢linkii,
heterolog proteinin, bir promotora bagli olarak asir1 iiretimi, hiicre biiyiimesini
bozabilir. Bu nedenle yiiksek hiicre yogunluklar: elde etmek i¢in bir hiicre biiylime
faz1 sirasinda promotor baskilanir ve daha sonra yiiksek orandaki protein iiretimi
promotorun indiiksiyonu ile baslatilir. Laboratuvar olgekli iiretim i¢in lacl geninin
laktoz (lac) represorii tarafindan diizenlenen, izopropil b-Dtiyogalaktopiranosid
(IPTG) ile indiiklenebilir promotorlar yaygin olarak kullanilmaktadir. Bunlar lac
promotoru, lac-trp hibrid promotoru, tac ve triptofan (trp) promotorlaridir. IPTG ile
indiiklenebilen ve laboratuvar 6l¢ekli kiiltiirlerde en yaygin kullanilan ifade vektor
sistemi pET vektor sistemidir. pET vektorii, sadece T7 RNA polimeraz ile kopyalanan
ve bir lac promotorunun kontrolii altinda olan bir T7 promotoruna sahiptir. IPTG'nin
bu promotorlarin indiiksiyonu i¢in kullanimi, IPTG'nin maliyeti nedeniyle insan
terapotik proteinlerinin biiyiik 6lgekli iiretimi i¢in uygun olmayabilir. Laktozun, bazi
uygulamalarda lac promotorunun indiiklenmesi i¢in ucuz bir alternatif oldugu
gosterilmistir. Bunun yaninda biiyiik 6lgekli kiiltivasyonlar i¢in ya trp promotoru ya
da 1s1 kaynakli promotorlar yaygin olarak kullanilir. Trp promotoru, triptofanin aglig
veya b-indoleakrilik asit ilavesiyle baslatilir. Trp promotoru ile ilgili olasi bir sorun ise
indiiklenmemis kosullar altinda tamamen asag regiile edilmesinin zor olmasidir. Is1
ile indiiklenen promotora 6rnek olarak; PL (k), PR (k) ve lacl geninin mutasyonuyla
olusturulan termosensitif lac promotoru (TS) wverilebilir. Bu promotorlardaki
dezavantaj ise termal indiiksiyonun bozunmaya sebep olabilen 1s1-sok proteinlerinin
tiretimini de uyarabilmesidir. Tiim bunlarin yan sira; pH, oksijen seviyeleri, duragan
biiylime ve ozmolarite gibi ekim kosullar ile indiiklenebilen zayif ve orta derecede
promotorlar da mevcuttur [153]. Ek olarak, rekombinant proteinlerin saflagtiritlmasini
kolaylastirmak i¢in vektdrler tizerinde kolaylikla uygulanabilecek c¢ok sayida farklh
afinite flizyon sistemi gelistirilmistir. Bir afinite-fiizyon sistemi secgerken, tiim
sistemlerin kendi 6zelliklerine sahip oldugunu ve tiim uygulamalar i¢in tek bir sistemin
ideal olmadigin1 hatirlamak énemlidir. Ornegin, gen iiriiniiniin salgilanmas: istenirse,
sekrete edilebilir bir afinite etiketine sahip bir sistemin segilmesi gereklidir. Eger gen
liriinlinlin denatiire kosullar altinda saflastirilmast gerekiyorsa, bu kosullar altinda
baglanabilen bir etiketi olan bir sistem secilmelidir (Or: polihistidin afinite etiketi).
Polihistidin etiketi, inkliizyon cisimcikleri olarak birikmis gen {riinlerinin

saflagtirilmasi i¢in uygundur. Clinkii fiizyon proteini uygun bir denatiire edici ajan ile
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¢oziindiiriilmesinden sonra bir immobilize-metal-iyon-afinite-kromatografi (IMAC)
kolonuna dogrudan uygulanabilir. Polihistidin afinite etiketinde ek bir avantaj ise PZR
teknikleriyle bir hedef proteine kolayca genetik olarak birlestirilebilmesidir. Hedef
proteinin denatiire edilmedigi eliisyon kosullar1 ile bir afinite flizyon sisteminin
se¢ilmesi de onemlidir. Laboratuar 6lgeginde afinite fiizyon yontemleri ¢cok giicliidiir
ve gen lrilinlerinin kolay ve hizli tek adimli saflastirilmasi i¢in yaygin kullanima

ulagmustir.

2.5.3.1.3 Kesim enzimleri

Optimal kesim (restriksiyon) enzimlerini segmek icin birkag kriter dikkate alinmalidir.
I1k olarak, kesim enzimleri i¢in baglanma bolgeleri, vektdr igindeki bir coklu klonlama
bolgesinde (MCS) ideal olarak mevcut olmalidir. Alternatif olarak vektor dizininizde
promotdriin asagi akisinda bulunabilirler. Kesim enzimleri sadece bir DNA dizisi
igerisinde bir kesim alanini hedeflemelidir. Cift veya ¢oklu kesim enzimleri, vektor
islemini yapmalidirlar. Belirtilmelidir ki ¢ift veya ¢oklu kesim enzimleri, bir DNA
dizisi tizerinde iki veya daha fazla kesim bolgesine sahiptir. Vektoriin iki veya daha
fazla kesiciyle kesilmesi, iki 6zdes ucun olusmasina sebep olur. Boyle bir durumda,
insert kaseti her iki ucunda ayni kesim enzim bolgelerini icermelidir. Insert ve vektor
fragmanlar bir ligasyon deneyinde karistirildiginda, insert ya dogru yonde (baslangic
kodonundan kodonu durdurmaya) veya tersine (durma kodonundan kodon
baslatmaya) vektorle kaynasabilir. Olusabilecek bir baska durum ise vektor
fragmaninin, insertii hi¢ icermeden kendi iizerine katlanmasiyla dairesel bir yapi
olusturmasidir. DNA, kesim enzimleri ile inkiibe edildikten sonra bir alkalin fosfataz
enzimi kullanilarak vektor plazmidinin 5 " ve 3 " uglarinin defosforilasyonu kendinden
ligasyon riskini biiyiik lglide azaltabilir. Bu nedenle fragman ligasyonundan sonra bu
ti¢ lirlin i¢in bir klonlama tirtiniiniin (sag yonlendirme, ters yonlendirme, self-ligasyon)
taranmasi onemlidir. Ayrica daha yliksek klonlama etkinligi olan yapiskan (sticky end)

DNA fragmanlarinin kullanilmasi tavsiye edilir.

Kesim enzimleri, yapiskan u¢ kesim enzimleri (sticky-end-cutter) ve kiit u¢ (blunt-

end) kesim enzimleri olarak ayrilirlar. Yapiskan u¢ kesim enzimleri, tamamlayici

yapiskan uglar olusturan asimetrik DNA'y1 ayirir. Tersine, kiit u¢ kesim enzimleri ise

simetrik olarak ¢ikintt birakmadan diziyi keser. Kiit u¢ kisimlar1 klonlamak daha
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zordur. Yine de daha yiiksek bir insert/vektdr molar orani (5 veya daha fazla) ve % 10
polietilen glikol (PEG) kullanimu, kiit parcalarinin ligasyonunu kolaylagtirabilir. Bazi
kesim enzimleri ise metile DNA'y1 kesmez. E. coli suslarinin ¢ogu, DNA sekanslarini
metilleyen Dam veya Dcm metilazlart igerir. Bu onlar1 metilasyona duyarli kesim
enzimlerine kars1 direngli yapar. Bununla birlikte bazen metilasyona duyarl bir kesim
enziminin izosizomeri metilasyona direnglidir. Ornegin, Acc651 enzimi duyarlidir,
izosizomeri kpnl metilasyona direnglidir. Izosizomerler, ayn1 niikleotit sekanslarini
tantyan kesim enzimleridir. Metilasyona duyarli restriksiyon enzimleri kullanmaktan
baska secenek kalmazsa, vektor DNA'sinin kendi — dem— E. coli suslarinda
hazirlanmas1 gerekir. Metilasyon ile ilgili bilgiler ve kesim enzimlerinin duyarlilig1
genellikle iiretici tarafindan saglanir. Ayrica kesim enzimlerinin tam iglevselligi ig¢in
gerekli olan tamponlarin ayni olmasi klonlamay: kolaylastirir. Bu durum, zaman

tasarrufu saglamasinin yaninda saflagtirma sirasinda DNA kaybini azaltir [154].

2.5.3.1.4 Ligasyon ve transformasyon

Ligasyon isleminde, kesim enzimleri ile kesilmis klonlama vektorii ve DNA fragmenti
DNA ligaz enzimi ile bir araya getirilir. DNA tamiri ve ikilesmesinde rol oynayan
DNA ligaz enzimi, iki DNA molekiiliinii birlestirebilen 6zel bir enzim tipidir. DNA
ligazlar ya normal E. coli bakterilerinden ya da T4 bakteriyofaji ile enfekte edilmis E.
coli bakterilerinden izole edilirler. Vektor/insert DNA konsantrasyonlari uygun
oranlarda olmazsa ligasyonun etkinligi diiser. Vektor/insert DNA tavisiye edilen
oranlar; 1:1, 1:5, 1:10 seklindedir. Reaksiyon icin gerekli enerji Adenozin Trifosfat
(ATP) veya NAD kofaktorlerinin fosfat baginin kesilmesi ile elde edilir. Geride kalan
Adenozin Monofosfat (AMP) molekiilii, enzimdeki lizin kalintisi ile baglanir ve DNA
molekiiliindeki 5° ugtaki fosfat, lizine bagli AMP’deki 5’ ugtaki fosfatla etkileserek
pirofosfat bag1 olusturur. Kopuk DNA zincirinin 3'-OH grubu, 5" uctaki pirofosfat
grubuna saldirarak AMP’nin serbest kalmasina sebep olur ve DNA zincir uglarini

birlestirir. Zincirler arasinda fosfodiester bagi olusur [48].

Transformasyon, ekzogenik DNA'nin bagka bir hiicrenin kromozomuna girip hiicre
genetigi ile biitlinlesmesi olarak tanimlanir. Bu islem esnasinda plazmid kendiliginden
hiicre icerisine giremeyeceginden transforme olacak olan hiicre membranlar1 6nceden
diizenlenir. Bu diizenlenme, transforme olacak kompetent hiicrelerin kalsiyum kloriir

(CaCl2 ) muamelesi ile gergeklesir. Bunun yaninda CaClz muamelesi genel olarak
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Gram-negatif bakteriler i¢cin daha etkili iken maya formlar1 i¢in diger metal iyonlarinin

daha fazla etkili oldugu bildirilmistir [153].

2.5.4 Biyoinformatik analiz

Disiplinler arasi bir bilim alani olan biyoinformatik, biyolojik verileri analiz etmek ve
yorumlamak ig¢in biyoloji, bilgisayar bilimi, bilgi miihendisligi, matematik ve
istatistikleri birlestirir. Biyoinformatigin yaygin kullanimi, genetik ve genomik alanda,
genomlar1 ve gézlemlenen mutasyonlari siralamak ve agiklamak seklindedir. Bunun
yaninda niikleik asit ve protein dizileri igerisindeki ilkeleri anlamaya caligir; gen
ekspresyonu, protein ekspresyonu ve bunlarin regiilasyon analizinde rol oynar.
Deneysel molekiiler biyolojide, goriintii ve sinyal isleme gibi biyoinformatik teknikler,
biiyiik miktarlarda ham verilerden faydali sonuglarin ¢ikarilmasina olanak saglar.
Daha biitlinciil bir diizeyde, sistem biyolojisinin dnemli bir pargast olan biyolojik
yollar1 ve aglar1 analiz etmeye ve kataloglamaya yardimc1 olurken; yapisal biyolojide,
DNA, RNA, proteinlerin yanmi sira biyomolekiiler etkilesimlerin simiilasyonuna ve

modellenmesine yardimei olur [155].

Protein yapi tahmini, biyoinformatigin 6nemli bir uygulamasidir. Bir proteinin,
birincil yap1 olarak adlandirilan amino asit dizisi, kodlayan gen iizerindeki diziden
kolaylikla belirlenebilir. Pek ¢ok durumda bu birincil yapi, kendi dogal ortaminda
yapmin saptanmasina olanak saglar. Bu yapinin bilgisi, proteinin fonksiyonunun
anlasilmasinda hayati 6neme sahiptir. Yapisal bilgiler genellikle ikincil, {igiinciil ve
dortlii yapilardan biri olarak siniflandirilir. Biyoinformatikteki temel fikirlerden biri,
homoloji kavramidir. Biyoinformatigin genomik dalinda, bir genin fonksiyonunu
tahmin etmek i¢in homoloji kullanilir: eger islevi bilinen gen A dizisi, fonksiyonu
bilinmeyen gen B dizisine homologsa, bu B'nin A ile benzer isleve sahip olabilecegi
durumunu ortaya c¢ikarir. Biyoinformatigin yapisal dalinda, bir proteinin hangi
kisimlarimin yap1 olusumunda ve hangi kisimlarinin diger proteinlerle etkilesimde
oldugunu belirlemek i¢in homoloji kullanilir. Homoloji modellemesi adi verilen bu
teknik, protein yapilarini giivenilir bir sekilde tahmin etmenin tek yolu olmaya devam

etmektedir.

Biyoinformatik arastirma ve uygulamalari igin veritabanlar1 oldukga gereklidir. Cesitli

bilgi tiirlerini kapsayan bir¢cok veri tabani vardir: 6rnegin DNA ve protein dizileri,
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molekiiler yapilar, fenotipler ve biyogesitlilik veritabanlari, ampirik verileri (dogrudan
deneylerden elde edilmis), tahmin edilen verileri (analizden elde edilen) veya en
yaygin olarak her ikisini de igerebilen veritablart mevcuttur. Belirli bir organizmaya,
yola ya da ilgilenilen molekiile 6zgii olabilirler. Alternatif olarak, diger birgok veri
tabanindan derlenen verileri de igerebilirler. Biyoinformatik analizlerde en fazla
kullanilan veri tabalari: Genbank, UniProt (biyolojik sekans analizlerinde); Protein
Data Bank (PDB) (yapisal analizlerde); InterPro, Pfam (protein ailelerinin ve
motiflerinin analizinde); KEGG, BioCyc (metabolik yolak analizlerinde); GenoCAD
(sentetik ve genetik devre tasariminda) seklindedir. Biyoinformatik i¢in yazilim
araglari, basit komut satir1 araglarindan, daha karmasik grafiksel programlara ve ¢esitli
biyoinformatik sirketlerinden veya kamu kurumlarindan temin edilebilen bagimsiz
web servislerine kadar uzanmaktadir (Bioconductor, Bioperl, Biophyton, BioJava,
BioJS, BioRuby, Bioclipse, EMBOSS, NETBIio, Orange). SOAP ve REST tabanli
arayiizler, diinyanin bir yerinde bir bilgisayarda calisan bir uygulamanin diinyanin
diger bolgelerindeki sunuculardaki algoritmalar, veriler ve bilgi islem kaynaklarimi
kullanmasina izin veren ¢ok ¢esitli biyoinformatik uygulamalar: i¢in gelistirilmistir.
Temel avantajlari, son kullanicilarin yazilim ve veritabanina ait bakim ve ytikleriyle
ugrasmadan analizlerini yapabilmelerine olanak saglar. Temel biyoinformatik
hizmetleri, EBI (Avrupa Biyoinformatik Enstitiisii) tarafindan {i¢ kategoriye ayrilir:
SSS (Sirali Arama Hizmetleri), MSA (Coklu Sirali Hizalama) ve BSA (Biyolojik Dizi
Analizi) [156].

Biyoinformatik analizlerde kullanilan veritabanlari ve arayiizler sayesinde elde edilen
verilerin goriintiilenmesinde 3D (iic boyutlu) yazilim programlart kullanilmaktadir.
Protein yapilarinin goériintiillenmesinde en ¢ok kullanilan yazilim programlari: PyMol,
UCSF Chimera, Swiss-PDB Viewer, YASARA Viewer, ICM-Browser, Visual
Molecular Dynamics (VMD) ve Crystal Studio seklindedir. 3D yazilim programlari
sayesinde gorsellestirilen datalar ile proteinin birincil yapisinda yer alan aminoasitlerin
simiilasyonlar1 elde edilmis olur. Ozellikle proteinin aktif merkezinde yer alan
aminoasitlerin 6zellikleri o protein hakkinda detayli bilgi edinmemize olanak saglar.
Aminoasitler hiicrenin birincil yapi taglaridir. Aminoasit, adini iki birincil fonksiyonel
grubundan alir. Aminoasitler, alfa karbon olarak adlandirilan bir merkezi kiral karbonu
ve buna bagli olarak bir hidrojen atomu, bir amino (NH2) grubu, bir karboksilik asit

(COOH) grubu ve degisken bir yan zincir olan R grubu tagirlar [157]. Aminoasitlerin
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amino ve karboksilik asit gruplar1 arasinda kurulan peptit baglar1 sayesinde polipeptit
zincirler olusur (Sekil-9). Amino asitler, amino grubunun karboksil grubuna goére
bulundugu pozisyona bagli olarak alfa-, beta- ve gama-amino asit olarak
adlandirilirlar. Protein yapisinda bulunan standart aminoasitlerin fonksiyonel gruplari
olan COOH ve NH2gruplari ayni alfa karbona bagl olduklarindan a-aminoasit olarak
adlandirilirlar (Sekil 2.9).

Amino grubu Karboksil grubu
H H
H\ | //O H\ I //O
N—C-—C N—C-—C
H I “on H” | DNoH
H * H
R |O H| R
He 1 el 1 ,4°
N—C—=C—N+~C~-—C
R HY I NoH
a-karbon 7 ST i H
e Peptid bagi +H.0

Sekil 2.9: a-Aminoasitlerin genel yapisi [157].

Ancak, ikincil yapi, omurga hidrojen baglama etkilesimlerinden gelir. Alfa heliks ve
beta tabakalarin ikincil yapisi, karbonil iizerindeki kismen negatif oksijen ile nitrojen
lizerindeki kismen pozitif hidrojen arasindaki hidrojen bagindan gelir. Ikincil yapilarin
sahip oldugu spesifik acilar ise Ramachandran diagramu ile temsil edilebilir. Buna gore
proteindeki sterik etkilerin izin verdigi fi ve psi agilarinin donme agilart birbirlerine
kars1 grafikte yerlestirilerek proteinin konformasyonu hakkinda bilgi edinilmis olunur.
Dogada bulunan 300 civarinda aminoasitin 22 tanesi standart aminoasit olarak bilinen,
DNA tarafindan kodlanan ve uygun tRNA antikodonlar1 bulunan aminoasitlerdir. 22
tane aminoasit ¢esitli kombinasyonlar olusturacak sekilde biraraya gelerek enzim,
hormon, antikor, kas, Orlimcek agi, mantar zehiri vb. yapilar1 olustururlar.
Aminoasitlerin farkli yan zincirleri, farkli karakterlere sebep olur. Bu ozellikler,
hidrofilik, hidrofobik, polar, non-polar, pozitif yada negatif yiikli olmak yada
aromatik halkaya sahip olmak seklinde olabilir. Bu o&zellikler protein yapist ve
protein-protein etkilesimleri i¢in énemlidir. Suda ¢6ziinebilir proteinlerde, hidrofilik
yan zincirler su ile temas halindeyken, hidrofobik rezidiiler (Leu, Ile, Val, Phe ve Trp)
ise proteinin ortasina gémiilii olma egilimi gosterir [158]. Pozitif yiiklii molekiillere

baglanmas1 gereken proteinler, glutamat ve aspartat gibi negatif ytiklii amino asitlerle
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zengin yiizeylere sahipken; negatif yiiklii molekiillere baglanan proteinler, lizin ve
arginin gibi pozitif yiiklii zincirlerle zengin yiizeylere sahiptir. Prolin yan zinciri,
etrafinda donen ve ana amino grubuna geri baglanan 3-karbonlu bir zincirdir. Sadece
tic CH2 grubuna sahip oldugundan, polar olmayan bir hidrofobik yan zincir olusur. Bu
da ana dongiide bir ¢ikint1 olusturur ve prolin i¢eren bir zincirin lineer olmasina izin
vermez, bu da onu genellikle protein doniislerinde ve bir a-heliksin sonunda
bulacagiiz anlamina gelir [159]. Sistein incelenecek olursa hafif polar bir S-H yan
zincirine sahip oldugundan polaritesi yumusaktir. Bu ytlizden suyla diizgiin bir sekilde
etkilesime giremez. Proteinlerin dogal korformasyonlarini kararli halde tutan
kuvvetler aminoasitlerin birbirleri ve ortam ile yaptiklar1 kovalent olmayan
etkilesimler ve kovalent bir bag olan distiilfid baglaridir. Kovalent olmayan baglardan
hidrojen baglari, her bir peptid baginin C=0 ve N-H gruplar1 ve polar yan zincirlerin
elektronegatif gruplari arasinda olusur. Hidrofobik aminoasitler yan zincirlerinin
katlanmasiyla beraber proteinlerin i¢ kismina yerlesirler ve burada kovalent olmayan
hidrofobik etkilesimler meydana gelir. Bu sekilde serbest enerjiyi diisiirerek kararliliga
katki saglarlar. Ayn1 sekilde Van der Waals etkilesimler de hidrofobik etkilesimler
arasinda yer alarak stabiliteye katki saglarlar. Bir diger kovalent olmayan
etkilesimlerden iyonik etkilesimler ise zit yiikli R gruplarmma sahip aminoasitler
arasinda bag kurarak stabiliteye katki saglarlar. Cogu yan zincir etkilesimleri arasinda
polar / yiiklii etkilesimler veya polar olmayan Van Der Waals ve Londra dagilimi
bulunur. Bununla birlikte, sistein yan zinciri, 2 siilfiir atomu arasinda yan zincir
oksidasyonu ve 2 hidrojen atomunun ¢ikarilmasi yoluyla kovalent bag yapan bir
distilfid kopriisii olusturabilir. Bu kovalent bag, standart iiclinciil ve kuaterner
etkilesimlere kiyasla ¢ok daha gii¢lii ve daha kalicidir. Bunun yant sira, lizim, arginin
ve histidine pozitif yan zincirli amino asitler iken, Aspartat ve Glutamat negatif yan
zincirli amino asitlerdir ve bunlarda kendi aralarinda kovalent olmayan tuz kopriileri
olusturma kapasitesine sahiptir. Alanine, iz6l6sin, 10sin, metiyonin, fenilalanin gibi
polar olmayan ve hidrofobik aminoasitler protein i¢ine gomiilmeyi tercih ederler.
Cogu protein molekiilii, ¢oziicii ile erisilemeyen hidrofobik bir ¢ekirdege ve cevre ile
temas halinde olan bir polar ylizeye sahiptir. Hidrofobik amino asit rezidiileri ¢ekirdegi
olustururken, polar ve yiiklii amino asitler tercihen molekiiliin yiizeyini kaplar ve
hidrojen baglar1 olusturma yetenekleri nedeniyle c¢oziicii ile temas halindedir.

Olusacak bir hidrojen bagi igin, iki elektronegatif atom (6rnegin bir alfa sarmalinda
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amid N ve karbonil O) durumunda ayn1 hidrojen ile etkilesime girmelidir. Proteinlerde
esasen H-baglar1 olusturabilen tiim gruplar (hem ana zincir ve hem de yan zincir,
rezidiilerin ikincil bir yap1 iginde veya bagka bir tip yapida olup olmadigindan
bagimsiz olarak) genellikle birbiriyle veya su molekiillerine H baghdir. Elektronik
yapilari nedeniyle, su molekiilleri 2 hidrojen bagini kabul edebilir ve 2 bagista bulunur,
bdylece ayni anda toplam 4 hidrojen bagina girer. Su molekiilleri, proteinlerde ana
zincir ve yan zincir gruplar ile hidrojen baglar1 yaparak ve hatta farkli protein
gruplarini birbirine baglayarak protein yapisinin stabilizasyonunda da rol oynayabilir
[160]. Ek olarak, suyun, ligandlarin proteinlere baglanmasinda, polar veya yiiklii yan
zincir veya ana zincir atomlari ile ligand etkilesimlerine aracilik ettigi siklikla bulunur.
Bir hidrojen bagimin enerjisinin, verici ile alic1 arasindaki mesafeye ve aralarindaki

actya bagl olarak 2-10 kcal / mol araligindadir [161].

Birgok protein, proteinlerindeki amino asitlere ek kimyasal gruplar eklendiginde, bir
dizi translasyon sonrasi modifikasyona ugrar. Bazi degisiklikler hidrofobik
lipoproteinler, veya hidrofilik glikoproteinler iiretebilir. Bu tip bir modifikasyon, bir
proteinin bir membrana geri doniisiimlii olarak hedeflenmesini saglar. Ornegin, bazi
sinyal proteinlerinde yag asidi palmitik asidin sistein kalintilarina eklenmesi ve
cikarilmasi proteinlerin baglanmasina ve daha sonra hiicre zarlarindan ayrilmasina

neden olur [162].

Bolgeye yonelik mutagenez ile aminoasitlerin degisimi, genellikle polar olmayan
aminoasitlerin yerine polar ya da yiiklii aminoasitlerin degistirilmesi yada yan zincir
gruplarinin daha uzun ya da daha kisa hale getirilmesi seklinde yapilir. Boylece
enzimin substrat ve koenzim molekiillerine olan afinitesinin arttirilmasi hedeflenir.
Ornegin, fenilalanin aminoasidi valin aminoasidine degistirildiginde fenilalanine ait
halkanin ortadan kaldirilarak koenzime yer agmasi hedeflenebilir. Ya da valinden
treonine yapilan degisim bir CHs grubunu OH ile degistirerek polar olmayan yan
zinciri polar hale getirir ve boylece koenzim veya substrat ile affinitesinin artmasi
beklenebilir. Bagka bir 6rnek olarak da var olan bir a-heliksin bozulmasi istendiginde
secilen herhangi bir aminoasidin yerine prolin yada glisin eklenmesi sarmal yapinin
kirilmasin saglayabilir. Yapilacak olan bu degisiklikler 6zellikle aktif bolgeye yakin

olmal1 veya ilgili bolgeye etki edebilecek mesafede bulunmalidir.
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2.6 Dairesel Dikroizm (CD) Spektroskopisi

Dairesel Dikroizm (CD) Spektroskopisi, 1960'lardan beri proteinlerin ve peptidlerin
yapilarmi incelemek igin kullanilan giiglii bir yontemdir. Ozellikle rekombinant
teknikler kullanilarak elde edilen veya dokulardan saflastirilan proteinlerin, ikincil
yapisinin ve katlanma 6zelliklerinin hizli bir sekilde belirlenmesi i¢in miikemmel bir
aragtir. Bu yontem ile birkag saat iginde fizyolojik tamponlarda 20 pg veya daha az
protein igeren ¢ok sayida Ornek lizerinde olglim ve analiz yapilabilir ancak X-151n1
kristalografisi veya Niikleer manyetik rezonans (NMR) ile elde edilebilen rezidiiye
spesifik bilgi elde edilemez. CD spektroskopisinin uygulamalar1 farkli alanlarda
kategorize edilebilir: (i) proteinlerin ve niikleik asitlerin konformasyonel
degerlendirmeleri, (ii) biyomolekiillerin katlanmasi ve acilim termodinamiginin
belirlenmesi, (iii) asimetrik biyomolekiillerin (6rnegin; protein-protein etkilesimleri,
protein-DNA etkilesimleri, protein-ligand etkilesimleri ve DNA-ligand etkilesimleri)
etkilesimli ¢alismalar1 ve (iv) makromolekiillerin katlanmasi ve katlanma kinetikleri
[163].

Dairesel dikroizm, sol el ve sag el dairesel polarize 15181n esit olmayan emilimi olarak
tanimlamaktadir. Bir 151k demeti kendisine ve zamana bagli elektrik ve manyetik
alanlara sahiptir. Isik uygun prizmalardan gecerek polarize edilirse veya elektrik
alanini siizerse, E, tek bir diizlemde siniizoidal olarak salinacaktir. Onden bakildiginda
siniizoidal dalga, esit uzunluktaki biri saat yoniinde (ER) donen ve digeri tersine (EL)
donen iki vektdriin sonucu olarak gorsellestirilebilir (Sekil 2.10). iki dairesel polarize
dalga fiziksel varliga sahiptir [ 164]. Dalgalar birbirleriyle 90° faz farklidir ve Pockel'in
etkisini kullanan ¢esitli prizmalar veya elektronik cihazlar kullanilarak ayrilabilirler.
Simetrik molekiiller 1sikla etkilestiginde, dairesel polarize 15181 saga ve sola farkli
seviyelerde (bu nedenle dairesel dikroizm terimi kullanilir) emebilir. Ayrica iki dalga
icin farkli kirilma indisleri vardir. Isik dalgasinin diizleminin dondiiriilmesi, ER ve EL
vektorlerinin eklenmesi, bir elipsin izini siiren ve 15181n eliptik olarak polarize oldugu
sOylenen bir vektorle sonuglanir. CD; AE biriminde, ER ve EL'nin asimetrik bir
molekiil tarafindan absorbansindaki farklilik veya tanjantin, mindriin elipsin ana
eksenine orani olan ag1 olarak tanimlanan dereceli eliptiklik olarak rapor edilir. [0],

molar elips derece-Cm2 / dmol = 3298AE (157).
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Sekil 2.10: Dairesel Dikroizm (CD) spektroskopisi [155].

2.6.1 Protein ikincil yapisimin belirlenmesi

Protein ikincil yapisi, 'uzak ultraviole (UV)' spektral bolgesinde (190-250 nm) CD
spektroskopisi ile belirlenebilir. Bu dalga boylarinda sinyal, diizenli ve katlanmis bir
ortamda kromofor peptit bagi oldugunda ortaya ¢ikar. Peptit kromoforundaki en zayif
enerji gecisi, 210-220 nm'de gozlemlenen ve karbonilin O 'nun baglanmayan
elektronlarini igeren bir n—n* gegisidir. Bununla birlikte en gii¢lii enerji, n—n*
gecisi, karbonilin p-elektronlarini igerdigi icin, 190 nm merkezli bir absorpsiyon
bandidir. Bu nedenle gegislerin yogunlugu ¢ ve y burulma agilarina baglhdir. a-heliks,
B-tabaka ve rastgele sarim yapilarinin her biri, karakteristik bir sekle ve CD
spektrumunun biiyiikliigiine yol agar (Sekil 2.11). Teknik olarak, uzak UV CD
spektrumlar spektrumun bu bolgesinde yiiksek bir absorbansa sahip olmayan herhangi
bir tamponda 1 mg/ml ile 50 mg/ml protein igceren 20-200 ul soliisyon gerektirir
(ytksek dithiothreitol konsantrasyonlari gibi, 6rnegin histidin veya imidazol, uzak UV
bolgesinde kullanilamaz). Proteinlerin polipeptid omurgasina ait amidlerin
kromoforlar1 dizilerde hizalandiginda, optik transisyonlar1 “exciton” etkilesimleri
nedeniyle ¢oklu gegislere kaydirilir veya ayrilir. Sonucunda farkli yapisal elemanlarin
karakteristik CD spektrumlar1 ortaya ¢ikar. Ornegin, a-Heliks proteinler 222 nm ve
208 nm'de negatif bantlara ve 193 nm'de pozitif bir banta sahiptir. Iyi tanimlanmis
antiparalel B-tabakali olan proteinler ise 218 nm'de negatif bantlara ve 195 nm'de
pozitif bantlara sahipken, diizensiz proteinler 210 nm'nin iizerinde cok diisiik

eliptiklige ve 195 nm'ye yakin absorbanslarda negatif bantlara sahiptir.
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Sekil 2.11: CD spektroskopide protein ikincil yapilar1 [166].

Proteinlerin spektrumlari, yapilarina ¢ok bagh olduklarindan CD, bilinmeyen
proteinlerin yapisini tahmin etmek ve sicaklik, mutasyonlar, 1s1, denatiirantlar veya
baglanma etkilesimlerine bagli konformasyonel degisiklikleri izlemek igin
kullanilabilir [166-170].

Biyolojik molekiillerin uzak UV bélgelerindeki spektrumlari, amid gruplarinin n—p *
ve p—p * gecisleri tarafindan domine edildiginden ve polipeptit omurgalarinin
geometrilerinden etkilendiginden, bunlarin spektrumlar farkl: tipteki ikincil yapilar
yansitir (ve boylece ¢, v acilart mevcut). Tek bir molekiilde bulunan farkli tipteki
ikincil yapilardan kaynaklanan cesitli rezidiileri ¢ozmek i¢in analizler gelistirilmistir.
Genel olarak yontemler, a-heliks ikincil yapilar i¢in en dogru sonuglar1 saglar. Bunun
sebebi sudur: (1) a-heliks yapilar ¢cok diizenli olma egilimindedir, iyi tanimlanmisg o,
vy agilarina sahiptir ve dolayisiyla ¢ok benzer spektrumlar iiretirler. (2) a-heliks
bilesenlerin spektrumlar1 (6zellikle uzun a-heliks aminoasitler) ¢ok yogun CD
sinyalleri tiretir [171]. B-tabaka yapilar1 daha degisken olmaya egilimliyken, bitisik
ipliklerin hem paralel hem de antiparalel yonelimleri ve farkli kivrimlari nedeniyle, o,
vy agilart 6nemli dlgiide degismektedir. Ayrica B-tabaka yapilarmin negatif tepe
noktalari, a-heliksin negatif tepe noktalarinin sadece iigte biri kadar biiyiikliiglindedir.
Bunun bir sonucu olarak, bir protein eger biiyiik miktarda a-heliks ve kii¢iik miktarda
B-tabaka icerdigi zaman, ikisinin spektral katkisinin harmanlanmasi ve dolayisiyla

tiiretilmis B-tabaka i¢eriginin dogrulugunun oldukca diisiiktiir [172, 173].
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2.6.2 Termal stabilitenin belirlenmesi

Termal stabilite, spektrumdaki sicakligin arttirilmasiyla birlikte CD kullanilarak
degerlendirilir. Bazi durumlarda, uzak veya yakin UV CD bdlgesindeki tiim spektrum
cesitli sicakliklarda takip edilebilir. Alternatif olarak, protein yapisinin bazi spesifik
ozelliklerini izleyen tek bir dalga boyu segilebilir ve bu sicakliktaki sinyal daha sonra
sicaklik yiikseldikge siirekli olarak kaydedilir (Sekil 2.12). Cogunlukla ¢ozelti pH's1
ve sekerler, amino asitler veya tuzlar gibi katki maddelerinin termal stabiliteyi

degistirdigi dereceyi degerlendirmek i¢in kullanilir [164, 170].

A Dalga boyu

Sekil 2.12: CD spektroskopide termal stabilite (A: Dalga boyunun bir fonksiyonu
olarak CD spektrumlari, B: 222 nm’de sicakliga bagli CD spektrumlari, C:Sicakliga
bagli CD spektrumlarinin 3D goriintiisii) [164].

Proteinler katlandiginda siklikla karakteristik CD spektrumlar1 olan a-heliksler ve -
tabakalar gibi yiiksek asimetrik ikincil yapisal elemanlara sahiptirler. Proteinler
acildiginda, bu yiiksek sirali yapilar1 kaybederler ve CD bantlar1 degisir. Bazi
proteinler tamamen agilma egilimi gosterir ve ac¢ilmamis spektrumlari kisa bir
polipeptid karisimina benzemektedir. Diger proteinler ve polipeptidler sadece kismen
acilmakta ve "erimis globuler durumunda" 6nemli miktarda rezidii a-heliks igerige
sahip olabilmektedir. Karakteristik dalga boylarinda bir sicaklik fonksiyonu olarak
CD'deki degisiklikler, agilimin termodinamigini (degisme durumunu), yani, agilmanin
van't Hoff entalpi (AH) ve entropisini (AS), acgilma gecisinin (TM) orta noktas1 ve
serbest enerjisini (AG) belirlemek i¢in kullanilabilir. Agilimin gériinen TM'si, protein
konsantrasyonunun bir fonksiyonu olarak degistirilirse veya tuz veya pH'daki
degisikliklerle bozulursa, agilmadaki (ACp) 1s1 kapasitesi degisikligi de CD verisinden
tahmin edilebilir [169].
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2.7 Protein Modelleme

2.7.1 ONIOM (our own n-layered integrated molecular orbital and molecular

mechanics)

Hibrit yontemler, iki veya daha fazla hesaplama teknigini tek bir hesaplamada
birlestiren ve ¢ok biiyiik sistemlerin kimyasini yiiksek hassasiyetle analiz etmeyi
saglayan yontemlerdir [174]. QM/MM yontemleri olarak adlandirilan hibrit
yontemlerin ¢ogu, bir kuantum mekanigi (QM) yontemini bir molekiiler mekanik
(MM) yontemiyle birlestirir. ONIOM (kendi n-katmanli entegre molekiiler orbital ve
molekiiler mekanigi) melez yaklasim, herhangi bir sayida molekiiler orbital ve
molekiiler mekanigi metodunu birlestirebilir. Analiz edilecek molekiiliin bolgesi, bir
QM yontemi ile optimize edilirken, geri kalan kisim bir MM yontemi ile optimize
edilir. Boylece daha az zaman ve maliyetle tam geometri optimize edilebilir [175].

Hibrit metotlarin, bir araya getirdikleri degisik yontemler disinda bir farkliligi da QM
ve MM arasindaki kovalent etkilesime yapilacak uygulamanin kullanilan yonteme
gore degisebilmesidir. QM hesaplamalar1 sirasinda doymus olmasi gereken sarkan
baglar olusur. Bu sorunu ¢ézmek icin en basit yaklagim, baglant1 atomlarini (LA'lar)
kullanmaktir. Baglant1 atomlari, ikame ettigi sistemin parcasini taklit eden herhangi
bir atom olabilir ve genellikle hidrojen atomlar1 olarak kullanilirlar. Baglanti atomlari,
biiyiik bir oranda QM / MM uygulamalarinin yani sira ONIOM semasinda kullanilir.
Cesitli QM/MM yontemleri arasindaki ikinci ana fark, iki katman arasindaki
elektrostatik etkilesimin  yoOnetilme seklidir [176]. Elektrostatik etkilesimi
degerlendirmek i¢in iki farkli yaklasim kullanilir. Bu yaklagimlardan ilki olan klasik
veya mekanik gdmme yaklagiminda; elektrostatik etkilesim, MM kismi yiiklerinin,
QM Dbolgesindeki atomlara verilen kismi (nokta) yiiklerle etkilesimi olarak
degerlendirilir. Elektronik gdmme olarak adlandirilan ikinci yaklagimda ise, MM
bolgesinin yiik dagilimi QM bdlgesinin dalga fonksiyonu ile etkilesir. Sonug olarak,
elektrontatik etkilesimler, MM katmanindan gelen kismi yiiklerin, MM katmaninin
yiik dagilimina tepki vermesine izin vererek, QM Hamilton prensibine dahil edildigi
igin elektronik gomiilmede daha dogru bir sekilde tarif edilmektedir [176]. ONIOM
enerji ifadesi, geleneksel QM/MM yontemlerinin birlestirilmis Hamilton prensibinin

aksine, bir ekstrapolasyon mantigina gore yazilmistir:

ONIOM _ high

E'%%Real) + EMI(Model) — E"°"(Model)
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ONIOM'da, gercek sistem tiim atomlar1 igerir ve sadece MM seviyesinde hesaplanir.
Model sistemi, QM ve MM bdolgeleri arasindaki kovalent baglarin kesilmesinden
kaynaklanan baglarin sallanmasi igin kullanilan baglanti atomlar1 ile QM seviyesinde
muamele edilen sistemin pargasini icerir. Model sistemi i¢in hem QM hem de MM

hesaplamalar1 yapilmalidir [177].

2.7.2 MM kuvvet alanlar1 (AMBER)

Kuvvet alanlari, sistemdeki tiim baglar, acilar, dihedraller ve atom tipleri i¢in
parametrelerle tanimlanabilir. Molekiiler modelleme baglaminda; bir kuvvet alani,
molekiiler geometriyi yeniden iiretmek ve bir sistemin potansiyel enerjisini
tanmimlamak igin tasarlanmis denklemlerin ve ilgili sabitlerin bir koleksiyonunu ifade
eder. Kuvvet alan1 fonksiyonlar1 ve parametre setleri, hem deneysel ¢alismalardan hem
de yiiksek diizey kuantum mekaniksel hesaplamalardan elde edilir. Bir gii¢ alan1, bagh
terimler ve bagli olmayan terimlerden olusur. Bag germe, ac1 egme ve burulma agisi
bagl terimleri temsil ederken; van der Waals ve Coulomb kuvvetleri baglanmamis

terimleri temsil eder. Bir katki kuvvet alaninda toplam enerji:

Etotal = Ebaglanmis + Ebaglanmamis seklinde yazilabilir.

kovalent ve kovalent olmayan bilesenlerin katkilar1 asagidaki toplamlar ile elde edilir:
Ebaglanmis = Ebag + Eag1 + Edihedral (a)

Ebaglanmamis= Evan der Waals + Eelektrostatik (b)

Etotal = ¥ bondsE K142 kyi"hond B (ryi— 0 )72 + 3iangles= [1/2 kyilangle T ({11 — (0 )2
3 dihedrals=k,i'dihe [1 4 cos(nyi (4ji + 64i)] (C)

AMBER kuvvet alaninin islevsel formu; denklem (c) olarak gosterilen (a) ve (b)
denklemlerinin toplamidir [177-179]. Kuvvet, bu potansiyelin pozisyona gore
tiirevidir. Sistemde bulunan tiim kimyasal baglar, agilar ve dihedraller tarafindan
olusturulan baglanmis etkilesimler, sirasiyla, yukarida gosterilen denklemin ilk {i¢
terimiyle agiklanmaktadir. Ilk terim, kovalent olarak baglanmis atomlar arasindaki
enerjiyi temsil eder. Bu harmonik kuvvet, denge bag uzunlugunun yakininda iyi bir
yaklasim iken atomlar birbirinden uzaklastik¢a zayiflasir. ikinci terim, iki ardisik
kovalent bag arasindaki bir aginin degismesinden dolay1 enerjiyi temsil eder. Ugiincii
terim, bag sirasina (0rnegin ¢ift baglar) ve komsu baglara veya tek elektron ¢iftlerine
bagli bir bagin biikiilmesinin enerjisini temsil eder. Denklemin dordiincii terimi,
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sistemdeki her bir atom ¢ifti arasindaki van der Waals etkilesimlerini agiklar. Van der
Waals enerjisinin formu, denge mesafesi (10ij) ve kuyu derinligi (¢) kullanilarak
hesaplanir. Besinci terim atom giftleri arasindaki elektrostatik etkilesimleri temsil eder
ve Coulomb yasast kullanilarak degerlendirilir. Parametreler atomlarin tizerindeki
kismi yiiklerdir (qi ve qj). Kovalent olarak baglanmis iki atom arasinda veya kovalent
olarak baglanmis bir dizideki birinci ve ili¢lincii atomlar arasinda baglanmayan
etkilesimler hesaplanmaz, ciinkii bu etkilesimler 6nceden, bag germe ve ac1 bikkme

terimlerinde hesaba katilir [178].

2.7.3 Temel set (Basis)

Bir temel seti, molekiiler orbitalleri olusturmak i¢in kullanilan bir dizi fonksiyondur.
Hartree-Fock teorisini kullanan ilk kuantum mekaniksel hesaplamalarda; molekiiler
orbitaller, atomik orbitallerin lineer kombinasyonu ile hesaplanmistir. Molekiiler
orbitallerin, tek-elektron atomik orbitallerin toplami olarak tahmini bir kolaylik

e S Me,0) ile

saglamistir. Bu atomik orbitaller, tipik olarak, Snim(r,0,¢) = N
tanimlanan Slater-tipi orbitallerdir (STO). Burada N, radyal kisimda normalizasyon
faktoriinii, n orbitalin ana kuantum sayisini, € orbital iissii (orbitalin genisligini kontrol

eder) ve Ylm kiiresel harmonigi ifade eder. Bu orbitaller ayrica Sabc(X, Y, 2) =

Nxaybzce-f.:,r seklinde kartezyen koordinatlartyla da yazilabilir. Bu fonksiyonlarin,
kuantum sayilaria (n, 1, m) bagh oldugunu ve cekirdekten uzaklastikca iissel olarak
azaldigimi gorebiliriz. Bu tiir orbitallerin entegrasyon silirecinin zorlugu, bazi
tahminlere yol agmis ve {istel terimi exp (-(r2) olarak yazildiginda fonksiyonun, bir

Gauss tipi fonksiyon (GTO) olacag goriilmiistiir. Nxaybzcexp(-grz) Buna, bireysel

Gauss fonksiyonu denir. Gauss fonksiyonu ile elektron integralleri analitik olarak
¢oziilebilir. Gauss fonksiyonlarmin biiyiik r degerlerde Slater-tipi fonksiyonlardan
daha hizli bozulmalarinin disinda, yaklasim STO'lardan daha iyi olmakla beraber
integralleri ¢ozme siireleri uzundur. Bu problemi iyilestirmek i¢in Pople ve arkadaslari
minimal temel setini Onermistirler. Buna gore; ¢ok sayida atom igin sozlesmeli
GTO’lar1 olan STO'lar1 taklit etmeye yonelik optimal daralma katsayilar1 ve iisler
belirlenmistir. Bu yaklasimla, Gauss fonksiyonlarinin dogrusal bir kombinasyonu tek
bir fonksiyon olarak ele alnir. Ilkel Gauss fonksiyonlarinin bu dogrusal

kombinasyonu, sézlesmeli bir Gauss fonksiyonu olarak adlandirilir. Bu nedenle, bu tiir
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temel kiimelere STO-nG temel kiimeleri denir; burada n, 2'den 6'ya degisen tek bir
STO'yu taklit eden ilkel Gauss orbitallerinin sayisidir. Bu ilkel Gauss fonksiyonlarinin

sayis1 ne kadar yiiksek olursa, dogruluk da o kadar iyidir [174].

b 2
Sabe(x. y. 2) =N Y. i Xy 2" exp(-tr)

Gauss fonksiyonlarinin lineer kombinasyonlarinin bu toplami, hesaplamay1 ¢ok daha
kolay hale getirmis ancak minimalitede problem yaratmistir. Goriildigi gibi, ¢ekirdek
ya da degerlik olan her bir yoriinge tiirii i¢in tanimlanan yalnizca bir s6zlesmeli temel
fonksiyon vardir. Bir split-valence tabani, her bir ¢ekirdek atomik orbital i¢in sadece
bir sozlesmeli temel fonksiyonu ve degerlik (valence) atomik orbitaller i¢in ¢oklu
temel fonksiyonlar1 kullanir. Bu nedenle, bu tiir temel set tiplerine split-valence temel
seti denir. En basit split-valence temel seti Pople ve arkadaslari tarafindan olusturulan
Pople temel seti olarak adlandirilir ve X-YZG gosterimi kullanilir. Temel setleri,
polarizasyon fonksiyonlar1 ve dagmik (diffuse) fonksiyonlar olan iki fonksiyonla
degistirilebilir. Polarizasyon fonksiyonlari, sistemdeki herhangi bir agir atom i¢in daha
yiiksek agisal momentum orbitallerini ekler ve bu ek, dalga fonksiyonunun
polarizasyonuna izin vererek elektronlara esneklik saglar. Dagmik fonksiyon ise;
anyonlari, zayif etkilesimleri, yalniz ¢iftleri olan sistemler i¢in yararli bir fonksiyondur
ve orbitallerin daha genis alanlari isgal etmesine izin verir. Dagmik fonksiyona sahip
temel setler, elektronlarin ¢ekirdege nispeten ¢cok uzak oldugu sistemler i¢in 6nemlidir.
Kuantum kimyasal hesaplamalar i¢in bir temel set se¢imi ¢ok dnemli olup daginik ve

polarizasyon fonksiyonlarinin eklenmesiyle hesaplamalar gelistirilir [177].

2.8 NAD* Bagimh Format Dehidrogenaz Enzimi ile Tlgili Protein Miihendisligi
Calismalan

Endiistriyel degeri yliksek FDH enziminin katalitik mekanizmasini aragtirmak, termal
stabilitesini arttirmak ve koenzim ve substrat spesifitesini degistirmek igin tiirlerden
elde edilen FDH’ler {izerinde protein miihendisligi calismalar1 yapilmistir.
Homodimerik FDH'nin stabilite ve katlanma mekanizmasinin analizi, proteinin yapisi
ve isleyisi hakkinda bilgi elde etmek icin olduk¢ca Onemlidir. Bilinen en onemli
dezavantaji olan termostabilite sorununun ¢oziilmesi i¢in, bilinen en iyi termal
stabiliteye sahip FDH'leri olan C. boidinii ve Pseudomonas sp.’nin rasyonel tasarimi

veya yonlendirilmis degisim ¢alismalarina odaklanilmistir. alkin ve arkadaslarinin
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yaptig1 ¢alismada, Pseudomonas sp. FDH (PseFDH) ‘de Arg284GIn ve Arg284Ala
mutasyonlart gergeklestirilmis, bunlardan Arg284Gln mutasyonunun enzimin format
baglama kapasitesini 20 kat arttirdig1 fakat NAD baglama kapasitesini etkilemedigi
gosterilmis olup termal stabiliteyi de 6nemli 6lctlide arttirdigi bildirilmistir. Arg284Ala
mutasyonunda ise aktivitenin kayboldugu gozlenmistir [180]. Yine Labrou ve
arkadaslarinin yaptig1 ¢aligmada; CboFDH’ de Arg258Ala bolgesinde bolgeye yonelik
mutagenez yapilmis ve enzimin inaktive oldugu bildirilmistir. Ayni c¢alismada;
His311GIn bolgesinde mutasyon yapilmig Km format degerinin 10 kat arttig1 fakat
NAD baglanmasini etkilemedigi gosterilmistir. Asn119His ve Asnl19His/ His311GIn
kombine mutasyonlarinda format Km degerlerinin 70-90 kat, NAD Km degerlerinin
ise 100-200 kat arttig1 bildirilmistir. Ayn1 ¢alismanin devami olarak Ilel75Ala ve
Phe69Ala mutasyonlar1 CboFDH’de tasarlanmis ve sonucunda mutant Ilel75Ala
format Km degerinin 2.2, NAD Km degerinin 12 kat arttig1; mutant Phe69Ala format
Km degerinin 2.2 arttigi ancak NAD Km degerinin etkilenmedigi bildirilmistir [181].
Tishkov ve ark calismalarinda; 332. pozisyondaki histidine odaklanmislardir. Buna
gore; PseFDH’de His332Phe ve His332Ala mutasyonlar1 gergeklestirilmis ve her iki
mutasyonun aktiviteyi ve NAD baglanmasini etkilemedigi bildirilmistir [183].
Matorin ve Tishkov yaptiklar1 ¢alismada; PseFDH’de Asnl46Ser, Asn146Cys ve
Asnl46Ala mutasyonlarini gergeklestirmisler, Asnl146Ser mutasyonunda Vmax
degerinde 2 kattan fazla diisiis goriildiigii, Asn146Cys ve Asnl146Ala mutasyonlarinda
ise enzim aktivitelerinde kayip oldugunu bildirmislerdir [184]. Alekseeva ve
arkadaglarimin yaptigi c¢alismada; Soya FDH (SoyFDH)’nin katalitik 6zelliklerini
gelistirmek ve termal stabilitesini arttirmak amaci ile Phe290Ser, Phe290Asn ve
Phe290Asp mutasyonlarint tasarlamiglardir. Daha sonra bu mutantlarinin Thr269,
GIn292, Gly264, Ala265 ve His298 aminoasitleri ile olusturduklar: hidrojen baglarin
molekiiler modelleme ¢alismalar1 ile incelenmislerdir. Calismanin sonunda;
Phe290Ser, Phe290Asn ve Phe290Asp mutantlarinda Tm degerlerinin 2-8 °C arasinda
arttigr bildirilmistir [184]. Alekseeva ve arkadaslarmin bir baska ¢alismasinda ise
onceden elde ettikleri Phe290Ser, Phe290Asn ve Phe290Asp mutantlarda
Ala267Met/lle272Val mutasyonlarin1 gerceklestirip li¢lii mutantlar elde etmislerdir.
Calismaya gore, en stabil mutantin Ala267Met/11e272Val/Phe290Asp oldugu
bildirilmistir [185]. Yine Kargov ve arkadaslarinin 290. pozisyonundaki fenilalanin
lizerine yaptiklar1 ¢alismalarda; Phe290Ala, Phe290Tyr, Phe290GIn, Phe290Glu ve
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Phe290Thr mutasyonlar1 tasarlanmis ve kinetik parametreler analiz edilmistir. Elde
edilen mutantlarda substrat afinitesinde énemli bir degisiklik olamamasina ragmen
Kcat degerinde meydana gelen artis nedeniyle bolgenin aktivite acisindan onemli
olabilecegi bildirilmistir [186]. Felber ve arkadaslarinin Error-Prone PZR teknigi
kullanarak yaptiklar1 rastgele mutasyon ¢alismalarinda CboFDH’de; Cys23Ser ve
Phe285Ser mutasyonlart yapilmis ve spesifik aktivitenin 1.7 kat artti§1 gozlenmistir
[187]. CboFDH’de yapilan bir baska ¢alismada ise Jiang ve arkadaslar1 Val120Ser,
Asnl87Asp  ve  Vall20Ser/Asnl87Asp  mutasyonlari1  tasarlamuslardir.
Gergeklestirilen kinetik c¢alismalar sonucunda en iyt mutant olan Vall20Ser
mutantinin keat Ve Keat/ Km degeri yabanil tip ile kiyaslandiginda sirasiyla 3.48 ve 1.60
kat arttig1 bildirilmistir. NAD™” e kars1 gerceklestirilen kinetik ¢alismalar sonucunda
iIse Val120Ser/Asn187Asp kombine mutasyonunda yabanil tipe kiyasla kcat/Km
degerinin 1.5 kat arttig1 gosterilmistir [188]. Tishkov ve arkadaslari stabilite ve termal
stabiliteyi arttirmaya yonelik yaptiklari caligmalarda sistein rezidiilerine odaklanmislar
ve PseFDH’de Cys255met, Cys255Ser, Cys255Ala mutasyonlarini tasarlamislardir.
Bunun sonucunda mutasyonlarin kimyasal stabiliteyi 200 kat artttirdig1 fakat termal
stabiliteyi diistirdiigii bildirilmistir. Kinetik ¢alismalarda NAD’a kars1 aktivitenin
Cys255met ve Cys255Ser mutasyonlarinda sirasiyla 7 ve 3 kat arttig1 gozlenirken,
Cys255Ala mutasyonunda herhangi bir degisiklik olmadigi bildirilmistir [189].
Termal stabiliteyi arttirmak icgin sistein rezidiilerine Odintseva ve arkadaslar1 da
odaklanmis ve PseFDH’de Cys354Arg, Cys354Ser, Cys354Ala mutasyonlarini
tasarlamiglardir. Calismalar1 sonucunda termal stabilitede artis gézlenmis hatta yapilan
Cys255Ala/ Cys354Ala kombine mutasyonu ile de stabilitenin 1000 kat arttig
bildirilmistir [190]. Slusarczyk ve arkadaslart da CboFDH’de sistein rezidiilerine
odaklanarak termal stabilite ve kinetik calismalar gerceklestirmislerdir. Buna gore
yaptiklar1 Cys23Ser ve Cys262Val mutasyonlar1 sonucundaki kinetik parametrelerde
bir degisiklik gézlenmezken, termal stabilitede diisiis, kimyasal stabilitede ise artig
oldugu rapor edilmistir [191]. Serov ve arkadaslari; prolinin stabilitede koruyucu
etkisini arastirmak amaciyla PseFDH’de Lysl12Pro mutasyonunu yapmislar ve
sonucunda mutant enzimin %60 daha stabil oldugunu bildirmislerdir [192].
Mitsuhashi ve arkadaslart PseFDH’de serin rezidiilerine odaklanmislar ve Ser131Ala,
Ser160Ala, Serl68Ala, Ser184Ala, Ser228Ala mutasyonlarini tasarlamiglardir.

Yaptiklart mutasyonlar sonucu 168. pozisyon hari¢ diger tiim bolgelerdeki serinden
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alanine olan degisimin termal stabiliteyr %20 arttirdigim1  bildirmislerdir.
Calismalarinda alfa-helikslerin hidrofobizasyonu temel alinmislardir [193]. Ay
mantikla Rojkova ve arkadaslar1 PseFDH’de Tyr62Phe ve Tyrl165Phe mutasyonlarini
tasarlamiglar; Tyr62Phe mutasyonunda herhangi bir degisiklik goézlenmezken

Tyr165Phe mutasyonunda 17,6 kat termal stabilitede diisiis bildirilmistir [194].
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Gerec¢

3.1.1 Cihazlar

Bu calismada kullanilan laboratuvar ekipmanlar1 Tablo 3.1'de verilmistir.

Tablo 3.1: Kullanilan cihazlar listesi.

Cihaz Marka
Vorteks DLAB Scientific Co., Cin
pH metre Milwaukee Instruments Inc., Macaristan
Otoklav Nuve Steamart, Tiirkiye
Manyetik karistirict Biocote,Stuart CB162, Birlesik Krallik

Otomatik mikropipetler
Laminar kabin
Inkiibator
Orbital karigtirict
Santrifij
Ultrasantrifiij
UV-visible spektrofotometre
Mikroplak okuyucu
Spektrofotometre
Termal dongii cihazi (PZR)
Dairesel dikroizm cihazi (CD)
Kuvartz kiivet
Sicak su banyosu
Sonikator
Hasas terazi
Isitic1 blok
Yatay jel elektroforez sistemi
Dikey jel elektroforez sistemi
Western Blot sistemi
Jel goriintiileme sistemi
Nanodrop
Buz makinasi
Distile su cihazi
Derin dondurucu ( -80 °C)
Derin dondurucu ( -20 °C)
Buzdolab1 (+4 °C)

Thermo Scientific, ABD
Biobase, Cin
Biocote, Stuart S1500, Birlesik Krallik
Biosan, OS20, Litvanya
Hermle, Z326K, Almanya
Becman Coulter, Allegra 64R, ABD
Thermo Scientific, Biocrom, ABD
Thermo Scientific, Varioscan, ABD
Shimadzu,UV 1800, Japonya
AB Applied Biosystem, Veriti, ABD
Jasco Inc., J1500, ABD
Hellma Analytics, Almanya
Memmert, ENB29, Almanya
Qsonica L.L.C., ABD
Daihan, Kore
Benchmark Scientific, ABD
Thermo Scientific, ABD
Biorad Lab., ABD
Biorad Lab., ABD
Vilbert Laurmart Fusion Fx5, Fransa
Maestrogen Inc., Tayvan
Electrolux, Barline, Italy
Millipore Co., ABD
Haier Biomedical, Birlesik Krallik
Ugur Derin Dondurucu, Tiirkiye
Beko, Tiirkiye
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3.1.2 Kimyasallar ve kitler

Tez ¢alismasi sirasinda kullanilan kimyasallar ve kitler Tablo 3.2'de verilmistir.

Tablo 3.2: Kullanilan kimyasal ve kitlerin listesi.

Malzeme Marka
D-Sorbitol 500 gr Sigma, ABD
Sodyum EDTA Millipore, ABD

B-mercaptoethanol 100 ml Sigma, ABD
Agaroz 500 gr Sigma,ABD
CaCl, Sigma,ABD
MgCl; Sigma,ABD

Gliserol Thermo Scientific, ABD

1000 bp DNA Ladder

Thermo Scientific, ABD

Protein Ladder Sigma, ABD

APS (Amonyum Peroksidistilfit) Merck, ABD
Tryptone Merck, ABD

Yeast Extract Granule Merck, ABD

BSA (Bovine Serum Albumine)

DMSO Sigma, ABD
SYBR Green Thermo scientific, ABD
Imidazol Sigma, ABD
Izopropanol Merck, ABD
Commasie Brilliand Blue R-250 Sigma, ABD
Commasie Brilliand Blue G-250 Sigma, ABD
K2HPO, Merck, ABD
LB Agar Merck, ABD
Ampisilin Sigma, ABD
KCl; Merck, ABD
MnCl; Merck, ABD
Acrylamid Sigma, ABD
Bisacrylamid Sigma, ABD
NaCl, Merck, ABD
SDS (Sodium Dodesil Sulfate) Merck, ABD
TEMED Sigma, ABD
Trisma Base Sigma, ABD
Tisma HCI Sigma, ABD
H2S0O4 Merck, ABD
HCI Merck, ABD
TritonX100 Sigma, ABD
Siit Tozu Sigma, ABD
Tween-20 Sigma, ABD
NaOH Merck, ABD
Asetik asit Merck, ABD
X-Gal Sigma, ABD
DNA Jel Yiikleme Boyasi Thermo Scientific, ABD
Absoliit Etanol Merck, ABD
Sodyum Format Sigma, ABD
B-Nikotinamid adenin diniikleotit Sigma, ABD
hidrat
IPTG (izopropil p-D-1- Sigma, ABD
tiyogalaktopiranosid)
Lizozim Vivantis, ABD

Santa Cruz, ABD
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Tablo 3.2 (Devam): Kullanilan kimyasal ve kitlerin listesi.

Anti-6xHisTag Antibody Abcam, ABD
Seconder Antibody Abcam, ABD
PureLink genomik DNA mini kit Invitrogen, 182001, ABD
Phusion Flash High-Fidelity PCR Master Mix Thermo Fisher Scientific, F-548S, ABD
His-Pure Affinity Coloum Thermo His-Pure Ni-NTA
Chromotography Cartrige
Genejet Plasmid Miniprep Kit Thermo Fisher Scientific, KO502, ABD
GeneJET Gel Exraction Thermo Fisher Scientific, KO691, ABD
Ultrafiltration Tube Amicon Ultra-15 santrifugaton tube,
Millipore, ABD
Q5 Site-Directed Mutagenesis Kiti New England Biolabs Inc, UK
PD-10 Coloum GE Healthcare, ABD
3.1.3 Enzimler

Lizozim Enzimi: Ticari olarak temin edilen lizozim enzimi (Vivantis, ABD)
saflastirma basamaklari esnasinda, sonikasyon isleminden dnce bakteri hiicre duvarini
parcalamak icin kullanildi.

Ndel ve Xhol Enzimleri: Ticari olarak temin edilen Ndel ve Xhol enzimleri (Thermo

Fischer Scientific, ABD) PZR f{iriinliniin ve vektoriin kesim islemleri esnasinda
kullanilda.

3.1.4 Mikroorganizmalar

Candida boidinii susu: Ticari olarak temin edilen C. boidinii susu (ATCC,18810,
ABD) FDH gen kaynagi olarak kullanildh.

E. coli BL21 (DE3): Ticari olarak temin edilen One Shot® BL21 (DE3) (Thermo
Fisher Scentific, 600003, ABD) yabanil tip ve mutant tiplerin ekspresyon vektoriinden
transformasyonu esnasinda kullanildi. Tranformasyon islemleri sonrasi, E.coli BL21

hiicreleri FDH gen ekspresyonu i¢in IPTG ile indiiklendi.

3.1.5 Primerler

Primerler tasarlandiktan sonra Sentromer DNA Teknolojileri, Istanbul firmasina
sentezlettirildi. Klonlama ve mutasyon islemlerinde kullanilan primerler Tablo 3.3 ve

Tablo 3.4’de verilmistir.
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Tablo 3.3: Klonlama bolgesine ait primerler.

Primer Sekans Dizisi (5 3°)
Forward CGG CAT ATG ATG AAG ATC GTT TTA GTC (Ndel)
Revers GGC CTC GAG TTATTT CTT ATC GTG CTT (Xhol)

Tablo 3.4: Mutasyon Yapilan Bolgelere Ait Primerler.

Primer Sekans Dizisi (5’ 3°)
Vall20Thr-F CGGTTCTAATACCGTCTCTGTTGC
Val120Thr-R GTACTTCCAAAACGGAG
Phe285Thr-F TGATGTTTGGACCCCACAACCTG
Phe285Thr-R CCACCGTAACCTCTTAATTG
GIn287GIlu-F TTGGTTCCCAGAGCCTGCTCCAA
GIn287GIlu-R ACATCACCACCGTAACCTC
His311GIn-F CATGACTCCTCAATACTCTGGTAC
His311GIn-R GCGTTACCAGCACCATAT

3.1.6 Vektor sistemi

pET vektor sistemi, E. coli'de rekombinant proteinlerin klonlanmasi ve ekspresyonu
icin gelistirilmis en giiglii sistemdir. Hedef genler, giiclii bakteriyofaj T7
transkripsiyonu ile translasyon sinyallerinin kontrolii altinda pET plazmidlerinde
klonlanir. Ekspresyon, konake1 hiicrede bir T7 RNA polimeraz kaynagi saglanarak
indiiklenebilir. T7 RNA polimeraz tamamen indiiklendiginde, hiicrenin hemen hemen
tiim kaynaklar1 hedef gen ifadesini eksprese etmek icin kullamlir. Istenen iiriin,
indiiksiyondan birka¢ saat sonra toplam hiicre proteininin % 50'sinden fazlasinm
icerebilir. Ikinci durumda, ekspresyon IPTG veya laktozun bakteriyel kiiltiire
eklenmesiyle veya bir otoindiiksiyon ortami kullanilarak baglatilir. pET-23b(+)
vektorlerinde N-terminali T7 dizisi ve C-terminali istege bagl olarak histidin dizisi
tasir. Bu plazmidler, T7 promotorunun hemen asagisinda bir lac operatdr dizisi igerir.
Ayn1 zamanda T7 lac ve lacl promotorlarinin ayrismasi i¢in lac represoriine (lacl) ait

dogal promotor ve kodlama dizisini de tasirlar.
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(3526) Nael StyI (57)

(3524) NgoMIV BlpI (80)
(3423) PaeR7I - PspXI - Xhol (158)
3423) (158)
(2423) Dralll Eagl - Notl (168)
(3295) Psil HindIII (173)
S SalI (179)
HincII (181)

Eco53kI [188)

- [ -
= .
(TRt 12 ,

17 \erlmnaro

&

FspAI (388)

BpulOI (433)
BbsI (505)
Bsgl* (547)

Afel (641)

(2817) BsaHI

(2760) Scal pET-23b(+)

3665 bp

Pvull (978)
BsmBI (1028)
Pfol (1029)

(2650) Pvul

PFIFT - Tth111I (1132)
BstZ171 (1158)

(2525) Pstl

(2428) NmeAIII
(2400) BglI

BspQI - SapI (1271}
(2280) AhdI AfIIII - Pcil (1387)

BseYI (1651)
PspFI (15%5)
AhwNI (1802)

Sekil 3.1: pET-23b(+) vektorii haritasi.

3.1.7 Protein ve DNA belirtegleri

Tez ¢alismasinda, ticari olarak temin edilen protein belirteci (Fermentas PageRuler™
Prestained Protein Ladder Plus, ABD) Western Blot ve SDS-PAGE ¢alismalarinda
kullanilirken, yine ticari olarak temin edilen DNA belirteci (Thermo Scientific
O'GeneRuler DNA Ladder Mix, ABD) ise tiim klonlama ve mutasyon islemleri

sirasinda yapilan PZR temelli deneylerdeki elektroforez jel yiiriitme asamalarinda

kullanildi.
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Sekil 3.2: Belirtecler (A: Protein belirteg, B: DNA belirteg).

3.1.8 Tampon ve ¢ozeltiler

3.1.8.1 Besiyeri ¢ozeltileri

Kiiltiir ve transformasyon icin kullanmilan medialarin hazirlanmasi: Luria-Bertani
(LB) broth media ve Luria-Bertani (LB) agar media E.coli hiicrelerini biiyiitmek igin,
Yeast Mold (YM) agar media ve Yeast Mold (YM) broth media C.boidinii hiicrelerini
bliyiitmek i¢in Siiper Optimal Broth (S.0.C) media ise transformasyon islemleri
sirasinda E.coli hiicrelerini ¢ogaltmak ig¢in kullanildi. Antibiyotik olarak Ampisilin
kullanild1 ve ortamdaki konsantrasyonu 50 pg/ml olacak sekilde hazirlandi.
Luria-Bertani (LB) media hazirlanmasi: 10 g NaCl, 10 g tripton, 5 g maya oziitii
tartildi ve son hacim, distile su (dH20) ile 1000 ml’ye tamamlandi.

Agar Iceren Luria-Bertani (LB) media: 10 g NaCl, 10 g tripton, 5 g maya oziitii
tartildi ve 900 ml dH20 ile ¢6zdiiriildiikten sonra 15 g agar ortam karigimina ilave
edildi. Son hacim dHz0 ile 1000 m1’ye tamamlandi.

Siiper Optimal Broth (S.0.C) media hazirlanmasi: 20 g tripton, 5 g maya 6ziitii,
0.58 g NaCI (10mM), 0.186 g KCI (2.5 mM) tartild1 ve yaklasik 950 ml dH20 ile
¢ozdiiriildiikten sonra son hacim yine dH20 ile 1000 ml’ye tamamlandi.

Yeast Mold (YM) Agar ve Broth media hazirlanmasi: C. boidinii
mikroorganizmasinin bilyiitilmesinde kullanilan YM agar ve broth media kullanima
hazir sekilde ticari olarak (BD, Difco, ABD) elde edilmistir. Buna gore; YM agardan
41 g tartilarak dH20 ile 1000 ml’ye tamamlanirken, YM broth mediadan 21 g
tartildiktan sonra dH20 ile 1000 mI’ye tamamlanmustir.
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Hazirlanan tiim besiyerleri 121 C°de, 15 dakika siireyle 1 atm basing altinda

otoklavlandi.
3.1.8.2 TAE (Tris Asetik Asit EDTA) c¢ozeltisi (50x)

Agaroz jel elektroforezinde kullanilmak tizere 50x TAE tamponu hazirlandi. 50x TAE
tamponu daha sonra 1x TAE'ye dH20 ile seyreltildi. 50x TAEin hazirlanmasinda

kullanilan bilesenler Tablo 3.5’de verilmistir.

Tablo 3.5: 50x TAE ¢ozeltisi hazirlanisi.

Icerik Miktar
Tris Baz 242 g
Glasiyal asetik asit 57.1 ml
EDTA 146 g

dH:0 1 Litre (L)

3.1.8.3 SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel) ¢ozeltileri

6x Ornek tamponu
Protein orneklerini denatiire etmek icin 6x ornek tamponu kullanildi. Bu tampon,
protein ornegimizle karistirildi ve protein 6rnekleri SDS-poliakrilamid jele yiiklendi.

6x ornek tamponun hazirlanmasi Tablo 3.6’da verilmistir

Tablo 3.6: 6x Ornek tamponu hazirlanis:.

Icerik Konsantrasyon Miktar
Tris-HCI pH 6.8 0.3M 1.25 ml
SDS %6 6 ml
Gliserol % 20 2ml
Bromofenol mavisi %0.05 5mg
DTT 0.15M 231 mg
dH.0O 10 ml’ye tamamlanir
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Tris-Trisin yiiriitme ¢ozeltisi (10x)

Tris-Trisin SDS Buffer (10x), SDS-PAGE islemlerinde elektroforez agamasinda
tampon olarak kullanildi. Tris-Trisin tamponunun hazirlanmast  Tablo 3.7°de
verilmistir.

Akrilamid ¢ozeltisi: 29 g akrilamid ve 1 g bisakrilamid 100 ml dH20’da ¢6ziilerek
hazirlandi.

APS (Amonyum peroksidisulfat) cozeltisi: Her seferinde taze hazirlanmasi
gerektiginden az miktarda hazirlanir. %10’luk hazirlandi. 1 g APS tartilarak 10 ml
dH20’da ¢oziildii.

Tablo 3.7: Tris-Trisin yiiriitme ¢ozeltisi hazirlanisi.

Icerik Konsantrasyon Miktar
Tris baz 1M 60.55 g
Trisin 1M 89.60 g
SDS % 1 59
dH.O 500 ml’ye tamamlanir

SDS (Sodyum dodesil siilfat) c¢ozeltisi: 10 g SDS tozunun 100 ml dH20’da
¢Ozdiiriilmesi ile hazirlandi.

Coomassie Brilliant Blue (CBB) boya ¢ozeltisi

SDS poliakrilamid jeli iizerinde ayrilan protein bantlarini gortiniir kilmak i¢in CBB
boya ¢ozeltisi kullanildi. CBB boya ¢ozeltisinin hazirlanmasi sirasinda kullanilan
bilesenler Tablo 3.8'de verilmistir.

Tablo 3.8: CBB boya ¢ozeltisi hazirlanisi.

Icerik Konsantrasyon Miktar
CBB R-250 % 0.1 059
Metanol % 45 450 ml
Asetik asit % 10 100 ml
dH.O 450 ml
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Boya giderici ¢ozelti
SDS poliakrilamid jeli CBB boyasi ile boyadigimizda, bantlar harici arka plandaki
boyay1 uzaklastirmak i¢in kullanilir. Bu sayede protein bantlari ¢ok daha goriiniir hale

gelir. CBB destaining ¢6zeltisinin hazirlanmasi1 Tablo 3.9’da verilmistir.

Tablo 3.9: Boya giderici ¢o6zeltisinin hazirlanisi.

Icerik Konsantrasyon Miktar
Metanol % 10 100 ml
Asetik asit % 10 100 ml
dH,0 800 ml

3.1.8.4 Western Blot ¢ozeltileri

Transfer tamponunun hazirlamisi: 10x olacak sekilde hazirlandi. Bunun igin 288 g
glisin ve 60.4 g Tris bazi tartilarak 2 L dH20’da ¢6zdiiriildii.

TBST (Tris tamponlu salin Tween 20) tamponunun hazirlamsi: 10x olacak sekilde
hazirlandi. Bunun igin 24 g Tris bazi ve 88 g NaCl 900 ml dH20’da ¢ozdiiriildii.
Ardindan tamponun pH’s1 7.6’ya ayarlandiktan sonra total hacim 1 litreye dH20 ile
tamamlandi. Cozeltiden, kullanilacagi zaman 100 ml alinip {izerine 1 ml %0.1 Tween
20 konulduktan sonra total hacim dH20 ile 1 litreye tamamlandi.

Bovin Serum Albiimin (BSA) stok ¢ozeltisinin hazirlamsi: 100 mg/ml olacak
sekilde hazirlandi. Bunun i¢in 100 mg BSA tartilarak 1 ml dH20’da ¢6zdiirtildii.

Siit tozunun hazirlamsi: % 10’luk olacak sekilde hazirlandi. Bunun i¢in 1 g siit tozu
10 ml TBST igerisinde ¢ozdiiriildii.

3.1.8.5 Protein saflastirma cozeltileri

Protein saflagtirma tamponlari, His-Trap saflagtirma yontemi ile bakteriyel peletten
proteinlerin saflastirilmasi igin kullanildu.

Tampon A: 3.12 g NaH2P04.2H20 (20mM), 29.22 g NaCl (500 mM) ve 2.04 ¢
imidazol (30 mM) tartild1 ve 950 ml dH20 i¢inde ¢ozdiiriildii. Son hacim dH20 ile 1000
ml’ye tamamlandi. Son olarak NaOH kullanilarak pH 7.4'e ayarlandi.
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Tampon B: 3.12 g NaH2P04.2H20 (20mM), 29.22 gr NaCl (500 mM) ve 34.04 g
imidazol (500 mM) tartild1 ve 950 ml dH20 i¢inde ¢6zdiiriildii. Son hacim dH20 ile
1000 mI’ye tamamlandi. Son olarak NaOH kullanilarak pH 7.4'e ayarlandi.

50 mL Tampon A + 100 mM imidazol: 42.55 ml Tampon A ve 7.45 ml Tampon B
karistirildi.

50 mL Tampon A + 200 mM imidazol: 31.9 ml Tampon A ve 18.1 ml Tampon B
karistirildi.

50 mL Tampon A + 400 mM imidazol: 10.6 ml Tampon A ve 39.4 ml Tampon B

kanistirilmastir.

3.1.8.6 Enzim aktivite testi ¢cozeltileri

0,2 M Asetat tamponu: 0,2 M Sodyum asetat ve 0,2 M Asetik asit hesaplanarak
100’er ml dH20 i¢inde ¢ozdirildi. pH 5 ve 5.5 olacak sekilde farkli araliklara

ayarlanarak hazirlanan tamponlar pH 6l¢iimlerinde kullanildi.

0,2 M Sodyum fosfat tamponu: 0,2 M NazHPO4 ve 0,2 M NaH2PO4 hesaplanarak
100’er ml dH20 i¢inde ¢ozdiiriildii. pH 6, 6.5 ve 7 olacak sekilde farkli araliklara
ayarlanarak hazirlanan tamponlar aktivite ve pH 6l¢iimlerinde kullanildi.

0,1 M Tris tamponu: 0,1 M TrisHCI ve 0,1 M Trizma baz hesaplanarak 100’er ml
dH20 i¢inde ¢ozdirildi. pH 7, 7.2, 7.4, 7.6, 7.8, 8, 8.5 ve 9 olacak sekilde farkli
araliklara ayarlanarak hazirlanan tamponlar aktivite ve pH 6l¢iimlerinde kullanildu.
0,1 M Glisin-NaOH tamponu: 0,1 M Glisin ve 0,1 M NaOH hesaplanarak 100’er ml
dH20 i¢inde ¢ozdirildi. pH 9, 9.5, 10, 10.5 ve 11 olacak sekilde farkli araliklara
ayarlanarak hazirlanan tamponlar pH dl¢timlerinde kullanildi.

0,2 M KCI-NaOH tamponu: 0,2 M KCI ve 0,2 M NaOH hesaplanarak 100’er ml
dH20 i¢inde ¢ozdirildi. pH 11.5 ve 12 olacak sekilde farkli araliklara ayarlanarak
hazirlanan tamponlar pH 6l¢iimlerinde kullanildi.

Sodyum format ¢ozeltisi: Kinetik 6lglimler esnasinda kullanilmak iizere 100 mM
sodyum format hesaplanarak 100 ml dH20 igerisinde hazirlandi. Hazirlanan ¢ozelti
ana stok olarak kullanildi.

NAD™* cozeltisi: Kinetik Ol¢iimler esnasinda kullamilmak {izere 20 mM NAD®
hesaplanarak 100 ml dH20 igerisinde hazirlandi. Hazirlanan ¢6zelti ana stok olarak
kullanildi.
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Metal Dbilesiklere ait ¢ozeltiler: Farkli metal konsantrasyonlarmin enzim
aktivitelerine etkisi analiz etmek i¢in aktivite tayinlerl esnasinda kullanildi. Hazirlanan

metal bilesiklerin ana stok bilgileri Tablo 3.10’da verilmistir.

Tablo 3.10: Metal bilesiklere ait ¢ozeltiler.

Metal Adi Konsantrasyon Coziicii
Cinko Kloriir (ZnCly) 1M dH,0
Magnezyum Kloriir (MgCly) 1M dH,0
Bakir Kloriir (CuCly) 1M dH.O
Potasyum Kloriir ( KCly) 1M dH,0
Lityum Kloriir (LiCly) 1M dH,O
Tungsten (W) 1M dH,0
Demir Kloriir (FeCls) 1M dH.O
Kalsiyum Kloriir (CaCly) 1M dH,O
Mangan (Mn) 1M dH,0
Potasyum Kloriir (KCly) 1M dH,0
Molibdat (Mo) 1M dH20
3.2 Yontem

3.2.1 Gen kaynag C. boidinii mikroorganizmasinin biiyiitiilmesi

Ticari olarak ampul halde elde edilen C. boidinii susu ( ATCC,18810, ABD) 25-30 °C
su banyosunda 5 dakika bekletildikten sonra igcerikten 100 pl alinarak YM agar
plaklara ekildi. Hemen sonrasinda % 70 etanol ile ampul sterilize edilip, kalan igerik
derin dondurucuda (-80 °C) saklandi. Ekim yapilan plaklar, 26 °C’de 4 giin inkiibe
edildikten sonra tireyen kolonilerden 6rnek alinarak 10 ml YM broth besiyerlerine
ekildi. Ornekler, 26 °C, 200 x rpm’de orbital calkalayici {izerinde 3 giin inkiibasyonun
ardindan 1:1 oraninda gliserol (%50) stok hazirlanarak derin dondurucuya (-80 °C)

saklandi.

3.2.2 C. boidinii genomik DNA izolasyonu

C. boidinii genomik DNA’sinin izolasyonunda ticari olarak elde edilen PureLink
genomik DNA mini kit (Invitrogen, 182001, ABD) kullanildi. Kitin tavsiyesi {izerine
Zimolaz tamponu (1 M sorbitol, 10 mM sodium EDTA, 14 mM B-mercaptoethanol)
deneye baslamadan hemen Once hazirlandi. YM sivi kiiltiir ortaminda ¢ogaltilan

hiicreler, 10000 x g’ de oda sicakliginda 5 dakika santrifiij yapildiktan sonra
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siipernatant kismi atildi. Kalan pelet lizerine 500 pl taze hazirladigimiz Zimolaz
tamponu ve 10 ul Zimolaz enzimi (15 units) pipetledikten sonra 1 saat 37 °C 1sitici
blokta inkiibasyona birakildi. Tiipler, 3000 x g ‘de 10 dakika oda 1sisinda santrifiij
yapildiktan sonra siipernatant uzaklastirildi. Tiiplerdeki peletlerin {izerine 180 pl
genomik pargalama tamponu ve 20 pl Proteinaz K eklendikten sonra 5 saniye kadar
vorteks yapilip ardindan 55 °C 1sitic1 blokta 45 dakika inkiibasyona birakildi. Lizatlara
20 ul RNaz A eklenip yavasca tiipler karistirildiktan sonra 2 dakika oda 1sisinda inkiibe
edildiler. Inkiibasyon sonrasi tiiplere, 200 ul genomik lizis/baglanma tamponu eklendi
ve yavasca vorteks ile karigtirildi. Her bir 6rnege %100’k etanol ilave edildikten
sonra lizatlar spin kolonlara (~640 pL) yiiklendi. Kolonlar 10000 x g’de 1 dakika oda
1sisinda santrifiij yapildi ve yeni toplama tiiplerine alindi. Kolonlarin {izerine 500 pl
yikama soliisyonu-1 konuldu ve 10000 x g’ de 1 dakika santrifiij edildi. Ardindan
kolonlara 500 pl yikama soliisyonu-2 konuldu ve 12000 x g’ de 3 dakika santrifiij
edildi. Kolonlar, steril 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine alind1 ve iizerlerine 100 pl

eliisyon tamponu yiiklendi. Oda 1s1sinda 1 dakika inkiibe edildikten sonra tiipler 12000

x g’ de 1 dakika santrifiij edildi. DNA miktar1 260-280 nm dalga boyunda UV-vis
spektrofotometrede 6l¢iildii ve daha sonraki kullanimlar i¢in 6rnekler derin

dondurucuya (-20 °C) kaldirildi.

3.2.3 PZR ile Format Dehidrogenaz gen bélgesinin ¢ogaltilmasi

C. boidinii  mikroorganizmasinin  FDH-1  proteinine ait gen dizilimi
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ ve http://www.uniprot.org/ sitelerinden tespit edildi. C.
boidinii FDH enzimini kodlayan gen bolgesinin ¢ogaltilmasi i¢in ilk olarak Primer3
programi kullanilarak Forward ve Revers primerler tasarlandi. Primerlerin 5° u¢larina
Ndel ve Xhol endoniikleazlarina uygun olan bdlgeler yerlestirildi. Primerler,
oligoEvaluator programi ile ikincil yapilari agisindan kontrol edildikten sonra
Sentromer DNA Teknolojileri, Istanbul firmasina sentezlettirildi.

C. boidinii FDH geninin kopya sayini arttirmak igin ticari olarak temin edilen Phusion
Flash High-Fidelity PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific, ABD) kiti kullanildi.
Kitin ¢alisilmasi esnasinda PZR yapilmis olup, reaksiyon ve amplifikasyon kosullari
Tablo 3.11 ve Tablo 3.12°de belirtilmistir. PZR bilesenleri buz iizerinde ve laminar

kabin igerisinde herhangi bir kontaminasyon olmayacak sekilde PZR tiipiine
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konulduktan sonra, tiipiin dibinde hava kabarcigi1 kalmayacak sekilde iyice karistirilip
PZR cihazina (Applied Biosystem, ABD) konuldu.

Candida boidinii NAD* Bagimhi FDH1 geni (1095 bp)
ATGAAGATCGTTTTAGTCTTATACGATGCTGGTAAACACGCCGCCGATGAAGAAAAATTATACGGTTGTA
CTGAAAACAAATTAGGTATTGCCAATTGGTTAAAAGATCAAGGCCATGAATTAATCACCACTTCTGATAA
AGAAGGCGGAAACAGTGTGTTGGATCAACATATCCCAGATGCTGATATTATCATTACAACTCCTTTCCATC
CTGCTTATATCACCAAGGAAAGAATCGACAAAGCTAAAAAATTGAAATTAGTTGTCGTCGCTGGTGTCGG
TTCTGATCATATTGATTTGGATTACATCAACCAAACCGGTAAGAAAATCTCCGTTTTGGAAGTTACCGGTT
CTAATGTTGTCTCTGTTGCAGAACACGTTCTCATGACCATGCTTGTCTTGGTTAGAAATTTTGTTCCAGCTC
ACGAACAAATCATTAACCACGATTGGGAAGTTGCTGCTATCGCTAAGGATGCTTACGATATCGAAGGTAA
AACTATCGCCACCATTGGTGCCGGTAGAATTGGTTACAGAGTCTTGGAAAGATTAGTCCCATTTAATCCAA
AAGAATTATTATACTACGATTATCAAGCTTTACCAAAAGATGCCGAAGAAAAAGTTGGTGCTAGAAGGGT
TGAAAATATTGAAGAATTAGTTGCCCAAGCTGATATAGTTACAATTAATGCTCCATTACACGCTGGTACAA
AAGGTTTAATTAACAAGGAATTATTGTCTAAATTCAAGAAAGGTGCTTGGTTAGTCAATACTGCAAGAGGT
GCCATTTGTGTTGCCGAAGATGTTGCTGCAGCTTTAGAATCTGGTCAATTAAGAGGTTACGGTGGTGATGTT
TGGTTCCCACAACCTGCTCCAAAAGATCACCCATGGAGAGATATGAGAAACAAATATGGTGCTGGTAACGC
CATGACTCCTCATTACTCTGGTACTACTTTAGATGCTCAAACTAGATACGCTGAAGGTACTAAAAATATTTT

AGAGTCATTCTTTACCGGTAAGTTTGACTACAGACCACAAGATATCATCTTATTAAATGGTGAATACATTAC
CAAAGCTTATGGTAAGCACGATAAGAAATAA

Primerler
FDH-Forward: CGG CAT ATG ATG AAG ATCGTT TTA GTC
FDH-Revers: GGC CTC GAGTTATTTCTT ATCGTGCTT

Tablo 3.11: C. boidinii genomik DNA PZR reaksiyonu bilesenleri.

Bilesen Miktar
Master Mix 25 pl
FDH-Forward primer 2.5 ul (0.5 uM)
FDH-Revers primer 2.5 ul (0.5 uM)
Genomik DNA 2 pl (25 ng/ml)
dH.O 18 ul
Toplam 50 ul
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Tablo 3.12: C. boidinii genomik DNA PZR déngii kosullari.

Asamalar Sicakhik Zaman Dongii Sayis1
Baslangi¢ Denatiirasyon 98 °C 30 sn
Denatiirasyon 98 °C 10 sn 35 dongii
Baglanma 60 °C 30 sn
Uzama 72 °C 2dk
Son Uzama 72 °C 7 dk

PZR reaksiyonundan sonra C. boidinii FDH gen boélgesinin amplifikasyonunu
gbzlemleyebilmek i¢in agaroz jel elektroforezi yapildi. Bunun i¢in %1°’lik hazirlanan
agaroz jele sirasiyla 3 ul DNA belirteg ve 2 ul DNA yiikleme boyasi ile karistirilmig 5
ul PZR iirtinii yiiklendi. Daha sonra jel 120 mA, 110 V’de 1 saat ytiriitiildiikten sonra

jel gortintiileme sisteminde (Vilbert Laurmart Fusion Fx5, Fransa) goriintiilendi.
3.2.3.1 Agaroz jelden DNA saflastirma

Beklenen DNA banti goriildiikten sonra ticari olarak temin edilen GeneJET Gel
Exraction (Thermo Fisher Scientific, K0691, ABD) kiti ile jelden piirifikasyon islemi
yapildi. Agaroz jelden UV-312 nm 15181 altinda kesilen bantlar, steril ependorf tiipler
igerisine alinarak tartildi. Ardindan 1 hacim jele: 3 hacim baglanma tamponu eklenip
55 °C ’de 10 dk inkiibasyona birakildi. Bu siire igerisinde tiipler, jellerin homojenize
olmasi igin alt-iist edildi. Tiplerin igerisindeki jel soliisyonu Kitin igerisinden ¢ikan
kolonlara 800 pl olarak yiiklendi ve 1 dk 10000 x g’de santrifiij edildi. Kolona 700 pl
yikama tamponu yiiklendikten sonra yine 1 dk 10000 x g’de santrifiij islemi yapildi.
Bu islemden sonra saflagtirma kolonlart steril 1,5 m1’lik mikrosantrifiij tiiplerine alind1
ve lizerlerine 50 pl eliisyon tamponu konuldu. Son olarak 1 dk 10000 x g’de santrifiij
edildikten sonra kolon uzaklastirilarak DNA igeren silipernatant %1°lik agaroz jelde
yiriitiildic ve DNA’nin varlig1 kontrol edildi. DNA, derin dondurucuda (-20 °C )

saklandi.

3.2.4 Klonlama islemleri

Klonlama, tiim genleri igeren DNA fragmanlarini ¢ogaltmak i¢in kullanilabildigi gibi
istenilen bir gen bolgesi, promotorlar, kodlayici olmayan sekanslar ve rastgele

parcalanmis DNA gibi herhangi bir DNA sekansin1i amplifiye etmek icin de
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kullanilabilir. Klonlama yontemi parmak izinden (DNA finger-printing) biiyiik 6l¢ekli
protein liretimine kadar pek cok biyolojik deney ve pratik uygulamada kullanilir.
Canli bir organizmada herhangi bir DNA dizisini amplifiye etmek i¢in, bu dizinin,
kendisinin ve herhangi bir baglantili dizinin replikasyonunu yonetebilen bir
replikasyon orijinine baglanmasi1 gerekir. Bunun yanisira protein iiretimi, afinite
etiketleme (tagging) gibi oOzellikler i¢in klonlama vektorlerine ihtiyag duyulur.
Herhangi bir DNA par¢asinin klonlanmasi esas olarak dort adimi igerir: 1.
Restiriksiyon (DNA dizisinin kesilmesi), 2. Ligasyon (DNA parc¢alarini istenen bir
sirayla birlestirmek), 3. Transfeksiyon-transformasyon (yeni olusturulmus DNA
parcalarim1 hiicrelere yerlestirmek), 4. tarama / secilim (yeni DNA ile basariyla
transfekte edilen hiicrelerin segilmesi) 1k olarak istenilen gen bdlgesine sahip canlinin
DNA’s1 izole edilir. Izole edilen DNA, istenilen gen bélgesini PZR kosullarinda
cogaltacak olan uygun primerler varliginda amplifiye edilir ve boylece DNA fragmani
ortaya c¢ikar. Daha sonra transfekte edilecek canliya ve amaca uygun vektor
(¢ogunlukla dairesel olan), kesim enzimleri kullanilarak dogrusallastirilir ve uygun
kosullar altinda DNA ligaz adi verilen bir enzim ile ilgilenilen DNA fragmaniyla
inkiibe edilir. Bu isleme ligasyon prosediirii ad1 verilir. Ligasyonu takiben ilgili insert
ile birlesen vektor, hiicrelere transforme edilir. Son olarak transfekte edilmis hiicreler
kiiltiirlenir. Modern klonlama vektorleri, sadece vektoriin transfekte edildigi hiicrelere
izin veren segilebilir antibiyotik direng belirtecleri icerir. Buna ek olarak, klonlama
vektorleri X-gal ortami iizerinde mavi / beyaz tarama (alfa-faktor tamamlama)
saglayan renk se¢im belirtecleri icerebilir. Ancak, bu secilim adimlari, DNA
fragmanimnin elde edilen hiicrelerde bulundugunu kesin bir sekilde garanti etmez.
Sonuglarin PZR reaksiyonlari, sekans analizleri gibi yontemlerle ayrica dogrulanmasi

gerekir.

3.2.4.1 CboFDH geninin pET-23b(+) vektoriine aktarilmasi

Klonlama ve ekspresyon vektorii pET-23b(+), PZR iiriinii ile uyumlu yapiskan uglara
sahip olabilmesi i¢in Ndel ve Xhol endoniikleaz enzimleri ile kesildi. Reaksiyon 5 pl
PET-23b(+), 5 pl hizli par¢alama tamponu, 2,5 pl Ndel enzimi (5 u/ ul), 2,5 pl Xhol
enzimi (5 u/ pl), 35 pl steril distile su, total hacim 50 pl olacak sekilde hazirland1 ve

37 °C’de 2 saat inkiibe edildi. Daha sonra vektoriin kendi tizerine kapanmamasi igin
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37 °C‘de 10 dk 5 pl Alkalin fosfataz enzimi ile inkiibe edilerek defosforilasyon islemi
yapild.

3.2.4.2 CboFDH geninin pET-23b(+) vektoriiyle ligasyonu

PZR iiriinii ile pET-23b(+) vektoriiniin birbirine baglanmasi i¢in ligasyon islemi 1:3

oraninda olacak sekilde Tablo 3.13’de belirtilen 6l¢iilerde hazirlandi.

Tablo 3.13: CboFDH geninin pET23b+ vektoriiyle ligasyonu bilesenleri.

Bilesen Vektor+Insert Sadece Insert / Kontrol
Miktar Miktar

PET-23b(+) vektorii 5ul -

PZR iiriinii 10 pl 10 pl
T4 DNA ligaz 1 ul 1 ul
Ligasyon tamponu 4 ul 4 ul
dH20 - 5ul
Toplam 20 ul 20 pl

Ligasyon karigimlar 1 saat oda 1sisinda inkiibe edildikten hemen sonra 4 °C’de 16 saat
inkiibasyona birakildi. Siipernatant, %1°lik agaroz jelde yiiriitiilerek DNA’nin varligi
kontrol edildi.

3.2.4.3 pET-23b(+)/FDH “nin E.coli DH5-a hiicrelerine transformasyonu ve
koloni PZR

Inkiibasyon tamamlandiktan sonra ligasyon karisimi E.coli DH5-a hiicrelere
transforme edildi. E.coli DH5-a kompetent hiicrelere transformasyon i¢in 6n hazirlik
olarak; daha onceden hazirlanan 50 pg/ml ampisilinli LB kat1 petrilerin iizerine 100
mg/ml IPTG ¢ozeltisinden 40 pl ve 20 mg/ml X-gal ¢ozeltisinden 40 pl siiriilmesi,
S.0.C besiyerinin oda 1sinina getirilmesi, E.coli DH5-a kompetent hiicrelerin buz
tizerinde eritilmesi islemleri yapildi. Ligasyon sonunda elde edilen {iriin, kompetent
hiicrelerin iizerine yavasca eklenerek buzda 30 dk inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonras1 Ornekler, porlarin agilip plazmidlerin igeri girmesi icin, 42 °C’ye ayarlanmis
su banyosunda 30 sn inkiibe edildikten hemen sonra buz igerisine alinarak 10 dk

bekletildiler. Siirenin bitiminde her bir 6rnegin tizerine 950 ul S.O.C besiyeri eklendi.
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Ornekler 200 x rpm’de orbital calkalayici {izerinde 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresi sonunda 6rnekler 10000 x g’de 25 sn santrifiij edildikten sonra 800
ul besiyeri uzaklastirilip kalan siipernatant igerisinde pellet ¢coziiliip LB agar petrilere
yayildi. 16 saat boyunca 37 °C’de inkiibasyona birakilan petrilerden plazmid alan
hiicrelerin beyaz koloni olusturmasindan faydalanilarak klonlar secildi. Segilen 10
adet koloni, 50 pg/ml ampisilin igeren LB siv1 besiyerlerine ekildi. Besiyerleri 37 °C,
200 x rpm’de orbital ¢alkalayicida 16 saat inkiibe edildikten sonra ticari olarak elde
edilen ‘Genejet Plasmid Miniprep Kit” (Thermo Fisher Scientific, ABD) kullanilarak
plazmid izolasyonu yapildi. Buna gore; hiicreler 14000 x rpm’de 5 dk santrifiij
edildikten sonra iist siipernatantlar1 uzaklastirildi. Pelet kisimlarinin {izerine 250 pl
reslispansiyon tamponu ilave edildikten sonra iyice vorteks ile karistirilip 250 pl ‘Lysis
lizis soliisyonu konuldu. Tiipler hafifce alt iist edilerek ¢evrildikten sonra {izerlerine
350 pl nortalizasyon tamponu eklenip tekrar hafifce alt tist edildi. Bakteri lizatlari
bulutumsu bir form aldiktan sonra 14000 x rpm’de 5 dk santrifiij edildiler. Santrifiij
islemi sonrasi olugan siipernatantlar ‘GeneJET spin kolonlara’ transfer edildi. Kolonlar
14000 x rpm’de 1 dk santrifiij edildikten sonra tizerlerine 500 pl yikama soliisyonu
eklenip tekrar 14000 x rpm’de 1 dk santrifiij edildi. Yikama igslemi 2 defa yapildi ve
her santrifiij islemi sonrasi olusan sizintilar uzaklastirildi. Kolonlar, steril 1,5 ml’lik
mikrosantrifiij tiiplerine alindiktan sonra 70 °C’de sitilmig 50 pl eliisyon tamponu
tizerlerine eklenerek oda sicakliginda 2 dk inkiibe edildi. Ardindan 14000 x rpm’de 2 dk
santrifiij sonucu elde edilen plazmidlerin miktar1 UV-vis spektrofotometre yardimu ile
ol¢iildii. Biiyiiyen kolonilerde CboFDH gen bolgesinin pET-23b(+) vektoriine yerlesip
yerlesmedigini kontrol etmek i¢in ticari olarak elde edilen Phusion Flash High-Fidelity
PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific, F-548S, ABD) Kkiti ile Tablo 3.14 ve Tablo
3.15’de belirtilen miktar ve kosullarda gen bolgesine ait primerler varliginda koloni PZR
reaksiyonu gerceklestirildi. PZR iiriinleri, %1’lik hazirlanan agaroz jele yiiklendikten
sonra 120 mA, 110 V’de 1.5 saat yiiriitiildi ve jel goriintiileme sisteminde (Vilbert

Laurmart Fusion Fx5, Fransa) goriintiilendi.

3.2.4.4 Plazmidin endoniikleazlar ile kesimi

Koloni PZR reaksiyonunun yanlis sonu¢ verme ihtimalina karsilik kontrol amagh
olarak plazmidler restriksiyon enzimi ile kesilmistir. Kesim islemi i¢in reaksiyon: 6 ul

PET-23b(+)/FDH, 2 ul Fast Digest Buffer, 1 ul Ndel enzimi (5 u/ ul), 1 ul Xhol enzimi
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(5 u/ ), 10 pl steril dH20, total hacim 20 pl olacak sekilde hazirland1 ve 37 °C’de 2
saat inkiibe edildi. Daha sonra ornekler %1 agaroz jelde yiiriitiildiikten sonra jel

goriintiileme sisteminde (Vilbert Laurmart Fusion Fx5, Fransa) goriintiilendi.

Tablo 3.14: Koloni PZR reaksiyonu bilesenleri.

Bilesen Miktar
Master Mix 12.5 ul
FDH-Forward primer 1.25 pl (10 uM)
FDH-Revers primer 1.25 pl (10 uM)
DNA 1 pl (25ng/ml)
dH20 9ul
Toplam 25 ul

Tablo 3.15: Koloni PZR reaksiyonu dongii kosullari.

Asamalar Sicakhik Zaman Dongii Sayis1
Baglangi¢ Denatiirasyon 98 °C 30 sn
Denatiirasyon 98 °C 10 sn
Baglanma 60°C 30sn 35 dongii
Uzama 72°C 2dk
Son Uzama 72°C 2dk

3.2.4.5 Dizi analizi

PZR iiriinii rekombinant pET-23b(+)/FDH vektorii Sentromer DNA Teknolojileri
Istanbul firmasma dizi analizine gonderilerek; PZR iiriiniiniin vektdre dogru bir
sekilde yerlesip yerlesmedigi, N-terminal bolgesinde His-Tag flizyon proteininin
bulunup bulunmadigi kontrol edildi. Bunun i¢in plazmide 6zgii T7 promotor primerleri
iki yonlii olacak sekilde kullanildi. Yontem olarak Sanger Coulson’un zincir sonlama
yontemi, ABI Prism 310 Genetic Analyzer cihazi kullarak Sentromer DNA
Teknolojieri firmasi tarafindan gerceklestirilmistir. Elde edilen sekans sonucu
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/ ve http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

programlar1 kullanilarak CboFDH-1 protein dizisi ile aligment adi verilen yontem
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vasitasiyla karsilastirildi. Analiz sonucundan sonra, protein ekspresyon bakterisi olan

E. coli One Shot® BL21 (DE3) hiicreleri kullanilarak transformasyon islemi yapildi.

3.2.4.6 pET-23b(+)/FDH’nin E.coli BL21(DE3) hiicrelerine transformasyonu

Sekans analizi sonucu ile istenilen gen bolgesinin vektore diizgiin yerlestigi
dogrulandiktan sonra PET-23b(+)/FDH vektori E. coli BL21(DE3) hiicrelerine
transforme edildi. Bunun igin ilk olarak E. coli BL21(DE3) One Shot® hiicreleri buz
tizerinde eritildikten sonra, lizerine 5 pl hacimde 10 ng plasmid DNA’ s1 eklenip
hafifce karigtirildi. Buzda 30 dk inkiibasyona birakilan hiicreler, 42 °C’ye ayarlanmis
su banyosunda 30 sn inkiibe edildikten hemen sonra buz igerisine almmarak 10 dk
bekletildiler. Siirenin bitiminde 6rnegin tizerine 950 pul S.O.C besiyeri eklendi ve 200
x rpm de orbital ¢alkalayici iizerinde 37 °C *de 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi
sonunda hiicreler 10000 x g’de 25 sn santrifiij edildikten sonra 800 pl besiyeri
uzaklastirilip kalan stipernatant igerisinde pellet ¢6ziiliip 50 pg/ml ampisilin iceren LB
agar petrilere ekildi ve 37 °C *de 16 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda
en iyi gelisen ii¢ koloni se¢ildi ve koloniler 50 pg/ml ampisilin igeren s1vi besiyerine
ekildikten sonra 37 °C ’de 200 x rpm’de orbital ¢alkalayicida 16 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasi, ticari olarak temin edilen ‘Genejet Plasmid Miniprep Kit’
(Thermo Fisher Scientific, K0502, ABD) kullanilarak plasmid izolasyonu daha 6nce
boliim 3.2.4.3 de belirtildigi sekilde yapildi. Plazmidler daha sonra kullanilmak tizere
derin dondurucuda (-20 °C ) saklandi. Ayrica hiicrelerden 1:1 oraninda gliserol stok

yapilarak derin dondurucuda (-80 °C ) saklandi.

3.2.5 FDH gen ifadesinin IPTG ile indiiklenmesi

Daha once hazirlanan gliserol stok kullanilarak 50 pg/ml ampisilinli 20 mL LB s1v1
besiyerinde hazirlanan 6n kiiltiir, 37 °C ’de 200 x rpm’de orbital calkalayici
izerinde16 saat inkiibe edilerek hazirlandi. Daha sonra bu 6n kiiltiir 500 ml LB s1v1
besiyeri igeren 1 litrelik erlene inokiile edildi ve 37 C°’de 200 x rpm’de orbital
calkalayici lizerinde 600 nm dalga boyundaki optik yogunlugu 0.5’e ulasincaya kadar
inkiibe edildi. Yaklasik 4 saatlik inkiibasyon sonrasi indiiklenmemis 6rnek 0. saat
olarak kabul edildi ve daha sonra kullanilmak iizere 1’er ml olacak sekilde 3 farkli
ependorfa numune alindi. Alinan numuneler 14000 x rpm’de 10 dakika santrifiij

edildikten sonra pelet kisimlar1 -20 °C’de saklandi. Diger kalan hiicrelerin gen
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ekspresyonunun indiiksiyonu i¢in 1 mM IPTG ortama eklendi ve 37 °C’de 200 rpm
orbital ¢alkalayaci lizerinde 24 saat inkiibe edildi. 1nk1'ibasy0n sirasinda 1.,2., 3., 4., 5.,
6., 12. ve 24. saatlerde ependorflara 1 ml 6rnek alinip 14000 x rpm’de 5 dakika
santrfiflij yapildiktan sonra pelet kisimlar1 -20 °C’ye saklandi. Bu siirecte alinan
ornekler kaba 6ziit olarak kabul edildi. Orneklere SDS-PAGE yapilarak hangi saat

araliginin protein ekspresyonu i¢in optimum olduguna karar verildi.

3.2.6 Protein saflastirma islemleri

Optimum ekspresyon siiresinin 4 saat olduguna karar verildikten sonra, daha 6nceden
gliserol stok yaptigimiz E.coli BL21 hiicrelerinden 50 pg/ml ampisilin i¢ceren 20 ml
LB s1v1 besiyerine 6n kiiltlir hazirlanarak 37 °C’de 200 x rpm’de orbital ¢alkalayici
tizerinde 16 saat inkiibasyona birakildi. Ertesi giin, 50 pg/ml ampisilin igeren 500 ml
LB siv1 besiyerine, 6n kiiltiir inokiile edildi ve 600 nm dalga boyundaki optik
yogunlugu 0.5 olana kadar 37 °C’de 200 x rpm’de orbital ¢alkalayici tizerinde inkiibe
edildi. OD=0.5 oldugunda ortama 1 mM IPTG eklendi ve 4 saat 37 °C’de 200 x rpm’de
orbital calkalayici iizerinde tekrar inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon bitiminde 1
litrelik erlende bulunan hiicreler, 50 ml’lik steril falkonlara alinarak +4 C°’ de 4000 x
rpm’ de 20 dk santarifiij edildi ve {ist siipernatant uzaklastirildi. Bu isleme erlendeki
besiyeri bitene kadar devam edildi. Santrifiij islemleri sonunda elde edilen pelet, pH
7.4 20 mM sodyum fosfat tamponu ile pipetaj yapilarak iyice homojenize edildi. FDH
enzimi intraseliiler bir enzim oldugundan, hiicrelerdeki proteinin disar1 ¢ikarilabilmesi
icin homojenat lizozim ve sonikasyon iglemine tabi tutuldu. Bunun i¢in pelet agirlig
ile orantili olacak sekilde (1g/1ml) kullanilan sodyum fosfat tamponu miktarina gore
lizozim tartildi. 1 mililitreye 1 mg olacak sekilde tartilan lizozim, homojenatin
icerisine eklendi ve +4 °C’de orbital g¢alkalayici lizerinde 30 dk-1lsaat araliginda
inkiibasyona birakildi. Homojenata, buz igerisinde 10 saniye araliklarla 10 sn x 10 kez
olacak sekilde sonikasyon (Qsonica, ABD) yapildi. Sonikasyon isleminden sonra
homojenat 10000 x rpm’de 1 saat +4 °C’de santrifiij edildi. Ust kisimdaki siipernatant
kolondan gegirilmeden 6nce 0,45um’lik filtreden gecirildikten sonra temiz bir falkon
tiipe alind1. Tiim islemler buz iizerinde gergeklestirildi. Uretilen rekombinant protein
N-terminal kisminda His-Tag boéliimiine sahip oldugundan, histidine afinite gdsteren
ticari olarak temin edilmis 1 ml Ni-NTA agaroz kolon (Thermo scientific, Pierce

HisPure Ni-NTA Spin Columns, ABD) ile saflagtirildi.
66



Proteinin kolondan gegirilmesi islemi sirasinda ilk olarak 10 ml deiyonize H20O His-
trap kolondan saniyede 1 damla olacak sekilde gecirildi. Ardindan kolonun dengeye
gelmesi i¢in 5 ml Tampon A gecirildi. Yeni bir falkona aldigimiz protein lizatimi
toplamda 2 defa His-trap kolondan saniyede 1 damla olacak sekilde gegirildikten sonra
5 ml Tampon A kolondan gecirilerek toplandi. Onceden hazirladigimiz 100 mM,
200mM ve 400 mM’lik imidazollii Tampon A soliisyonlarimizi sirasiyla kolondan
gegirip, ¢iktilarin1 100 mM i¢in Iml’lik 3 ependorf tiipe, 200 mM i¢in 1 ml’lik 5
ependorf tiipe ve 400 mM icin 1ml’lik 3 ependorf tiipe topladik. Yine daha once
hazirladigimiz Tampon B soliisyonunu kolondan ilk 5 mI’sini 1 mI’lik 5 ayr1 ependorfa
toplayacak sekilde ve son 5 ml’sini tek bir falkonda toplayacak sekilde gegirdik. Kolon
ile isimiz bittikten sonra kolondan 10 ml deiyonize H20 gecirdikten sonra 10 ml %20
lik etanol gecirip + 4 °C’ de sakladik. Elimizde toplamda ilk gecirilen protein 6rnegi,
Tampon A, 1,2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 ve Tampon B 6rnekleri
olmak iizere 19 protein &rnegimiz oldu. Ornekleri aralikli olarak SDS-PAGE jele
yiikledikten sonra hangi numunelerimizde dogru protein ekspresyonunun olduguna

karar verildi.

3.2.7 SDS-PAGE analizi

Saflastirma islemi sonrasinda FDH proteininin ekspresyonunu gormek igin SDS-
PAGE deneyi yapildi. Ornekler jele yiiklenmeden once proteinler denatiirayon
islemine tabi tutuldu. Onceden hazirlanns yiikleme boyasi ve drnekler 1:1 oraninda
ependorflar igerisinde karistirildiktan sonra, 6nceden 97 °C’ye getirilmis 1sitic1 bloga
yerlestirildi ve 10 dk inkiibasyona birakild1. Inkiibasyon sonras1 ependorf tiipler 10 dk
buzda inkiibe edildi ve ardindan 3000 x rpm ‘de 5 sn sanrifiij yapildi.

SDS-PAGE jeli i¢in ; %12’lik ayirma (separating) jeli ve %8’lik yigma (stacking) jeli
Tablo 3.6’da verilen oOlgiilere gore hazirlandi. Hazirlanan jele 3 ul protein belirteg ve
20’ser ul daha onceden elde edilen protein 6rnekleri yiiklendi. Jel i¢in camlar iyice
temizlendikten sonra yesil kenarli aparata camlar yerlestirildi. %12’lik hazirlanan
ayirma jeli, jel aparatindaki yesil ¢izgiye kadar dokiildii. Uzerine tiim yiizeye kadar
izopropanol konulduktan sonra donmaya birakildi. Alt jel donduktan sonra % 8’lik
hazirlanan yigma jel, izopropanol ortamdan uzaklastirildiktan sonra diger jelin {izerine
dokiildii. Burada geriye kalan fazla izopropanol kalintilari, bir kurutma kagidi

yardimiyla uzaklastirildi. Ust jeli doktiikten sonra taraklar yerlestirilerek donmaya
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birakildi. SDS-PAGE analizi i¢in, 6nceden 0.,1.,2.,3.,4.,5.,6.,12. ve 24. saatlerde
aldigimiz IPTG ile indiikledigimiz hiicre 6rnekleri ve saflagtirma igin Ni-NTA agaroz
kolondan gecirdigimiz protein ornekleri (ilk gegirilen protein 6rnegi, Tampon A, 1, 2,
3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 ve Tampon B 0Ornekleri) aralikli olarak
jellere yiiklendikten sonra 120 mA, 100 V’de 1,5 saat elektroforez islemine tabi
tutuldu. Orneklerin elektroforez islemi bittikten sonra jeller, kasetlerden ¢ikarilarak
temiz kaplara aktarildi. Onceden hazirlanmis Coomassie Brillant Blue boyasi (CBB)
tizerlerini ortecek kadar konulduktan sonra, 100 x rpm’de orbital ¢alkalayici tizerinde
15 dk oda 1sisinda bekletildi. Jellerin iizerindeki boya uzaklastirildiktan sonra iyice
boyadan arinmasi maksadiyla jeller 16 saat boya giderici solusyonda (destaining) 100
x rpm’de orbital ¢alkalayici lizerinde bekletildi.
Tablo 3.16: SDS-PAGE ig¢in jellerin bilesenleri.

Icerik % 12 Ayirma Jeli % 8 Yigma Jeli

% 30 Akrilamid 4 ml 1.7 ml
1.5 M Tris (pH 8.8) 2.5ml -

0,5 M Tris (pH 6.8) - 2.5 ml
% 10 SDS 100 pl 100 pl
% 10 APS 50 pl 50 pl
TEMED 5-6 pl 5-6 ul
dH.0 3.4 mi 5.7 ml

3.2.8 Ultrafiltrasyon islemi

SDS-PAGE goriintiisii ile protein ekspresyonlarinin dogru ve saf oldugu belirlenen
orneklerin hepsi yeni bir falkon tiip igerisinde karistirilarak lizeri 50 ml’ye kadar
sodyum fosfat tamponu ile tamamlandi. Daha sonra bu protein karigim 30000 MW °‘lik
ultrafiltrasyon tiipiinde (Amicon Ultra-15 santrifugaton tube Millipore, ABD) 3000 x
rpm’de 10 dk olacak sekilde +4 °C’de santrifiij edildi. Buradaki amag¢ saflagtirma
esnasinda kullanilan imidazolii yapidan uzaklastirmaktir. Santrfiij islemine, 50 ml’lik
protein karisimi 2.5 ml olana kadar devam edildi. Bu sekilde hem imidazol yapidan

uzaklastirildi hem de proteinin konsantrasyonu arttirildi.
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3.2.9 PD-10 kolon uygulamasi

Ultrafiltrasyon tiiplerinden gegirilip son hacmi 2.5 ml olan yabanil tip CboFDH’deki
saflagtirma basamaklarindan sonra geriye kalan imidazol ve tuzlar1 iyice uzaklastirmak
i¢in protein ¢ozeltisi PD-10 (GE Healthcare, ABD) kolondan gegirildi. Bunun i¢in PD-
10 kolonun st kisminda bulunan etanol, kolonun agiz kismi1 acilarak uzaklastirildi.
Daha sonra kolondan sirasiyla 4 defa dH20 ve 4 defa sodyum fosfat tamponu (pH 7.4)
gegirildi. Ardindan 2.5 ml protein, kolondan 2 defa gecirildi. Son olarak protein ¢ozelti
3.5 ml tampon ¢ozelti (sodyum fosfat pH 7.4) ile toplandi. Bu islemden sonra
elimizdeki protein ¢Ozeltinin konsantrasyonunu arttirmak icin Ornek daha Once

3.2.8’de belirtildigi sekilde tekrar ultrafiltrasyon tiiplinde santrifiij edildi.

3.2.10 Protein miktar tayini

Orneklerdeki protein miktarlari, Bradford yéntemi ve 1 mg/ml Bovine serum
albiiminin (BSA) farkli konsantrasyonlarda standart olarak kullanilmasiyla ol¢iildii.
Bu 6l¢iim icin oncelikle spektrofotometre cihazi Bradford boyasi ile sifirlandiktan
sonra 1 ml’lik plastik tek kullanimlik kiivetlere 20 pl 6rnek tizerine 980 pl Bradford
ayiraci pipetlenip vorteks ile karigtirildi. Bu iglemin ardindan 10 dk oda 1sisinda
inkiibasyona birakilan 6rnekler 595 nm dalga boyunda spektrofotometrede (Shimadzu,
UV 1800, Japonya) dlciildii.

3.2.11 Western Blot analizi

Rekombinant iiretilen FDH proteininin varligr ayrica Western Blot (western blot
system, Biorad, ABD) analizi ile dogrulandi. Bunun i¢in protein belirte¢ (3 pl) ve
protein 0rneginin (40 pg/ml) boliim 3.2.7°de belirtildigi sekilde yiiklendigi jel, 120
mA, 100 V’de 1.5 saat elektroforez islemine tabi tutulduktan sonra, jeldeki proteinler
nitroseliilez membrana transfer edildi. Bu islem i¢cin PVDF membran sirasiyla 30 sn
metanol, 3 dk dsu ve 5 dk transfer solusyonunda bekletildi. Daha sonra sirasiyla iistiiste
olacak sekilde transfer siingeri, membran, jel ve transfer slingeri konularak transfer
cihazina (Transblot system, Biorad, ABD) yerlestirildi. 10 dk 90 mV’da transfer islemi
yapildiktan sonra jeldeki proteinlerin transfer membranina ge¢ip ge¢medigi kontrol
edildi. Membran daha sonra TBST igerisinde %5 ‘lik hazirlanmis bloklama solusyonu
ile 1 saat 100 x rpm’de orbital calkalayici {lizerinde oda 1sisinda inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrast membran TBST ile 5 dk boyunda 3 defa yikandi. Membran,
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1/1000 oraninda %2.5 ‘luk siit tozu igerisinde hazirlanan ‘Anti-Histag primer antikor’
(Abcam, ABD) ile +4 °C’de 100 x rpm’de orbital calkalayici tizerinde 1 gece
inkiibasyona birakildi. Ertesi giin membran TBST ile 5 dk 5 defa oda 1sisinda yikandi.
Membran, 1/2000 oraninda %2.5 ‘luk siit tozu igerisinde hazirlanan ‘Seconder
antikor’ (Abcam, ABD) ile oda 1sisinda 100 x rpm de orbital ¢alkalayici lizerinde 1
saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrast membran TBST ile 5 dk boyunda 5
defa yikandi. Tiim bu islemlerin sonunda membrandaki bantlar ticari olarak temin
edilen ‘Western Blotting Luminaol Reagent’(Santa cruz, ABD) goriintiileme kiti ile
analiz edildi. Bunun i¢in kitin igerisinde bulunan solusyon A ve solusyon B 1:1
oraninda karistirildiktan sonra, 151k gormeyecek sekilde membran yiizeyi bu soluyon
ile muamele edildi. Bantlar, goriintiileme cihazinda (Vilbert Laurmart Fusion Fx5,

Fransa) goriintiilendi ve degerlendirildi.

3.2.12 Yabanil tip CboFDH enziminin aktivite ¢alismalar:

Format dehidrojenaz enziminin c¢alismasi,  spesifik olarak format iizerinde
dehidrojenaz aktivitesi gostermesi ve koenzim olarak NAD molekiiliinii kullanmasi
prensibine dayanmaktadir. FDH ile yapilan ¢aligmalarda asetat, malat ve piriivat gibi
maddeler substrat olarak denenmis ve sadece formatin, dehidrojenaz aktiviteyi
destekledigi, enzimin substrat olarak formata mutlak spesifisitesi oldugu goriilmiistiir.
Enzim aymi zamanda koenzim olarak NAD™’a bagimli faaliyet gostermektedir
(Schiitee vd., 1975). NAD*-bagimli FDH, formatin karbondioksite ddniismesini
NAD’in  NADH’a rediiksiyonu ile eslenik olarak katalizler. NADH-+H
spektrofotometrik dl¢timlerde 340 nm’de absorbans piki veren bir molekiildiir.
e HCOO- + NAD" — ( format dehidrogenaz) — CO2 + NADH+H

Uretilen yabanil tip CboFDH enzimi i¢in degisen pH, substrat, kofaktor ve sicaliklarda
aktivite 6l¢limleri alinarak yabanil tip CboFDH i¢in optimum kosullara karar verilmis

ve kinetik hesaplamalar yapilmistir.

3.2.12.1 Farkh pH ve sicakhgin aktiviteye etkisi

Enzimler pH degisikliklerden etkilenmekle birlikte enzimin en aktif oldugu noktadaki
en uygun pH degeri optimum pH olarak bilinir. pH, enzimlerin stabilitesinde ve
aktivitesinde 6nemli bir faktordiir. Asir1 yiiksek veya diisiik pH degerleri genellikle

¢ogu enzim i¢in tam aktivite kaybina yol agabilir. Enzimlerin aktivite ve stabilitesini
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etkileyen bir diger onemli faktor ise sicakliktir. Yine caligilan enzim i¢in optimum
olmayan sicakliklarda enzimin protein yapisinda bozulmalar meydana geleceginden
aktivite ve stabilite kayiplar1 gézlenebilir. Bu yiizden enzimatik bir reaksiyonun dogru
ve tekrarlanabilir olmasi icin, bu fiziksel ve kimyasal parametrelerin her biri goz
oniinde bulundurulmali ve optimize edilmelidir. Yabanil tip CboFDH aktivitesi i¢in
optimum pH sartlarim1 belirlemek amaciyla farkli pH araliklarinda (pH 5-12)
hazirlanan tamponlar kullanildi. Reaksiyon, 20 mM sodyum format, 4 mM NAD" ve
0.5 mg/ml yabanil tip CboFDH varliginda gergeklestirildi. Aktivite l¢timleri, 25 °C
sicaklikta ve 340 nm absorbansda mikroplak okuyucuda (Varioscan, Thermo Fisher
Scientific, ABD) alind1.

Yabanil tip CboFDH aktivitesi i¢in optimum sicaklik sartlarini belirlemek amaciyla
farkli sicakliklarda (20°C -70°C ) aktivite dl¢timleri 340 nm absorbansda mikroplak
okuyucuda (Varioscan, Thermo Fisher Scientific, ABD) alindi. Reaksiyon, 20 mM
sodyum format, 4 mM NAD® ve 0.5 mg/ml yabamil tip CboFDH varliginda
gerceklestirildi.

3.2.12.2 Enzim Kinetigi hesaplamalari

Bir enzimin aktivitesi, substratin tiiketimini veya {riiniin iretimini gozlemleyerek
dlgiilebilir. Uriin artisinin izlenmesi, iiriin artisindaki kiigiik degisikliklerin, substrat
azalmasina gore daha kolay tespit edilebildiginden daha dogru sonuglar verir. Enzim
kinetigi sayesinde bir enzim tarafindan katalizlenen bir reaksiyonun hiz1 belirlenebilir.
Bunu belirlemek icin enzim katalizli reaksiyonlarin hizlar1 farkli substrat
konsantrasyonlarinda dl¢iiliir. Enzim kinetigindeki 6nemli kavramlar: Kwm, Turnover
say1st (Kcat), Kcat/Km orani, enzim aktivite iinitesi ve enzim inhibisyonu seklindedir.
Kwm: Bir enzimin substrata olan afinitesi hakkinda bilgi verir. Enzime ait Km degeri
diisiik ise substrat olan afinite yliksektir. Ciinkii diisiik substrat konsantrasyonunda
maksimum hiza ulasmis yani doymustur. Metabolizmada diisiik Km ‘e sahip enzimler
biiyiik 6nem tagir ( 105-108).

Kcat: Bir saniyede bir enzim molekiiliiniin substrattan olusturdugu {iriin sayisidir.
Enzim substrata baglandiktan sonraki donemdeki enzim aktivitesi gosterir.

Kcat/Km orami: Enzim molekiiliiniin total aktivitesini gosterir. Enzimin substrata
baglanmadan 6nceki donemi de igerir.

Enzim aktivitesi: Birim zamanda {irline doniistiiriilen substrat mol sayisina esittir.
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Reaksiyon hizi ile reaksiyon hacminin ¢arpimina esittir. Bir birim enzim birimi =
(Unite) = 1 pmol min!. 1 U seklinde ifade edilir.

Spesifik Aktivite: Bir enzimin, 1 miligram toplam proteindeki aktivitesi olup pmol
dk 'mg! olarak ifade edilir. Toplam proteinin miligrami basina, belli bir siire zarfinda
ve belli sartlarda bir enzim tarafindan meydana getirilen iiriin miktaridir. Enzim
aktivitesinin toplam protein kiitlesine boliimiine esittir.

Enzim inhibisyonu: Enzimlerin katalitik etkilerinin bazi kimyasal bilesiklerle
azaltilmast ya da durdurulmasidir. Yarigmali, yarismasiz ve bagimli inhibisyon
seklinde tiirleri vardir.

Enzim kinetigini aciklamak i¢in en yaygin kullanilan modellerden biri Michaelis-
Menten modelidir. Bu model, Vmax, substrat konsantrasyonu ve Kw ile ilgili bir
denkleme sahiptir ve bu denkleme gore, reaksiyonun hizi hesaplanabilir. Michaelis-

Menten denklemi ([S]: substrat konsantrasyonu) asagidaki sekildedir:

Vmax [S]
V=
Kwm +[S]

Bu denklemde, Vmax reaksiyonun elde ettigi maksimum hizi gosterirken, Km Michaelis
sabitini ve reaksiyon hizi Vmax'in yarisini elde ettiginde substrat konsantrasyonunu
temsil eder.

Reaksiyonun velocity (hiz) -substrat konsantrasyonunun grafigi Sekil 3.4'de

gosterildigi gibi cizilebilir.

Vmax

Va2

Reaction velocity v

Substrate concentration [S]

Sekil 3.3: Michaelis Menten Egrisi.
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Michaelis-Menten denklemi rasyonel bir denklem oldugu i¢in parabolik bir grafik
verir ve bu ¢izim ile ¢alismak zordur. Bu nedenle Michaelis-Menten denkleminden

elde edilen lineer bir denklem olan Lineweaver-Burk denklemi kullanilir.

l_ﬁ'm+[5]_(ﬁ'm) 1 1

V B 1'111&1[51 B

5] " Vo
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Vmax ve -1 / Km degerleri, Lineweaver-Burk denklemi ile olusturulan dogrusal
grafikten elde edilebilir. Grafigin y-kesisimi 1 / Vmax'1 temsil ettiginden, x-kesisimi -

1/Km’e esittir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.4: Lineweaver-Burk Egrisi.

Spektrofotometrik 6lgiimler kullanarak, bir ¢ozeltinin konsantrasyonu Beer-Lambert
Yasasina gore "A = edc" formiilii ile hesaplanabilir. "A" absorbans1 gosterir ve birim
igermez. "¢" birimi L.mol-1.cm-1 olan molar emiciligi temsil eder. Her bilesik i¢in
spesifik ve sabittir. NADH'nin molar emiciligi 6.22x10% M™*.cm™'dir. "d", numuneyi
iceren kiivetin yol uzunlugu olan numunenin yol uzunlugudur ve santimetre cinsinden
ifade edilir. "c" numunenin konsantrasyonu anlamina gelir; birimi mol.L-1 olarak ifade
edilir. NAD'-Bagimli FDH aktivitesi 6l¢iiliirken, NAD’imn NADH’a rediiksiyonu
izlenir. NADH orani, NADH'nin 340 nm'de bir absorbans piki vermesinden dolay1
kolaylikla belirlenebilir.

Calismada, kinetik dl¢limler i¢in numuneler hazirlanirken, reaksiyonun substrati olan
format son bilesen olarak ortama eklendi. Absorbanslar 10 dk boyunca 10 sn
araliklarla olacak sekilde 340 nm'de olgiildii. Daha sonra, AAbsorbans / dakikanin
mutlak degerleri kullanilarak her bir ¢6ziim i¢in degerler;

Vo, hiz (U/L): (AA/dk x T.V.(ml) x 10°) / (¢ x d x N.V(ml)) denklemli Beer Kanunu
ile hesaplandi. Buradaki ‘e’ molar absorptivite anlamina gelir. Deneylerde, enzim
aktivitesini belirlemek igin olusan NADH miktar1 baz alindi, hesaplamalarda
NADH'nin molar absorptivitesi 6.22x103 M?s? olarak kullamild1. ‘d’ 151k yolunun
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uzunlugunu temsil eder ve 1 cm'dir. ‘T.V.’¢6zeltinin toplam hacmine gore ‘N.V.’ ise
reaksiyon esnasinda kullanilan enzimin hacmi dikkate alinarak formiile uygulandi.
Michaelis -Menten grafiginde,

Vmax [S]

V=

Kwm +[S]
formiilii kullanilarak maksimum hiz (Vmax) hakkinda bir tahmin yapmak miimkiindiir.
Ancak bu grafik, lineer bir ¢izgi yaratmadigindan Vmax ve Km degerlerini daha dogru
tahmin etmek icin Lineweaver - Burk grafigi kullanildi. Bu yiizden Vmax ve Km
degerleri, Lineweaver -Burk ¢iziminden elde edilen denklem kullanilarak hesaplandi.
Buna gore y ekseni 1 / Vmax’1 temsil ederken x ekseni -1/ Kwm’i temsil eder. Vmax ve
Kwm degerleri her degisken icin hesaplandiktan sonra enzimin Kcat degeri, Vmax/ [E]
formiilii ile hesapladi. Daha sonra bulunan bu degerler kullanilarak enzimin Kcat/Km
oran1 ve spesifik aktivite (enzim aktivitesi/toplam protein miktar1) degerleri
hesaplandi.
Yapilan ¢aligmalar sonucu optimum pH ve sicaklik yabanil tip CboFDH i¢in pH 7.4
ve 40 °C olarak belirlendi. Bu nedenle kinetik dl¢cltimler esnasinda sodyum fosfat
tamponu (pH 7.4) kullanildi. Km, Vmax Ve Kcat degerlerinin hesaplanabilmesi igin ilk
olarak farkli substrat konsantrasyonlarinda aktivite tayinleri alinarak daha sonra
Michaelis Menten ve  Lineweaver-Burk egrileri ¢izildi ancak hesaplamalar
Lineweaver-Burk egrisinden elde edilen formiil yardimiyla yapildi. Kinetik
hesaplamalar i¢in kullanilan reaksiyon ortamlari Tablo 3.17, Tablo 3.18 ve Tablo

3.19’da verilmistir.

Tablo 3.17: Degisen substrat konsantrasyonlarinin reaksiyon ortamlari.

Secilmis Sodyum Format NAD* Enzim pH Sicakhik °C

Konsantrasyonlar1 (mM)

0.612, 1.25, 2.5, 5, 10, 20, 40 4 mM 0.5 mg/ml 7.4 25
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Tablo 3.18: Degisen koenzim konsantrasyonlarinin reaksiyon ortamlari.

Secilmis NAD* Format Enzim pH Sicaklik °C

Konsantrasyonlar: (mM)

1,2,3,4,506 2mM 0.5 mg/ml 7.4 25

Tablo 3.19: Degisen enzim konsantrasyonlarinin reaksiyon ortamlari.

Secilmis Enzim Format NAD?* pH Sicaklik °C
Konsantrasyonlari (mg/ml)

0.0306, 0.0612, 0.125, 0.25, 0.5, 2mM 1.5mM 7.4 25
0.75

3.2.12.3 Farkh metal iyonlarimin aktiviyete etkisi

Metal iyonlart bir¢ok enzimin biyolojik islevinde 6nemli rol oynar. Metal-protein
etkilesimleri i¢erisinde metal-ligand ve enzim-koprii kompleksleri sayilabilir. Metaller
elektron vericileri veya alicilari, Lewis asitleri veya yapisal diizenleyiciler olarak
gorev yapabilirler. Metaller, enzim proteinleri ve substratlar (ya da inhibitdr) arasinda
meydana gelebilecek etkilesimlerin tiirleri tanimlanmistir. Bu etkilesimlerden ilki,
gercek bir substrat kompleksi olusturmaya yonelik substrat ve metal iyonu arasindaki
etkilesimdir. Bu tip davranis tipik olarak metalle aktive olan enzimlerde gdzlenir ( Or:
Metal Bagimli FDH’ler). Ikinci bir etkilesim seklinde ise, metal ilk dnce enzim
proteinine baglanir ve daha sonra substrat ile bir etkilesim alan1 olusturur. Bu durumda
metal ya enzimin katalitik kisminin bir bileseni olarak ya da baglanma boélgesi olarak
islev gorebilir. Uciincii bir etkilesim metal iyonunun enzimin aktif bolgesinin disinda
bir yere baglanma durumudur. Bu gibi durumlarda, metal ya protein yapisint muhafaza
ederek ya da proteinin aktif uyumlarini1 stabilize ederek aktiviteyi dolayli yoldan
diizenleyebilir.

Farkli metal iyonlarinin enzim aktivitesine olan etkilerini incelemek i¢in 11 farkl
metal iyonunun 5 farkli konsantrasyonu reaksiyon ortaminda denendi. Reaksiyonda
farkli konsantrasyonda hazirlanan metal iyonlari, reaksiyonu baslatict substrat

(format) ortama ilave edilmeden Once konuldu ve 3 dk inkiibasyonun ardindan
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reaksiyon baglatildi. Reaksiyon ortamindaki metal iyonlar1 ve konsantrasyonlar1 Tablo

3.20°de verilmistir.

Tablo 3.20: Degisen konsantrasyonlardaki farkli metallerin reaksiyon ortamlari.

Metaller Secilmis Enzim NAD*  Format pH Sicaklik °C Dalga
Konsantrasyonlar Boyu
(M) (nm)
ZnCl; 1,3,57,10 0.25 1.5mM 2mM 7.4 25 340
mg/ml
MgCl2 1,3,5,7,10 0.25 1.5 mM 2mM 7.4 25 340
mg/ml
CuCl 1,3,5,7,10 0.25 1.5 mM 2mM 7.4 25 340
mg/ml
LiCl2 1,3,5,7,10 0.25 1.5 mM 2mM 7.4 25 340
mg/ml
W 1,3,5,7,10 0.25 1.5mM 2mM 7.4 25 340
mg/ml
FeCls 1,3,57,10 0.25 15mM 2mM 7.4 25 340
mg/ml
CaCl: 1,3,57,10 0.25 1.5mM 2mM 7.4 25 340
mg/ml
Mn 1,3,57,10 0.25 15mM 2mM 7.4 25 340
mg/ml
KClz 1,3,5,7,10 0.25 1.5 mM 2mM 7.4 25 340
mg/ml
NacCl 1,3,5,7,10 0.25 1.5 mM 2mM 7.4 25 340
mg/ml
Mo 1,357,110 0.25 1.5mM 2mM 7.4 25 340
mg/ml

3.2.12.4 Farkh organik ¢oziiciilerin aktiviteye etkisi

Organik ¢oziiclilerin enzimolojiye dahil edilmesi, genis bir reaksiyon ortami
varyasyonu elde etmeyi miimkiin kilmistir. Reaksiyon ortaminin se¢imi hem substrati
hem de enzimi etkilediginden, enzim katalizli reaksiyonlarin iiriinleri {izerinde biiyiik
bir etkiye sahiptir. Coziiciiler, enzim konformasyon degisikliklerini indiiklemek,
enzim dinamiklerini etkilemek, enzim inhibitorii olarak gdrev yapmak ve substrat
ozelliklerini degistirmek seklinde etki gosterebilirler.

Farkl1 konsantrasyonda hazirlanan organik ¢oziiciilerdeki enzim aktivitesi dlglimleri
25 °C’de 340 nm absorbansda mikroplak okuyucuda (Varioscan, Thermo Fisher
Scientific, ABD) alindi. Reaksiyonda farkli konsantrasyonda hazirlanan organik
¢oziiciiler, reaksiyonu baslatici substrat (format) ortama ilave edilmeden 6nce konuldu
ve 3 dk inkiibasyonun ardindan reaksiyon baslatildi. Enzim reaksiyon ortamlar1 Tablo

3.21°de verilmistir.
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Tablo 3.21: Degisen konsantrasyonlardaki farkli organik ¢oziiciilerin reaksiyon

ortamlari.
Organik Secilmis Format NAD* Enzim Tampon
Coziiciiler Konsantrasyonlar (Sodyum
(%) fosfat)
Etanol 5, 10, 25, 50 2mM 1.5mM  0.25 mg/ml pH 7.4
Metanol 5, 10, 25, 50 2mM  15mM  0.25 mg/mi pH 7.4
Kloroform 5, 10, 25, 50 2mM  15mM  0.25 mg/ml pH 7.4
Aseton 5, 10, 25, 50 2mM  15mM  0.25 mg/ml pH 7.4
Propanol 5, 10, 25, 50 2mM 1.5mM  0.25 mg/ml pH 7.4
Sodyum Fosfat 100 2mM  15mM  0.25 mg/ml pH 7.4
(pH 7.4)

3.2.13 Dairesel Dikroizm (CD) spektroskopisi

Proteinlerin yapisal analizinde floresan ve CD spektroskopisi tamamlayici
tekniklerdir. Floresan spektroskopisi, proteinin aromatik kalintilar1 hakkinda bilgi
saglarken CD spektroskopisi, protein omurgasi boyunca meydana gelen
konformasyonel degisiklikleri agiklayabilir. Ek olarak, bir proteinin degisken bir
sicaklik taramasi boyunca termodinamik 6zellikleri ve proteinin termal stabilitesi
hakkinda 6nemli bilgiler saglar. CD spektrometrede yer alan sicaklik / dalga boyu
tarama programlari ile sicakliga bagli CD spektrumlari kolaylikla elde edilebilir.
Biyolojik numunelerde, denatiirasyon sicakligi (Tm), entalpi degisimleri (AH) ve
entropi degisimleri (AS) gibi sicakliga bagli verileri hesaplamak i¢in kullanilabilir.
Programdan elde edilen veriler, verileri 3 boyutlu bir grafik gdsterimi olarak
gosterebilen Spektrum Analizi ve Aralik Analiz programlar1 kullanilarak islenir.
Ikincil yap1 analizi ve proteinin termodinamik parametrelerinin hesaplanmasi ise,
opsiyonel Termal Denatiirasyon Analizi ve Protein Ikincil Yapisi Tahmin (SSE)

programlari kullanilarak yapilabilir.

3.2.13.1 Proteinin ikincil yapisinin belirlenmesi

Saflastirma islemlerinden sonra protein konsantrasyonu dl¢iilen yabanil tip CboFDH
enziminin konsantrasyonu kendi tamponu kullanilarak (sodyum fosfat, pH 7.4) 0.25
mg/ml’ye diliie edildi. Ardindan ikincil yapmin analizi i¢in 25 °C’de 190-260 nm
dalga boylar1 arasinda CD spektrofotometrede (Jasco J-1500, ABD) absorbans

dlgiimleri alind1. Olgiimler esnasinda bant genislgi (bandwitdh) 1.00 nm, veri aralig
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0.2 nm, tarama hiz1 50 nm/min, data aralig1 0.2 nm, CD ve FL 6lgekleri 200 mdeg/1.0
dOD ve fotometrik mod da CD, HT, UV, Abs olarak alindi.

3.2.13.2 Termal stabilite tayini

Protein konsantrasyonunu 0.25 mg/ml’ye ayarladigimiz enzimin termal denatiirasyon
egrisinin 3D yapisini elde etmek i¢in numunemiz, 190-250 nm arasindaki spektrumda
25 °C ile 90 °C arasinda degisen sicakliklarda CD spektrofotometrede (Jasco J-1500,
ABD) tarandi. Tarama sirasindaki dl¢iim parametleri, bant genisligi 1.00 nm, CD ve
FL olgekleri 200 mdeg/1.0 dOD, data ve veri araligi1 0.1 nm'ye, tarama hizi1 50 nm/min
ve fotometrik modlar CD, HT olarak ayarlandi. Ayrica termal denatiirasyon egrisi i¢in
numunemiz yine 25 °C ile 95 °C arasinda CD spektrofotometrede (Jasco J-1500,
ABD) a-heliks yapisina spesifik 222 nm absorbansinda 6l¢iildii. Ol¢iim parametleri
ise bant genisligi 1.00 nm, CD ve FL o6l¢ekleri 200 mdeg/1.0 dOD olarak alinmstir.
Fotometrik modlar ise CD, HT ve UV olarak ayarlandi.

3.2.14 Yabanil tip CboFDH’in biyoinformatik analizi ve mutasyonlar i¢in

bolgelerin se¢imi

CboFDH'nin kristal yapilar1 (PDB: 5ND9), substrat ve NAD" ile etkilesime giren
amino asit rezidiilerinin se¢imini yonlendirmek i¢in kullanilarak, aktivite ve termal
stabiliteyi arttirmay1 hedefleyen aminoasit degisikliklerine karar verildi. CboFDH
enziminde katalitik onemi olan amino asit rezidiileri Pro97, Phe98, Ile122, Asnl46,
Alal98 (veya Gly198), Gly200, Gly203, Arg284, GIn313 ve His332 iken NAD
baglanma bolgesi rezidiileri ise Asnl19 ve Ser313 seklindedir. Bu nedenle
calismamizda substrat afinitesi arttirmaya yoOnelik mutasyon yapilacak bdlgeler
secilirken, 6zellikle enzimin aktif bélgesinde substrat ile etkilesim alani igeriside kalan
aminoasit rezidiilerine odaklanildi. Bu dogrultuda 120. pozisyondaki valinin treonine,
285. pozisyondaki fenilalaninin treonine degisimine karar verildi. Bu degisimlerdeki
temel mantik, 120. pozisiyonda bulunan nonpolar valini, polar olan treonine; 285.
pozisyondaki yapica biiyiik ve non-polar olan fenilalanini daha kii¢iik yapida ve polar
olan treonine degistirmek seklinde oldu. Termal stabiliteyi arttirmaya yonelik bolgeler
belirlenirken daha 6nce baska mikroorganizma kaynakli FDH enzimlerine ait yayinlar

arastirildi ve kendi proteinimizin aktif bolgesine denk gelen bolgeler igerisinden 287.
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ve 311. pozisyonlar se¢ildi. Bu pozisyonlar segilirken ayn1 zamanda substrat ya da
koenzim afinitesinin de etkilenebilecegi diisiiniildii.

Kombine mutasyona, termal stabilite ve aktiviteyi arttirmaya yonelik mutasyonlarin
kinetik parametreleri hesaplandiktan sonra karar verildi. Yapilan deneyler ve
hesaplamalar sonucunda substrat afinitesini daha fazla arttirdigini buldugumuz 285.
pozisyondaki aminoasit degisimi ile termal stabiliteyi daha fazla arttirdigini
buldugumuz 311. pozisyondaki aminoasit degisiminin ayn1 anda gerceklestirilmesine
karar verildi.

Boylece, Phe285Thr, Vall20Thr, GIn287Glu ve His311Glu mutasyonlarina ve
Phe285Thr/ His311Glu kombine mutasyonuna Kkarar verildi. Primerler, bu
mutasyonlart olusturmak i¢in tasarlandi. Karsilastirmali yapit modellemesi Pymol ve

SwissModel sunucularinda yapildi.

3.2.15 Primerlerin tasarimi

Forward ve revers primerler 120. pozisyondaki valini treonine, 285. pozisyodaki
fenilalanini treonine, 287. pozisyondaki glutamini glutamata ve 311. pozisyondaki
histidini glutamine doniistirmek {izere = NEBasechanger ve OligoEvaluator
programlart  kullanilarak  tasarlandi.  Degistirilecek  aminoasitlerin  tiim
organizmalardaki ii¢lii kodlanma kodonlar1 Tablo 3.22 ve gen bdlgesi iizerindeki
yerleri Sekil 3.6'da gdsterilmis olup; aminoasit degisimleri i¢in tasarlanan primerler

ise Tablo 3.23’de verilmistir.

Tablo 3.22: Degistirilecek aminoasitlerin tiim organizmalardaki tiglii kodlanma

kodonlar1
Pozisyon Aminoasit SLC DNA kodon
120 Treonin T ACT, ACC, ACA, ACG
285 Treonin T ACT, ACC, ACA, ACG
287 Glutamat E GAA, GAG
311 Glutamin Q CAA, CAG
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ATGAAGATCGTTTTAGTCTTATACGATGCTGGTAAACACGCCGCCGATGAAGAAAAATTA
X % YVL5LYVYLYTDE GX 8.4 K8 'E R E L (2)
TACGGTTGTACTGAAAACAAATTAGGTATTGCCAATTGGTTAAAAGATCAAGGCCATGAA
fGCCTENWELG I ANREIL KD Q G B B 10
TTAATCACCACTTCTGATAAAGAAGGCGGAAACAGTGTGTTGGATCAACATATCCCAGAT

Lo X 2 2.8 D0 R KR @ G'8N &'V LU NNGIK I ¥ D L60)
GCTGATATTATCATTACAACTCCTTTCCATCCTGCTTATATCACCAAGGAAAGAATCGAC

R T F T2 ¥ R EE R EE F 2 E R R E DLW
AAAGCTAAAAAATTGAAATTAGTTGTCGTCGCTGGTGTCGGTTCTGATCATATTGATTTG
AR R LEVYVIER AGY G SDPD R T D L I300)
GATTACATCAACCAAACCGGTAAGAAAATCTCCGTTTTGGAAGTTACCGGTTCTAATGTT
D¥ T 'MW @ 2 G K KX 8 VL B V2 G 8 n § (120)
GTCTCTGTTGCAGAACACGTTCTCATGACCATGCTTGTCTTGGTTAGAAATTTTGTTCCA
VeV A E RV L EZT KLV I VR E PV P E40)
GCTCACGAACAAATCATTAACCACGATTGGGAAGTTGCTGCTATCGCTAAGGATGCTTAC
R, g X & K DN R ¥.E A D KB D & X80
GATATCGAAGGTAAAACTATCGCCACCATTGGTGCCGGTAGAATTGGTTACAGAGTCTTG
DE R Q@ KT X EZX 2. G R GIR TG 'E R Y L 390
GAAAGATTAGTCCCATTTAATCCAAAAGAATTATTATACTACGATTATCAAGCTTTACCA
BER L V8 ¥R VP EKE'E L LT ¥ DY G K% ¥
AAAGATGCCGAAGAAAAAGTTGGTGCTAGAAGGGTTGAAAATATTGAAGAATTAGTTGCC
KD A B B KV GAR MYV E R I B E L ¥V & (220)
CAAGCTGATATAGTTACAATTAATGCTCCATTACACGCTGGTACAAAAGGTTTAATTAAC

Q AD X VE®T IT N APLBEALAG?YTKEKGGIL I K (20)
AAGGAATTATTGTCTAAATTCAAGAAAGGTGCTTGGTTAGTCAATACTGCAAGAGGTGCC
ERL L 8§ EKEF.E E@. A WLV B 2R R B K ]2
ATTTGTGTTGCCGAAGATGTTGCTGCAGCTTTAGAATCTGGTCAATTAAGAGGTTACGGT

I CV 2% DR YA IMIALERGQ LB O X G 1280
GGTGATGTTTGGTTCCCACAACCTGCTCCAAAAGATCACCCATGGAGAGATATGAGAAAC
DY N B PR P AP ED R 7 %KD K BB 1IN0
AAATATGGTGCTGGTAACGCCATGACTCCTCATTACTCTGGTACTACTTTAGATGCTCAA
E-YT 6 K U ¥ AN T P B S 6 2.2 1L bk Q0 (320)
ACTAGATACGCTGAAGGTACTAAAAATATTTTAGAGTCATTCTTTACCGGTAAGTTTGAC
TR XA R GTE R IF LES FF X .G E T DI
TACAGACCACAAGATATCATCTTATTAAATGGTGAATACATTACCAAAGCTTATGGTAAG
YR EQ . IE L R Y. X2 ER YR K (30
CACGATAAGAAATAA

H D K K - (364)

Sekil 3.5: FDH genomu dizisi tizerindeki mutasyon yapilan bdlgelerin yeri.

Tablo 3.23: Degistirilecek aminoasit bolgeleri i¢in tasarlanan primerler.

Primer Sekans Dizisi (5° 3°) Tm °C
Val120Thr-F CGGTTCTAATACCGTCTCTGTTGC 62
Val120Thr-R GTACTTCCAAAACGGAG

Phe285Thr-F TGATGTTTGGACCCCACAACCTG 57
Phe285Thr-R CCACCGTAACCTCTTAATTG

GIn287Glu-F TTGGTTCCCAGAGCCTGCTCCAA 64
GIn287GIlu-R ACATCACCACCGTAACCTC

His311GIn-F CATGACTCCTCAATACTCTGGTAC 58

His311GIn-R GCGTTACCAGCACCATAT

3.2.16 Bolgeye yonelik mutagenez

Uretilen yabanil tip CboFDH enzimindeki mutasyonlar, rasyonel bir tasarim teknigi
olan bolgeye yonelik mutagenez ile yapildi. Bu teknigin amaci, tanimlanmis bir
bolgedeki istenen amino asitin, protein hakkinda yapisal ve konformasyonel bilgiye
dayanan bagka bir amino aside déniistiiriilmesidir. Istenen mutasyonlar1 yapabilmek
igin ticari olarak temin edilen Q5 Site-Directed Mutagenesis Kiti (New England
Biolabs Inc, UK) kullanildi. ilk olarak énceden hazirlanip -80 °C’de saklanmis olan
yabanil tip CboFDH gliserol stoktan 50 pg/ml ampisilin igeren LB broth besiyerine 6n
kiiltiir hazirlandi. Kiiltiir 37 °C’de 200 x rpm ‘de orbital calkalayici iizerinde 16 saat
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inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan Genejet Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher
Scientific, K0502, ABD) kullanilarak daha 6nce bolim 3.2.4.3’de belirtilen sekilde
plazmid izolasyonu yapildi. Belirlenen 4 aminoasit degisimi i¢in uygun Tm sicakligini
bulmaya yonelik gradient PZR reaksiyonlar1 yapildi. Gradient PZR reaksiyonlarina ait
miktar ve dongli kosullar1 Tablo 3.24 ve Tablo 3.25’de belirtilmistir. Reaksiyonlar
sonrasinda; %1’lik agaroz jel hazirlanip, jele sirasiyla 3 pul DNA belirteg ve 2 ul DNA
yiikleme boyasti ile karigtiritlmis 5 pl PZR {irtinleri yiiklenmis ve sonra 120 mA, 110
V’de 1 saat yiiriitiilmistiir. Yiriitme islemi sonrasinda jel, goriintiileme sisteminde

(Vilbert Laurmart Fusion Fx5, Fransa) goriintiilenmistir.

Tablo 3.24: Gradient PZR reaksiyon bilesenleri.

Bilesen Miktar
Master Mix 12.5 ul
FDH-Forward primer 1.25 pl (10 uM)
FDH-Revers primer 1.25 pl (10 uM)
DNA 1 pl (25ng/ml)
dH.0 9 ul
Toplam 25 ul

Tablo 3.25: Gradient PZR reaksiyonu dongii kosullari.

Asamalar Sicakhik Zaman Dongii Sayis1
Baslangic Denatiirasyon 94 °C 30 sn
Denatiirasyon 94 °C 10 sn
Baglanma 54-64 °C 30 sn 35 dongii
Uzama 72°C 2dk
Son Uzama 72°C 2dk

Tm sicakliklarina gradient PZR sonuglari ile karar verildikten sonra 120. pozisyondaki
valini treonine, 285. pozisyondaki fenilalanini treonine, 287. pozisyondaki glutamini
glutamata, 311. pozisyondaki histidini glutamine ve kombine mutasyon olarak
diistiniilen Phe285Thr /His311GIn doniisiimlerini gergeklestirmek igin ticari olarak
temin edilen Q5 Site-Directed Mutagenesis kiti (New England Biolabs Inc, UK) ile
PZR reaksiyonlar1 yapildi. Phe285Thr /His311GIn kombine mutasyonu, ilk 4
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mutasyon degisimleri gézlendikten ve aktivite tayinleri alindiktan sonra en 1yi enzim
aktivitesi ve termal stabiliteyi gdsteren iki mutasyon kombine mutasyon i¢in secildi.
Buna gore 285. pozisyondaki fenilalaninin treonine doniisiimii en iyi substrat afinitesi
gosterdiginden ve 311. pozisyondaki histidinin glutamine doniisiimii en iyi termal
stabiliteyi gosterdiginden, bu iki bélge mutasyonu tek bir mutasyon olarak tasalandi.
Bunun i¢in F285TFDH’e ait plazmid iizerinde 311. pozisyonda histidinin glutamine
degisimi gerceklestirildi. PZR reaksiyonlarina ait miktar ve dongii kosullari Tablo
3.26, Tablo 3.27, Tablo 3.28, Tablo 3.29, Tablo 3.30 ve Tablo 3.31°de verilmistir.
Tablo 3.26: Mutasyonlar i¢in PZR reaksiyon bilesenleri.

Bilesen Miktar
Q5 Hot start Hight Fidelity Master 12.5 ul
Mix
FDH-Forward primer 1.25 ul (0,5 pM)
FDH-Revers primer 1.25 ul (0,5 pM)
Plazmid 1 pl (25ng/ml)
Niikleazdan yoksun H20O 9 ul
Toplam 25 ul
Tablo 3.27: Val120Thr degisimi i¢in PZR dongii kosullari.
Asamalar Sicakhik Zaman Dongii Sayisi
Baslangic Denatiirasyon 98 °C 30 sn
Denatiirasyon 98 °C 10sn
Baglanma 62 °C 30 sn 35 dongii
Uzama 72°C 2 dk
Son Uzama 72°C 2 dk
Tablo 3.28: Phe285Thr degisimi i¢in PZR dongii kosullari.
Asamalar Sicakhik Zaman Dongii Sayis1
Baslangi¢ Denatiirasyon 98 °C 30sn
Denatiirasyon 98 °C 10sn
Baglanma 57 °C 30 sn 35 dongi
Uzama 72°C 2dk
Son Uzama 72°C 2dk
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Tablo 3.29: GIn287Glu degisimi i¢in PZR dongii kosullari.

Asamalar Sicakhik Zaman Dongii Sayis1
Baslangi¢ Denatiirasyon 98 °C 30 sn
Denatiirasyon 98 °C 10sn
Baglanma 64 °C 30 sn 35 dongi
Uzama 72°C 2 dk
Son Uzama 72°C 2 dk

Tablo 3.30: His311GIn degisimi i¢in PZR dongii kosullari.

Asamalar Sicakhik Zaman Dongii Sayisi
Baslangi¢ Denatiirasyon 98 °C 30 sn
Denatiirasyon 98 °C 10 sn
Baglanma 58 °C 30 sn 35 dongi
Uzama 72 °C 2dk
Son Uzama 72°C 2dk

Tablo 3.31: Phe285Thr /His311GlIn degisimi i¢in PZR dongii kosullari.

Asamalar Sicakhik Zaman Dongii Sayis1
Baslangic Denatiirasyon 98 °C 30sn
Denatiirasyon 98 °C 10 sn
Baglanma 58 °C 30sn 35 dongii
Uzama 72°C 2.dk
Son Uzama 72°C 2.dk

3.2.17 Mutant genlerin KLD reaksiyonu ve transformasyon

KLD reaksiyonu, kinaz, ligaz ve Dpnl enzimlerini igeren bir tampon ile
gergeklestirilir. Bu enzim karisimi, PZR reaksiyonu sonrast ortamda karigik halde
bulunan mutant ve yabanil sablonlarin igerisinden, yabanil tipleri uzaklastirarak
sadece mutant sablonun kalmasina olanak saglar. Dpnl, tanima dizisi GATC’yi sadece
A metillendiginde keser ve E. coli suslar1 bu bolgeyi metiller. PZR {irtinleri Dpnl ile
kesildiginde, tiim GATC elemanlarindaki parenteral tiirler yok edilir. Bu yontem

mutasyona ugramamis sablondan kurtulmak istediginiz bdlgeye yonelik mutagenez
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islemlerinde kullanilir. KLD reaksiyonu ticari olarak temin edilen Q5 Site-Directed
Mutagenesis kiti (New England Biolabs Inc, UK) kullanilarak yapildi. KLD
reaksiyonuna ait miktarlar Tablo 3.32’de verilmistir.

Tablo 3.32: KLD reaksiyonuna ait bilesenler.

Bilesen Miktar
PZR iirlinii 1l
KLD reaksiyon tamponu Spul
KLD enzim karigimi1 1wl
Niikleazdan yoksun H,O 3ul
Toplam 10 pl

Hazirlanan KLD reaksiyon karisimi 5 dakika oda 1sisinda inkiibe edildikten sonra
transformasyon islemi yapildi. Bunun i¢in karistmdan 5 pl alinip, -80 °C ’de
saklanmis ve 15 dakika buz iizerinde erimeye birakilan 50 pl E. coli BL12 (D3)
hiicrelerinin iizerine yavasca birakildi. Karisim, 30 dk buz iizerinde inkiibasyona
birakildi. Inkiibasonun artindan karisim, 42 °C’ye dnceden ayarlanmis su banyosunda
30 sn bekletildikten hemen sonra 5 dk buz iizerinde inkiibasyona birakildi. Siirenin
bitiminde karisim iizerine 950 pl S.0.C besiyeri eklendi. Ornekler 200 rpm calkalayici
iizerinde 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda drnekler 10000 x
g’de 25 sn santrifiij edildikten sonra 800 pl besiyeri uzaklastirilip kalan siipernatant
igerisinde pellet ¢oziiliip 50 pg/ml ampisilin i¢ceren LB agar petrilere yayildi. 16 saat
boyunca 37 °C’de inkiibasyona birakilan petrilerde koloni formlarinin olusumu

gbzlendi.

3.2.18 Mutasyonlarn dizi analizi

Bir onceki gilin ekim yapilan petrilerde olusan mutant koloniler, 50 pg/ml ampisilin
iceren 10 ml LB broth besiyerine 37 °C’de 200 rpm orbital ¢alkalayici iizerinde 16
saat inkiibasyona birakildi. Elde edilen on kiiltiir ile ticari olarak temin edilen Genejet
Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific, K0502, ABD) kullanilarak daha 6nce
boliim 3.2.5.3’de belirtildigi sekilde plazmid izolasyonu yapildi. Phe285Thr,
Val120Thr, GIn287Glu , His311Glu ve Phe285Thr/ His311Glu pozisyonlarina ait
plazmidlerde mutasyonlarin dogrulugunu teyit etmek i¢in plazmidler sekans analizine

gonderildi. Dizi analizinde plazmidlere 6zgii T7 promotor primerleri iki yonlii olacak
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sekilde kullanildi. Yontem olarak Sanger Coulson’un zincir sonlama yontemi, ABI
Prism 310 Genetic Analyzer cihazi kullarak Sentromer DNA Teknolojileri, Istanbul
firmas1 tarafindan gergeklestirildi.

Elde edilen sekans sonuclar1 Bioedit ve Snapgene programlar1 kullanilarak daha 6nce
elde ettigimiz yabanil tip CboFDH sekanslar1 ile aligment yapilarak karsilastirildi.
120., 285., 287. 311. ve hem 285. hemde 311. pozisyonlarda istenilen aminoasit
degisikliklerinin gerceklesip ger¢eklesmedigi kontrol edildi.

3.2.19 Mutant genlerin E.coli BL21 (D3) hiicrelerinde protein ifadesi

Laktoz, baz1 prokaryotlar ve Okaryotlar tarafindan metabolize edilen dogal olarak
olusan bir sekerdir. IPTG, bir substrat olarak kullanilabilen ancak metabolize
edilemeyen, sentetik ve yapisal bir allolaktoz analogudur. IPTG'nin olumlu bir yani,
organizma tarafindan metabolize edilememesi nedeniyle konsantrasyonunun, tim
deney siiresince sabit kalmasidir. IPTG’nin 100 pM-1.5 mM araligindaki
konsantrasyonlar1 lac operonunun indiiksiyonunda kullamilir. Indiiksiyon icin
kullanilan laktoz veya IPTG miktari, IPTG'nin ve laktozun lac represoriine baglanma
ve ayrigma sabitine baglidir ve bu ikisinin de kesin olarak farkli baglanma sabitleri
vardir. Laktozun olumlu yonii ise IPTG’ye gore maliyetinin diisiikk olmasidir. IPTG
indiiksiyonu  fazla maliyetli oldugundan eger sentez biiyiikk Olceklerde
gerceklestirilecekse laktoz ile indiiksiyon yontemi kullanilir. Laktoz indiiksiyonu igin
hazirlanan Studier oto-indiiksiyon media igerigi Tablo 3.33’de verilmistir. Studier oto-
indiiksiyon media hazirlandiktan sonra 121 °C’de 15 dk otoklavlandi.

Tablo 3.33: Studier oto-indiiksiyon media bilesenleri.

Icerik Miktar
Maya ekstrat oziitii 59
Pepton from casein 209
NaCl 50
Na;HPO, 649
KH2PO,4 59
% 10 glukoz 5ml

% 8 laktoz 25 ml

% 60 gliserol 10 mi

dH,0 1000 ml’ye tamamlanir
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On kiiltiir hazirlamak icin énceden hazirladigimiz gliserol stoklardan 20 ml 50 pg/ml
ampisilin igeren LB siv1 besiyerin ekim yapilarak 37 °C’de 200 x rpm’de orbital
calkalayicida 16 saat inkiibe edilen hiicreler, hazirlanan 50 pg/ml ampisilin i¢eren 500
ml Studier oto-indiiksiyon media igerisine inokiile edildi. inokiilasyon sonras1 hiicreler
30 °C’de 200 x rpm’de orbital ¢alkalayicida 16 saat inkiibe edildi. Ertesi giin hiicrelerin

saflastirma iglemlerine gecildi.

3.2.20 Mutant proteinlerin saflastirma islemleri

Studier oto-indiiksyon media ile inkiibasyon bitiminde 1 litrelik erlenlerde bulunan
hiicreler, 50 mI’lik steril falkonlara alinarak +4 °C’de 4000 x rpm’ de 20 dk santrifiij
edildi ve iist siipernatantlar uzaklastirildi. Bu isleme erlenlerdeki besiyerleri bitene
kadar devam edildi. Elde edilen peletler, pH 7.4, 20 mM sodyum fosfat tamponu ile
pipetaj yapilarak iyice homojenize edildi. FDH enzimi intraseliiler bir enzim
oldugundan ve hiicrelerdeki proteinin disari1 ¢ikarilabilmesi i¢in homojenat, lizozim ve
sonikasyon iglemine tabi tutuldu. Bunun i¢in peletlerin agirliklari ile orantili olacak
sekilde (g/ml) kullanilan sodyum fosfat tamponu miktarina gore lizozim (pg/ml)
tartildi. Tartilan lizozimler daha sonra homojenatlarin igerisine eklendi ve +4 °C’de
orbital calkalayict {izerinde 30 dk-lsaat araliginda inkiibasyona birakildi.
Homojenatlara, buz icerisinde 10 saniye araliklarla 10 sn x 10 kez olacak sekilde
sonikasyon (Qsonica, ABD) yapildi. Sonikasyon isleminden sonra homojenat 10000
x rpm’de 1 saat +4 °C’de santrifiij edildi. Ust kisimdaki siipernatantlar kolondan
gecirilmeden once 0,45um’lik filtrelerden gecirildikten sonra temiz falkon tiiplere
alindi. Tiim islemler buz iizerinde gerceklestirildi. Uretilen her mutant proteinin N-
terminal kisminda His-Tag boliimii oldugundan, histidine afinite gosteren ticari olarak
temin edilen 1 ml Ni-NTA agaroz kolonlar (Thermo scientific, Pierce HisPure Ni-NTA
Spin Columns, ABD) saflastirma i¢in kullanildi. Mutant proteinlere ait saflastirma

islemleri boliim 3.2.6’da daha 6nceden belirtildigi sekilde yapildi.

3.2.21 Mutant proteinlerin SDS-PAGE analizi

Mutant proteinlerin saflastirilma iglemlerinden sonra, hangi 6rneklerde dogru ve daha
fazla protein ekpresyonu oldugunu gozlemlemek i¢in SDS-PAGE analizi yapildi. Tiim

ornekler SDS-PAGE jele yiiklenmeden Once denatiirasyon islemine tabi tutuldu.
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Denatiirasyon islemi ve sonrasinda gergeklestirilen SDS-PAGE asamasi boliim

3.2.7°de anlatildig1 sekilde yapildi.

3.2.22 Mutant proteinlerin ultrafiltrasyon islemleri

SDS-PAGE goriintiisti ile protein ekspresyonunun fazla ve dogru yerde oldugu
belirlenen Phe285ThrFDH, Vall20ThrFDH, GIn287GIuFDH, His311GInFDH ve
Phe285Thr/His311GInFDH proteinlerine ait Orneklerin hepsi yeni birer falkon tiip
icerisinde karistirilarak tizerleri 50 ml’ye kadar sodyum fosfat tamponu (pH 7.4) ile
tamamlandi. Daha sonra her bir mutanta ait bu protein karigimlar1 30000 MW ‘lik
ultrafiltrasyon tiiplerinde (Amicon Ultra-15 santrifugaton tube Millipore, ABD) 3000
x rpm 10 dk olacak sekilde +4 °C’de santrifiij edildi. Buradaki amag¢ saflagtirma
esnasinda kullanilan imidazolii ve tuzlar1 yapidan uzaklastirmaktir. Santrfiij islemine,
50 ml’lik protein karisimlar1 2.5 ml olana kadar devam edildi. Bu sekilde hem imidazol

ve tuzlar yapidan uzaklastirildi hem de mutant proteinlerin konsantrasyonu arttirildi.

3.2.23 PD-10 kolon uygulamasi

Ultrafiltrasyon tiiplerinden gegirilip son hacimleri 2.5 ml olan Phe285ThrFDH,
Val120ThrFDH, GIn287GIuFDH, His311GInFDH ve Phe285Thr/His311GInFDH
protein ¢ozeltilerdeki geriye kalan tiim imidazol ve tuzlar1 iyice uzaklastirmak icin
mutant proteinler PD-10 (GE Healthcare, ABD) kolondan gegirildi. Bunun i¢in PD-10
kolonun iist kisminda bulunan etanol, kolonun agiz kismi agilarak uzaklastirildi. Daha
sonra kolondan sirasiyla 4 defa dH20 ve 4 defa sodyum fosfat tamponu (pH 7.4)
gecirildi. Ardindan 2.5 ml protein kolondan 2 defa gecirildi. Son olarak her bir mutant
protein ¢ozelti 3.5 ml tampon ¢ozelti (sodyum fosfat, pH 7.4) ile toplandi. Bu islemden
sonra elimizdeki protein ¢Ozeltinin konsantrasyonunu arttirmak igin tekrar

ultrafiltrasyon tiipiinii daha 6nce belirtildigi sekilde kullandik.

3.2.24 Mutant proteinlerin miktar tayini

Phe285ThrFDH,  Vall20ThrFDH,  GIn287GIuFDH,  His311GInFDH  ve
Phe285Thr/His311GInFDH proteinlerindeki, protein miktarlar1 Bradford yontemi ve
1 mg/ml BSA’nin farkli konsantrasyonlarda standart olarak kullanilmasiyla 6l¢iildii.
Bu 6l¢iim icin Oncelikle spektrofotmetre cihazi Bradford ayiraci ile sifirlandiktan

sonra 1 ml’lik plastik tek kullanimlik kiivetlere 20 pl 6rnek iizerine 980 pl Bradford

87



ayiraci pipetlenip vortekslendi. Bu islemin ardindan 10 dk oda 1sisnda inkiibasyona
birakilan 6rnekler 595 nm dalga boyunda spektrofotometrede (Shimadzu, UV 1800,
Japonya) 6l¢iildii.

3.2.25 Mutant proteinlerin Western Blot analizi

Mutant FDH proteinlerinin varligi ayrica Western Blot analizi ile dogrulandi.
Saflastirma sonrasi elde edilen tiim mutant protein 6rneklerine Western Blot analizi
(western blot system, Biorad, ABD) yapildi. Bunun i¢in Phe285ThrFDH,
Val120ThrFDH, GIn287GIuFDH, His311GInFDH ve Phe285Thr/His311GInFDH
proteinlerine ait ornekler boliim 3.2.11°de belirtildigi sekilde protein belirtecleri ile
birlikte jellere yiiklendi ve yiiriitiildii. Sonrasinda nitroseliiloz membranlara aktarilan
proteinler His-tag antikorlar ile muamele edildi ve olusan bantlar goriintiileme

cihazinda (Vilbert Laurmart Fusion Fx5, ABD) gdriintiilenip degerlendirildi.

3.2.26 Mutant enzimlerin aktivite ¢alismalar:

Phe285ThrFDH,  Vall20ThrFDH,  GIn287GIuFDH,  His311GInFDH  ve
Phe285Thr/His311GInFDH proteinlerine ait enzim aktivite ¢alismalarinda ilk olarak
her mutant enzim i¢in optimum olan pH ve sicakligin belirlenmesine yonelik deneyler

yapildi. Optimum pH ve sicaklik belirlendikten sonra kinetik 6l¢timler alindi.

3.2.26.1 Mutant enzimlerde farkh pH ve sicakhigin aktiviteye etkisi

Mutant enzimler i¢in optimum pH sartlarini belirlemek amaciyla farkli pH
araliklarinda (pH 5-12) hazirlanan tamponlar kullanildi. Reaksiyon, 5 farkli mutant
enzim i¢in ayr1 ayri: 20 mM sodyum format, 4 mM NAD™ ve 0.5 mg/ml mutant enzim
varliginda gergeklestirildi. Aktivite dlglimleri, 25 °C sicaklikta ve 340 nm absorbansda
mikroplak okuyucuda (Varioscan, Thermo Fisher Scientific, ABD) alindu.

Optimum sicaklik sartlarini belirlemek amaciyla farkli sicakliklarda (20°C-90°C)
aktivite Ol¢iimleri, 340 nm absorbansda mikroplak okuyucuda (Varioscan, Thermo
Fisher Scientific, ABD) alindi. Reaksiyon, Phe285ThrFDH, Vall120ThrFDH,
GIn287GIuFDH, His311GInFDH enzimeri ig¢in pH 7 ve Phe285Thr/His311GInFDH
enzimi i¢in pH 8 tampon ortaminda ayr1 ayri: 20 mM sodyum format, 4 mM NAD™ ve

0.5 mg/ml mutant enzim varhiginda gerceklestirildi.
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3.2.26.2 Mutant enzimlerin kinetik hesaplamalar:

Yapilan c¢aligmalar sonucunda optimum pH ve sicaklik Phe285ThrFDH,
Val120ThrFDH, GIn287GIuFDH, His311GInFDH ve Phe285Thr/His311GInFDH
icin belirlendi. Kinetik Ol¢limler ile her bir mutant enzim i¢in Km, Vmax ve Keat
degerlerinin hesaplanabilmesi adina farkli substrat, koenzim ve enzim
konsantrasyonlarinda aktivite tayinleri yapildi. Elde edilen veriler dogrultusunda
Michaelis Menten ve Lineweaver-Burk egrileri ¢izildikten sonra Lineweaver-Burk
egrisinde elde edilen formiil yardimiyla kinetik hesaplamalar yapildi. Kinetik
hesaplamalar i¢in kullanilan reaksiyon ortamlar1 Tablo 3.34, Tablo 3.35 ve Tablo
3.36’da verilmistir. Reaksiyonlara ait dl¢limler, 25 °C’de ve 340 nm absorbansda

mikroplak okuyucuda (Varioscan, Thermo Fisher Scientific, ABD) alind1.

Tablo 3.34: Mutant enzimlerin degisen substrat konsantrasyonlarindaki reaksiyon

ortamlari.

Mutantlar Secilmis Format Enzim NAD* pH
Konsantrasyonlari

(mM)

Phe285ThrFDH 0.612, 1.25, 2.5, 5, 10, 0.5mg/ml 4 mM 7
20, 40

Val120ThrFDH 0.612,1.25, 2.5, 5, 10, 0.5mg/ml  4mM 7
20, 40

GIn287GIuFDH 0.612, 1.25, 2.5, 5, 10, 0.5mg/ml  4mM 7
20, 40

His311GInFDH 0.612,1.25, 25,5, 10, 0.5mg/ml  4mM 7
20, 40

Phe285Thr/His311GInFDH 0.612, 1.25, 2.5, 5, 10, 0.5mg/ml  4mM 8
20, 40

Tablo 3.35: Mutant enzimlerin degisen koenzim konsantrasyonlarindaki reaksiyon

ortamlart.

Mutantlar Secilmis Enzim Format pH
NAD*Konsantrsyonlari

(mM)
Phe285ThrFDH 1,2,3,4,56 0.5 mg/mi 1 mM 7
Val120ThrFDH 1,2,3,4,5/6 0.5mg/ml 1.3 mM 7
GIn287GIuFDH 1,2,3,4,56 0.5 mg/ml 2 mM 7
His311GInFDH 1,2,3,4,56 0.5mg/ml 1.5mM 7
Phe285Thr/His311GInFDH 1,2,3,4,56 0.5mg/ml  1.4mM 8
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Tablo 3.36: Mutant enzimlerin degisen enzim konsantrasyonlarindaki reaksiyon

ortamlari.

Mutantlar Secilmis Enzim NAD* Format pH
Konsantrasyonlari
(mg/ml)

Phe285ThrFDH 0.0306, 0.0612,0.125 2.5mM 1 mM 7
0.25,0.5, 075

Val120ThrFDH 0.0306, 0.0612, 0.125 4 mM 1.3 mM 7
0.25,0.5,075

GIn287GIuFDH 0.0306, 0.0612, 0.125 4 mM 2mM 7
0.25,0.5, 075

His311GInFDH 0.0306, 0.0612,0.125 25mM 1.5mM 7
0.25,0.5, 075

Phe285Thr/His311GInFDH  0.0306, 0.0612, 0.125 4 mM 1.5mM 8
0.25, 0.5, 075

3.2.26.3 Mutant enzimlerde farkh metal iyonlarinin aktiviteye etkisi

Farkli metal iyonlarinin mutant enzimlerim aktivitesine olan etkilerini incelemek ig¢in,
11 farkli metal iyonunun (ZnClz, MgClz, CuClz, LiClz, W, FeCls, CaClz, Mn, KClz,
Mo, NaCl) 5 farkli konsantrasyonu (1 uM, 3 uM, 5 uM, 7 uM, 10 uM) reaksiyon
ortamlarinda denendi ve her bir mutant enzim igin ayr1 ayri reaksiyon olusturuldu.
Reaksiyon ortamlari, Phe285ThrFDH i¢in; 1 mM format, 2.5 mM NAD, 0.125 mg/ml
enzim; Vall20ThrFDH i¢in 1.3 mM format, 4 mM NAD, 0.125 mg/ml enzim;
GIn287GIuFDH igin 2 mM format, 4 mM NAD, 0.25 mg/ml enzim; His311GInFDH
i¢in 1.5 mM format, 2.5 mM NAD, 0.125 mg/ml enzim ve Phe285Thr/His311GInFDH
icin 1.5 mM format, 2.5 mM NAD, 0.125 mg/ml enzim olacak sekilde hazirlandi.
Olgiimler, Phe285Thr/His311GInFDH igin pH 8 ve diger mutant enzimler igin pH 7
tampon kullanilarak, 25 °C sicaklik ve 340 nm absorbansda mikroplak okuyucuda
(Varioscan, Thermo Fisher Scientific, ABD) alindi. Reaksiyon icin farkli
konsantrayonlarda hazirlanan metal iyonlari, reaksiyonu baslatic1 substrat (format)
ortama ilave edilmeden once konuldu ve 3 dk inkiibasyonun ardindan reaksiyon

baslatildi.
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3.2.26.4 Mutant enzimlerde farkh organik coziiciilerin enzim aktivitesine etkisi

Farkli ¢oziiciilerin mutant enzimlerin aktivitesine olan etkilerini incelemek i¢in, 5
farkli organik ¢oziiciiniin (etanol, metanol, kloroform, aseton, propanol) 4 farkli
konsantrasyonu (%35, %10, %25, %50) reaksiyon ortamlarinda denendi. Reaksiyon
ortamlari, Phe285ThrFDH i¢in; 1 mM format, 2.5 mM NAD, 0.125 mg/ml enzim;
Vall20ThrFDH i¢in 1.3 mM format, 4 mM NAD, 0.125 mg/ml enzim;
GIn287GIuFDH igin 2 mM format, 4 mM NAD, 0.25 mg/ml enzim; His311GInFDH
icin 1.5 mM format, 2.5 mM NAD, 0.125 mg/ml enzim ve Phe285Thr/His311GInFDH
icin 1.5 mM format, 2.5 mM NAD, 0.125 mg/ml enzim olacak sekilde hazirlandi.
Reaksiyonda farkli konsantrasyonda hazirlanan organik ¢oziiciiler, reaksiyonu
baslatici substrat (format) ortama ilave edilmeden 6nce konuldu ve 3 dk inkiibasyonun
ardindan reaksiyon baslatildi. Olgiimler, Phe285Thr/His311GInFDH igin pH 8 ve
diger mutant enzimler i¢in pH 7 tampon kullanilarak, 25 °C sicaklik ve 340 nm
absorbansda mikroplak okuyucuda (Varioscan, Thermo Fisher Scientific, ABD)

alindi.

3.2.27 Dairesel Dikroizm (CD) spektroskopisi

Phe285ThrFDH,  Vall20ThrFDH,  GIn287GIuFDH,  His311GInFDH  ve
Phe285Thr/His311GInFDH enzimlerinin ikincil yapilarinin ve termal stabilitelerinin

belirlenmesi i¢in CD spektroskopi yonteminden faydalanildi.

3.2.27.1 Mutant proteinlerin ikincil yapisinin belirlenmesi

Saflastirma islemlerinden sonra protein konsantrasyonlari Slgiillen mutant FDH
enzimlerinin konsantrasyonlari her mutant i¢in uygun pH’daki tampon kullanilarak
0.25 mg/ml’ye diliie edildi. Ardindan ikincil yapinin analizi i¢in 25 °C’de 190-260
nm dalga boylar1 arasinda CD spektrofotometrede (Jasco J-1500, ABD) absorbans
dlgiimleri alind1. Olgiimler esnasinda bant genislgi 1.00 nm, veri aralig1 0.2 nm, tarama
hiz1 50 nm/min, data araligi 0.2 nm, CD ve FL olgekleri 200 mdeg/1.0 dOD ve
fotometrik mod da CD, HT, UV, Abs olarak alind.
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3.2.27.2 Mutant proteinlerin termal stabilitesinin belirlenmesi

Protein konsantrasyonunu 0.25 mg/ml’ye ayarladigimiz enzimin termal denatiirasyon
egrisinin 3D yapisini elde etmek i¢in numunemiz, 190-250 nm arasindaki spektrumda
25 °C ile 90 °C arasinda degisen sicakliklarda CD spektrofotometrede (Jasco J-1500,
ABD) tarandi. Tarama sirasindaki 6l¢lim parametleri, bant genisligi 1.00 nm, CD ve
FL olgekleri 200 mdeg/1.0 dOD, data ve veri araligi 0.1 nm , tarama hiz1 50 nm/min
ve fotometrik modlar CD, HT olarak ayarlandi. Ayrica termal denatiirasyon egrisi i¢in
numunemiz yine 25 °C ile 95 °C arasinda CD spektrofotometrede (Jasco J-1500,
ABD) a-heliks yapisina spesifik 222 nm absorbansinda &lgiildii. Olgiim parametleri
ise bant genisligi 1.00 nm, CD ve FL 6l¢ekleri 200 mdeg/1.0 dOD olarak alinmistir.
Fotometrik modlar ise CD, HT ve UV olarak ayarlandi.

3.2.28 Modelleme calismalari

Molekiil geometrilerini optimize etmek i¢in Kuantum Mekanigi / Molekiiler Mekanik
hibrit yontemleri kullanildi. Gaussian09 yazilimi, ONIOM hibrid yaklasimu,
molekiiliin farkli boliimlerinde farkli yontemlerin kullanilmasini saglayan geometri
optimizasyonunu gergeklestirdi. MM optimizasyonu AMBER kuvvet alani tarafindan
gerceklestirilirken, mutasyona ugramig amino asitlerden ve bunlarin komsu
rezidiilerinden olusan QM bdlgesindeki optimizasyon i¢in M062X hibrit fonksiyonel
yontem kullanildi. QM optimizasyonlari, oksijen atomu i¢in 6-31 + G * ve diger
atomlar i¢in 6-31G ** baz alinarak gerceklestirildi. Molekiiliin ilk geometrisi deneysel
verilerden elde edildi. Geometrik modifikasyonlar (mutasyonlar) ilk énce Pymol
yazilimi kullanilarak molekiil {izerinde yapildi. Ayrica, Pymol, optimizasyonun
tamamlanmas1 sirasinda ve sonrasinda molekiil geometrisinin gorsellestirilmesinde
kullanildi. ONIOM algoritmasi ilk olarak QM bdlgesi icin analitik birinci tiirevlerin
ve sayisal ikinci tiirevlerin hesaplamalarimi yaparak bir QM basamagi olusturur.
Ardindan, MM bdélgesini optimize eder. Bu siirece mikroitrasyon denir. Optimizasyon
islemi, kuvvet ve yer degistirme degerleri tamamen birlesene kadar devam eder.
Calismada, mikroitrasyon kullanan bazi optimizasyonlarin bir araya gelemedigi
durumlarda ise birlesik ikinci dereceli makro algoritma kullanild1 ve mikroitrasyonlar
devre dis1 birakildi. Birlestirilmis ikinci dereceden makro algoritma, model
sistemindeki atomlar ile yalnizca MM katmanindaki atomlar arasindaki eslesmeyi

dikkate alir. QM ve MM bolgeleri arasindaki elektrostatik etkilesimi dikkate almak
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icin elektronik yerlestirme kullanildi. Elektronik yerlestirme, MM bdlgesinin
elektriksel  yiiklerini, QM bdlgesinin dalga fonksiyonuna (Hamiltonian)
yerlestirdiginden; bolgeler arasindaki elektrostatik etkilesim kuantum seviyesinde

hesaplandi.
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4. BULGULAR

4.1 C. boidinii Genomik DNA izolasyonu Bulgusu

C. boidinii genomik DNA’siin izolasyonunda, ticari olarak temin edilen PureLink
genomik DNA mini kit (Invitrogen, 182001, ABD) kullanildi. C. boidinii genomik
DNA’sinin miktar1 260 nm’deki absorbans degeri ile oOlgiilerek 93 ng/ pl olarak
bulundu. Safligt 260 nm/280 nm orani ile 1.7 bulundu. DNA, sonraki PZR
caligsmalarinda kalip olarak kullanildi.

4.2 PZR ile Cogaltilan FDH Gen Bolgesi Bulgusu

C. boidinii FDH geninin kopya sayini arttirmak i¢in ticari olarak temin edilen Phusion
Flash High-Fidelity PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific, ABD) kiti kullanildu.
PZR reaksiyonundan sonra C. boidinii FDH gen bdlgesinin amplifikasyonunu
gozlemleyebilmek icin agaroz jel elektroforezi yapildi. Bunun i¢in %1°lik hazirlanan
agaroz jele sirastyla 3 pl DNA belirteg ve 2 pl DNA yiikleme boyasi ile karistirilmig 5
pl PZR dirlint yiliklendikten sonra 120 mA, 110 V’de 45 dk yiritiildi ve jel
goriintiileme sisteminde (Vilbert Laurmart Fusion Fx5, Fransa) goriintilendi (Sekil
4.1).

4.3 Agaroz Jelden DNA Saflastirmasina Ait Bulgu

1095 bp'de goriilmesi beklenen DNA bant1 goriildiikten sonra ticari olarak temin edilen
GeneJET Gel Exraction (Thermo Fisher Scientific, K0691, ABD) kiti ile jelden
piirifikasyon islemi yapildi. DNA iceren siipernatant %1’lik agaroz jelde ytiriitiilerek
DNA ’nin varlig1 kontrol edildi (Sekil 4.2).
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FDH : 1095 bp

Sekil 4.1: PZR ile ¢ogaltilan FDH gen boélgesi {iriintiniin UV goriintiisii (M: DNA
belirteg, 1: PZR {iriinii).

h

FDH : 1095 bp

Sekil 4.2: Agaroz jelden saflagtirllan DNA iriiniiniin UV goriintiisi (M: DNA
belirteg, 1: PZR iirlinil).

4.4 CboFDH Geninin peT23b+ Vektoriine Aktarilmasi Bulgusu

Klonlama ve ekspresyon vektorii pET23b+ ‘in PZR {iriinii ile uyumlu yapigkan uclara
sahip olabilmesi i¢in Ndel ve Xhol endoniikleaz enzimleri ile kesildi. Vektoriin
endoniikleazlar ile kesim isleminin ardindan PZR iiriinii ile pET23b+ vektoriiniin
birbirine baglanmasi i¢in ligasyon islemi yapildi. Ligasyon Isleminin de ardindan

ligasyon {irtinii %1 °lik agaroz jelde 120 mA, 110 V’da 1 saat yliriitiilmiis ve sonrasinda
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jel goriintiileme sisteminde (Vilbert Laurmart Fusion Fx5, Fransa) goriintiilenmistir
(Sekil 4.3).

h
pET23b+/FDH : 4760 bp

Sekil 4.3: pET23b+ vektoriine aktarilan FDH gen {irlintiniin UV goriintiisii (M: DNA
blirteg, 1: Ligasyon {iriinii).

4.5 pET-23b+/FDH ¢in E.coli DH5a Hiicrelerine Transformasyonu Bulgusu

Vektore aktaritlan FDH geni daha sonra E.coli DHS5a hiicrelere transforme edildi.
Transformasyon islemi; iriiniin E.coli DH5a kompetent hiicrelerinin iizerine yavasga
birakilmasi ve buzda inkiibasyonu ile gerceklestirildi. Transformasyon sonrasi hiicreler,
50 pg/ml ampisilinli LB kat1 petrilere (lizerlerinde 100 mg/ml IPTG ¢o6zeltisinden 40
ul ve 20 mg/ml X-gal ¢6zeltisinden 40 pl siiriilmiis olan) ekilerek 16 saat boyunca 37
°C’de inkiibasyona birakildi. Petrilerden, plazmid alan hiicrelerin beyaz koloni

olusturmasindan faydalanilarak 10 adet klon seg¢ildi (Sekil 4.4).

Sekil 4.4: pET-23b+/FDH‘in E.coli DH5a hiicrelerine transformasyonu.
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4.6 pET23b+/FDH Vektoriinii Alan Hiicrelerin Koloni PZR Bulgusu

Secilen 10 adet koloni, 50 pg/ml ampisilin igeren LB siv1 besiyerlerine ekildi ve 37
C°'de, 200 x rpm'de orbital calkalayicida 16 saat inkiibe edildi. Ticari olarak elde
edilen Genejet Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific, ABD) kullanilarak
plazmid izolasyonu yapildi. Elde edilen plazmidlerin miktar1 UV-vis spektrofotometre
(Thermo Scientific, Biocrom, ABD) 260 nm’de o6lgiildii. Konsantrasyonlar 91.10
ng/pl, 98.16 ng/ul, 95.29 ng/ul, 102.15 ng/pl, 129.11 ng/pl, 113.12 ng/ul, 90.10 ng/ul,
97.39 ng/ul, 96.18 ng/ul ve 108.11 ng/ul bulundu. Safliklar1 ise 1.62- 1.77 araliginda
hesaplandi. Plazmid izolasyonunun ardindan Phusion Flash High-Fidelity PCR Master
Mix (Thermo Fisher Scientific, F-548S, ABD) Kkiti ile koloni PZR reaksiyonu
gerceklestirildi. PZR firtinleri %1°lik agaroz jelde 120 mA, 110 V’°da 1 saat yiiriitiildi
ardindan jel goriintiileme sisteminde (Vilbert Laurmart Fusion Fx5, Fransa) goriintii
alind1 (Sekil 4.5).

pET23b+/FDH : 4760 bp

Sekil 4.5: pET23b+/FDH vektoriinii alan hiicrelerin koloni PZR UV goriintiisii
(M: DNA belirteg, 1-10: Koloni PZR sonrasi elde edilen iiriinler).

4.7 Plazmidlerin Endoniikleazlar ile Kesimleri Bulgusu

Koloni PZR reaksiyonunun yanlis sonu¢ verme ihtimalina karsilik kontrol amagh
olarak plazmidler, Ndel ve Xhol endoniikleaz enzimleri ile kesildi. Kesim islemi
sonrasinda iiriinler %1°lik agaroz jelde 120 mA, 110 V’da 1 saat yiiriitiildii ardindan
jel goriintiileme sisteminde (Vilbert Laurmart Fusion Fx5, Fransa) goriintiilendi (Sekil
4.6).
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pPET23b+ : 3665 bp
<
e

FDH : 1095 bp

Sekil 4.6: Plazmidlerin endoniikleaz enzimleri ile kesimi sonrast UV goriintiisii
(M: DNA belirtec).

4.8 Dizi Analizi Bulgusu

Koloni PZR ve kesim enzimleri ile vektore uygun sekilde yerlestigi dogrulanan
rastgele se¢ilmis 3 koloninin, dizi analizine gonderilmek iizere plazmid izolasyonlar1
yapildi. Plazmidler (rekombinant pET-23b+/FDH vektorii) Sentromer DNA
Teknolojileri Firmasina gonderilerek; PZR iirlinlerinin vektére dogru bir sekilde
yerlesip yerlesmedigi, N-terminal bolgesinde 6 adet histidinin bulunup bulunmadig:
yapilan sekans analizleri ile kontrol edildi. Elde edilen sekans sonuglar
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/ ve http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
programlar1 kullanilarak veri tabanindaki CboFDH-1 protein dizisi ile aligment
yapilarak karsilastirildi. Rekombinant FDH proteinimize ait gen dizisi ve protein dizisi

Sekil 4.7 ve Sekil 4.8da verilmistir.

4.9 pET-23b+/FDH ¢in E.coli BL21(DE3) Hiicrelerine Transformasyonu

Sekans analizi sonucu ile istenilen gen bdolgesinin vektore diizglin yerlestigi
dogrulandiktan sonra PET-23b+/FDH vektorii E. coli BL21(DE3) hiicrelerine
transforme edildi. Transformasyon sonrasi hiicreler, 50 pg/ml ampisilin iceren LB agar
petrilere ekildi ve 37 °C’de 16 saat inkiibasyona birakildi. Ertesi giin kolonilerin varlig
kontrol edildi (Sekil 4.9). Inkiibasyon sonrasinda en iyi gelisen ii¢ koloni secildi ve
koloniler 50 pg/ml ampisilin igeren LB sivi besiyerine ekildi. Daha sonra sivi
besiyerindeki hiicrelerden 1:1 oraninda gliserol stok yapilarak derin dondurucuda (-80

°C) saklandu.
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ATGAAGATCGTTTTAGTCTTATACGATGCTGGTAAACACGCCGCCGATGAAGAAAAATTATACGGTTGTACTGAA
AACAAATTAGGTATTGCCAATTGGTTAAAAGATCAAGGCCATGAATTAATCACCACTTCTGATAAAGAAGGCGG
AAACAGTGTGTTGGATCAACATATCCCAGATGCTGATATTATCATTACAACTCCTTTCCATCCTGCTTATATCACC
AAGGAAAGAATCGACAAAGCTAAAAAATTGAAATTAGTTGTCGTCGCTGGTGTCGGTTCTGATCATATTGATTTG
GATTACATCAACCAAACCGGTAAGAAAATCTCCGTTTTGGAAGTTACCGGTTCTAATGTTGTCTCTGTTGCAGAA
CACGTTCTCATGACCATGCTTGTCTTGGTTAGAAATTTTGTTCCAGCTCACGAACAAATCATTAACCACGATTGGG
AAGTTGCTGCTATCGCTAAGGATGCTTACGATATCGAAGGTAAAACTATCGCCACCATTGGTGCCGGTAGAATTG
GTTACAGAGTCTTGGAAAGATTAGTCCCATTTAATCCAAAAGAATTATTATACTACGATTATCAAGCTTTACCAA
AAGATGCCGAAGAAAAAGTTGGTGCTAGAAGGGTTGAAAATATTGAAGAATTAGTTGCCCAAGCTGATATAGTT
ACAATTAATGCTCCATTACACGCTGGTACAAAAGGTTTAATTAACAAGGAATTATTGTCTAAATTCAAGAAAGGT
GCTTGGTTAGTCAATACTGCAAGAGGTGCCATTTGTGTTGCCGAAGATGTTGCTGCAGCTTTAGAATCTGGTCAA
TTAAGAGGTTACGGTGGTGATGTTTGGTTCCCACAACCTGCTCCAAAAGATCACCCATGGAGAGATATGAGAAAC
AAATATGGTGCTGGTAACGCCATGACTCCTCATTACTCTGGTACTACTTTAATGCTCAAACTAGATACGCTGAAG
GTACTAAAAATATTTTAGAGTCATTCTTTACCGGTAAGTTTGACTACAGACCACAAGATATCATCTTATTAAATGG
TGAATACATTACCAAAGCTTATGGTAAGCACGATAAGAAATAA

Sekil 4.7: pET-23b+/FDH vektoriiniin dizileme sonucu.

MKIVLVLYDAGKHAADEEKLYGCTENKLGIANWLKDQGHELITTSDKEGETSELDKHIPD
ADINTTPFHPAY ITKERLDKAKNLKLVVVAGVGSDHIDLDYINQTGKKISVLEVTGSNV
VSVAEHVVMTMLVLVRNFVPAHEQIINHDWEVAAIAKDAYDIEGKTIATIGAGRIGYRVL
ERLLPFNPKELLYYDYQALPKEAEEKVGARRVENIEELVAQADIVTVNAPLHAGTKGLIN
KELLSKFKKGAWLVNTARGAICVAEDVAAALESGQLRGYGGDVWFPQPAPKDHPWRDMR
NKYGAGNAMTPHYSGTTLDAQTRYAEGTKNILESFFTGKFDYRPQDIILLNGEYVTKAYGK
HDKK

Sekil 4.8: Dizileme sonucu elde edilen rekombinant FDH protein dizisi.

Sekil 4.9: pET-23b+/FDH ‘in E.coli BL21(DE3) hiicrelerine transformasyonu.
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4.10 FDH Gen ifadesinin IPTG ile Indiiklenmesi ve Protein Saflasgtirma

Bulgusu

FDH gen ekspresyonunun IPTG ile indiikklenmesi 500 ml LB sivi besiyerinde
biiyiitiilen kolonilerin OD=600 nm’deki absorbansi 0.5 oldugunda ortama 1 mM IPTG
eklenmesi ile yapildi. Yaklasik 4 saat sonra hiicrelerden numune alinarak bu numune
0. saat olarak kabul edildi. Ornek alma islemine 24 saat boyunca; 1., 2., 3., 4., 5., 6.,
12. ve 24. saatlerde de devam edildi. Alinan numuneler 14000 x rpm’de 10 dk santrifiij
edildikten sonra pelet kisimlarindan SDS-PAGE analizi yapilarak hangi saatteki IPTG

uygulamasinin optimum olduguna karar verildi (Sekil 4.10).

250 kDa
100 kDa

70 kD .
22 Yabanil tip CboFDH

41kDa
h

55 kDa
35 kDa

27 kDa
15 kDa

10 kDa

Sekil 4.10: FDH gen ifadesinin IPTG ile indiiklenmesi bulgusu (M: Protein belirteg).

Yapilan IPTG c¢aligmas: ile optimum inkiibasyon siiresinin 4 saat olduguna karar
verildikten sonra stok yaptigimiz transformant E.coli BL21 hiicrelerinden, 50 pg/ml
ampisilin igeren 15 ml LB siv1 besiyerine 6n kiiltiir hazirlandi. On kiiltiir, 16 saat 37
°C’de 200 x rpm orbital ¢alkalayicida inkiibasyonun ardindan 500 ml 50 pg/ml
ampisilin igeren LB siv1 besiyerine inokiile edildi. 600 nm dalga boyundaki optik
yogunlugu 0.5 olana kadar 37 °C’de 200 x rpm'de orbital ¢alkalayici lizerinde inkiibe
edildi. OD=0.5 oldugunda ortama 1 mM IPTG eklendi ve 4 saat 37 °C’de 200 x rpm'de
orbital calkalayici iizerinde tekrar inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonras1 hiicreler
santrifiij islemlerine tabi tutularak pelet elde edildi. Daha sonra pelet pH 7.4 sodyum
fosfat tamponu ile homojenize edildi. Intraseliiler bir enzim olan FDH’in hiicrelerden

disar1 ¢ikarilabilmesi i¢in homojenat, lizozim ile muamele edildikten sonra sonikasyon
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islemine tabi tutuldu. Sonikasyon isleminden sonra homojenat 10000 x rpm’de 1 saat
+4 °C’de santrifiij edildi. Ust kisimdaki siipernatant 0.45um’lik filtreden gegirilip
temiz bir falkon tiipe alind1. Uretilen rekombinant protein N-terminal kisminda His-
Tag boliimiine sahip oldugundan, histidine afinite gosteren ticari olarak temin edilmis
1 ml Ni-NTA agaroz kolon (Thermo scientific, Pierce HisPure Ni-NTA Spin
Columns, ABD) ile saflastirildi. Ornegimizi farkli imizadol konsantrasyonlardaki
tampolar ile kolondan gegirdikten sonra; ilk gegirilen protein 6rnegi, Buffer A, 1, 2, 3,
4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 ve Buffer B olmak iizere 19 protein 6rnegimiz

oldu.

4.11 Yabanil Tip CboFDH SDS-PAGE Analizi Bulgusu

Saflastirma islemi sonrasinda elde ettigimiz; ilk gegirilen protein 6rnegi, Buffer A, 1.,
2.,3.,4,5,6.,8.,10.,12,, 14, 16. ornekler ve protein belirteg jele yiiklendikten sonra
120 mA, 100 V’de 1.5 saat elektroforez islemine tabi tutuldu. Elektroforez islemi

sonrasi jel, Coomassie Brillant Blue boyasi ile boyandi (Sekil 4.11).

Y
ot
0 M 1 3 5 7 9 11 13 15 16

250 kD@ me—
70kDa  w— Yabanil tip CboFDH
55 kDa == 41kDa

<=
25 kDa

15 kDa =

Sekil 4.11: Saflastirma sonrast SDS-PAGE analizi goriintiisii (Oziit: Kolondan
gecirilmemis protein lizati, M: Protein belirteg, 1-16: Kolondan farkli imidazol
konsantrasyonlar1 igeren tamponlar ile gegirilmis protein eliisyonlari).

4.12 Protein Miktar Tayini Bulgusu

Protein miktar tayini yapilmadan 6nce SDS-PAGE analizi sonucu ekspresyonu fazla
olan ilk 8 6rnek tek bir yerde toplanarak tizeri sodyum fosfat tamponu (pH 7.4) ile 50

ml’ye tamamlandiktan sonra ultrafiltrasyon (Amicon Ultra-15 santrifugaton tube
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Millipore, ABD) islemine tabi tutuldu. Buradaki amag¢ protein ¢ozeltide bulunan
imidazol ve tuzlari uzaklagtirabilmektir. Ayn1 amag ile 6rnek bir de PD-10 (GE
Healthcare, ABD) kolondan gegirildi ve tekrar ultrafiltrasyon islemine tabi tutuldu.
Tiim bu islemlerin ardindan 6rnegimizdeki protein miktari, Bradford yontemi ile 595
nm dalga boyunda spektrofotometrede (Thermo Scientific Multiskan FC, 2011-06,
USA) 6l¢iildii. Protein miktarimiz 8.5 mg/ml olarak bulundu.

4.13 Yabaml Tip CboFDH Western Blot Analizi Bulgusu

Rekombinant tiretilen CboFDH proteininin varligi Western Blot (western blot system,
Biorad, ABD) analizi ile dogrulandi. Protein miktar1 belirlenen yabanil tip CboFDH
enzimine Western Blot analizi i¢in jele yliklenmeden 6nce protein denatiirasyon islemi
yapildi. Ardindan protein belirteg ile birlikte jele yiiklenen yabanil tip CboFDH; 120
mA, 100 V’de 1.5 saat elektroforez islemine tabi tutulduktan sonra, nitroseliilez
membrana transfer edildi (Transblot system, Biorad, ABD). Yikama basamaklarinin
ardindan membran Anti-Histag primer antikor (Abcam, ABD) ile inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonras1 Ikincil antikor (Abcam, ABD) ile yeniden inkiibe edilen
membrandaki bantlar yikama basamaklarinin ardindan ticari olarak temin edilen
goriintiileme kiti (Santa cruz, ABD) ile goriintiilleme cihazinda (Vilbert Laurmart
Fusion Fx5, France) gorintiilendi (Sekil 4.12). 41 kDa boyutunda beklenen

proteinimiz, beklenen bant araliginda elde edildi.
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Sekil 4.12: Yabanil tip CboFDH’in Western Blot analizi goriintiisii (M: Protein
belirteg, 1: Yabanil tip CboFDH protein 6rnegi).

4.14 Yabanl Tip CboFDH Enziminin Aktivite Calismasi1 Bulgular

Saflastirilan ve Western Blot analizi ile beklendigi sekilde ~41 kDa’da bant verdigi
tespit edilen rekombinant FDH enzimine ait aktivite ¢alismalarinda ilk olarak enzimin
optimum pH ve sicaklik degerleri belirlendi. Ardindan Km, Vmax ve Kcat degerlerinin
hesaplanabilmesi i¢in degisen konsantrasyonlarda enzimin substratina, koenzimine ve

kendisine karsi aktivite 6l¢timleri alindi.

4.14.1 Farkh pH degerlerinin enzim aktivitesine etkisi

Yabanil tip CboFDH aktivitesi i¢in optimum pH sartlarini belirlemek amaciyla farkl
pH araliklarinda (pH 5-12) hazirlanan tamponlar kullanildi. Tamponlar, pH 5-5.5 i¢in
asetat tamponu (0.2 M), pH 6-8 i¢in fosfat tamponu (0.2 M), pH 8-9 igin tris tamponu
(0.1 M), pH 9-11 igin glisin-NaOH tamponu (0.1 M), pH 11-12 i¢in KCI-NaOH
tamponu (0.1 M) olarak hazirlandi. Reaksiyon, 20 mM sodyum format, 4 mM NAD"
ve 0.5 mg/ml yabanil tip CboFDH varliginda gerceklestirildi. Aktivite 6l¢iimleri, 25°C
sicaklikta ve 340 nm absorbansda mikroplak okuyucuda (Varioscan, Thermo Fisher
Scientific, ABD) alindi. Buna gore pH 7 ve pH 8 degeri birbirine yakin ¢iktigindan,
iki pH degeri arasindaki degerler 0.2 arttirilarak yeniden ol¢iim yapildi. Biitiin
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analizler ii¢ tekrarli olacak sekilde yapildi. Calisma sonucunda yabanil tip CboFDH
icin optimum pH 7.4 bulundu (Sekil 4.13).

Yabanil tip CboFDH
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Sekil 4.13: Farkli pH degerlerinin yabanil tip CboFDH aktivitesine etkisi (A: Yabanil
tip CboFDH aktivitesinin pH 5-12 arasindaki tamponlar ile dl¢iimii, B:Yabanil tip
CboFDH aktivitesinin pH 7-8 arasindaki tamponlar ile dl¢timii).

4.14.2 Farkh sicakhik degerlerinin enzim aktivitesine etkisi

Yabanil tip CboFDH aktivitesi i¢in optimum sicaklik sartlarin1 belirlemek amaciyla

farkli sicakliklarda (20°C-70°C) aktivite 6lgiimleri 340 nm absorbansda mikroplak

okuyucuda (Varioscan, Thermo Fisher Scientific, ABD) alindi. Reaksiyon; 20 mM

sodyum format, 4 mM NAD" ve 0.5 mg/ml yabanil tip CboFDH varliginda her bir
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sicaklik derecesi i¢in tli¢ tekrarli olarak gergeklestirildi. Calisma sonucunda yabanil tip

CboFDH i¢in optimum sicaklik 40 °C olarak bulundu (Sekil 4.14).

Yabanil tip CboFDH
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Sekil 4.14: Farkli sicaklik degerlerinin yabanil tip CboFDH aktivitesine etkisi.

4.14.3 Enzim Kinetigi hesaplamalarina ait bulgular

Enzim tarafindan katalizlenen reaksiyonun hizim1 belirleyebilmek icin yabanil tip
CboFDH enzimine ait kinetik hesaplamalar yapildi. Kwm, Vmax ve Kcat degerlerinin
hesaplanabilmesi i¢in ilk olarak farkli substrat, koenzim ve enzim
konsantrasyonlarinda aktivite tayinleri alinarak, Michaelis Menten grafigi ve
Lineweaver-Burk denklemlerinin de yardimiyla hesaplamalar yapildi.

Calismaya baslamadan once format (100mM) ve NAD (20 mM) stoklar1 dH20 ile
hazirlandi. Reaksiyonlarin her birinin toplam hacmi 200 pl olarak belirlendi.
Reaksiyon ortaminda belirlenen konsantrasyonlarda bulunmasi gereken bilesenlerin,
ana stoklardan ortama ne kadar konulacagi hesaplandi. Reaksiyon ortamina farkli
konsantrasyonlarda konulan bilesenlerden reaksiyonun substrati olan format, ortama
en son konuldu. Ortama substratin ilavesi ile baslayan reaksiyonlara ait absorbanslar
10 dk boyunca 10 sn araliklarla olacak sekilde 340 nm'de Ol¢iildii. Daha sonra,
AAbsorbans / dakikanin mutlak degerleri kullanilarak her bir ¢6ziim i¢in degerler;
Vo, hiz (U/L): (AA/dk x T.V.(ml) x 10°) / (¢ x d x N.V(ml)) denklemli Beer Kanunu
ile hesaplandi. Buradaki ‘g’ molar absorptivite anlamina gelir. Deneylerde, enzim

aktivitesini belirlemek i¢in olusan NADH miktar1 baz alindi, hesaplamalarda
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NADH'nin molar absorptivitesi 6.22x103 M™s? olarak kullanildi. ‘d’ 151k yolunun
uzunlugunu temsil eder ve 1 cm'dir. ‘T.V. ¢6zeltinin toplam hacmine gore ‘N.V.’ ise

reaksiyon esnasinda kullanilan enzimin hacmi dikkate alinarak formiile uygulandi.

Elde edilen degerler ile ilk olarak Michaelis-Menten egrisi ¢izildi. Daha sonra Vmax
ve Kwm degerlerini daha dogru tahmin etmek i¢in Lineweaver -Burk ¢iziminden elde
edilen denklem kullanilarak hesaplandi. Bu egrinin ¢izimi esnasinda 1/Vo ve 1/S
degerleri kullanildi. Buna gore y ekseni 1 / Vmax’1 temsil ederken x ekseni -1/ Kwm’i
temsil eder. Vimax ve Km degerleri her degisken i¢in hesaplandiktan sonra enzimin Kcat
degeri, Vmax/ [E] formiilii ile hesapladi. Daha sonra bulunan bu degerler kullanilarak
enzimin Kcai/Km orani ve spesifik aktivite (enzim aktivitesi/toplam protein miktari)

ve buna bagli olarak relatif aktivite degerleri hesaplandi.

4.14.3.1 Degisen substrat konsantrasyonlarinin enzim aktivitesine etkisi

FDH enzimi substrat olarak formata mutlak spesifite gosterir. Bu yilizden farkhi
konsantrasyonlardaki substrat ortamlarinda aktivite Ol¢limleri yapilarak yabanil tip
CboFDH enziminin Kwm, Kcat Ve Vmax degerleri hesaplandi. Reaksiyon ortamindaki
bilesenlerin konsantrasyonu Tablo 4.1°de verilmistir. Aktivite Ol¢limleri her
konsantrasyon igin ii¢ tekrarli olacak sekilde 340 nm absorbansda mikroplak

okuyucuda (Varioscan, Thermo Fisher Scientific, ABD) alindi.

Tablo 4.1: Yabanil tip CboFDH i¢in degisen substrat konsantrasyonlarinda

reaksiyon ortami i¢erigi.

Secilmis Format NAD* Enzim pH Sicakhik °C
Konsantrasyonlari
0,612 mM-40 mM 4 mM 0.5 mg/ml 7.4 25

Reaksiyonlara ait Michaelis Menten ve Lineweaver-Burk egrileri Sekil 4.15°de
verilmistir. Ancak Michaelis Menten egrisi lineer bir ¢izgi yaratmadigindan Vmax ve
Kwm degerlerini daha dogru tahmin etmek icin Lineweaver - Burk grafigi kullanilarak
hesaplamalar yapilmistir. Vmax , Km ve Keat degerleri, Lineweaver -Burk ¢iziminden
elde edilen denklem kullanilarak hesaplandi. Grafikteki y ekseni 1/ Vmax" temsil

ederken, x ekseni -1 / Km degerini temsil etmektedir.
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Sekil 4.15: Degisen substrat konsantrasyonlarinda yabanil tip CboFDH enzimi igin

Michaelis Menten ve Lineweaver-Burk egrileri.

Calisma sonucunda yabanil tip CboFDH enziminin substrati olan formata ait kinetik

Olgtimleri Tablo 4.2°de verilmistir.

Tablo 4.2: Yabanil tip CboFDH enziminin format kinetik 6l¢tim degerleri.

K., (MM) Vimax (U/ml) k()

11
K., /Ky, (M-'s)

Yabanl Tip CboFDH 2 06 9.48x10°

474%10°
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4.14.3.2 Degisen koenzim konsantrasyonlarinin enzim aktivitesine etkisi

NAD"-bagimli FDH, formatin karbondioksite doniismesini NAD’in NADH’a
rediiksiyonu ile katalizler. Olusan NADH+H spektrofotometrik Sl¢timlerde 340
nm’de absorbans piki veren bir molekiildiir.
e HCOO- + NAD" — ( format dehidrogenaz) — CO2 + NADH+H

Calismada farkli koenzim konsantrasyonlarina karsi alinan enzim aktivite olgiimleri
kullanilarak NAD i¢in Vmax , KmVve Kcat degerleri hesaplandi. Reaksiyon ortamindaki
bilesenlerin konsantrasyonu Tablo 4.3’de verilmistir. Aktivite Ol¢limleri her
konsantrasyon icin ii¢ tekrarli olacak sekilde 340 nm absorbansda mikroplak

okuyucuda (Varioscan, Thermo Fisher Scientific, ABD) alinmistir.

Tablo 4.3: Yabanil tip CboFDH i¢in degisen koenzim konsantrasyonlarinda
reaksiyon ortami igerigi.

Secilmis NAD* Format Enzim pH Sicaklik °C
Konsantrasyonlari
1 mM-6 mM 2mM 0.5 mg/ml 7.4 25

Reaksiyonlara ait Michaelis Menten ve Lineweaver-Burk egrileri Sekil 4.16’da
verilmis olup Vmax ve Km degerlerini daha dogru tahmin etmek i¢in Lineweaver - Burk
grafiginden yararlanilmistir. Vimax , Kmve Kceat degerleri, Lineweaver -Burk ¢iziminden
elde edilen denklem kullanilarak hesaplandi. Grafikteki y ekseni 1/ Vmax' temsil

ederken, x ekseni -1 / Km degerini temsil etmektedir.
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Sekil 4.16: Degisen koenzim konsantrasyonlarinda yabanil tip CboFDH enzimi igin
Michaelis Menten ve Lineweaver-Burk egrileri.

Calisma sonucunda yabanil tip CboFDH enziminin koenzimi olan NAD’a ait kinetik

Olctim degerleri Tablo 4.4’de verilmistir.

Tablo 4.4: Yabanil tip CboFDH enziminin NAD kinetik dl¢im degerleri.

KM (mM) Vmax (U/ml) kcat (s_l) kcat /KM (M_ls_l)

Yabanil Tip CboFDH 15 0.016 2.62 X 104 1.74 x 104

4.14.3.3 Degisen enzim konsantrasyonlarimin enzim aktivitesine etkisi

degisen enzim konsantrasyonlarin aktiviteye olan etkisini incelemek ve Kkinetik
parametreleri hesaplamak i¢in kullanilan reaksiyon ortami tablo 4.5°de verilmistir.
aktivite Ol¢iimleri 340 nm absorbansda mikroplak okuyucuda (varioscan, thermo

fisher scientific, ABD) alinmistir.
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Tablo 4.5: Yabanil tip CboFDH igin degisen enzim konsantrasyonlarinda reaksiyon

ortami icerigi.

Secilmis Enzim Format NAD* pH Sicaklik °C
Konsantrasyonlari
0.75 mg/ml-0.0031 mg/ml 2 mM 1.5mM 7.4 25

Reaksiyonlara ait Michaelis Menten ve Lineweaver-Burk egrileri Sekil 4.17°de
verilmis olup Vmax ve Km degerlerini daha dogru tahmin etmek i¢in Lineweaver - Burk
grafiginden yararlanilmistir. Vimax , Kmve Kcat degerleri, Lineweaver -Burk ¢iziminden
elde edilen denklem kullanilarak hesaplandi. Grafikteki y ekseni 1/ Vmax"n temsil

ederken, x ekseni -1 / Km degerini temsil etmektedir.

15 - Michaelis-Menten Egrisi
10 ~
Vo (u/)L
5 _
0 ¢ T \ T ]
0 0,2 [s] Qﬂﬁ 0,6 0.8

Lineveawer-Burk Egrisi - 00038+ 0,080
04 R? = 0,9891

Vo (U/L)
o

-50,0000 -30,0000 -10,0000 10,0000 30,0000 50,0000 70,0000
[S] mM

Sekil 4.17: Degisen enzim konsantrasyonlarinda yabanil tip CboFDH enzimi i¢in
Michaelis Menten ve Lineweaver-Burk egrileri.

Calisma sonucunda yabanil tip CboFDH enzimine ait kinetik 6l¢iim degerleri Tablo

4.6’da verilmistir.
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Tablo 4.6: Yabanil tip CboFDH enzimine ait kinetik 6lgiim degerleri.

KM (mM) Vmax (U/ml) kcat (5_1) kcat /KM (M_ls_l)

4.14.3.4 Farkh metal iyonlarinin enzim aktivitesine etkisi

Farkli metal iyonlarinin enzim aktivitesine olan etkilerini incelemek i¢in, 11 farkl
metal iyonunun 5 farkli konsantrasyonu (1uM, 3uM, 5uM, 7uM, 10 uM) reaksiyon
ortaminda denendi. Reaksiyon ortami, her bir farkli metal konsantrasyonu i¢in 0.25
mg/ml enzim, 1.5 mM NAD", 2 mM format ve pH 7.4 sodyum fosfat tamponu olacak
sekilde olusturuldu. Olciimler her bir durum icin ii¢ tekrarli olacak sekilde, 25 °C’de
ve 340 nm absorbansda mikroplak okuyucuda (Varioscan, Thermo Fisher Scientific,
ABD) alind1 (Sekil 4.18).

Yabanil tip CboFDH
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Sekil 4.18: Farkli metal iyonlarinin yabanil tip CboFDH enziminin aktivitesine etkisi
grafigi.

Calisma sonucunda CuCl2’lin enzim aktivitesini %41 oraninda diisiirdiigi diger tim

metallerin ise artan konsantrasyonlarda aktiviteyi arttirdigi bulunmustur. Buna gore,

CaCl2'tin aktiviteyi en fazla 3 pM konsantrasyonda %17, KCl2'in aktiviteyi en fazla 5

uM konsantrasyonda %56, FeCls'lin aktiviteyi en fazla 7 uM konsantrasyonda %42,
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NaCl'iin aktiviteyi en fazla 3 pM konsantrasyonda %43, LiCl'lin aktiviteyi en fazla 3
uM konsantrasyonda %41, Mo'in aktiviteyi en fazla 5 uM konsantrasyonda %42,
MnCl'in aktiviteyi en fazla 7 pM konsantrasyonda %64, ZnCl'iin aktiviteyi en fazla 5
uM konsantrasyonda %28, Tungsten'in aktiviteyi en fazla 3 pM konsantrasyonda %68
oraninda arttirdigt bulunmustur. Enzim aktivitesini attiran metallerden sadece
MgCl2'in aktiviteyi yliksek konsantrasyonlarda %24 oraninda diisiirdiigii bulunmus
bunun yaninda 5 pM konsantrasyonda en yiiksek olacak sekilde enzim aktivitesini

%11 oraninda artirdig1 goriilmiistiir.

4.14.3.5 Farkh organik coziiciilerin enzim aktivitesine etkisi

Farkl1 konsantrasyonlardaki organik ¢oziiciilerin yabanil tip CboFDH enzim aktivitesi
Olctimleri, her bir durum igin ii¢ tekrarli olacak sekilde, 25 °C’de ve 340 nm
absorbansda mikroplak okuyucuda (Varioscan, Thermo Fisher Scientific, ABD)
yapildi. Etanol, metanol, klorofom, aseton ve propanol c¢ozciileri reaksiyon
ortamlarina, %5, %10, %25 ve %50 oraninda bulunacak sekilde konuldu. Reaksiyon
ortamindaki diger bilesenler ise 0.25 mg/ml enzim, 2 mM NAD", 2 mM format ve
sodyum fosfat tamponu (pH 7.4) olarak eklendi. Reaksiyondaki organik ¢ozciiler,
reaksiyonu baglatici substrat (format) ortama ilave edilmeden 6nce konuldu ve 3 dk

inkiibasyonun ardindan format ilave edilerek reaksiyon baslatildi (Sekil 4.19).

Yabanil tip CboFDH
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Sekil 4.19: Farkli organik ¢oziiciilerin yabanil tip CboFDH enziminin aktivitesine
etkisi grafigi.
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Calisma sonucunda, metanol, etanol ve propanoliin artan konsantrasyonlarda
aktiviteyi % 20’ye kadar arttirdigi ancak % 50 konsantrasyonda yaklasik % 20
oraninda disiirdiigii bulundu. Her {i¢ organik ¢oziicii i¢in % 25 konsantrasyonda
aktivite artis1 en yiiksek gozlendi. Kloroformda ise aktivite artis1 en fazla %25
konsantrasyonda % 8 oraninda iken, %50 konsantrasyonda %352 oraninda aktivite
kayb1 gozlendi. Asetonda diger organik ¢oziiciilerin aksine artan konsantrasyonlarda

aktiviteyi % 30 civarinda arttirdig1 bulundu.

4.15 Dairesel Dikroizm Spektroskopisi (CD) Bulgulari

CD spektroskopisi ile proteine ait ikincil yap1 analizi yapildi. Ayrica sicaklik / dalga
boyu tarama programlari kullanilarak yabanil tip CboFDH enziminin sicakliga bagli

CD spektrumlar: ve denatiirasyon sicakligi (Tm) sicakligr tespit edildi.

4.15.1 Yabanil tip CboFDH’in ikincil yapisinin belirlenmesi

Saflagtirma islemlerinden sonra protein konsantrasyonu 8.5 mg/ml olan yabanil tip
CboFDH enziminin konsantrasyonu kendi tamponu kullanilarak (sodyum fosfat, pH
7.4) 0.25 mg/ml’ye diliie edildi. Ardindan ikincil yapinin analizi i¢in 25 °C’de 190-
260 nm dalga boylar1 arasinda CD spektrofotometrede (Jasco J-1500, ABD) absorbans
dlgiimleri alind1. Olgiimler esnasinda bant genislgi 1.00 nm, veri aralig1 0.2 nm, tarama
hizi 50 nm/min, data araligi 0.2 nm, CD ve FL o6lg¢ekleri 200 mdeg/1.0 dOD ve
fotometrik mod da CD, HT, UV, Abs olarak alind.

Calisma sonucunda, C. boidinii FDH ikincil yapisinda agirlikli olarak bulunan a-heliks

yapisi, klonlanan yabanil tip CboFDH proteininde de gézlendi (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20: Yabanil tip CboFDH?’ ¢ ait a-heliks yapisi.

4.15.2 Yabanil tip CboFDH’in termal stabilite tayini

Protein konsantrasyonunu 0.25 mg/ml’ye ayarladigimiz enzimin termal denatiirasyon
egrisinin 3D yapisini elde etmek i¢in numunemiz, 190-250 nm arasindaki spektrumda
25°C ile 90 °C arasinda degisen sicakliklarda CD spektrofotometrede (Jasco J-1500,
ABD) tarandi. Tarama sirasindaki dl¢iim parametleri, bant genisligi 1.00 nm, CD ve
FL 6l¢ekleri 200 mdeg/1.0 dOD, data ve veri aralig1 0.1 nm'ye, tarama hiz1 50 nm/min
ve fotometrik modlar CD, HT olarak ayarlandi. Ayrica termal denatiirasyon egrisi i¢in
numunemiz yine 25 °C ile 95 °C arasinda CD spektrofotometrede (Jasco J-1500,
ABD) a-heliks yapisina spesifik 222 nm absorbansinda 6l¢iildii. Olgiim parametleri
ise bant genisligi 1.00 nm, CD ve FL o6l¢ekleri 200 mdeg/1.0 dOD olarak alinmastir.
Fotometrik modlar ise CD, HT ve UV olarak ayarlandi.

Calisma sonucunda yabanil tip CboFDH i¢in denatiirasyon sicakligi 64 °C olarak
bulundu. (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21: Yabanil tip CboFDH’e ait termal denatiirasyon egrisi.

4.16 Gradient PZR Bulgulan

Biyoinformatik analiz i¢in, kaynak olarak CboFDH'in kristal yapilari (PDB: 5ND9)
kullanildi. Ozellikle aktif bolgede yer alan amino asit rezidiileri taranarak, 120., 285.,
287. ve 311. pozisyonlarda, aktivite ve termal stabiliteyi arttirmayir hedefleyen
aminoasit degisikliklerine karar verildi. Bu amagla, Phe285Thr, Vall20Thr,
GIn287Glu ve His311Glu mutasyonlarina ve Phe285Thr/ His311Glu ve kombine
mutasyonu tasarlandi. Primerler, bu mutasyonlari olusturmak tizere NEBasechanger
ve OligoEvaluator programlari kullanilarak dizayn edildi. Mutasyonlari olusturmadan
once her bir bolge icin, tasarlanan primerlerin Tm sicakliklarin1 bulmak adina gradient
PZR yapildi (Sekil 4.22). Buna gore, Phe285Thr aminoasit degisimine ait primerler
icin Tm: 57 °C, Vall20Thr aminoasit degisimine ait primerler icin Tm: 62 °C,
GIn287Glu aminoasit degisimine ait primerler i¢in Tm: 64 °C ve His311Glu aminoasit

degisimine ait primerler i¢gin Tm: 58 °C olarak bulundu.
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Sekil 4.22: Gradient PZR UV goriintiileri (M: DNA belirteg, A: Phe285ThrFDH igin
Tm: 57 °C, B: Vall20ThrFDH i¢in Tm: 62 °C, C: GIn287GIluFDH, i¢in Tm: 64 °C,
D: His311GInFDH igin Tm: 58 °C).
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Sekil 4.22 (devam): Gradient PZR UV gorintileri (M: DNA belirteg, A:
Phe285ThrFDH icin Tm: 57 °C, B: Vall20ThrFDH i¢in Tm: 62 °C, C:
GIn287GIuFDH, i¢in Tm: 64 °C, D: His311GInFDH i¢in Tm: 58 °C).

4.17 Bolgeye Yonelik Mutasyonlarin PZR Bulgular:

Tm sicakliklarina gradient PZR sonuglari ile karar verildikten sonra 120. pozisyondaki
valini treonine, 285. pozisyodaki fenilalanini treonine, 287. pozisyondaki glutamini
glutamata, 311. pozisyondaki histidini glutamine doniistirmek ve hem 285.
pozisyonda hem de 311. pozisyonda ayn1 anda 2 yerde mutasyon yapmak {izere ticari
olarak temin edilen Q5 Site-Directed Mutagenesis kiti (New England Biolabs Inc,
UK) ile PZR reaksiyonlar1 yapildi. Reaksiyonlar sonrasinda, %]1°lik agaroz jel
hazirlanip, jele sirasiyla 3 pul DNA belirteg ve 2 ul DNA yiikleme boyasi ile
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kanigtirllmis 5 pl PZR iirlinleri yiiklendi. Daha sonra 120 mA, 110 V’de 1 saat
yiriitiildi. Yiiriitme islemi sonrasinda jel goriintiileme sisteminde goriintiilendi (Sekil

4.23).

S
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b ,\’)/

M p Vv M P

C D

Sekil 4.23: Bolgeye yonelik mutasyolarin PZR UV goriintiileri (M: DNA belirteg, P:
Plazmid (yababil tip CboFDH), A:Phe285ThrFDH, B:Vall120ThrFDH,
C:GIn287GIuFDH, D:His311GInFDH, E: Phe285Thr/His311GInFDH).
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Sekil 4.23 (devam): Bolgeye yonelik mutasyolarin PZR UV goriintiileri (M: DNA
belirteg, P: Plazmid (yababil tip CboFDH) A:Phe285ThrFDH, B:Val120ThrFDH,
C:GIn287GIluFDH, D:His311GInFDH, E: Phe285Thr/His311GInFDH).

PZR reaksiyonu sonrasi ortamda karisik halde bulunan mutant ve yabanil sablonlarin
igerisinden, yabanil tipleri uzaklastirmak ve sadece mutant sablonun kalmasi saglamak
amaciyla KDL reaksiyonu yapildi. KLD reaksiyonu, kinaz, ligaz ve Dpnl enzimlerini
iceren bir tampon ile gerceklestirilir. Buradaki Dpnl, PZR iirlinlerindeki tim GATC
elemanlarindaki parenteral tiirleri yok eder. KLD reaksiyonu ticari olarak temin edilen
Q5 Site-Directed Mutagenesis kiti (New England Biolabs Inc, UK) kullanilarak
yapildi.

4.18 Mutant FDH’lerin E.coli BL21 (DE3) Hiicrelerine Transformasyonu

KLD reaksiyonu sonrasinda her bir karigim E. coli BL12 (D3) kompetent hiicrelerine
transfer edildi. Transfer isleminden sonra hiicereler, 50 pg/ml ampisilin igeren LB agar
petrilere yayildi. 16 saat 37 °C’de inkiibasyona birakilan petrilerde koloni formlarinin

olusumu gozlendi (Sekil 4.24).
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Sekil 4.24: Mutant FDH’lerin E.coli BL21 (DE3) hiicrelerine transformasyonu
(A:Phe285ThrFDH, B:Val120ThrFDH, C:GIn287GIuFDH, D:His311GInFDH,
E:Phe285Thr/His311GInFDH).

4.19 Mutasyonlarin Dizi Analizi Bulgular:

LB agar petrilerde olusan mutant koloniler, 50 pug/ml ampisilin iceren 10 ml LB broth
besiyerine alinarak 37 °C’de 200 x rpm'de orbital ¢alkalayici iizerinde 16 saat
inkiibasyona birakildi. Elde edilen on kiiltiir ile ticari olarak temin edilen Genejet
Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific, K0502, ABD) kullanilarak plazmid
izolasyonu yapildi. Plazmidlerin DNA konsantrasyonlar1 nanodrop cihazinda
(Maestrogen Inc, Taiwan) o6l¢iildii. Mutant proteinlerin DNA konsantrasyonlari
Phe285ThrFDH icin 98 ng/ul, Vall120ThrFDH i¢in 103 ng/ pl, GIn287GIuFDH i¢in
112 ng/ pl, His311GInFDH i¢in 108 ng/ ul ve Phe285Thr/His311GInFDH i¢in 106
ng/ ul olarak bulundu. Plazmidler daha sonra mutasyonlarin dogrulugunu teyit etmek
icin sekans analizine gonderildi. Dizi analizi, Sanger Coulson’un zincir sonlama
yontemi, ABI Prism 310 Genetic Analyzer cihazi kullarak Sentromer DNA
Teknolojieri firmas1 tarafindan gergeklestirildi. Elde edilen sekans sonuglar1 Bioedit
ve Snapgene programlari kullanilarak daha dnce elde ettigimiz yabanil tip CboFDH
sekanslar1 ile aligment yapilarak karsilastirildi. Buna gore, 120., 285., 287., 311. ve
hem 285 hem 311. pozisyonlarda istenen aminoasit degisikliklerinin gergeklestigi teyit

edildi (Sekil 4.25). Dizi analizi sonuglarina gore 285. pozisyonundaki aminoasit
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degisimi 853-854-855. bazlara denk geldiginden degisim TTC853ACC seklinde; 120.
pozisyondaki aminoasit degisimi 358-359-360. bazlara denk geldiginden degisim
GTT358ACC seklinde; 287. pozisyondaki aminoasit degisimi 859-860-861. bazlara
denk geldiginden degisim CAA859CAG seklinde; 311. pozisyondaki aminoasit
degisimi 931-932-933. bazlara denk geldiginden degisim CAT931CAA seklinde

F285T/H311QFDH kombine mutasyonunda ise 285. pozisyonda

olmustur.
fenilalaninin treonine degisimi gergeklestirildikten sonra 311. pozisyondaki mutasyon

gergeklestirilmistir.
Phe285ThrFDH

ATTTGTGTTGCCGAAGATGTTGCTGCAGCTTTAGAATCTGGTCAATTAAGAGGTTACGGT

Yabanil tip CboFDH

ATTTGTGTTGCCGAAGATGTTGCTGCAGCTTTAGAATCTGGTCAATTAAGAGGTTACGGT

$ CYAERDY AAMAALITES GQLLRG Y G(20 X CVARDY ADAMAILES GO RG YT (20
TG TTCECACAACCTGCTCCAAAAGATCACCC AA TT CACAACCTGCTCCAAAAGATCACCCATGGAGAGATATGAGAAAC

G DV W ® 0 P A PET DN DY RO ER NN € HVE P Q P A P KD H P W R DMRBR N (300
AR, TGGTAACGCCATGACTCCTCATTACTCTGGTACTACTTTAGATGCTCAA

AAATATGGTGCTGGTAACGCCATGACTCCTCATTACTCTGGTACTACTT TCAA
2 T8 A8 8528 TPV YT STY LA S
ACTAGATACGCTGAAGGTACTAAAAATATTTTAGAGTCATTCTTTACCGGTAAGTTTGAC
¢ 2 ¥ A 8B G ® E B I L R ST P TGE T W
TACAGACCACAAGATATCATCTTATTAA ATACATTACCAAAGC' A

2 2% A8 B3N TG ELEILETY LY QGW
ACTAGATACGCTGAAGGTACTAAAAATATTTTAGAGTCATTCTTTACCGGTAAGTTTGAC

e &% 58 ¢ T BD X A O PSS &R F DN
TACAGACCACAAGATATCATCTTATTAA ATACATTACCAAAGC! AG
BF gy X3 A PPEFIISTEMYESER

(360)

TS P HE BT T ESR ST T VEEAEYT S I Y
CACGATAAGAAATAA CACGATAAGAAATAA
H D K K - (364) H D K K - (364)
Yabanil tip ChoFDH Val120ThrFDH
TTAATCACCACTTCTGATAAAGAAGGCGGAAACAGTGTGTTGGATCAACATATCCCAGAT | TTA T™C AAGA A A
2T P EANFETETSTEREYEDQNE RN ahE BEEBEEESSEREEVE S @S P D (60)

GCTGATATTATCATTACAACTCCTTTCCATCCTGCTTATATCACCAAGGAAAGAATCGAC GCTGATATTATCATTACAACTCCTTTCCATCCTGCTTATATCACCAAGGAAAGAATCGAC

A2 ¥F T 3 S T 0¥ T B ELTIEES S NN P 3 BT ST TSP E T TS SN PN
AAAGCTAAAAAATTGAAATTAGTTGTCGTCGC! GGTTCTGATC TGATTTG AAAGCTAAAAAATTGAAATTAGT GC TCTGATCATATTGATTTG

K A K K L KL VYV V A GV G S DBAETI D L (100 EHF EELSESYYEEEYRSS RN 3 100)
GATTACATCAACCAAACCGGTAAGAAAATCTCCGTTTTGGAAGTTACCGGTTCTAA GATTACATCAACCAAACCGGTAAGAAAATCTCCGTTTTGGAAGTTACCGGTTCTAA'

D ¥ ZT R 0TS ER IR VY ILEV TS S LYW 2% T EEBREREREK S VS EBEYRES S 120)

GTCTCTGTTGCAGAACACGTTCTCATGACCATGCTTGTCTTGGTTAGAAATTTTGTTCCA
Y€ ¥ AR Y EETE EYSERY Py REOW

GTCTCTGTTGCAGAACACGTTCTCATGACCATGCTTGTCTTGGTTAGAAATTTTGTTCCA
VY38 ¥ 28 8% 3 8 T8 YAV EETY VY PN

B

Yabanil tip CboFDH GIn287GIuFDH

ATTTGTGTTGCCGAAGATGTTGCTGCAGCTTTAGAATCTGGTCAATTAAGAGGTTACGGT
ZE T AR DY A AEALE 2GS 2LEST SN

ATTTGTGTTGCCGAAGATGTTGCTGCAGCTTTAGAATCTGGTCAATTAAGAGGTTACGGT
£ €V A8 .Y A AALTE D GEGEOLES T W

GGTGATGTTTGGTTCC! 'CTGCTCCAAAAGATCACCC AAC
N S B R B AR S® DDA R DR E = (30
AAATATGGTGCTGGTAA( TGACTCCTCATTACTCTGGTACTACTTTAGATGCTCAA

S 8§ 5 &5 2% 9 VESTEBSTY TS YES N
ACTAGATACGCTGAAGGTACTAAAAATATTTTAGAGTCATTCTTTACCGGTAAGTTTGAC
S B T H B GEG TE R I LLZESEPEFFTSETY NN
TACAGACCACAAGATATCATCTTATTAAATGGTGAATACATTACCAAAGCTTATGGTAAG

CTGCTCCAAAAGATCACCC
plEJ?e A P Kk D B P W R D M R N (300)
AAATATGGTGC' ACGCCATGACTCCTCATTACTCTGGTACTACTTTAGATGCTCAA
X 28 A SN AN TS RY ST T LS D QM
ACTAGATACGCTGAAGGTACTAAAAATATTTTAGAGTCATTCTTTACCGGTAAGTTTGAC
T 2 Y AR G TEKES ILEST FTGER T (N
TACAGACCACAAGATATCATCTTATTAAATGGTGAATACATTACCAAAGCTTATGGTAAG

T CCC!
G DV WT

F 2 PSS 9% X HETESES TSI ERETHS M
CACGATAAGAAATAA
H D K K - (364)

S35 PFaP T ENERTEYYIPREEYS RN
CACGATAAGAAATAA
H D K K - (364)

C

Yabanil tip CboFDH His311GInFDH

AAC

GGTGATGTTTGGTTCCCACAACCTGCTCCAAAAGATCACCC. TTGGTTCCCACAACCTGCTCCAAAAGATCACCC AAC

S 3 VYU PP OPA R EREE NS N REIEE NN S 2 Ve P PO P A RPEDEDPERDIREENON
AAATATGGTGCTGGTAACGCCATGACTCC! 'ACTCTGGTACTACTT TCAA AR 'TGGTAACGCCATGACTCC' E ACTCTGGTACTACTTTAGATGCTCAA

T3S R DIDE S ¥ ¥ 9 T KD E SN 52T 8 saysney ¥ 8 6 T 2 L D A Q (320
ACTAGATACGCTGAAGGTACTAAAAATA' GTCATTCTTTACCGGTAAGTTTGAC ACTAGATACGCTGAAGGTACTAAAAATATTTTAGAGTCATTCTTTACCGGTAAGTTTGAC

2 7 A3 & T R BZIHEE ST TFES OEER T OONWM T 8 % AN OE REEIEREETYFSTSORT IOW
TACAGACCACAAGATATCATCTTATTAAATGGTGAATACATTACCAAAGCTTATGGTAAG TACAGACCACAAGATATCATCTTATTAA ATACATTACCAAAGCTT AG

F R P ST T IS ETE ST RFELEATTEROON B3PS FMBEREE TR ERETRS RSN
CACGATAAGAAATAA CACGATAAGAAATAA
H D K K - (364) H D K K - (364)

D

Sekil 4.25: Mutasyonlarin dizileme sonuglari (A: Phe285Thr degisimi, B: Val120Thr
degisim, C: GIn287Glu degisimi, D: His311GIn degisimi, E: Phe285Thr degisimi
tizerinde His311GIn degisimi).
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Phe285ThrFDH Phe285Thr/His311GInFDH

ATTTGTGTTGCCGAAGATGTTGCTGCAGCTTTAGAATCTGGTCAATTAAGAGGTTACGGT ATTTGTGTTGCCGAAGATGTTGCTGCAGCTTTAGAATCTGGTCAATTAAGAGGTTACGGT

I ¢CVAETDTVA AAMALTESTST GG QTLTRTGTYG(e) I ¢&VAEDVAARAMLTESGQ QLRGY G(280)
GGTGATGTTTGACCECACAACCTGCTCCAARAGATCACCCA GAAAC ccmus'r'rrcncucc-mc-rccmacucxcccu:;cxcacnncncmc

:nvwPQPAPDuEwRDMRN(JCO)GDVN‘PQPAPKD“P“RDMRNUCOF
ARATATGGTGCTGGTAACGCCATGACTCCYCATFACTCTGGTACTACTTTAGATGCTCAA AMATATGGTGCTGGTAACGCCATGACTCC ACTCTGGTACTACTTTAGATGCTCAA

KYGAGNAM?PHYSGTTLDAQ(gzo)KYGA‘SNAMTP T E B YL &K QAN
ACTAGATACGCTGAAGGTACTAAARATATTTTAGAGTCATTCTTTACCGGTAAGTTTGAC ACTAGATACGCTGAAGGTACTAAAAATATTTTAGAGTCATTCTTTACCGGTAAGTTTGAC

T R Y AEGTZXMNTITLTESTSTE®TP®”OTGZXTGED(4 T RYAMEGTEXDNTILESTFTFTGKF D(0
TACAGACCACAAGATATCATCTTATTAAATGGTGAATACATTACCAAAGCTTATGGTAAG TACAGACCACAAGATATCATCTTATTAAATGGTGARTACATTACCARAGCTTATGGTARG

SR bl T LA R TSN At am PR TR RN EE T NN O
CACGATAAGAAATAA CACGATAAGAAATAA

H D K K - (364) H D K K - (364)

E

Sekil 4.25 (devam): Mutasyonlarin dizileme sonuglar1 (A: Phe285Thr degisimi, B:
Vall120Thr degisim, C: GIn287Glu degisimi, D: His311GIn degisimi, E: Phe285Thr
degisimi lizerinde His311GlIn degisimi).

4.20 Mutant FDH’lerin Protein ifadelerinin Bulgular

E. coli BL 21 hiicrelerine transfer edilen mutant FDH’lerin protein ekspresyonlarinda
lac operonunun indiiksiyonu i¢in maliyeti yiiksek olan IPTG yerine laktoz iceren
Studier oto indiiksiyon media kullanildi. On kiiltiirii 20 ml 50 pg/ml ampisilin iceren
LB sivi besiyerinde hazirlanan hiicreler 50 pg/ml ampisilin igeren Studier oto
indiiksiyon media igerisine inokiile edildi. Inokiilasyon sonras1 hiicreler 30 °C’de 200
x rpm'de orbital calkalayicida 16 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi hiicreler
santrifiij islemlerine tabi tutularak tiim mutantlara ait peletler elde edildi. Daha sonra
peletler pH 7.4 sodyum fosfat tamponu ile homojenize edildi. Intraseliiler bir enzim
olan FDH’in hiicrelerden disar1 ¢ikarilabilmesi i¢in homojenatlar lizozim ile muamele
edildikten sonra sonikasyon islemine tabi tutuldu. Sonikasyon isleminden sonra
homojenatlar 10000 x rpm’de 1 saat +4 °C’de santrifiij edildi. Ust kisimdaki
siipernatantlar 0.45pum’lik filtreden gecirilip temiz falkon tliplere alindi. Mutant
proteinler N-terminal kisminda His-Tag bdliimiine sahip oldugundan, histidine afinite
gosteren ticari olarak temin edilmis 1 ml Ni-NTA agaroz kolon (Thermo scientific,
Pierce HisPure Ni-NTA Spin Columns, ABD) ile saflastirma islemleri yapildi. Mutant
proteinleri farkli imizadol konsantrasyonlardaki tamponlar ile kolondan ge¢irdikten
sonra, ilk gegirilen protein 6rnegi, Buffer A, 1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 16 ve Buffer B olmak {izere her bir mutant proteine ait 19’ar protein dérnegimiz

oldu.
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4.20.1 Mutant FDH’lerin SDS-PAGE analizi bulgular:

Her bir mutanta ait protein 6rnekler ve protein belirteg, jellere yiiklendikten sonra 120
mA, 100 V’de 1,5 saat elektroforez islemine tabi tutuldu. Elektroforez islemi sonrasi
jeller, Coomassie Brillant Blue boyasi ile boyandi (Sekil 4.26).
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Sekil 4.26: Mutant FDH’lerin SDS-PAGE analizi goriintiileri (A: Phe285ThrFDH, B:
Val120ThrFDH, C:GIn287GIuFDH, D:His311GInFDH, E:Phe285Thr/His311GIn
FDH, Oziit: Saflastirma sonras1 kolondan gegirilmemis 6rnek, 1-16: Farkli imidazol
konsantrasyonlu tamponlardan gegirilmis protein eliisyonlari).
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Sekil 4.26 (devam) : Mutant FDH’lerin SDS-PAGE analizi goriintileri (A:
Phe285ThrFDH, B: Vall20ThrFDH, C:GIn287GIluFDH, D:His311GInFDH,
E:Phe285Thr/H
ornek, 1-16: Farkli imidazol konsantrasyonlu tamponlardan gecirilmis protein
eliisyonlart).

is311GIn FDH, Oziit: Saflastirma sonrasi kolondan gegirilmemis
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4.20.2 Mutant FDH’lerin protein miktar tayini bulgular:

SDS-PAGE analizi sonuglarma gore her mutant enzim i¢in ekspresyonu fazla olan
protein numunelerinden tek bir havuz olusturularak {izerleri sodyum fosfat tamponu
(pH 7.4) ile 50 ml’ye tamamlandi. 5 farkli mutant enzim ¢ozeltisi yapidaki imizadolii
uzaklastirmak i¢in ultrafiltrasyon (Amicon Ultra-15 santrifugaton tube Millipore,
ABD) islemine tabi tutuldu. Ardindan yine ayn1 amag i¢in mutant enzimler bir de PD-
10 (GE Healthcare, ABD) kolondan gegirildi. Tiim bu islemlerin ardindan mutant
enzimlerimizdeki protein miktari, Bradford yontemi ile 595 nm dalga boyunda
spektrofotometrede (Thermo Scientific Multiskan FC, 2011-06, USA) o6l¢iildii.
Protein konsantrasyonlari, Phe285ThrFDH i¢in 8.5 mg/ml, Val120ThrFDH igin 8.2
mg/ml, GIn287GluFDH i¢in 5.5 mg/ml, His311GInFDH i¢in 6.4 mg/ml ve
Phe285Thr/His311GInFDH i¢in 7.3 mg/ml olarak bulundu.

4.20.3 Mutant FDH’lerin Western Blot analizi bulgular:

Mutant enzimlerdeki FDH proteini varligit Western Blot (western blot system, Biorad,
ABD) analizi ile dogrulandi. Protein miktarlar1 belirlenen mutFDH enzimlerine
Western Blot analizi i¢in jele yiiklenmeden 6nce protein denatiirasyon iglemi yapildi.
Ardindan protein belirteg ile birlikte jele yiikklenen mutFDH’ler; 120 mA, 100 V’de
1,5 saat elektroforez islemine tabi tutulduktan sonra, nitroseliillez membrana transfer
edildi (Transblot system, Biorad, ABD). Yikama basamaklarinin ardindan membran
Anti-Histag primer antikor (Abcam, ABD) ile inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi
Seconder antikor (Abcam, ABD) ile yeniden inkiibe edilen membrandaki bantlar
yikama basamaklarinin ardindan ticari olarak temin edilen goriintiileme kiti (Santa
cruz, ABD) ile goriintiileme cihazinda (Vilbert Laurmart Fusion Fx5, France)
goriintiilendi (Sekil 4.27). 41 kDa beklenen protein bantlarimiz beklenen bolgede

saptandi.
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Sekil 4.27: Mutant FDH’lerin Western Blot analizi gériintiileri (1:Phe285ThrFDH,
2:Val120ThrFDH, 3:GIn287GIuFDH, 4: His311GInFDH, 5:Phe285Thr/His311GIn
FDH.

4.21 Mutant FDH Enzimlerin Aktivite Calismalarina ait Bulgular

Saflastirilan ve Western Blot analizi ile beklendigi sekilde 41 kDa’da bant verdigi
tespit edilen Phe285ThrFDH, Val120ThrFDH, GIn287GIluFDH, His311GInFDHFDH
ve Phe285Thr/His311GINFDH enzimlerine ait aktivite ¢alismalarinda ilk olarak
enzimlerin optimum pH ve sicaklik degerleri belirlendi. Ardindan Km ve Kcat
degerlerinin hesaplanabilmesi i¢in degisen konsantrasyonlarda substrat, koenzim ve

enzime karsi aktivite 6l¢timleri alindi.

4.21.1 Farkh pH degerlerinin mutant enzimlerin aktivitesine etkisi

Optimum pH sartlari1 belirlemek amaciyla farkli pH araliklarinda (pH 5-12)
hazirlanan tamponlar kullanildi. pH 5-5.5 aralig1 i¢in asetat tamponu (0.2 M), pH 6-7
aralig1 i¢in sodyum fosfat tamponu (0.2 M), pH 7-9 aralig1 i¢in tris tamponu (0.1 M),
pH 9-11 aralig1 i¢in Glisin-NaOH (0.1 M) tamponu, pH 11.5-12 igin ise KCI1-NaOH
(0.1 M) tamponu kullanildi. Reaksiyonlar, 20 mM sodyum format, 4 mM NAD™ ve
0.5 mg/ml mutFDH (Phe285ThrFDH, Vall120ThrFDH, GIn287GIuFDH,
His311GINFDHFDH ve Phe285Thr/His311GInFDH) varliginda gergeklestirildi.
Aktivite O0l¢timleri her bir pH aralig1 i¢in {i¢ tekrarli olacak sekilde, 25 °C sicaklikta ve
340 nm absorbansda mikroplak okuyucuda (Varioscan, Thermo Fisher Scientific,
ABD) alindi. Calisma sonucunda Phe285ThrFDH, Val120ThrFDH, GIn287GIuFDH,
His311GINFDHFDH enzimleri i¢in optimum pH 7 olarak belirlenirken; kombine
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mutasyon yapilan Phe285Thr/His311GInFDH enzimi i¢in optimum pH 8 olarak
belirlendi (Sekil 4.28).
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Sekil 4.28: Mutant enzimlerde (A:Phe285ThrFDH, B:Vall20ThrFDH,
C:GIn287GIuFDH, D: His311GInFDH, E: Phe285Thr/His311GInFDH) farkli pH
degerlerinin aktiviteye etkisi.
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Sekil 4.28 (devam): Mutant enzimlerde (A:Phe285ThrFDH, B:Vall20ThrFDH,
C:GIn287GIuFDH, D: His311GInFDH, E: Phe285Thr/His311GInFDH) farkli pH
degerlerinin aktiviteye etkisi.

4.21.2 Farkh sicaklik degerlerinin mutant enzimlerin aktivitesine etkisi

Optimum sicaklik sartlarini belirlemek amaciyla farkli sicakliklarda (20°C-90°C)
aktivite olgiimleri, 340 nm absorbansda mikroplak okuyucuda (Varioscan, Thermo
Fisher Scientific, ABD) alindi. Reaksiyon, Phe285ThrFDH, Vall20ThrFDH,
GIn287GIluFDH, His311GInFDH enzimeri i¢in pH 7 ve Phe285Thr/His311GInFDH
enzimi igin pH 8 tampon ortaminda ayr1 ayri: 20 mM sodyum format, 4 mM NAD" ve
0.5 mg/ml mutant enzim varliginda gerceklestirildi. Calisma sonucunda optimum

sicaklik degerleri Phe285ThrFDH i¢in 40 °C, Vall20ThrFDH i¢in 40 °C,
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GIn287GIluFDH i¢in 60 °C, His311GInFDH i¢in 65 °C ve Phe285Thr/His311GInFDH

65 °C olarak bulundu (Sekil 4.29).
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Sekil 4.29:
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sicaklik degerlerinin aktiviteye etkisi.
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Sekil 4.29 (devam): Mutant enzimlerde (A:Phe285ThrFDH, B:Vall20ThrFDH,
C:GIn287GIuFDH, D: His311GInFDH, E: Phe285Thr/His311GInFDH)  farkli

sicaklik degerlerinin aktiviteye etkisi.

4.21.3 Mutant enzimlerin Kkinetik hesaplamalarina ait bulgular

Enzimler tarafindan katalizlenen reaksiyonlarin hizin1 belirleyebilmek i¢in mutFDH
enzimlerine ait kinetik hesaplamalar yapildi. Kwm, Vmax ve Kcat degerlerinin
hesaplanabilmesi icin ilk olarak farkli konsantrasyonlardaki substrat, koenzim ve
enzime karsi aktivite tayinleri alinarak, Michaelis Menten ve Lineweaver-Burk
denklemlerinin de yardimiyla hesaplamalar yapildu.

Calismaya baslamadan once format (100mM) ve NAD (20 mM) stoklar1 dH20 ile
hazirlandi. Mutant enizmlerin kinetik ¢alismalarinda olusturulacak reaksiyon

ortamlarinin her birinin toplam hacmi 200 pl olarak belirlendi. Reaksiyon ortamlarinda
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belirlenen konsantrasyonlarda bulunmasi gereken bilesenlerin, ana stoklardan ortama
ne kadar konulacagi hesaplandi. Reaksiyon ortamina farkli konsantrasyonlarda
konulan bilesenlerden reaksiyonun substrati olan format, ortama en son konuldu.
Ortama substratin ilavesi ile baslayan reaksiyonlara ait absorbanslar 10 dk boyunca 10
sn araliklarla olacak sekilde 340 nm'de 6l¢iildii. Daha sonra, AAbsorbans / dakikanin
mutlak degerleri kullanilarak her bir ¢6ziim icin degerler;

Vo, hiz (U/L): (AA/dk x T.V.(ml) x 10°) / (¢ x d x N.V(ml)) denklemli Beer Kanunu
ile hesaplandi. Buradaki ‘e’ molar absorptivite anlamina gelir. Deneylerde, enzim
aktivitesini belirlemek i¢in olusan NADH miktar1 baz alindi, hesaplamalarda
NADH'nin molar absorptivitesi 6.22x103 M™s? olarak kullanildi. ‘d’ 1s1k yolunun
uzunlugunu temsil eder ve 1 cm'dir. ‘T.V.’¢6zeltinin toplam hacmine gore ‘N.V.’ ise
reaksiyon esnasinda kullanilan enzimin hacmi dikkate alinarak formiile uygulandi.
Elde edilen degerler ile ilk olarak Michaelis-Menten egrisi ¢izildi. Daha sonra Vmax
ve Kwm degerlerini daha dogru tahmin etmek i¢in Lineweaver -Burk ¢iziminden elde
edilen denklem kullanilarak hesaplandi. Bu egrinin ¢izimi esnasinda 1/Vo ve 1/S
degerleri kullanildi. Buna gore y ekseni 1 / Vmax’1 temsil ederken x ekseni -1/ Km’i
temsil eder. Vmax ve Km degerleri her degisken i¢in hesaplandiktan sonra enzimin Kecat
degeri, Vmax/ [E] formiilii ile hesapladi. Daha sonra bulunan bu degerler kullanilarak
enzimin Kca/Km orani ve spesifik aktivite (enzim aktivitesi/toplam protein miktari)

ve buna bagli olarak relatif aktivite degerleri hesaplandi.

4.21.3.1 Degisen substrat konsantrasyonlarinin mutant enzimlerin aktivitesine

etkisi

FDH enzimi substrat olarak formata mutlak spesifite gosterir. Bu yiizden farkl
konsantrasyonlardaki substrat ortamlarinda aktivite Ol¢timleri yapilarak mutFDH
enzimlerinin Km, Kcat ve Vmax degerleri hesaplandi. Reaksiyonlarin ortamindaki
bilesenlerin konsantrasyonu Tablo 4.7°de verilmistir. Aktivite Olgiimleri her bir
konsantrasyon igin ii¢ tekrarli olacak sekilde, 340 nm absorbansda mikroplak
okuyucuda (Varioscan, Thermo Fisher Scientific, ABD) alindi. Reaksiyonlara ait
Michaelis Menten ve Lineweaver-Burk egrileri Sekil 4.30’da verilmis olup Vmax ve
Kwm degerlerini daha dogru tahmin etmek i¢in Lineweaver - Burk grafiginden

yararlanilmistir. Vmax , Kmve Kear degerleri, Lineweaver -Burk ¢iziminden elde edilen
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denklem kullanilarak hesaplandi. Grafikteki y ekseni 1 / Vmax'1 temsil ederken, x

ekseni -1 / Km degerini temsil etmektedir.

Tablo 4.7: mutFDH’ler i¢in degisen substrat konsantrasyonlarinda reaksiyon ortami

icerigi.
Mutant FDH Enzimi Secilmis Format Enzim NAD* pH Sicakhk
Konsantrasyonlari °C
Phe285ThrFDH 0.625 mM-40 mM 0.5 4 mM 7 25
mg/mi
Val120ThrFDH 0.625 mM-40 mM 0.5 4 mM 7 25
mg/ml
GIn287GIuFDH 0.625 mM-40 mM 0.5 4 mM 7 25
mg/ml
His311GInFDH 0.625 mM-40 mM 0.5 4 mM 7 25
mg/ml
Phe285Thr/His311GInFDH 0.625 mM-40 mM 0.5 4 mM 8 25
mg/ml

30 7 Michaelis-Menten Egrisi
20
Vo (u/y)
10 +
0 T T T T 1
0 10 20 (g w30 40 50
Al

Sekil 4.30: Degisen substrat konsantrasyonlarinda mutFDH enzimleri i¢in Michaelis
Menten ve Lineweaver-Burk egrileri (Al,A2: Phe285ThrFDH; B1,B2:
Val120ThrFDH; C1,C2:GIn287GIuFDH; D1,D2:His311GInFDH; E1,E2:
Phe285Thr/His311GInFDH).
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Sekil 4.30 (devam): Degisen substrat konsantrasyonlarinda mutFDH enzimleri igin
Michaelis Menten ve Lineweaver-Burk egrileri (A1,A2: Phe285ThrFDH; B1,B2:
Val120ThrFDH,; C1,C2:GIn287GIuFDH,; D1,D2:His311GInFDH; E1,E2:
Phe285Thr/His311GInFDH).
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Sekil 4.30 (devam): Degisen substrat konsantrasyonlarinda mutFDH enzimleri i¢in
Michaelis Menten ve Lineweaver-Burk egrileri (A1,A2: Phe285ThrFDH; B1,B2:
Val120ThrFDH; C1,C2:GIn287GIuFDH; D1,D2:His311GInFDH,; E1,E2:
Phe285Thr/His311GInFDH).
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Sekil 4.30 (devam): Degisen substrat konsantrasyonlarinda mutFDH enzimleri igin
Michaelis Menten ve Lineweaver-Burk egrileri (A1,A2: Phe285ThrFDH; B1,B2:
Val120ThrFDH; C1,C2:GIn287GIuFDH; D1,D2:His311GInFDH,; E1,E2:
Phe285Thr/His311GInFDH).

135



Tablo 4.8: mutFDH enziminlerinin format kinetik degerleri.

KyMM) Vs (UMD gy kK (M-'s-)
Phe285ThrFDH 0.97 0019 623x10°  6.4x10°
Val120ThrFDH 1.3 0.019 6.23x10°  4.79x 10°
GIn287GIuFDH 1.65 0.27 442x10°  2.67x 10°
His311GInFDH 15 0.2 3.28x10°  2.18x 10°
Phe285Thr/His311GINFDH 1.4 0.212 6.95x10°  4.96 x 10°

4.21.3.2 Degisen koenzim konsantrasyonlarimin mutant enzimlerin aktivitesine

etkisi

NAD*-bagimli FDH, formatin karbondioksite doniismesini NAD’in NADH’a

rediiksiyonu ile katalizler. Farkli koenzim konsantrasyonlarina karsi alinan enzim

aktivite Ol¢timleri ile mutFDH’lere ait NAD i¢in Km, Kcat ve Vmax degerleri

hesaplandi. Reaksiyon ortamindaki bilesenlerin konsantrasyonu Tablo 4.9°da

verilmigtir. Aktivite Ol¢limleri ili¢ tekrarli olacak sekilde, 340 nm absorbansda

mikroplak okuyucuda (Varioscan, Thermo Fisher Scientific, ABD) alinmstir.

Tablo 4.9: Degisen koenzim konsantrasyonlarinda reaksiyon ortami igerigi.

Mutant FDH Enzimi Secilmis NAD* Enzim Format pH Sicakhik
Konsantrasyonlari °C
Phe285ThrFDH 1 mM-6 mM 0.5 1 mM 7 25
mg/ml
Val120ThrFDH 1 mM-6 mM 0.5 1.3mM 7 25
mg/ml
GIn287GIluFDH 1 mM-6 mM 0.5 2mM 7 25
mg/ml
His311GInFDH 1 mM-6 mM 0.5 15mM 7 25
mg/ml
Phe285Thr/His311GInFDH 1 mM-6 mM 0.5 1.4mM 8 25
mg/ml

Reaksiyonlara ait Michaelis Menten ve

Lineweaver-Burk egrileri Sekil 4.31°de

verilmis olup Vmax ve Km degerlerini daha dogru tahmin etmek i¢in Lineweaver - Burk

grafiginden yararlanilmistir. Vimax , Kmve Kceat degerleri, Lineweaver -Burk ¢iziminden
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elde edilen denklem kullanilarak hesaplandi. Grafikteki y ekseni 1/ Vmax" temsil
ederken, x ekseni -1 / Km degerini temsil etmektedir. Calisma sonucunda mutFDH

enziminlerin koenzimi olan NAD™a ait kinetik degerleri Tablo 4.10’da verilmistir.
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Sekil 4.31: Degisen koenzim konsantrasyonlarinda mutFDH enzimleri i¢in Michaelis
Menten ve Lineweaver-Burk egrileri (Al,A2: Phe285ThrFDH; B1,B2:
Vall20ThrFDH; C1,C2: GIn287GIuFDH; D1,D2 His311GInFDH; E1,E2:
Phe285Thr/His311GInFDH).
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Sekil 4.31 (devam): Degisen koenzim konsantrasyonlarinda mutFDH enzimleri i¢in
Michaelis Menten ve Lineweaver-Burk egrileri (A1,A2: Phe285ThrFDH; B1,B2:
Val120ThrFDH; C1,C2: GIn287GIuFDH; D1,D2 His311GInFDH; E1,E2:
Phe285Thr/His311GInFDH).
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Sekil 4.31 (devam): Degisen koenzim konsantrasyonlarinda mutFDH enzimleri i¢in
Michaelis Menten ve Lineweaver-Burk egrileri (A1,A2: Phe285ThrFDH; B1,B2:
Vall20ThrFDH; C1,C2: GIn287GIuFDH; D1,D2 His311GInFDH; E1,E2:
Phe285Thr/His311GInFDH).
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Sekil 4.31 (devam): Degisen koenzim konsantrasyonlarinda mutFDH enzimleri i¢in
Michaelis Menten ve Lineweaver-Burk egrileri (A1,A2: Phe285ThrFDH; B1,B2:
Vall20ThrFDH; C1,C2: GIn287GIuFDH; D1,D2 His311GInFDH; E1,E2:
Phe285Thr/His311GInFDH).

Tablo 4.10: mutFDH enziminlerinin NAD" kinetik degerleri.

1 1 1
KuMM) - Via (Uml) - )k /K, (M-'s-)

cat

Phe285ThrFDH 2.3 0.014 459 x 10° 1.99 x 10°
Val120ThrFDH 7.9 0.032 1.04 x 10* 1.32 x 10°
GIn287GIuFDH 3.3 0.029 9.51 x 10° 2.9 x 10°
His311GInFDH 1.6 0.025 8.2 x 10° 4.93 x 10°
Phe285Thr/His311GInFDH 7 0.37 1.21 x 10* 1.7 x 10°

4.21.3.3 Degisen enzim konsantrasyonlarmmin mutant enzimlerin aktivitesine

etkisi

Farkli enzim konsantrasyonlarina karsi alinan aktivite 6lgtimleri ile mutFDH’lere ait
Kwm, Kcat Ve Vmax degerleri hesaplandi. Aktivite dlglimleri ti¢ tekrarli olacak sekilde 340
nm absorbansda mikroplak okuyucuda (Varioscan, Thermo Fisher Scientific, ABD)
alindi. Reaksiyon ortamindaki bilesenlerin konsantrasyonlar1 Tablo 4.11°de
verilmistir. Reaksiyonlara ait Michaelis Menten ve Lineweaver-Burk egrileri Sekil
4.32’de verilmis olup Vmax ve Km degerlerini daha dogru tahmin etmek igin
Lineweaver - Burk grafiginden yararlanilmistir. Vmax , Km ve Kear degerleri,

Lineweaver -Burk ¢iziminden elde edilen denklem kullanilarak hesaplandi. Grafikteki
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y ekseni 1 / Vmax" temsil ederken, x ekseni -1 / Km degerini temsil etmektedir.
Calisma sonucunda mutFDH enziminlere ait kinetik degerler Tablo 4.12°de
verilmigtir.

Tablo 4.11: mutFDH’ler i¢in degisen enzim konsantrasyonlarinda reaksiyon ortami

icerigi.
Mutant Enzim Secilmis Enzim NAD* Format p Sicakhk
Konsantrasyonlari H C°
Phe285ThrFDH 0.75mg/ml-0.0031 mg/ml 25 mM 1 mM 7 25
Val120ThrFDH 0.75 mg/ml-0.0031 mg/ml 4 mM 13mM 7 25
GIn287GIuFDH 0.75 mg/ml-0.0031 mg/ml 4 mM 2mM 7 25
His311GInFDH 0.75mg/ml-0.0031 mg/ml 25mM 15mM 7 25
Phe285Thr/His311GIn  0.75 mg/ml-0.0031 mg/ml 4 mM 15mM 8 25
FDH
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Sekil 4.32: Degisen enzim konsantrasyonlarinda mutFDH enzimleri i¢in Michaelis
Menten ve Lineweaver-Burk egrileri (Al,A2: Phe285ThrFDH; B1,B2:
Vall20ThrFDH; C1,C2 GIn287GIuFDH; D1,D2: His311GInFDH, E1,E2
Phe285Thr/His311GInFDH).
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Sekil 4.32 (devam): Degisen enzim konsantrasyonlarinda mutFDH enzimleri i¢in
Michaelis Menten ve Lineweaver-Burk egrileri (A1,A2: Phe285ThrFDH; B1,B2:
Vall20ThrFDH; C1,C2 GIn287GIuFDH; D1,D2: His311GInFDH, E1,E2
Phe285Thr/His311GInFDH).
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Sekil 4.32 (devam): Degisen enzim konsantrasyonlarinda mutFDH enzimleri i¢in
Michaelis Menten ve Lineweaver-Burk egrileri (A1,A2: Phe285ThrFDH; B1,B2:
Vall20ThrFDH; C1,C2 GIn287GIuFDH; D1,D2: His311GInFDH, E1,E2
Phe285Thr/His311GInFDH).
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Sekil 4.32 (devam): Degisen enzim konsantrasyonlarinda mutFDH enzimleri i¢in
Michaelis Menten ve Lineweaver-Burk egrileri (A1,A2: Phe285ThrFDH; B1,B2:
Vall20ThrFDH; C1,C2 GIn287GIuFDH; D1,D2: His311GInFDH, E1,E2
Phe285Thr/His311GInFDH).

Tablo 4.12: mutFDH enziminlerinin kinetik degerleri.

K, (mMM) Vmax (U/ml) K, (S_l) k.. /K, (M_ls_l)

Phe285ThrFDH 0.047 0.013 213x10°  455x10"
Val120ThrFDH 0.046 0.013 2.23x10°  4.79 x 10*
GIn287GIuFDH 0.04 0.013 2.18x10°  5.44 x 10*
His311GInFDH 0.047 0.01 1.64x10° 35x10°

Phe285Thr/His311GInFDH 0.308 0.083 1.36x10*  4.43x10°
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4.21.4 Farkh metal iyonlarinin mutant enzimlerin aktivitesine etkisi

Farkli metal iyonlarinin enzim aktivitesine olan etkilerini incelemek i¢in, 11 farklh
metal iyonunun 5 farkli konsantrasyonu (1uM, 3uM, 5uM, 7uM, 10 uM) reaksiyon
ortaminda denendi. Reaksiyon ortamlarina ait bilesenlerin konsantrasyonlar1 Tablo
4.13’de verilmistir. Olciimler her bir durum icin ii¢ tekrarli olacak sekilde, 25 °C’de
ve 340 nm absorbansda mikroplak okuyucuda (Varioscan, Thermo Fisher Scientific,
ABD) alind1 (Sekil 4.33).

Tablo 4.13: Mutant FDH enzimlerinin farkli metal konsantrasyonlarindaki

reaksiyon ortamlari.

Mutant Enzim Secilmis Metal Enzim NAD* Format pH
Konsantrasyonlari

Phe285ThrFDH 1uM-10 uM 0125 25mM 1mM 7
mg/ml

Val120ThrFDH 1uM-10 uM 0125 4mM 1.3mM 7
mg/mi

GIn287GIuFDH 1uM-10 uM 0125 4mM 2mM 7
mg/ml

His311GInFDH 1uM-10 uM 0125 25mM 15mM 7
mg/ml

Phe285Thr/His311GInFDH 1uM-10 uM 0125 4mM 15mM 8
mg/ml

Calisma sonucunda Phe285ThrFDH enziminde, CaClz aktiviteyi en fazla 3 puM
konsantrasyonda %77, KClz aktiviteyi en fazla 7 uM konsantrasyonda %37, FeCls
aktiviteyi en fazla 10 uM konsantrasyonda %50, NaCl aktiviteyi en fazla 1 uM
konsantrasyonda %58, LiCl aktiviteyi en fazla 7 uM konsantrasyonda %39, Mo
aktiviteyi en fazla 5 uM konsantrasyonda %46, MnCl aktiviteyi en fazla 5 yM
konsantrasyonda %74, ZnCl aktiviteyi en fazla 7 uM konsantrasyonda %74 oraninda
arttirmistir. Bunlarin haricinde ise W aktiviteyi 1 uM konsantrasyonda %17 arttirirken
ortamda bulundugu diger konsantrasyonlarda %24’ e kadar diisiirmiistiir. Yine MgCl2
icin 5uM konsantrasyonlarina kadar aktiviteyi %21 oraninda arttirmis ancak daha
yiksek konsantrasyonlarda ortamda bulundugunda aktiviteyi %24’e kadar
diisiirmiistiir. CuClz ‘iin ise artan konsantrasyonlara bagli olarak aktiviteyi %77
oraninda azalttig1 bulunmustur.

Calisma sonucunda Vall20ThrFDH enziminde, CaCl2 aktiviteyi en fazla 5 puM
konsantrasyonda %53, KCl2 aktiviteyi en fazla 3 uM konsantrasyonda %49, FeCls

145



aktiviteyi en fazla 7 uM konsantrasyonda %48, NaCl aktiviteyi en fazla 5 pM
konsantrasyonda %42, LiCl aktiviteyi en fazla 10 pM konsantrasyonda %49, Mo
aktiviteyi en fazla 3 uM konsantrasyonda %36, MnCl aktiviteyi en fazla 10 uM
konsantrasyonda %51, W'nun aktiviteyi en fazla 3 uM konsantrasyonda %32, MgClz
aktiviteyi en fazla 10 uM konsantrasyonda %2 arttirdigi bulunmustur. Ayrica ZnCl’iin
aktiviteyi en fazla 3 pM konsantrasyonda %10 arttirdigt bulunurken artan
konsantrasyonlarinda %5’e kadar diisiirdigi ve CuCl2’lin artan konsantrasyonlarda
aktiviteyi %26’ya kadar diislirdiigli bulunmustur.

Calisma sonucunda GIn287GIluFDH enziminde; CaCl2 aktiviteyi en fazla 3 pM
konsantrasyonda %8, KCI. aktiviteyi en fazla 3 uM konsantrasyonda %49, FeCls
aktiviteyi en fazla 5 uM konsantrasyonda %32, NaCl aktiviteyi en fazla 3 uM
konsantrasyonda %30, LIiCl aktiviteyi en fazla 3 uM konsantrasyonda %29, Mo
aktiviteyi en fazla 5 uM konsantrasyonda %31, MnCl aktiviteyi en fazla 7 uM
konsantrasyonda %55, ZnCl aktiviteyi en fazla 1 pM konsantrasyonda %34, W'nun
aktiviteyi en fazla 3 uM konsantrasyonda %49 oraninda arttirdig1 bulunmustur. Enzim
aktivitesini attiran metallerden sadece MgClz aktiviteyi 1 uM, 3 uM ve 5 uM
konsantrasyonlarda en fazla 5 puM’da olacak sekilde %9 oraninda arttirirken, yiiksek
konsantrasyonlarda enzim aktivitesini %33 oraninda diistirmiistiir. Ayrica CuCl2’lin
artan konsantrasyonlarda aktiviteyi %39’a kadar diisiirdiigli bulunmustur.

Calisma sonucunda His311GInFDH enziminde; CaClz aktiviteyi en fazla 3 uM
konsantrasyonda %14, KClI2 aktiviteyi en fazla 3 uM konsantrasyonda %55, FeCls
aktiviteyi en fazla 7 uM konsantrasyonda %39, NaCl aktiviteyi en fazla 3 uM
konsantrasyonda %39, LiCl aktiviteyi en fazla 3 uM konsantrasyonda %37, Mo
aktiviteyi en fazla 5 uM konsantrasyonda %39, MnCl aktiviteyi en fazla 7 pM
konsantrasyonda %61, ZnCl aktiviteyi en fazla 1 uM konsantrasyonda %40, W'nun
aktiviteyi en fazla 3 uM konsantrasyonda %64 oraninda arttirdigi bulunmustur. Enzim
aktivitesini attiran metallerden sadece MgClz aktiviteyi 1 uM, 3 uM ve 5 uM
konsantrasyonlarda en fazla 5 uM’da olacak sekilde %7 oraninda arttirirken, yiliksek
konsantrasyonlarda enzim aktivitesini %28 oraninda diisiirmiistiir. Ayrica CuClz2’iin
artan konsantrasyonlarda aktiviteyi %26’ya kadar diisiirdiigii bulunmustur.

Calisma sonucunda Phe285Thr/His311GInFDH enziminde; CaCl2 aktiviteyi en fazla
5 uM konsantrasyonda %62, KClz aktiviteyi en fazla 7 uM konsantrasyonda %41,
FeCls aktiviteyi en fazla 10 uM konsantrasyonda %46, NaCl aktiviteyi en fazla 3 uM
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konsantrasyonda %38, LiCl aktiviteyi en fazla 7 uM konsantrasyonda %30, Mo
aktiviteyi en fazla 5 uM konsantrasyonda %38, MnCl aktiviteyi en fazla 5 uM
konsantrasyonda %51, ZnCl aktiviteyi en fazla 7 uM konsantrasyonda %57 oraninda
arttirmistir. Bunlarin haricinde ise W'nun aktiviteyi 1 uM konsantrasyonda %15
arttirirken ortamda bulundugu diger konsantrasyonlarda %27’ ye kadar diigiirmiistiir.
Yine MgClz i¢in 5uM konsantrasyonlarina kadar aktiviteyi %16 oraninda arttirmis
ancak daha yiiksek konsantrasyonlarda ortamda bulundugunda aktiviteyi %28’e kadar
diistirmistiir. CuCl2 ‘iin ise tiim konsantrasyonlarda aktiviteyi diistirdiigi, 10 uM

konsantrasyonda ise %45 oraninda azalttigi bulunmustur.
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Sekil 4.33: mutFDH enzimlerinde (A: Phe285ThrFDH, B: Val120ThrFDH,
C: GIn287GIuFDH, D: His311GInFDH, E: Phe285Thr/His311GInFDH) farkli metal
iyonlarinin aktiviteye etkisi.
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Sekil 4.33 (devam): mutFDH enzimlerinde (A: Phe285ThrFDH, B: Val120ThrFDH,
C: GIn287GIuFDH, D: His311GInFDH, E: Phe285Thr/His311GInFDH) farkli metal
iyonlarinin aktiviteye etkisi.
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Sekil 4.33 (devam): mutFDH enzimlerinde (A: Phe285ThrFDH, B: Val120ThrFDH,
C: GIn287GIuFDH, D: His311GInFDH, E: Phe285Thr/His311GInFDH) farkli metal
Iyonlarmin aktiviteye etkisi.
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4.21.5 Farkh organik coziiciilerin mutant enzimlerin aktivitesine etkisi

Farkli konsantrasyonlardaki organik ¢oziiciilerin, mutFDH enzimleri aktivitesi lizerine
etkilerinin Olgiimleri Ui¢ tekrarli olacak sekilde, 25 °C’de 340 nm absorbansda
mikroplak okuyucuda (Varioscan, Thermo Fisher Scientific, ABD) alindi. Etanol,
metanol, kloroform, aseton ve propanol ¢oziiciileri reaksiyon ortamlarina; %5, %10,
%25 ve %50 oraninda bulunacak sekilde konuldu. Reaksiyon ortamindaki diger
bilesenler Tablo 4.14’de verilmistir. Reaksiyondaki organik ¢oziiciiler, reaksiyonu
baslatici substrat (format) ortama ilave edilmeden 6nce konuldu ve 3 dk inkiibasyonun

ardindan format ilave edilerek reaksiyon baslatildi (Sekil 4.34).

Tablo 4.14: Mutant FDH enzimlerinin farkli organik ¢6ziicii konsantrasyonlarindaki

reaksiyon ortamlari.

Mutant Enzim Secilmis Coziiciicii Enzim NAD* Format pH
Konsantrasyonlari

Phe285ThrFDH %5-%50 0125 25mM 1mM 7
mg/ml

Val120ThrFDH %5-%50 0125 4mM 13mM 7
mg/mi

GIn287GIuFDH %5-%50 0.125 4mM 2mM 7
mg/ml

His311GInFDH %5-%50 0125 25mM 15mM 7
mg/mi

Phe285Thr/His311GInFDH  %5-%50 0125 4mM 15mM 8
mg/ml

Deney sonucunda Phe285ThrFDH enzimi i¢in, metanoliin artan konsantrasyonlarda
aktiviteyi %35 arttirdigt ancak % 50 konsantrasyonda aktiviteyi %70 azalttigi
bulunmustur. Bunun yaninda en fazla aktivite artist % 25 konsantrasyonda
gbzlenmistir. Etanol de tipki metanol gibi artan konsantrasyonlarda aktiviteyi %11
oraninda arttirmis ancak %50 konsantrasyonda %33 aktivite kaybina sebep olmustur.
Kloroformun artan konsantrasyonuna bagli olarak aktiviteyi %40 oraninda diistirdiigii
gdzlenmistir. Aseton ve propanoliin ise tipki metanol ve etanoldeki gibi artan
konsantrasyonlarda aktivite artigina sebep oldugu ve en fazla aktivite artisina %25
konsantrasyonda %21 seklinde etki ettigi goriilmiistir. Ancak % 50
konsantrasyonlarda aktivite her iki ¢oziiciide de diismiis bunun yaninda propanolde

%13’liik aktivite kaybina sebep olmustur.
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Deney sonucunda Vall20ThrFDH enzimi igin, metanoliin artan konsantrasyonlarda
aktiviteyi %10 arttirdifi ancak % 50 konsantrasyonda aktiviteyi %64 azalttig
bulunmustur. Bunun yaninda en fazla aktivite artist % 10 konsantrasyonda
gozlenmistir. Etanoliin, en yiiksek aktivite artisina %25 konsantrasyonda % 13’liik
artis ile gézlenmis ancak %50 konsantrasyonda %32 aktivite kaybina sebep olmustur.
Kloroformun artan konsantrasyonuna bagli olarak aktiviteyi %37 oraninda diistirdiigii
gdzlenmistir. Aseton ve propanoliin ise tipki metanol ve etanoldeki gibi artan
konsantrasyonlarda aktivite artisina sebep oldugu ve en fazla aktivite artisina %25
konsantrasyonda %22 ve %24 seklinde etki ettigi gorilmiistiir. Ancak % 50
konsantrasyonda her iki ¢oziiciide de aktivitede kayip goriilmiis propanolde %11
oraninda bir kayip gbzlenmistir.

Deney sonucunda GIn287GIuFDH enzimi igin, metanoliin artan konsantrasyonlarda
aktiviteyi %12 arttirdigi ancak % 50 konsantrasyonda aktiviteyi %25 azalttig
bulunmustur. Bunun yaninda en fazla aktivite artist % 25 konsantrasyonda
gdzlenmistir. Etanoliin, en yliksek aktivite artisina %25 konsantrasyonda % 7’lik artig
seklinde bulunmus ve %350 konsantrasyonda %28 aktivite kaybi goriilmiistiir.
Kloroformun artan konsantrasyona bagli olarak aktiviteyi %42 oraninda diigtirdigl
bulunmus; aseton ve propanoliin ise artan konsantrasyonlarda aktivite artisina sebep
oldugu ve en fazla aktivite artisina %25 konsantrasyonda %16 ve %31 seklinde etki
ettigi goriilmistiir. Ancak % 50 konsantrasyonda aktivite her iki ¢oziiciide de diismiis
bunun yaninda propanolde aktivite kayb1 %5 olarak bulunmustur.

Deney sonucunda His311GInFDH enzimi i¢in, metanoliin artan konsantrasyonlarda
aktiviteyi %12 arttirdigi ancak % 50 konsantrasyonda aktiviteyi %33 azalttig
bulunmustur. En fazla aktivite artis1 % 25 konsantrasyonda gézlenmistir. Etanoliin, en
yuksek aktivite artis1 %25 konsantrasyonda % 6’lik artig olarak bulunmus fakat %350
konsantrasyonda %32 aktivite kaybina sebep oldugu gozlenmistir. Kloroformun artan
konsantrasyona bagli olarak aktiviteyi %49 oraninda diisiirdiigli bulunmustur. Aseton
ve propanoliin artan konsantrasyonlarda aktivite artisina sebep oldugu ve en fazla
aktivite artisina %25 konsantrasyonda %19 ve %15 seklinde etki ettigi goriilmiistiir.
Ancak % 50 konsantrasyonda aktivite her iki ¢oziiclide de diismiis ve propanolde
%6’ lik aktivite kaybina sebep olmustur.

Deney sonucunda Phe285Thr/His311GInFDH enzimi i¢in, metanoliin artan

konsantrasyonlarda aktiviteyi %24 arttirdig1 ancak % 50 konsantrasyonda aktiviteyi
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%67 azalttigt bulunmustur. Bunun yaninda en fazla aktivite artist % 25
konsantrasyonda goézlenmistir. Etanoliin, en yiiksek aktivite artisi %25
konsantrasyonda goriilmiis ve % 9 oraninda aktiviteyi arttirdigr bulunmustur ancak
%50 konsantrasyonda %64 aktivite kaybi1 gdzlenmistir. Kloroformun artan
konsantrasyona bagl olarak aktiviteyi %97 oraninda diisiirdiigii gézlenmistir. Aseton
ve propanoliin artan konsantrasyonlarda aktivite artigina sebep oldugu ve en fazla
aktivite artisina %25 konsantrasyonda %25 ve %29 seklinde etki ettigi goriilmiistiir.
Her iki ¢oziiclii i¢in % 50 konsantrasyonlarda aktivite diismiis bunun yaninda

propanolde %9’luk aktivite kaybina sebep olmustur.
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Sekil 4.34: mutFDH enzimlerinde (A:Phe285ThrFDH, B:Vall20ThrFDH,
C:GIn287GIuFDH, D:His311GInFDH, E: Phe285Thr/His311GInFDH) farkli organik
¢oziiciilerin aktiviteye etkisi.
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Sekil 4.34 (devam): mutFDH enzimlerinde (A:Phe285ThrFDH, B:Val120ThrFDH,
C:GIn287GIuFDH, D:His311GInFDH, E: Phe285Thr/His311GInFDH) farkli organik
¢oziiciilerin aktiviteye etkisi.
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Sekil 4.34 (devam): mutFDH enzimlerinde (A:Phe285ThrFDH, B:Val120ThrFDH,
C:GIn287GIuFDH, D:His311GInFDH, E: Phe285Thr/His311GInFDH) farkli organik
¢oziiciilerin aktiviteye etkisi.
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4.22 Mutant FDH Proteinlerinin Dairesel Dikroizm (CD) Spektroskopisi
Bulgulan

CD spektroskopisi ile proteine ait ikincil yap1 analizi yapildi. Ayrica sicaklik / dalga
boyu tarama programlar1 kullanilarak mutFDH enzimlerinin sicakliga baghh CD

spektrumlar1 ve denatilirasyon sicakligi (Tm) sicakligi tespit edildi.

4.22.1 Mutant FDH proteinlerinin ikincil yapisinin belirlenmesi

Saflastirma islemlerinden sonra Bradford yontemi ile protein konsantrasyonlar
Phe285ThrFDH i¢in 8.5 mg/ml, Vall20ThrFDH i¢in 8.2 mg/ml, GIn287GluFDH i¢in
5.5 mg/ml, His311GInFDH i¢in 6.4 mg/ml ve Phe285Thr/His311GInFDH i¢in 7.3
mg/ml Olglilen enzimlerin son konsantrasyonlar1 kendi tamponlar1 kullanilarak
(sodyum fosfat, pH 7 ve tris tamponu, pH 8 ) 0.25 mg/ml’ye diliie edildi. Ardindan
ikincil yapmin analizi i¢in 25 °C’de 190-260 nm dalga boylar1 arasinda CD
spektrofotometrede (Jasco J-1500, ABD) absorbans &lciimleri alindi. Olgiimler
esnasinda bant genislgi 1.00 nm, veri araligi 0.2 nm, tarama hizt 50 nm/min, data
aralig1 0.2 nm, CD ve FL 6lcekleri 200 mdeg/1.0 dOD ve fotometrik mod da CD, HT,
UV, Abs olarak alindi.

Calisma sonucunda, C. boidinii FDH ikincil yapisinda agirlikli olarak bulunan o-

heliks yapist mutFDH proteinlerimizde de gozlendi (Sekil 4.35).
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Sekil 4.35: mutFDH’lere (A:Phe285ThrFDH, B:Val120ThrFDH, C:GIn287GIuFDH,
D:His311GInFDH, E: Phe285Thr/His311GInFDH) ait a-heliks yapilari.
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Sekil 4.35 (devam): mutFDH’lere (A:Phe285ThrFDH, B:Vall20ThrFDH,
C:GIn287GIuFDH, D:His311GInFDH, E: Phe285Thr/His311GInFDH) ait a-heliks

yapilari.
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Sekil 4.35 (devam): mutFDH’lere (A:Phe285ThrFDH, B:Val120ThrFDH,
C:GIn287GIuFDH, D:His311GInFDH, E: Phe285Thr/His311GInFDH) ait a-heliks
yapilari.

4.22.2 Mutant FDH proteinlerinin termal stabilite tayini

Ikincil yapinin belirlenmesi esnasinda kullanilan mutant &rneklerimizin, termal
denatiirasyon egrilerinin 3D yapisim1 elde etmek icin 190-250 nm arasindaki
spektrumda 25 °C ile 90 °C arasinda degisen sicakliklarda CD spektrofotometrede
(Jasco J-1500, ABD) tarandi. Tarama sirasindaki 6l¢iim parametleri, bant genisligi
1.00 nm, CD ve FL o6l¢ekleri 200 mdeg/1.0 dOD, data ve veri araligr 0.1 nm, tarama
hiz1 50 nm/min ve fotometrik modlar CD, HT olarak ayarlandi. Ayrica termal
denatiirasyon egrisi i¢in numunemiz yine 25 °C ile 95 °C arasinda CD
spektrofotometrede (Jasco J-1500, ABD) a-heliks yapisina spesifik 222 nm
absorbansinda 6l¢iildii. Olgiim parametleri ise bant genisligi 1.00 nm, CD ve FL
Olcekleri 200 mdeg/1.0 dOD olarak alinmistir. Fotometrik modlar ise CD, HT ve UV
olarak ayarlandi. Caligsma sonucunda denatiirasyon sicakliklari, GIn287GIuFDH icin
70 °C, His311GInFDH igin 77 °C ve Phe285Thr/His311GInFDH i¢in 73 °C olarak
bulundu (Sekil 4.36).

157



His311GInFDH

CD (mdeg)

]
YRR ‘|‘v

Sicaklik (C°)

GIn287GIuFDH

CD (mdeg)

Sicaklik (C°)

Phe285Thr/His311GInFDH

CD (mdeg)

Sicaklik (C°)

C
Sekil 4.36: mutFDH’lere (A:His311GInFDH, B:GIn287GIluFDH,
C: Phe285Thr/His311GInFDH) ait termal denatiirasyon egrileri.

158



4.23 Protein Modelleme Bulgular:

Sekil 4.39: 120. pozisyondaki valin
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Sekil 4.42: GIn287 (CAA861) -> Glu287 (CAG861) mutasyonu
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Sekil 4.45: Phe285Thr/His311GIn kombine mutasyonu
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5. TARTISMA

Bu ¢alisma, bazi patolojik durumlardaki seviyeleri 6nemli olan format igin mutlak
spesifik, ayrica endiistriyel kullanim alan1 genis NAD-bagimli Format Dehidrogenaz
Enziminin rekombinant DNA teknolojsi ile iiretilmesi ve protein miihendisligi ile
aktivite ve termal stabilitesinin arttrilmasi amaciyla yapilmstir.

NAD"-bagimli FDH enzimi, format iyonlarini CO2 ‘ye yiikseltgeyip ayn1 zamanda
NAD* molekiilinii NADH+H’a indirgeyen Onemli bir oksidorediiktazdir. FDH
enziminin katalizledigi reaksiyonun diger dehidrogenazlara oranla oldukg¢a basit
olmas1 ve tek basamakli olmasi sebebiyle, enzimin endiistriyel ve bilimsel kullanimi
oldukca yaygindir [9,10]. 60 yildan fazla bir zamandir FDH iizerine yapilan
calismalarda, enzimin genellikle mayalarda, bakterilerde, bitkilerde ve mantarlarda
bulundugu gosterilmistir. Metilotrof mikroorganizmalarin enerji tedariginde ve
bitkilerde stres cevabinda 6nemli rol oynayan FDH, methanol yolaginin son enzimidir.
Metilotropik mayalar igerisinde yer alan C.boidinii, rekombinant protein {iretimi i¢in
okaryotik bir konake1 olup, son 30 y1l i¢erisinde giderek artan sayidaki uygulamalarda
kullanilmaktadir.

Metanol metabolizmasindaki enzimlerin verimli ve stabil bir sekilde izole edilebildigi,
enzimleri kodlayan genlerin metanol tarafindan indiiklenip glukoz ve etanol tarafindan
baskilanan promotorlarin tam olarak tanimlandigi, sentetik tuz temelli ucuz
besiyerlerinde yiiksek hiicre yogunlugunda biiyiiyebildigi i¢in C. boidinii metanol
yolagi enzimlerinin eldesinde model organizma olarak kabul edilmektedir [32].

FDH enzimleri ilag endiistrisinde ekonomik ve g¢evresel faktorlerden dolayr ¢oklu
rejenerasyonlarda kullanilirlar. Farmasdotik calismalarda, C.boidinii ve Pichia pastoris
kaynakli NAD*-Bagimli FDH enzimlerinin, TipIl Diyabet tedavisinde [104],
depresyon tedavisinde [105], kolestreol diizenlemede [106], antiviral tedavide [107]
kullanilan bazi ilaglarin ara driinlerinin sentezinde ve NADH kofaktor
ejenerasyonlarinda basarili oldugu bilinmektedir. NAD*-Bagimli FDH enzimi,
farmasotik alanlarda kullaniminin disinda bazi hastaliklarin rutin tanisinda da 6nemli
role sahiptir. Bunlardan en 6nemlisi metanol zehirlenmelerinde, metanoliin toksik

metaboliti formik asit anyonu olan formatin hizli ve kesin bir sekilde saptanmasinda
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kullanilabilmesidir. Buna gore, idrar, serum, tam kan veya biyolojik orneklerdeki
metanol metabolizasyon iiriinii olan formatin, FDH enzimiyle yiikseltgenmesi sonucu
olusan NADH’1n saptanmasiyla o6l¢iiliir [108]. Bunun yaninda Oksalat iirelitiyazisin
ve Trichomona vajinitinin tanisinda, numune orneklerindeki format miktarinin tespit
edilmesinde FDH enzimlerinin pratik uyglama alanlar1 bulunmaktadir [112,116].

Son yillarda molekiiler bilgi birikimi diizeyindeki artis ve organizmalar {izerindeki
genetik degisiklikler sayesinde endiistriyel enzim {iretimindeki verim 200-500 kat
artmistir. Enzimler etkili katalitik ozellikleri sayesinde endiistriyel uygulamalara
girmislerdir ancak biiyiik 6l¢ekteki tliretimleri beraberinde yiiksek verim ve diisiik
maliyet talebini de giindeme getirmistir. Bunun yaninda endiistriyel islemler genellikle
yiiksek sicaklik, basing ve ekstrem pH gerektiren kosullara ihtiya¢ duyarlar. Fakat
dogal yolaklarla olusan biyokatalizor enzimlerin, bu tiir farkli kosullardaki endiistriyel
kullanimlar1 esnasinda diisiik stabilite ve diisiik aktivite gibi bazi siirlamalar
mevcuttur. Bunlara ek olarak, enzimlerin ¢ogunun smirli substrat ve koenzim
spesifitesi ile diisiik Kcat degerleri vardir. Tiim bu sinirlamalarin tistesinden gelmek ve
biyokatalizorlerin uygulamalarini  arttirmak i¢in  nanoteknoloji, metabolik
miihendislik, hiicresel membran miihendisligi ve protein miihendisligi gibi ¢esitli
yaklagimlar uygulanmaktadir. Protein miithendisligi yaklasimlari ile, bu problemlerin
istesinden gelmek ve belirli endiistriyel uygulamalar i¢in enzimleri optimize etmek
icin rasyonel tasarim, yonlendirilmis degisim ve son olarak da birlestirme yontemleri
gelistirilmigtir [11].

Giliniimlizde endiistriyel enzimlerin neredeyse tamami rekombinant DNA
teknolojisiyle tiretilmektedir. Bu islemler sirasindaki ilk adim ise, istenilen proteini
kodlayan geni tagiyabilecek uygun bir mikroorganizma se¢gmektir [48] . Bu ¢calismada
FDH 1 proteinini kodlayan gen bolgesini tasiyan C. boidinii ATCC 18810
mikroorganizmasi gen kaynagi olarak se¢ildi. FDH {iretiminde model organizma
olmasinin yaninda intron igermediginden klonlama ¢alismalarina direk DNA
izolasyonu ile baslanabilmesi C. bodinii’nin diger bir avantajidir. Caligmada, FDH-1
proteinini klonlamak ve uygun vektor araciligiyla ekspresyonunu saglamak i¢in gen
kiitiiphanesi taranarak ilgili proteini kodlayan gen dizisi bulundu ve kesim enzim
haritas1 da ¢ikarilarak FDH-1 gen dizisinin 1095 bp uzunlugunda oldugu belirlendi.
Dizisi belirlenen 1095 bp uzunlugundaki FDH-1 geni, uygun primerler vasitasiyla
PZR f{irtinii olarak elde edildi (Sekil 4.1). Calismada, E. coli'de rekombinant
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proteinlerin klonlanmas1 ve ekspresyonu i¢in gelistirilmis en giiclii sistemlerden biri
olan pET vektor sistemi kullanildi. Elde edilen PZR iiriinii, klonlama ve ekspresyon
vektorii olan pET23b+ ‘ye kesim ve ligasyon islemleri ile aktarildi. Bunun sonucunda,
pET23b+/FDH ligasyon iirlinii 4760 bp bandinda jel elektroforezinde gbzlemlendi
(Sekil 4.3). pET23b+/FDH iiriinii daha sonra E.coli DH5a. hiicrelere transforme edildi
ve X-Gal ve IPTG igeren petrilere ekildi. Islemler sonucunda, beyaz koloni olusturma
ozelliginden faydalanilarak insert igeren vektorler secilmis oldu (Sekil 4.4). DHS5a
suslari, sahip olduklar1 dlakZ Delta M15 Delta (lacZY A-argF), U169 recAl, endAl,
hsdR17 (rK-mK +) supE44 ti-1, gyrA96 relA mutasyonlari sayesinde klonlama
prosediirlerinde tercih edildi. LacZ Delta M15 mutasyonu: Rekombinant hiicreler igin
mavi-beyaz taramaya izin verir. endA1 mutasyonu: Daha yiiksek plazmid transfer
hizlar1 saglarken daha diisiik endoniikleaz bozulmalarina izin verir. recA1 mutasyonu
ise daha kararh bir insert i¢cin homolog rekombinasyonu azaltir. Koloni olusumlari
gozlendikten sonra 10 adet klon ig¢in koloni PZR yapildi (Sekil 4.5). Koloni PZR
reaksiyonundan elde edilen sonucu teyit etmek amaciyla Ndel ve Xhol endoniikleaz
enzimleri ile plazmidler kesildi ve jel elektroforezinde ayr1 ayr1t FDH gen {iriinii (1095
bp) ve pET23b+ vektoriine (3665 bp) ait bantlar gézlendi (Sekil 4.6). Hem koloni PZR
hem de kesim enzimleri ile dogrulamanin ardindan ratgele secilen 3 koloniden izole
edilen  plazmidler  dizilemeye  gonderildi.  Gelen  sekans  sonuglari
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/ ve http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
programlar1 kullanilarak veri tabanindaki CboFDH-1 protein dizisi ile alignment
yapilarak karsilastirildi. Klonlanan gen dizisinin veri tabanindaki CboFDH dizisi ile
%99 benzerlik gosterdigi tespit edildi. Sekans analizi sonucu ile istenilen gen
bolgesinin vektore diizgiin yerlestigi dogrulandiktan sonra pET-23b+/FDH vektori, E.
coli BL21(DE23) hiicrelerine transfer edildi (Sekil 4.9). E.coli BL21 hiicreleri, Lon ve
OmpT proteazlar igcermeyecek sekilde modifiye edildikleri i¢in proteinler degrede
olmaz bu ylizden protein ekspresyon ¢aligmalarinda siklikla kullanilirlar [195, 196].
Transformasyon sonrast FDH geninin ekspresyonu IPTG ile indiiklendi. Yapilan
literatiir arastirmalar1 ile 1 mM IPTG kullanilmasina karar verildikten sonra, 24 saat
boyunca 1., 2., 3., 4., 5., 6., 12. ve 24. saatlerde 6rnek toplandi ve daha sonra bu
ornekler SDS-PAGE jelde yiiriitiilerek uygun saatin 4 saat inkiibasyon olduguna karar
verildi (Sekil 4.10). Calismada, rekombinant protein iiretimlerinde siklikla gozlenen

bir problem olan inkliizyon cisimcigi olusumu meydana gelmedi. Uretilen
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rekombinant proteinin N-terminal kisminda 6 adet histidin rezidiisii oldugundan,
histidine afinite gosteren Ni-NTA agaroz kolon ile saflastirma islemleri yapildi.
Saflastirma sonrasi elde edilen protein drnekler SDS-PAGE jelde yiiriitiildii ve 41 kDa
civarinda protein bantlar elde edildi (Sekil 4.11). Net bir sekilde 41 kDa civarinda bant
goriilen saf protein drnekleri tek bir yerde birlestirildikten sonra yapidaki imidazol ve
tuzlar1 uzaklastirmak i¢in ultrafiltrasyon islemi ve PD-10 kolondan gecirme islemi
yapildi. Bu iglemler sonrasi yabanil tip CboFDH enziminin protein konsantrasyonu 8.5
mg/ml olarak 6l¢iildii. Ayrica FDH-1 proteininin varligi Western Blot analizi ile de 41
kDa civarinda gosterildi (Sekil 4.12). Klonlanma, saflagtirma ve protein varliginin
dogrulanma islemlerinden sonra yabanil tip CboFDH i¢in CD spektroskopisi ve
karakterizasyon ¢aligmalarina gecildi.

Bolgeye yonelik mutagenez ile aminoasitlerin degigsimi, genellikle polar olmayan
aminoasitlerin yerine polar ya da yiiklii aminoasitlerin degistirilmesi yada yan zincir
gruplarinin daha uzun ya da daha kisa hale getirilmesi seklinde yapilir. Boylece
enzimin substrat ve koenzim molekiillerine olan afinitesinin arttiritlmasi hedeflenir.
Dikkat edilmesi gereken bir diger konu ise yapilacak olan degisikliklerin 6zellikle
enzimin aktif bolgesine yakin olmasi veya bu bolgeye etki edebilecek mesafede
bulunmasidir.

NAD"-bagimli FDH enzimleri genelde homodimer halindedir, her bir dimer formu
hem NAD" hem de formata yiiksek derecede Ozgiilliik gosterir. NAD™ baglanma
bolgesi ve katalitik bolge olmak iizere kimyasal olarak 6zdes ikiser alt birimden
olusurlar [95]. CboFDH enziminin katalitik 6nemi olan amino asit rezidiileri Pro97,
Phe98, 1le122, Asn146, Alal98 (veya Gly198), Gly200, Gly203, Arg284, GIn313 ve
His332 seklindedir. Format iyonu Arg284, Asnl146 ve Ile122 rezidiileriyle hidrojen
bag1 yaparak aktif bolgenin merkezinde tutulur. His332 substrat baglanmasinda rol alir
ve GIn313 ile yaptig1 hidrojen bag1 sayesinde protonsuz halde hapsolur. Ayni zamanda
GIn313 rezidiisiiniin konumu iki yanindaki prolinlerle sabitlenmistir. NAD baglanma
bolgesinde ise Asnl19 ve Ser313 rezidiileri olduk¢a énemlidir. CboFDH enziminin
rezidiilerinden Asp282 ve Ser313, nikotinamid halkasiyla temas kurarken; Argl74
rezidiisi de NAD™daki “fosfat linker’a baglanir. Ayrica His232 ile Tyrl96
rezidiilerinin de Adenin halkastyla etkilesime gectigi diisiiniiliir. {lave olarak, CboFDH
enziminin Asp195 ile GIn197 rezidiileri NAD-ribozomun fosfat gurubu ile etkilesimde

bulunur ve Tyr194 ile Tyr196 da hidrofobik kiime olusturur (bu da farkli pozisyon ve
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cevrede Adenin halkasini stabilize edebilir) [92]. FDH’in aktif bolge merkezindeki iki
hidrofobik duvar, reaksiyon esnasinda olusan konformasyonel degisim sonucunda
reaktantlarin {izerine bastirilir. Bu duvarlardan biri Vall50 ve 11202 rezidiilerinden
olusur ve NAD" piridin halkasinin bir yiiziine hidrofobik ¢evre saglar. Diger duvar ise
Pro97 ve Phe98 rezidiilerinden olusur ve substrat baglanma cebini olusturur [96].
Proteinlerin dogal konformasyonlarini kararli halde tutan kuvvetler aminoasitlerin
birbirleri ve ortam ile yaptiklari kovalent olmayan etkilesimler ve kovalent bir bag olan
distilfid baglaridir. Hidrofobik aminoasitlerin yan zincirleri, proteinlerin i¢ kisminda
kovalent olmayan hidrofobik etkilesimler meydana getirerek serbest enerji diistirtirler
ve kararli bir yap1 olugsmasina katki saglarlar. Hidrofobik etkilesimler arasinda yer alan
Van der Waals etkilesimleri de yine stabiliteye katki saglar. Ayrica iyonik etkilesimler
de z1t yiiklii R gruplarina sahip aminoasitler arasinda bag kurarak stabiliteyi destekler.
Cogu yan zincir etkilesimleri arasinda polar / yiiklii etkilesimler veya polar olmayan
Van Der Waals ve Londra dagilimi bulunur. Bununla birlikte iki siilfiir atomu arasinda
olusan distilfid kopriisii ile meydana gelen kovalent bag standart {igiinciil ve kuaterner
etkilesimlere kiyasla ¢ok daha gii¢lii ve daha kalici bir yap1 ortaya ¢ikarir. Ayrica
pozitif ve negatif yan zincirli aminoasitlerin kendi aralarinda kovalent olmayan tuz
kopriileri olusturma kapasiteleri de stabileteye katki saglar. Proteinlerdeki tiim gruplar
genellikle birbiriyle veya su molekiillerine hidrojen baglar1 ile baglidir. Su
molekiilleri, proteinlerde ana zincir ve yan zincir gruplari ile hidrojen baglar1 yaparak
ve hatta farkli protein gruplarim1 birbirine baglayarak protein yapisinin
stabilizasyonunda da rol oynayabilir [160]. Ek olarak, suyun, ligandlarin proteinlere
baglanmasinda, polar veya yiiklii yan zincir veya ana zincir atomlart ile ligand
etkilesimlerine aracilik ettigi bilinmektedir [161].

Calismada CboFDH'nin kristal yapilar1 (PDB: SND9) Pymol programi kullanilarak
analiz edildi. Ozellikle substrat afinitesini arttirmaya yénelik degisiklik yapilmasi
planlandigindan enzimin katalitik bolgesinde substrat ile etkilesim alani igeriside kalan
aminoasit rezidiilerine odaklanildi. Bu dogrultuda 120. pozisyon ile 332. pozisyon
araliginda kalan tiim aminoasitlerin etkilesimleri incelendi. Literatiir arastirmasi ile de
teyit edildikten sonra heniiz incelenmemis bolgeler olan 285. ve 120. pozisyonlarda
yer alan fenilalanin ve valin aminoasitlerine odaklanildi. Buna gore, 120. pozisyondaki
valinin treonine, 285. pozisyondaki fenilalanininn treonine degisimine karar verildi.

Bu degisimlerdeki temel mantik, 120. pozisyonda bulunan nonpolar valini, polar olan
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treonine; 285. pozisyondaki yapica biiyiik ve non-polar olan fenilalanini daha kiiciik
yapida ve polar olan treonine degistirmek seklinde oldu. Aktif bdlgenin geometrisi ve
Ozellikle de substrat kanalinin yapist formattan biiyiik baska bir molekiiliin aktif
bolgeye girmesini engellediginden FDH enzimlerinin format 6zgiilliigii ¢ok yiiksektir.
Calismada, termal stabiliteyi arttirmaya yonelik rezidiiler belirlenirken daha 6nce
baska mikroorganizma kaynakli FDH enzimlerinde bu amagla ¢alisiimis aminoasit
rezidiileri arastirildi. Bu rezidiilerden 287. ve 311. pozisyonlardakilerin C. boidinii
FDH i¢in termal stabilitede artisa sebep oldugu bilgisi literatiirde yer alan 2 derlemede
sadece Dr. Labrou’nun kisisel verilerinden elde edilen bilgiler seklinde belirtilmistir
[4, 96]. Literatiirde bu bolgelerin termal stabiliteye etkisine dair detayli ¢alisma
bulunmamaktadir. Bu nedenle ¢alismada enzim termal stabilitesini artirmak igin 287.
pozisyondaki glutaminin, glutamate doniistimiinii ve 311. pozisyondaki histidinin
glutamine doniisimii seklindeki mutasyonlara karar verildi. Buna gore, 287.
pozisyonda bulunan, yapisinda -NH2 i¢eren glutaminin, mutasyon ile yapisinda —OH
iceren glutamata doniisiimiiniin, H bag1 olusturma potansiyelini artirabilecegi bunun
da yapiyr elektrostatik agidan daha kararl hale getirebilecegi Ongoriilmistiir. 311.
pozisyondaki benzen halkali histidinin yapist daha kiiclik ve noétral glutamine
dontistiiriildiigiinde, yapinin elektrostatik olarak daha kararli hale gelecegi
Ongorilmiistiir.

Termal stabiliteyi arttirmaya yonelik daha once calisilmis rezidiiler segilirken ayni
zamanda substrat afinitesini de arttirabilecegi diisliniilen pozisyonlarin se¢ilmesine
dikkat edildi. Segilen bu iki bolgeden 287. rezidii i¢in diisiiniilebilecek bir diger mantik
yiik role sistemlerinin diizenlenmesi seklindedir. Bu sistemde, asit, baz ve niikleofilden
olusan katalitik bolgede yer alan {iglii, niikleofilik bir rezidii olusturur. Bdylece
ortamdaki asit baza etki ederek, niikleofilik olan rezidiiden H koparir ve substrata atak
etkisi yaratir. Bu durum, ortamdaki hem elektrostatik durumunu degistirirken hem de
substrat afinitesini etkileyebilir. Niikleofil en yaygin olarak bir serin veya sistein amino
asididir, ancak bazen treonin veya hatta selenosistein olabilir. Format
dehidrogenazlardaki 6nemli bir 6zellik katalitik bolgenin, diger tim NAD + bagimh
dehidrojenazlarda korunan His + Glu yiik role sisteminin yerine, FDH'lerde (C.
boidinii enziminde His-311 ve GIn-287) degismeyen bir His + Gln ¢ifti bulunmasidir.
Calisma igin segilen bolgelerden 287. pozisyondaki glutamin yerine asidik bir

aminoasit olan glutamik asidin degistirilmesi Ozellikle 313. pozisyonda yer alan
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niikleofilik bir rezidii olan serin aminoasidinden bir H kopmasina sebep olacagi ve
substrata bir atak etkisi yaparak afiniteyi arttirabilecegi 6ngoriilmiistiir.

Calismadaki kombine mutasyona (Phe285Thr/His311GIn), termal stabilite ve
aktiviteyi arttirmaya yonelik mutasyonlar yapildiktan ve mutantlarin kinetik
parametreleri hesaplandiktan sonra karar verildi. Yapilan deneyler ve hesaplamalar
sonucunda substrat afinitesini daha fazla artirdigini buldugumuz 285. pozisyondaki
aminoasit degisimi ile termal stabiliteyi daha fazla artirdigini buldugumuz 311.
pozisyondaki aminoasit degisiminin ayni anda gerceklestirilmesine karar verildi.
Bunun i¢in 285. pozisyondaki mutasyonun varligi dogrulandiktan sonra ayni plazmid,
kalip olarak kullanilarak 311. pozisyonda mutasyon gerceklestirildi. Calisma igin
Phe285Thr, Vall20Thr, GIn287Glu ve His311Glu mutasyonlar1 ve Phe285Thr/
His311Glu  kombine mutasyonu bolgeye yonelik mutagenez yontemi ile
gerceklestirildi. Primerler, bu mutasyonlar1 olusturmak {izere NEBasechanger ve
OligoEvaluator programlar1 kullanilarak tasarlandi. Her mutasyon i¢in tasarlanan
primerlerin Tm sicakliklarini bulmak i¢in gradient PZR yapild1 (Sekil 4.22). Buna
gore, Phe285Thr aminoasit degisimine ait primerler igin Tm: 57 °C, Val120Thr
aminoasit degisimine ait primerler i¢in Tm: 62 °C , GIn287Glu aminoasit degisimine
ait primerler icin Tm: 64 °C ve His311Glu aminoasit degisimine ait primerler icin
Tm: 58 °C olarak bulundu. Tm sicakliklarina karar verildikten sonra belirlenen
bolgelerde istenen aminoasit degisikliklerini gerceklestirmek i¢in PZR reaksiyonlari
yapildi (Sekil 4.23). Mutasyon yapilan tiim liriinlerin PZR goriintiilerinde, yabanil tip
CboFDH ile ayn1 hizada bant elde edildi (~4761bp). PZR reaksiyonu sonrasi ortamda
karigik halde bulunan mutant ve yabanil sablonlarin igerisinden, yabanil tipleri
uzaklastirmak ve sadece mutant sablonun kalmasini saglamak amaciyla KLD
reaksiyonlar1 yapildi. KLD reaksiyonlar1 sonrasinda her bir karisim, modifiye edilmis
degrede olmayan ve bu yiizden protein ekspresyon caligmalarinda kullanilan [196,
197] E. coli BL12 (D3) kompetent hiicrelerine transfer edildi (Sekil 4.24).
Transformasyon sonrasi elde edilen kolonilerden LB s1v1 6n kiiltiir hazirlanip plazmid
izolasyonu yapildiktan sonra DNA konsantrasyonlar1 Phe285ThrFDH icin 98 ng/pul,
Val120ThrFDH i¢in 103 ng/ ul, GIn287GIluFDH i¢in 112 ng/ ul, His311GInFDH igin
108 ng/ pul ve Phe285Thr/His311GInFDH i¢in 106 ng/ ul olarak 6l¢iildii. Daha sonra
plazmidler, mutasyonlarin dogrulugunu teyit etmek i¢in sekans analizine gonderildi.

Elde edilen sekans sonuclar1 Bioedit ve Snapgene programlar1 kullanilarak daha 6nce
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elde edilen yabanil tip CboFDH sekansi ile aligment yapilarak karsilagtirildi. Buna
gore, 120., 285., 287., 311. ve hem 285 hem 311. pozisyonlarda istenen aminoasit
degisikliklerinin gerceklestirildigi teyit edildi (Sekil 4.25).

Mutant FDH’lerin protein ekspresyonlarinda lak operonunun indiiksiyonu i¢in IPTG
yerine T7 bazli E. coli ekspresyon sistemlerinde herhangi bir amino asit ve vitamin
takviyesi icermeyen, glikoz, gliserol, tek bir azot kaynagi olarak NH4 + karisimi ve
laktoz kullanilarak basit ve diisiik maliyetli bir oto induksiyon media kullanildi [198].
Otoindiiksiyon kullanarak lak operon diizenleyici elemanlarin kontrolii altinda protein
tiretimi, daha ¢ok tercih edilen karbon substratlarin tiikketiminden sonra E. coli'nin
laktoz iizerinde iki fazli biiyiimesine dayanir. Iki fazli biiyiime, bir kiiltiir biiyiime
ortaminda bulunan biri hedef bakteri tarafindan metabolize edilmesi kolay olan iki
sekerin varligina baglidir. Buna gore E. coli ortamda bulunan glukozu ilk olarak tiiketir
ve bu durum, hizla biiylimeye yol acar. Ardindan bir lag fazi olusur. Lag faz1 sirasinda
ikinci seker olan laktozu metabolize etmek i¢in kullanilan hiicresel siire¢ devreye girer
ve ikinci seker metabolize olur [199].

On kiiltiirii yapilmis Studier otoindiiksiyon mediaya inokiile edilmis mutant hiicreler
200 x rpm'de orbital ¢alkalayicida 30 °C’ de 16 saat inkiibe edildi. Mutant proteinlerin
N-terminal kisminda 6 adet histidin rezidiisii oldugundan, histidine afinite gosteren Ni-
NTA agaroz kolon ile saflastirma islemleri yapildi. Saflastirma sonrasi elde edilen
protein ornekler SDS-PAGE jelde yiiriitiildii ve 41 kDa civarinda protein bantlar1 elde
edildi (Sekil 4.26). Her bir mutant proteine ait, net bir sekilde 41 kDa civarinda bant
goriilen saf protein drnekleri tek bir yerde birlestirildikten sonra yapidaki imidazol ve
tuzlar1 uzaklastirmak icin ultrafiltrasyon islemi ve PD-10 kolondan ge¢irme islemleri
yapildi. Bu iglemler sonrasi protein konsantrasyonlari, Phe285ThrFDH igin 8.5 mg/ml,
Val120ThrFDH i¢in 8.2 mg/ml, GIn287GluFDH i¢in 5.5 mg/ml, His311GInFDH i¢in
6.4 mg/ml ve Phe285Thr/His311GInFDH icin 7.3 mg/ml olarak ol¢iildii. Ayrica
mutant orneklerde FDH-1 proteininin varligi Western Blot analizi ile de 41 kDa
civarinda gosterildi (Sekil 4.27). Saflagtirma ve protein varliginin dogrulanma
islemlerinden sonra mutant FDH’ler icin CD spektroskopisi ve karakterizasyon
calismalarina gegildi.

Proteinlerin ve niikleik asitlerin konformasyonel degerlendirmeleri, biyomolekiillerin
katlanmas1 ve agilim termodinamiginin belirlenmesi, asimetrik biyomolekiillerin

etkilesimli ¢alismalari, makro molekiillerin katlanmasi ve katlanma kinetiklerinin
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aydinlatilmas1 konularinda CD spektroskopisinden faydalanilir [163]. Dairesel
dikroizm, sol el ve sag el dairesel polarize 15181in esit olmayan emilimi olarak
tanimlamaktadir. Bir 151k demeti kendisine ve zamana baglh elektrik ve manyetik
alanlara sahiptir. Isik uygun prizmalardan gecirildiginde tek bir diizlemde siniizoidal
olarak salmir. Onden bakildiginda siniizoidal dalga, esit uzunluktaki biri saat yoniinde
(ER) donen ve digeri tersine (EL) donen iki vektoriin sonucu olarak goriilebilir.
Dalgalar birbirleriyle 90° faz farklhidir ve ¢esitli prizmalar veya elektronik cihazlar
kullanilarak ayrilabilirler. Simetrik molekiiller 1sikla etkilestiginde, dairesel polarize
15181 saga ve sola farkli seviyelerde (bu nedenle dairesel dikroizm terimi kullanilir)
emebilir. Protein ikincil yapisi, 'uzak ultraviole (UV)' spektral bolgesinde (190-250
nm) CD spektroskopisi ile belirlenebilir. Bu dalga boylarinda sinyal, diizenli ve
katlanmis bir ortamda kromofor peptit bagi oldugunda ortaya ¢ikar. a-heliks proteinler
222 nm ve 208 nm'de negatif bantlara ve 193 nm'de pozitif bir banta sahiptir.
Calismada saflastirma islemleri biten yabanil tip ve mutant FDH’lerin ikincil yapilar
CD spektroskopi yontemi ile belirlendi. FDH enzimi homodimer bir yapida olup her
bir dimer bir koenzim baglanma alan1 ve Rossmann kivrimlarina dayanan bir substrat
baglanma alam igerir. iki alan, iki uzun a-heliks olan, a A ve a 8 yoluyla baglanir. Her
bir dimer yapisi agirlikli olarak a-heliks yapisi igerir. Bu nedenle ¢alismada CD
spektroskopi deneyleri esnasinda protein orneklerin ikincil yapilar1 belirlenirken,
yabanil tip ve mutant FDH’lerin protein konsantrasyonlar1 kendi tamponlariyla 0.25
mg/ml’ye diliie edildi. Protein 6rnekler, 25 °C’de 190-260 nm dalga boyu araliginda
CD spektroskopi cihazinda tarandi. Calisma sonucunda a-heliks yapilara 6zgii pikler
190-260 nm bandinda gézlemlenerek hem yabanil hem de mutant proteinler icin elde
edildi. (Sekil 4.20, Sekil 4.35).

Calismada saflastirma iglemleri biten yabanil tip CboFDH, GIn287GIluFDH,
His311GInFDH ve Phe285Thr/His311GInFDH enzimlerinin termal stabilite deneyleri
CD spektroskopisi yontemiyle yapildi. Bunun i¢in kendi tamponlar1 ile 0.25 mg/ml’ye
diliie edilmis protein konsantrasyonuna sahip yabanil tip CboFDH ve mutant
proteinlerin termal denatiirasyon egrileri, 25 °C ile 95 °C sicaklik araliginda dakikada
bir derece artis saglanarak a-heliks yapiya 6zgili 222 nm’de 6l¢iildii. Buna gore yabanil
tip CboFDH’in termal denatiirasyon sicakligi 64 °C olarak bulundu (Sekil 4.21).
Mutant proteinlerden His311GInFDH igin termal denatiirasyon sicakligi 77 °C,
Glu287GInFDH i¢in denatiirasyon sicakligi 70 °C ve Phe285Tre/His311GIn FDH igin
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denatiirasyon sicakligi 73 °C olarak bulundu (Sekil 4.36). Yapilan calismalar ile farkl
mikroorganizma ve C. boidinii kaynakli FDH ‘lern termal denatiirasyon sicakligi 54.7
°C ile 64.5 °C araliginda bildirilmistir [96]. Calismadaki yabanil tip CboFDH’in termal
denatiirasyon sicakligi diger yabanil tip FDH’ler ile benzer c¢ikmis olup, termal
stabiliteyi arttirmaya yonelik yapilan mutasyonlar ile denatiirasyon sicakligi 6 °C ile
13 °C arasinda arttirilmastir.

Literatiirde, Glu287GIn ve His311GlIn degisimleri i¢in termal stabilite ¢aligmalarinin
varlig1 sadece Popov ve arkadaslarina ait derlemede Dr. Labrou’nun kisisel verilerine
dayanarak Glu287GIn mutasyonunun termal stabiliteyi etkilemedigi, His311GIn
mutasyonunun ise stabiliteyi 1.6 kat artirdigi seklinde bildirilmistir [96]. Bunun
yaninda bu rezidiilerdeki mutasyonlarin enzimin termal stabilitesine etkisine dair
literatiirde herhangi bir baska kayit bulunmamaktadir. Labrou’nun kisisel verilerinde
yer alan 287. pozisyondaki degisimin enzimin termal stabilitesine etki etmedigi
bilgisine karsilik calismada enzim termal stabilitesinde yabanil tipe gore 6 °C’lik bir
artis gdzlenmistir. Bunun sebebi olarak 287. pozisyondaki glutaminin, yapisinda OH
iceren glutamik aside dontstiiriilmesiyle, H baglarina katki saglayarak stabiliteyi
artirabilecegi diisiiniilebilir.

Ayrica 311. pozisyonda yapilan mutasyon ile yapica halkali olan histidinin daha polar
ve nétral glutamine cevrilmesiyle katalitik bdlgenin daha stabil hale gelebilecegi
calisma Oncesi biyoinformatik analizler ile Ongoriilmiistiir. Bunun disinda 311.
pozisyona dair diger bi olasilik da, hidrofobik aminoasitlerin bulundugu bir bolgede
kalan hidrofilik yapidaki histidinin, stabilizasyonu bozmakta oldugudur. Bu ylizden
histidinin yapica daha az hidrofilik bir aminoasit olan glutamine ¢evrilmesiyle ortamin
daha stabil hale gelebilecegi, yine ¢alisma dncesi yapilan bioinformatik analizler ile
Oongoriilmistiir. Bu bolgedeki degisim sonucunda enzim termal stabilitesinde yabanil
tipe gore 13 °C’lik artis gozlenmistir. Calismada Phe285Thr/His311GIn kombine
mutasyonunda ise yabanil tipe gore enzimin termal stabilitesinde 9 °C’lik artig
bulunmustur. Kombine mutasyonda, His311Gln tekli mutasyonuna gore 4 °C daha az
bir termal stabilite elde edilmistir. Bunun sebebi olarak 311. rezidiide histidin yerine
degistirilen polar yapidaki glutaminin, 285. rezidiideki polar olmayan fenilalanin ile
elektrostatik olarak denge halinde olmasi ve buradaki fenilalanin polar yapidaki
treonine doniisiimii ile bu dengenin olumsuz yonde etkilenmesi diigtiniilebilir.

Calismada Phe285Thr mutasyonu substrat afinitesini artirmaya yonelik tasarlanmstir.
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Endiistriyel uygulama alan1 olarak farmasotik calismalarda ©nemli bilesiklerin
sentezinde ve maliyeti yiiksek kofaktdr rejenerasyonunda kullanilan FDH’lerin termal
stabilitesini artirmaya yonelik caligmalar literatiirde mevcuttur. Bu ¢alismalardan C.
boidinii kaynakli FDH’in termal stabilitesini artirmak i¢in Slusarczyk ve arkadaslari
sistein rezidiilerine odaklanmislardir. Buna gore yaptiklar1 Cys23Ser ve Cys262Val
mutasyonlar1 sonucundaki termal stabilitede diisiis rapor edilmistir [191]. FDH’lerin
katalitik bolgesinde yer alan ve enzim stabilizasyonunda icerdigi disiilfid baglarindan
dolay1 6nemli gérevi olan sistein rezidiilerinin degistirilmesi yapinin stabilizasyonunu
bozdugu kuvvetle muhtemeldir. C. boidinii kaynakli FDH ile yine Slusarczyk ve
arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada, yonlendirilmis degisim yontemini kullanilarak
CboFDH’lerde termal stabilizasyonu daha yiiksek yeni mutantlar elde edilmistir.
Buna gore Argl78Ser, Argl 78Gly, Asp149Glu, Glul51Asp, Lys356Glu, Lys306Arg
,Thr315Asn, Argl87Ser ve Phe285Tyr mutantlarinda 2-47 kat enzim termal
stabilitesinde artis gozlenmistir [210]. Bu ¢alismada elde edilen mutant enzimler
rasyonel olmayan protein miihendisligi tekniklerinden yonlendirilmis degisim ile elde
edilmistir. Yani spontan gergeklestirilen mutasyonlar sonucu olusturulan mutant
kiitiiphanelerin iirlinleridir ve herhangi bir biyoinformatik analize ihtiyag
duyulmamaktadir. FDH termal stabilitesini arttirmaya yonelik literatiirde C. boidinii
haricinde diger mikroorganizma kaynakli FDH’lere ait ¢alismalar mevcut olup Tablo
5.1’de 6zetlenmistir.

Calismada saflastirma islemleri sonrasinda yabanil tip ve mutant enzimler i¢in kinetik
aktivite tayinleri yapildi. Kinetik aktivite tayinlerinden once, enzimlerin stabilitesinde
ve aktivitesinde onemli bir faktor olan asir1 yiiksek veya diisiikk olmalar1 genellikle
¢ogu enzim i¢in tam aktivite kaybina yol acgabilen pH ve sicaklik analizleri yapildi.
Buna gore optimum pH sartlarin1 belirlemek amaciyla farkli pH araliklarinda (pH 5-
12) hazirlanan tamponlar kullanilarak her bir enzim igin aktivitenin en yiliksek
bulundugu pH degeri belirlendi. Yabanil tip CboFDH i¢in optimum pH 7.4 (Sekil
4.13), Phe285Tre/His311GIn FDH i¢in pH 8 ve Glu287GIn, His311GlIn, Val120Thr
ve Phe285Thr FDH’ler i¢in optimum pH 7 olarak bulundu (Sekil 4.28). Yapilan
caligsmalara goére FDH aktivitesinin NAD + ve format i¢in Michaelis sabitleri pH 6.0-
9.5 araliginda benzer oldugu bildirilmistir. Bu genis pH araligit FDH'yi herhangi bir
dehidrojenaz bazli sentez i¢in uygulanabilir kilar. Diger tiim dehidrojenazlar, katalitik

aktivite i¢in dar bir optimum pH sergilerler ve NAD (P) H rejenerasyonu i¢in evrensel
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bir katalizor olarak kullanilamazlar [4]. Calismada hem yabanil tip hem de mutant
proteinlerin optimum pH’lar1 literature uygun bulunmustur. Calismada her bir FDH
icin optimum sicaklik sartlarini belirlemek amaciyla da farkli sicakliklarda (20°C-
90°C) aktivite Olgiimleri alindi. Calisma sonucunda optimum sicaklik degerleri
yabanil CboFDH igin 40 °C (Sekil 4.14), Phe285Thr i¢in 40 °C, Val120Thr i¢in 40
°C, GIn287Glu i¢in 60 °C, His311GIn igin 65 °C ve Phe285Thr/His311GIn FDH i¢in
65 °C olarak bulundu (Sekil 4.29).

Calismada enzim kinetigi analizleri ile yabanil tip ve mutant FDH’lerin Km, Vmax ve
Kcat degerleri Michaelis Menten grafigi ve Lineweaver-Burk denklemlerinin
yardimiyla hesaplandi. Absorbanslar 10 dk boyunca 10 sn araliklarla olacak sekilde
340 nm'de o6l¢iildii. Daha sonra, AAbsorbans / dakikanin mutlak degerleri kullanilarak
her bir ¢dziim igin degerler; VO , hiz (U/L): (AA/dk x T.V.(ml) x 10%) / (¢ x d x
N.V(ml)) denklemli Beer Kanunu ile hesaplandi. 1/S degerlerine karsilik 1/Vo
degerleri ile Lineweaver —Burk grafigi ¢izilerek yabanil tip ve mutant enzimlerin farkli
substrat, koenzim ve enzim konsantrasyonlarinda denklemleri elde edildi. Elde edilen
her bir denklemde x’e sifir verildiginde elde edilen deger 1/Vmax iken y’ye sifir
verildiginde elde edilen deger 1/Km’i ifade etti. Bu degiskenler hesaplandiktan sonra
Keat degerleri  Vmax/[E] formiilii ile hesaplandi. Burada [E]: enzim
konsantrasyonu/reaksiyon hacmi/protein Mw (Da) seklinde hesaplandi. Daha sonra bu
degerler kullanilarak Kca/Km orani ve spesifik aktivite (enzim aktivitesi/toplam
protein miktar1) degerleri hesaplandi. Spesifik aktivite degerleri kullanilarak relatif
aktivite degerleri de yabanil ve mutant enzimler i¢in hesaplandi.

Enzim kinetigi ¢aligmalari ile yabanil tip CboFDH i¢in format Km degeri 2 Mm ve Kecat
degeri 9.2 x 102 S olarak hesaplandi. NAD icin Km degeri 1.5 mM ve Kcar degeri
2.62 x 10* S olarak hesaplandi. Km degeri enzimin substrata olan ilgisini gosterir ve
ne kadar diisiik ise enzimin substrata olan afinitesi o kadar yiiksek oldugu anlamina
gelir. Calisma sonucunda format i¢in bulunan 2 mM Kwm degeri literatiirde yer alan
diger calismalar ile kiyaslandiginda oldukga diisiik bulunmustur. Bu da klonlanan
enzimin substrati olan formata iy1 bir afinite gosterdiginin kanitidir. Literatiirdeki diger
CboFDH klonlama caligmalarinda format Km degeri Zheng ve arkadaslarinin yaptigi
calismada 7.3 mM [201], Labrou ve arkadaslarinin yaptigi ¢calismada 2.4 mM [200],
Bommarius ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada 5 mM [202], Ansorge-Schumacher ve

arkadaslarinin yaptig1 calismada 5.9 mM [203], Schirwitz ve arkadaslarinin yaptigi
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calismada 20 mM [204], Jiang ve arkadaslarinin yaptig1 ¢calismada 3.63 mM [188],
Slusarczyk ve arkadaglarinin yaptig1 calismada 5.6 mM olarak bildirilmistir.

Bir enzimin Kcat degeri, enzim molekiliiniin bir saniyede substrattan olusturdugu iiriin
sayisidir ve bu deger ne kadar yiiksek ise enzimin o kadar aktif oldugu anlamina gelir.
Calismada klonlanan enzimin format icin Kcat degeri 9.2 X 10° S olarak bulunmasi
enzimin literatiirde yer alan diger CboFDH’ler ile kiyaslandiginda yiiksek bir Kcat
degerine sahip oldugunu gdsterir. Buna gore literatiirde daha once yapilan ¢aligmalar
ile format Kcar degeri Labrou ver arkadaslarinin yaptigi calismada 4.7 S [200], Zheng
ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada 3.3 S*[201], Jiang ve arkadaslarmin yaptigi
calismada 92.05 dk* [188] olarak bildirilmistir.

Calismada NAD i¢in Km degeri 1.5 mM olarak bulundu. FDH enzimlerinde enzimin
substrati ve koenzimine ilgisinin benzer oldugu yani yakin Kwm degerlerine sahip
oldugu bildirilmistir [4]. Calismada 1.5 mM olarak bulunan NAD Kwm degeri, 2 mM
olarak bulunan format Kwm degeri ile olduk¢a yakindir. Literattiirde yer alan diger
CboFDH NAD Kwm degerleri Zheng ve arkadaslarinin yaptigi ¢calismada 5.36 mM
[202], Andreadeli ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada 0.015 mM [91], Ansorge-
Schumacher ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada 50 puM [203], Schirwitz ve
arkadaslarinin yaptigr calismada 50 mM [204], Jiang ve arkadaslarinin yaptigi
calismada 3.4 mM [189], Carter ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada 75 uM [205] ve
Slusarczyk ve arkadaslarinin yaptigi ¢calismada ise 45 mM [191] olarak bildirilmistir.
Yapilan bu ¢alismalarda NAD i¢in Km degerlerinin oldukg¢a degisken bulundugu
bunun sebebinin ise klonlama islemleri esnasinda kullanilan tekniklerden (vektor
secimi, primer tasarimi vb.) kaynakli oldugu diisiiniilebilir.

Caligmada NAD Kecat yani klonlanan enzimin NAD i¢in saniyedeki iiriin sayis1 2.62 X
10* S olarak bulunmustur. Bu bulgunun literatiirdeki diger NAD Kcat degerleri ile
kiyaslandiginda oldukca yiiksek oldugu goriilmektedir. Literatiirdeki diger
calismalarda NAD Kcat degeri Andreadeli ve arkadaslarinin yaptigi calismada 3.7 S
[91], Jiang ve arkadaslarmin yaptig1 calismada 1338.08 dk [188] ve Carter ve
arkadaslarmin yaptig1 calismada ise 12.8 dk™* [205] olarak bildirilmistir.

Calismada, 4 adet tekli mutasyon yabanil tip CboFDH plazmidi sablon olarak
kullanilarak, 1 adet kombine mutasyon ise Phe285ThrFDH plazmidi sablon olarak
kullanilarak gergeklestirildi. Yapilan 5 mutant enzim igin kinetik parametreler

hesapladi. Yapilan mutasyonlardan Phe285Thr ve Vall20Thr degisimleri enzimin
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formata karsi afinitesi artirmaya yonelik tasarlanmis olup kinetik hesaplamalar
sonucunda iki mutant enzim i¢in de format afinitesinin arttig1 bulunmustur. Buna goére
Phe285Thr FDH igin format Km degeri 0.97 mM, Kcardegeri 6.23 x 10° S olarak;
NAD icin Km degeri 2.3 mM ve Kcar degeri 4.59 x 10° S olarak hesaplandh.
Yabanil tip CboFDH enzimi i¢in 2 mM bulunan format Km degeri Phe285ThrFDH
enziminde 0.97 mM olarak bulunmustur. Yani enzimin formata olan afinitesi 2.06 kat
artmistir. CboFDH kristal yapist (5DN9) Pymol programi ile incelendiginde
degistirilen 285. pozisyondaki fenialaninin substrat baglama kanalinin girig kisminda
bulundugu goriiliir. Afinitede meydana gelen bu artisin sebebi olarak, yapiin polar
ozellikteki ve daha kiiclik treonine degisiminin substrat baglama kanalin1 genislettigi
ve polar etkilesimler ile formatin kanala daha kolay girmesine olanak sagladigi
diisiiniilebilir. Calismada, Phe285ThrFDH i¢in format Kcar degeri 6.23 x 10% S olarak
hesaplandi. Daha 6nce format Kcar degeri 9.2 x 102 ST olarak bulunmus yabanil tip
CboFDH kiyaslandiginda bu degerin 1.47 kat arttig1 gézlenmistir.

Ancak yapilan bu mutasyon ile NAD afinitesi 1.5 kat diigsmiistiir. Calismada yabanil
tipte 1.5 mM olan NAD Km degeri 2.3 mM olarak hesaplanmistir. Ayn1 sekilde
yabanil tipte 2.62 x 10* ST olan Kca degeri 4.59 x 10% S olarak hesaplanmis ve 5.7
kat azalig gGstermistir. Bunun sebebi ise aktif bolgedeki substrat baglama ve NAD*
baglama bdlgelerinin yakin olmasi sebebiyle substrat baglama bdlgesinde meydana
gelen degisikligin NAD™ baglama bolgesini olumsuz yonde etkilemis olabilecegidir.
Diger yandan 285. pozisyonda yapilan degisikligin, NAD* baglama bolgesinde 6nemli
rol oynayan ve 285. pozisyona ¢ok yakin olan 258. pozisyondaki argininin suyla
yaptigi H baglarina etki etmis olabilecegi ve bunun da NAD" baglama afinitesinde
diisiise yol agacagi ongoriilmektedir.

Format afinitesini artirmaya yonelik yapilan bir diger mutasyon olan Val120Thr FDH
icin format Km degeri 1.3 mM ve Kcardegeri 6.23 x 10° S olarak; NAD i¢in Kwm
degeri 7.9 mM ve Kcat degeri 1.04 x 10* S olarak hesaplandi. 120. pozisyonda
gergeklestirilen bu mutasyon ile yabanil tip CboFDH’e gore format afinitesi 1.53 kat
artmistir. Aym sekilde format Kcat degeri de yabanil tipe gore 13.7 kat artmustir.
Calismada valin yap1 olarak kendisine ¢ok benzeyen ve ayrica polar o6zellikteki
treonine dontistiiriilmiistiir. Boylece substrat kanalinda meydana gelen bir genisleme
ile substratin bu baglanma bolgesine kolayca alinabildigi diistiniilmektedir. Ancak

calismada NAD™ afinitesinde, yabanil tipe kiyasla 5 kat azalma oldugu hesaplanmustir.
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Yine NAD" Kcat degerinde 1.6 kat azalma gozlenmistir. Bunun sebebi olarak 120.
pozisyonun sadece substrat baglama kanalina degil ayn1 zamanda NAD™ baglama
bolgesine de ¢ok yakin olmasi sebebiyle, bu civardaki NAD™ baglanmasinda gorevli
polar aminoasitlerin etkilesimlerine olumsuz etki edebilecegi diistiniilmektedir.
Calismada biyoinformatik analizler sirasinda termal stabiliteyi artiracak mutasyonlar
icin rezidiiler secilirken, bu rezidiilerin ayn1 zamanda 6zellikle format afinitesini de
artirabilecek olmasi hedeflendi. Calismada termal stabiliteyi arttirmak i¢in GIn287Glu
ve His311GlIn degisimlerine karar verilmis olup termal stabilite acisindan sonuglar
yukarida tartisilmstir.

Calismada, kinetik analizler sonucunda GIn287Glu FDH i¢in format Km degeri 1.65
MM ve Keat degeri 4.42 x 103 S olarak; NAD igin Km degeri 3.3 mM ve Kcat degeri
9.51 x 10® S olarak hesaplandi. Bu bolgede gergeklestirilen mutasyon sonucunda
format Km degeri yabanil tip CboFDH’e gore 1.2 kat arttigi bulunmustur. Format Kcat
degeri ise afinitedeki artisa benzer sekilde artis gostermis ve bu oran 9.3 kat olarak
hesaplanmistir. Bunun sebebi olarak bu bolgede yer alan yiikk role sisteminin
diizenlenmesi olarak diisiiniilebilir. Bu sistemde, asit, baz ve niikleofilden olusan
katalitik bolgede yer alan {i¢lii, niikleofilik bir rezidii olusturur. Boylece ortamdaki asit
baza etki ederek, niikleofilik olan rezidiiden H koparir ve substrata atak etkisi yaratir.
Bu durum, ortamdaki hem elektrostatik durumunu degistirirken hem de substrat
afinitesini etkileyebilir. Calisma i¢in segilen bdlgelerden 287. pozisyondaki glutamin
yerine asidik bir aminoasit olan glutamik asidin degistirilmesi Ozellikle 313.
pozisyonda yer alan niikleofilik bir rezidii olan serin aminoasidinden bir H kopmasina
sebep olacagi ve substrata bir atak etkisi yaparak afiniteyi arttirabilecegi
ongoriilmiistiir. Labrou ve arkadaslarinin CboFDH i¢in ayni1 bolgede yaptiklar
mutasyonda ise yabanil tipte 2.42 mM olan format Km degeri mutasyon ile birlikte
afinite kaybederek 2.91 mM olarak bildirilmistir. Labrou ve arkadaslarinin yaptig1 bu
calismada bu durumun sebebiyle ilgili herhangi bir bilgi verilmemistir [181].
GIn287Glu mutasyonu i¢in NAD™ afinitesinde yabanil tipe kiyasla 2.2 kat azalma
hesaplanmustir. Buna gore yabanil tipte 1.5 mM hesaplanan NAD* Km degeri, 3.3 mM
olarak bulunmustur. Ayn1 sekilde NAD" Kcat degeri de afinite ile korele olarak azalma
gostermis bu oran yabanil tipe gore 1.8 kat olarak bulunmustur. NAD" baglanma
bolgesinde Asnl19, Ser313, Asp282, Argl74, His232, Tyrl196, Aspl195, GIn197,
Tyr194 rezidiileri olduk¢a 6nemlidir [92] ve 287. pozisyondaki degisimin 6zellikle bu
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bolgelere yakin bulunmasindan dolayr buradaki etkilesimleri olumsuz yonde
etkileyerek NAD™ afinitesini azaltabilecegi diistiniilebilir. Benzer sekilde Labrou ve
arkadaslarinin ayni bolgede yaptiklari mutasyonda yabanil tipte 0.04 mM olan NAD
Kwm degeri mutasyon ile birlikte afinite kaybederek 0.15 mM olarak bildirilmistir. Yani
3.75 kat NAD" afinitesinde azalma oldugu bildirilmistir. Labrou ve arkadaslarinin
yaptig1 bu calismada bu durumun sebebiyle ilgili herhangi bir bilgi verilmemistir
[181].

Calismada kinetik analizler sonucunda His311GIn FDH i¢in format Km degeri 1.5
MM ve Kecat degeri 3.28 x 10° S olarak; NAD i¢in Km degeri 1.6 mM ve Kcar degeri
8.2 x 103S? olarak hesaplandi. Buna gore daha dnce yabanil tip igin 2 mM bulunan
format Km degeri bu mutasyon ile 1.5 mM, afinite artis1 ise 1.3 kat olarak hesaplandi.
Ayni sekilde format Kcat degerinde de yabanil tipe gore 3.4 kat artis bulundu. Ancak
ayn1 bolgede Labrou ve arkadaslarinin yaptig1 calismada yabanil tipe gore format Km
degeri 2.42 mM’dan 24.92 mM’a artmis oldugu ve afinitenin de 10 kat azaldigi
bildirilmistir. Bunun sebebi olarak bu bdlgede yer alan yiik rdle sisteminin olumsuz
yonde etkilendigi savunulmustur [182].

Fakat kristal yap1 incelendiginde (5SDN9) 311. pozisyonda yer alan histidinin substrat
baglama kanalinin basinda oldugu goériilebilir. Bu yiizden histidin gibi halkali bir
yapiya sahip aminoasidin, glutamin gibi daha kii¢lik bir aminoasite doniislimiiniin
enzim substrat baglanmasini kolaylastiracagi diistiniilmektedir. Ayn1 zamanda burada
yer alabilecek olan yiik role sisteminin olusturacag: elektrostatik dengeden dolay1
afiniteyi artirabilecegi savunulabilir. His311Gln mutasyonu i¢in yabanil tipte 1.5 mM
olan NAD Kwm degeri 1.6 mM olarak ¢ok kiiciik bir afinite kaybi ile hesaplanmistir.
NAD Kcat degeri ise yabanil tipe gore 3.1 kat azalma gostermistir. Benzer sekilde ayni
bolgede mutasyon yapan Labrou ve arkadaslarinin ¢alismasinda da NAD* Km degeri
benzer kalirken Kcat degerinde diisme bildirilmistir [182]. Bunun sebebi olarak format
ve NAD" baglama bélgelerinin yanyana olmasi, histidinin de bu iki bolgenin giris
kisminda bulunmasindan dolay1 burada yapilan bir mutasyonun NAD* baglanmasini
olumsuz etkileyebilecegi diistiniilebilir.

Yapilan kinetik calismalar ile format afinitesini en fazla artirdigr hesaplanan 285.
bolge mutasyonu ile, CD spektroskopi ¢aligmalariyla termal stabiliteyi en fazla
artirdigt bulunan 311. bdlge mutasyonu kombine mutasyon olarak yapildi.

Phe285Thr/His311GIn kombine mutasyon sonucunda termal stabilitenin yabanil tip
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CboFDH’e gore 9 °C artig1 yukarida tartisiimistir. Kombine mutasyon ile elde edilen
mutant enzim i¢in yapilan kinetik analizler sonucunda format Km degeri 1.4 mM ve
Keat degeri 6.95 x 10% St olarak; NAD icin Km degeri 7 mM ve Kcat degeri 1.21 x 10*
S olarak hesaplandi. Buna gore format afinitesi yabanil tipe kiyasla 1.42 kat, format
Kcat degerinin ise 7.3 kat arttig1 hesaplanmistir. Bu deger diger tekli mutasyonlar ile
kiyaslandiginda 6zellikler Phe285Thr mutasyonuna gore format afinitesini daha az
artirdigr goriilmektedir. Bunun sebebi olarak ayni anda hem 285. hem de 311.
pozisyonlarda yapilan mutasyonun, her iki mutasyon bdlgesinin substrat baglanma
kanalinin girisinde yer almasindan dolay1 hem konformasyonu hem de elektrostatik
etkilesimleri olumsuz yonde etkileyebilecegi diisliniilebilir. Calismada kombine
mutasyon yapilan mutant enzimin NAD afinitesinde yabanil tipe gore 4.6 kat, Kcat
degerinde ise 1.4 kat azalma hesaplandi. Kombine olarak mutasyonu yapilan gerek
285. pozisyon gerekse 311. pozisyona ait tekli mutasyonlarda da NAD afinitesinde ve
Kcat degerinde benzer sonuglar hesaplanmustir.

Literatiirde yer alan farkli mikroorganizma kaynakli (ParFDH, SoyFDH, PseFDH,
MycFDH, CmeFDH, SceFDH) FDH’lerin aktivitelerini degistirmeye yonelik farkli
yontemleri temel alan protein miithendisligi ¢alismalar1 mevcut olup Tablo 5.1°de
Ozetlenmistir.

Literatiirde, CboFDH’deki substrat afinitesine etkisini degerlendirmek i¢in protein
mithendisligi yontemlerinden bolgeye yonelik mutagenez teknigi kullanilarak
yapilmis mutasyon c¢alismalar1 mevcuttur. Labrou ve arkadaslar1 CboFDH’de aktif
bolgenin karakterizasyonuna yonelik belirledikleri bolgelere (Phe69Ala, Asn-119His,
lle175Ala, GIn197Leu, Arg258Ala, GIn287Glu ve His311GIn) mutasyon yapmislardir
[182]. Calismada, elde ettikleri mutant enzimlerde format ve NAD™ igin kinetik
Olglimler yapilmig, buna gore, Phe69Ala mutasyonu sonucu NAD® afinitesi
degismezken, format afinitesi 2.16 azaldigi bildirilmistir. Bu bdlgenin aslinda
stabilizasyonda gorevli oldugu ve aktif bolgedeki hidrofobik duvar yapisina destek
sagladig1 ongoriillmiistiir. Bu nedenle burada meydana gelen bir degisimin enzimin
substrat baglama kapasitesini olumsuz etkileyebilecegi distiniilmistiir. Ile175Ala
mutasyonunda ise NAD" afinitesinde 10 kat, format afinitesinde 2 kat azalma
gbzlendigi bildirilmistir. Yine bu bolgedeki degisimin 6zellikle hidrofobik duvar
yapisinda ve burdaki stabilizasyona olumsuz etki edebilecegi Ongoriilmiistiir.

Asn119His ve GIn197Leu mutasyonlari, NAD™ afinitesini ¢ok fazla etkilemezken,
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format afinitesinde 4 kata kadar azalmaya sebep olmustur. Bu durumun sebebiyle ilgili
literartiirde detayli bir bilgi verilmemistir. Ancak 119. ve 197. rezidiiler substrat
baglama kanalina yakin bulundugundan 119. rezidiideki asidik aminoasidin bazik bir
aminoaside doniistiiriilmesi substrat ile enzim arasindaki etkilesimi bozabilecegi, 197.
rezidlide bulunan polar yapidaki glutaminin polar olmayan 16sine doniistiiriilmesi ayni
sekilde enzim ve substrat arasindaki baglanmalar1 zayiflatmis olabilecegi
diistintilebilir. Calismada Arg258Ala mutasyonun enzimi inaktif hale getirdigi
bildirilmistir. Sebep olarak, 258. pozisyonda yer alan arjininin, hidrit tizerindeki
negatif ylikiin satabilizasyonunda kilit gorev oynadig1 ve burada meydana gelebilecek
bir degisimin yiikk dengesini bozabileceginden enzim aktvitesini azaltacagi
bildirilmistir.

Yine bu calismada GIn287Glu ve His311GIn mutasyonlar1 yapilip afinite {lizerine
etkisi yapilan kinetik 6l¢iimler ile arastirilmistir. Buna gére GIn287Glu mutasyonunda
NAD afinitesi 3.75 kat, format afinitesinin ise 1.2 kat azalma gosterdigi bildirilmistir
Bu durum 287. pozisyonun enzim stabilizasyonunda ve substrat afinitesinde dnemli
olan yiik réle sistemi ile iliskilendirilmistir [182]. Yaptigimiz ¢alismada ise NAD*
afinitesinde 2.2 kat azalma goriiliirken, format afinitesinde 1.2 kat artis bulunmustur.
Bu durum bu mutasyon boélgesi i¢in yukarida tartisilmistir.

Ayni ¢aligmada His311GIn mutasyonu sonucu yapilan kinetik 6lgtimler sonucunda
NAD" afinitesinde bir degisiklik goériilmezken, format afinitesinde 10 kat azalma
oldugu bildirilmistir. Bu durum yine bu bdlgenin i¢inde yer aldig1 tahmin edilen yiik
role sisteminin bozulmasiyla ilskilendirilmistir [182]. Ayn1 bélge i¢in yaptigimiz
mutasyonda ise format afinitesinde 1.3 kat artis gozlenmistir. NAD™ afinitesinde ise
yapilan ¢alismaya benzer olarak yok denecek kadar az bir afinite kayb1 gozlenmis ve
bu durum bu bélge mutasyonu i¢in yukarida tartisilmistir.

CboFDH’de yapilan bir bagka ¢alismada ise Jiang ve arkadaslart NAD™ afinitesine
artirmaya yonelik Val120Ser, Asn187Asp ve Vall20Ser/Asn187Asp mutasyonlarini
tasarlamiglardir. Gergeklestirilen kinetik ¢alismalar sonucunda en iyi mutant olan
Val120Ser mutantinin substrat Kcat degerinin yabanil tip ile kiyaslandiginda sirasiyla
3.48 kat arttig1 bildirilmistir. Bunun sebebi olarak, 120. pozisyondaki polar olmayan
valinin polar hale donistiiriilmesinin, substrat baglama kanalina ¢ok yakin olan bu
bolgenin substrat ve enzim arasindaki etkilesimi artirdigi diistiniilmiistiir. Asn187Asp

mutasyonu i¢in substrat Kcat degerinin 1.2 kat arttig1 ancak Km degerinin 2 kat azaldigi
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bildirilmistir. Burada ise polar yiiklii bir yapiya sahip asparajinin, negatif yiikli
aspartik aside doniistiiriilmesi ortamdaki yiik dengelerini ve elektrostatik etkilesimleri
etkilemis olabilecegi diistiniilmiistiir. NAD*” e kars1 gergeklestirilen kinetik ¢aligmalar
sonucunda yapilan tekli mutasyonlarm NAD* kcat degerini artirirken, afinitesinde
azalmaya yani Kwm degerinde artisa sebep oldugu bildirilmistir. Ancak
Vall120Ser/Asn187Asp kombine mutasyonunda ise yabanil tipe kiyasla Kcat/Km
degerinin 1.5 kat bunun yaninda afinitenin de 1.45 kat arttig1 gosterilmistir [188].

Slusarczyk ve arkadaglart1 da cboFDH’de sistein rezidiilerine odaklanarak kinetik
calismalar gergeklestirmislerdir. Yaptiklar1 bolgeye yonelik Cys23Ser ve Cys262Val
mutasyonlar1 sonucunda, kinetik parametrelerde Cys23Ser icin bir degisiklik
gozlenmezken; Cys262Val mutasyonunda 1.3 katlik bir format afinite artisi
bildirilmistir. Bunun yaninda her iki pozisyon i¢in kimyasal stabilitede artis oldugu
rapor edilmistir [191]. Bu durum enzimin stabilitesinde igerdigi disiilfid baglari
sayesinde Onemli rol oynayan sistein rezidiileri ile iliskilendirilmistir. Kinetik
parametrelerin ¢ok az etkilenmesine ait literatiirde bir veri bulunmamasina ragmen
ozellikle 23. pozisyonun nispeten substrat ve koenzim baglama kanalina biraz uzak

olmasiyla bolgede meydana gelen degisimin baglanmay1 ¢ok etkilemeyecegi

distinilebilir.
Tablo 5.1: FDH’lerde Yapilmis Mutasyonlar

Amacg Mutasyon Bolgesi/ | Sonug Referans
Kaynak
C23S/F285S Spesifik aktivitenin 1.7 kat | Felber S.
(CboFDH) artmast [187]

Molekiiler

mekanizmanin Arg284Gin, Km format 20 kat artis, Km | Galkin  ve

arastirilmasi NAD degisme yok ark. [181]

Spesifik Arg284Ala Aktivite kaybi, Km NAD

aktivitenin PseFDH degisme yok

arttirilmasi His332Phe, His332Ala | Enzim aktivitesi ve NAD | Tishkov ve
(PseFDH) baglanmada degisme yok ark. [182]
Asn146Ser, Vmax 2 kat azalma Matorin ve
Asnl146Cys, Enzim aktivitesinde kayip | Tishkov.
Asnl46Ala. Enzim aktivitesinde kayip [183]
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(PseFDH)

Phe290Ala, Km format degerlerinde | Kargov ev
Phe290Tyr, degisme yok ancak Kcat | ark.[186]
Phe290GIn, degerinde artig
Phe290Glu ve
Phe290Thr
(SoyFDH)
Substrat Glul41Gln, Km format degerlerinde | Shinoda
spesifitesinde Glul41Asn, ParFDH | 4.3 kat artig, Kcat'ta 110- | ve ark.
a-heliks ve beta 590 kat azalma. | [206]
tabakalardaki Glioksioksilat rediiksiyon
dongiilerin rolii reaksiyonu katalitik
verimide 9.5 ve 85 kat
artma
Operasyonel Cys255Met, En az bir ay stabil | Tishkov
stabilitenin Cys255Ser, (kimyasal stabilitede 200 | ve ark.
arttirilmasi Cys255Ala, PseFDH | kat artis) [189]
PseFDH’yi Azalan  termostabilite. | Odintseva
kontrol eden Km NAD, Met i¢in yedi | ve ark.
“temel” Cys’in kat, Ser i¢in ii¢ kat azalma | [190]
degistirilmesi ve Ala i¢in WT ile ayni.
Ala ve Ser igin format
baglayiciligi  degismez
iken ve Met icin ii¢ kat
azalma
Yiizey Cys354 | Cys354Arg, En iyi termal stabilite Odintseva
degisimi Cys354Ser, 1000  kat  arttirllmis | ve ark.
Cys354Ala, PseFDH | operasyonel stabilite [190]
Cys255Ala/Cys354
Ala, PseFDH
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Katalitik olarak | Cys145Ser Kinetik  parametrelerde | Tishkov
onemli Asnl46 | Cysl45Ala, PseFDH | degisim  yok, termal | ve ark. [4]
yakininda Cys255Ala/Cys145S | stabilitede %10 azalma
Cys145'in er, Kinetik  parametrelerde
degisimi Cys255Ala/Cys145 | degisim yok, kimyasal
Ala, PseFDH stabilitede artma
MycFDH'deki Cys6Ser, Kimyasal stabilitede artis | Yamamot
temel Cys'in | Cys145/Ser, o ve ark.
degisimi Cys255Ala/Ser/Val, [100]
C146S/C256V,
C6A/C146S/C256V,
MycFDH
CboFDH’de Cys23(52)Ser, Kinetik  parametrelerde | Slusarczy
mevcut tiim | Cys262(288)Val, degisim yok, kimyasal | K ve ark.
sisteinlerin Cys23Ser/Cys(262) | stabilitede artma [191]
degisimi Ala, ChoFDH Felber S.
[187]
Isil kararhih@n arttirilmasi
Elektrostatik Glu61GIn, Glu61Pro | 4-6 kat daha az 1sil | Galkin ve
etkilesimlerin Glu6lLys, MycFDH | kararlilik ark. [207]
optimizasyonu Lys61Arg, PseFDH | Sicakliga bagh termal | Fedorchuk
inaktivasyon hiz sabitinin | ve ark.
degisimi [208]
Heliks yapilarin | Ser131Ala, 1.20 kat 1si1l kararlilik | Rojkova
hidrofobizasyon | Ser160Ala artigl ve ark.
u Ser168Ala 1.24 kat 1s1l kararlilik | [194]
Serl184Ala artist
Ser228Ala 1.4 kat 1s1l kararlilik artisi
Ser(131,160)Ala 1.13 kat 1s1l kararhilik
Ser(184,228)Ala artist
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Ser(131,160,184,228

1.4 kat 1s1l kararlilik artisi

)Ala 1.28 kat 1si1l kararlilik
PseFDH artisi Serov ve
Tyr62Phe, 1.60 kat 1s1l kararlilik | Tishkov.
Tyrl65Phe, artigi [192]
PseFDH
Is1l kararlilikta degisim
yok
17.6 kat 1s1l kararhilikta
azalma
Polipeptid His263Gly 1.3 kat 1si1l kararlilikta | Serov  ve
zincirlerdeki Alal91Gly azalma ark.
yapisal gerilimi | Asn234Gly Stabiliteye etki yok [209]
en aza indirme Asn136Gly Stabiliteye etki yok
Tyrl44Gly 1.2 kat 1s1l kararlhilikta
Tyrl44Gly + T4, | artma
PseFDH 1.4 kat 1s1l kararhilikta
artma
2.3 kat 1sil kararlilikta
artma
Yonlendirilmis Cys23Ser 6.7 kat 1si1l kararlhilikta
degisim ile 1sil | Argl78Ser azalma
kararhhigin Argl78Gly 3.1 kat 1s1l kararhlikta
iyilestirilmesi Aspl49Glu, artma
Argl78Ser 2.2 kat 1s1l kararlilikta
Glul51Asp, artma
Argl78Ser 6.7 kat 1s1l kararhlikta
artma
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Glul51Asp, 27.6 kat 1s1l kararlilikta | Slusarczy

ArgL78ser, artma k ve ark.

Lys356Glu,

Glu151Asp, 18 kat 1s1l kararhilikta | [191, 210]

Argl78Ser, artma

Lys306Arg,

Lys356Glu

Glul51Asp,

Arg178Ser, 36 kat 1s11 kararhlikta

Lys306Arg, artma

Thr315Asn 35 kat 1s1l kararlilikta

Cys23Ser, Cys2624 | 22alma

Lys306Arg,

Thr315Asn, 3.8 kat 1sil kararlilikta

Lys356Glu, ang

Glul8Asp,

Lys35Arg,

Arg187Ser 47 kat 1sil kararlilikta

GluL8Asp, artma

Lys35Arg,

Glul51Asp,

Argl187Ser,

Phe285Tyr

CboFDH
Isil  Kkararhhikta | Pro288(312)Thr Isil inaktivasyon hizinda | Labrou ve
prolinlerin CboFDH 18 kat artma Rigden.
roliiniin [181]
arastirilmasi
C.metilica Thrl69Val Karaguler
FDH'nin Thr226Val ve ark.
kararhihginda [211]
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Thr169 Thr169Val/Thr226V

Thr226'nin al
roliiniin CmeFDH
test edilmesi

Koenzim ozgiilliigiiniin degisimi

NAD,NADP Aspl195(221)Ser NAD tercihinde azalma | Gul
ozgiilliigiiniin CmeFDH Karaguler
degisimi ve ark.
Asp195Ser NAD*  ve NADP* | [212]
Aspl195Ser/Tyr196H | aktivitesinde artma Rozzell ve
is 276 kat NADP* aktivite | ark. [213]
Aspl195Ser/Tyrl96H | artist
is/
Lys356(379)Thr
CboFDH NAD" ig¢in koenzim | Serov ve
spl196(221)Ala/ tercihinde > 3 X 10%dan | ark. [214]
SceFDH 0.43-0.67 kayma

Birgok enzimin biyolojik fonksiyonunda o6nemli rolleri olan metal iyonlarinin
Ozellikle  organizmadaki  enzimatik  reaksiyonlarda  katalitik  gorevleri
bulunabilmektedir. Giiniimiizde 75.000 enzimin insan viicudunda varoldugu
diisiiniilmekte ve bunlarin en az tigte birinin metal iyonlar1 gerektirdigi veya icerdigi
tahmin edilmektedir [214]. Cok gesitli enzim metal etkilesim modelleri olmakla
birlikte, bunlardan ilki, substrat ve metal iyonu arasindaki etkilesimdir. Substrat-metal
kompleksi, enzim-substrat kompleksinin olusumundan Once veya sonra meydana
gelebilir. Bu model, tipik olarak metalle aktiflestirilen enzimlerde gdzlenir. Ikinci
model, metalin 6nce proteine baglandig1 daha sonra substrat ile etkilesime gectigi
durumdur. Bu modelde, metal, enzimin katalitik bolgesinin bir bileseni olarak veya bir
baglama bolgesi olarak veya her ikisi olarak da islev gosterebilir. Peptidler, metal
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igermeyen apoenzimlere, metalloenzimlere baglandiklari sekilde baglanirlar. Boylece
peptid substratlar i¢in metaller katalitik bolge gibi hizmet edebilir. Substrat ve metal
arasindaki etkilesim modundaki degiskenlikler sayisiz kinetik farkliliklar1 ortaya
cikarmaktadir. Ugiincii bir model ise, metalin aktif bdlgeden uzak enzim iizerindeki
baska bir bolgeye etki ettigi modeldir. Bu gibi durumlarda, metal ya protein yapisini
korumaya hizmet edebilir ya da katalitik aktiviteyi dolayli olarak etkiler yani protein
aktif yapilarini stabilize ederek aktiviteyi diizenler. Metalle aktive olan proteinlerde,
metal protein etkilesiminin metal konsantrasyonu ile manipiile edildigi bir diger durum
daha dogru olarak kabul edilir [215].

FDH’ler oksidorediiktaz enzim sinifina ait olmakla birlikte kendi iclerinde 3 sinifa
ayrilirlar. Bunlardan ilk sinif, molibden, demir ve tungsten gibi agir metallere ihtiyag
duyar ancak NAD gibi bir koenzime ihtiya¢ duymaz. Diger smif ise metallerin
haricinde bir de NAD’ye ihtiya¢ duyar. Calismada klonlanip mutant formlar1 elde
edilen NAD bagimli FDH ise son sinifa dahildir ve ¢alismasi i¢in sadece NAD’ye
gereksinim gosterir. Bunun yaninda FDH’ler farkli siniflara ayrilsalar da yapilan
homoloji ¢aligmalarinda, birbirlerine benzerlik oraninin ¢ok yiiksek oldugu
bildirilmistir [4]. Bu nedenle caligmada yabanil tip ve tiim mutant enzimlerin
aktiviteleri tizerine farkli metal iyonlarinin etkisi arastirildi. Simdiye kadar farkli
metallerin etkisine yonelik detay bir ¢alismanin yapilmamis olmast bundan sonra
yapilacak olan mekanizmay1 aydinlatmaya yonelik ¢alismalar i¢in kaynak teskil
edecektir. Calismada, 11 farkli metal iyonunun 5 farkli konsantrasyonu yabanil tip ve
mutant enzimlerin aktivitesine etkisi i¢in arastirildi.

Yabanil tip CboFDH i¢in CuClz harici tim metallerin aktiviteyi arttirdig1 gozlenirken
CuCl2'iin artan konsantrasyonlarda %30'a kadar aktiviteyi diisiirdiigii; ayrica KClz,
MnCIl2 ve Tungsten'in aktiviteyi %50'nin tizerinde arttirdigir bulundu (Sekil 4.18).
Mutant enzimlerden Phe285ThrFDH enzimi i¢in CaClz, NaCl, MnCl’nin artan
konsantrayonlarda aktiviteyi %50'nin  lizerinde arttirdigi, CuCl2'iin artan
konsantrasyonlarda aktiviteyi %77'ye kadar azalttigi; Vall20ThrFDH enzimi igin
CaCl2'lin artan konsantrasyonlarda aktiviteyi %50min iizerinde arttirdigi CuCl2'iin
artan konsantrasyonlarda aktiviteyi %26'ya kadar azalttigi; GIn287GIuFDH enzimi
icin MnCl'iin artan konsantrasyonlarda aktiviteyi %50'in iizerinde arttirdig1 CuClz'tiin
artan konsantrasyonlarda aktiviteyi %39'a kadar azalttig1; His311GInFDH enzimi i¢in

KCl2, MnCl ve Tungsten'in artan konsantrasyonlarda aktiviteyi %50'nin iizerinde
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arttirdigit  CuCl2'iin artan konsantrasyonlarda aktiviteyi %Z26'a kadar azalttigi;
Phe285Thr/His311GInFDH  enzimi i¢in CaClz, MnCl ve ZnClin artan
konsantrasyonlarda aktiviteyi %50'nin  iizerinde arttirdigi CuCl2'iin  artan
konsantrasyonlarda aktiviteyi %45'e kadar azalttig1 bulundu (Sekil 4.33).

Calismada genel olarak metal iyonlarin belirli bir konsantrasyona kadar aktiviteyi
arttirdigl, ozellikle 10 pM diizeylerinde neredeyse tiim reaksiyon ortamlarinda
aktivitede azalmaya sebep oldugu bulunmustur. Calismada periyodik cetvelde 1A
grubu elementlerinden K, Na ve Li; 2A grubu elementlerinden Ca ve Mg; agir
metallere dahil edilen gegis metallerinden ise Zn, Cu*?, W, Fe*3, Mn ve Mo kullanildi.
Gegis metallerinden W, Fe™ ve Mo anaerobik mikroorganizma ve arkealardaki
FDH’lerin yapisinda bulunur ve dahil olduklari simif geregi aktiviteleri i¢in bu
metallere gereksinim duyarlar. Ancak caligmada kullanilan NAD bagimli FDH bu
metallere zorunlu bir gereksinim gostermemektedir. Her ii¢ gecis metalinin varligi,
artan konsantrasyona bagli olarak yabanil tip ve mutant enzimlerde farkl etkilere
sebep olmustur. Mo ve Fe** hem yabanil tip hem de mutant enzimlerin tamaminda
enzim aktivitesinde benzer oranlarda bir artisa sebep olurken, W yabanil tip ve mutant
enzimlerin aktivitesinde oldukca degisken etki gostermistir. Buna gore, yabanil tipte
%68 oraninda aktivite artisina sebep olurken mutant enzimlerden Phe285Thr ve
Phe285Thr/His311GIn‘de artan konsantrasyonlarda %27’ye kadar aktivite kaybina
sebep olmustur. Bunun disinda Val120Thr, GIn287Glu ve His311GIn enzimlerinde
%68’lere kadar aktivitede artisa sebep olmustur. Tiim bu veriler dogrultusunda
calismada kullanilan NAD bagimli FDH’in, metal bagimli enzimlere benzerlik
gosterdigi sdylenebilir. Diger yandan 1A ve 2A grubu metallerin etkisi yabanil tip ve
mutant enzimler arasinda benzer artisa sebep olurken bu gruplarda o6zellikle 1A
grubundan en az etkiyi Li gostermistir. Ayrica 2A grubunda yer alan Mg’un
Vall20ThrFDH hari¢ diger tiim enzimlerde artan konsantrasyona bagli olarak
aktiviteyi %33’e kadar diistirdiigli bulundu.

Reaksiyon ortamina eklenen metal iyonlarinin NAD bagimli FDH’lerdeki enzim
aktivitesine tam olarak nasil etki ettigine dair net bir bilgi literatiirde bulunmamaktadir.
Ancak reaksiyon ortamina eklenen metallerin dogrudan enzimin aktif bolgesi ile
etkilesip ya da ortamda bulunan NAD molekiilleri ile baglanip, enzim substrat
arasindaki baglanmay1 kolaylastirdigi yada NAD’in etkinligini arttirmak suretiyle

katalitik aktiviteyi olumlu yonde etkileyebilecegi diisiiniilebilir. Bunun disinda

187



Ozellikle metalloenzimlerdeki metal iyonlarinin, substrat spesifitesini saglamak icin
uygun bir baglama yeri olusturdugu, substratin baglanacag katalitik rezidiileri sirali
bir hale getirdigi ve dengelenmis bir hidrofobik- hidrofilik bir ortam sagladigi
bilinmektedir [216]. Bu yiizden NAD bagli FDH enzimlerinin, FDH’lerin
siniflandirilmalarindaki  birinci simif enzim grubuna homoloji gosterebilecegi
diistintiliirse 6zellikle ortama eklenen metal iyonunun aktif bolge ile etkilesip substrat
ile baglanmay1 kolaylastirabilecegi dngoriilebilir.

Calismada hem yabanil tip hem de mutant FDH’lerin tamaminda CuCl2’{in
konsantrasyona bagli olarak enzim aktivitesini azaltti§1 bulundu. Divalent bakir iyonu,
stilfhidril gruplarinin oksidasyonunu destekleyen bir gecis metal iyonu olarak kabul
edilir. CboFDH enzimi i¢in 6zellikle siilfidril gruplari igeren sistein rezidiileri katalitik
bolgede yer alarak aktivitede Onem rol oynarlar [191]. Calismada artan
konsantrasyonlara bagli olarak bakirin meydana getirdigi inaktivasyon, yapidaki
histidin  rezidiilerinin  disiilfid  baglarim1  olumsuz yonde etkilemesiyle
iliskilendirilebilir. ~Schiitten ve arkadaglarinin  yaptigi calismada Cu?*’nin,
CboFDH'in gii¢lii inhibitdrii oldugu gosterilmis ve aktivite i¢in veya enzimin uygun
yapisint korumak i¢in bir sistein kalintisinin gerekli oldugu 6ne siiriilmiistiir [2]. Kelly
ve Zydney’in yaptign calismada da yine Cu?* iyonlarmin varliginda yabanil tip
enzimin aktivitesinin %15-30 oraninda azalma bildirilmis ve siilfidril gruplarinin
oksidasyonundan kaynakli hipotez desteklenmistir. Tiim bunlarin yaninda CboFDH
yada bagka mikroorganizma kaynakli FDH enzimlerinin aktivitesi iizerine metal
iyonlarin etkisine ait neredeyse hi¢ ¢alisma bulunmamakla birlikte, farkli metal
iyonlartyla yapilan caligmalar ozellikle biiylime ortamina ilave edilen metal
iyonlarinin enzim aktivitesine etkisi seklindedir.

Organik ¢oziiciilerin enzimolojiye dahil edilmesi, ¢ok c¢esitli reaksiyon ortamlar: elde
etmeyi miimkiin kilmistir. Reaksiyon ortaminin se¢imi hem substratt hem de enzimi
etkileyeceginden, enzim katalizli reaksiyonlarin sonucu iizerinde dnemli bir etkiye
sahip olabilir. Coziiclinlin, enzim konformasyonel degisikliklerini indiikledigi, enzim
dinamiklerini etkiledigi, enzimin inhibitorii gorevi gordiigli yada substrat 6zelliklerini
degistirdigi diisiiniilmektedir. Farkli etki mekanizmalariya reaksiyonun sonucunu
degistiren coziiciilerin davranislari: substrat ¢oziiniirliglinii arttirma, rekabetgi yada
rekabetci olmadan bir inhibitor gorevi gorme, gecis durumlarida stabilizasyonu

saglama ve fiziksel parametreler ile korelasyon olusturma seklinde gruplanabilir.
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Calismada farkli konsantrasyonlardaki 5 farkli organik ¢o6ziiciiniin, yabanil tip
CboFDH ve mutant FDH’lerin enzim aktivitesi lizerine etkisi arastirildi. Buna gore,
yabanil tip CboFDH i¢in aseton hari¢ etanol, metanol, propanol ve kloroformun
ortamki konsantrasyonlart %50 oldugunda, aktivitede %52 oraninda kayip
gbzlenirken; etanol, metanol, propanoliin artan konsantrasyonlarinda en fazla %20,
kloroformda ise %8 aktivite artis1 gozlendi (Sekil 4.19).

Mutant enzimlerden Phe285ThrFDH enzimi i¢in etanol, metanol, propanol ve aseton
organik ¢oziiciileri artan konsantrasyonlarda aktiviteyi %5-%21 araliginda arttirdigi
ancak %50 konsantrasyonlarda %70'e kadar aktiviteyi azalttig1 gdzlendi. Kloroformun
ise artan konsantrasyonlara bagli olarak aktiviteyi %40 oranina kadar diistirdiigii
bulundu. Vall20ThrFDH enzimi i¢in etanol, metanol, propanol ve aseton organik
coziiciileri artan konsantrasyonlarda aktiviteyi %10-%24 araliginda arttirdig1 ancak
%50 konsantrasyonlarda %64 oranina kadar aktiviteyi azalttigi gozlendi. Kloroformun
ise artan konsantrasyonlara bagli olarak aktiviteyi %37 oranina kadar diistirdiigi
bulundu. GIn287GIuFDH enzimi i¢in etanol, metanol, propanol ve aseton organik
coziliciileri artan konsantrasyonlarda aktiviteyi %7-%31 araliginda arttirdigi ancak
%50 konsantrasyonlarda %25 oranina kadar aktiviteyi azalttig1 gézlendi. Kloroformun
ise artan konsantrasyonlara bagli olarak aktiviteyi %42 oranina kadar diistirdiigii
bulundu. His311GInFDH enzimi i¢in etanol, metanol, propanol ve aseton organik
coziiciileri artan konsantrasyonlarda aktiviteyi %6-%19 araliginda arttirdigr ancak
%50 konsantrasyonlarda %33 oranina kadar aktiviteyi azalttig1 gézlendi. Kloroformun
ise artan konsantrasyonlara bagli olarak aktiviteyi %49 oranina kadar diistirdiigii
bulundu. Phe285Thr/His311GInFDH enzimi igin etanol, metanol, propanol ve aseton
organik ¢oziiciileri artan konsantrasyonlarda aktiviteyi %9-%29 araliginda arttirdigi
ancak %50 konsantrasyonlarda %67 oranmna kadar aktiviteyi azalttigi gozlendi.
Kloroformun ise artan konsantrasyonlara bagli olarak aktiviteyi %97 oranina kadar
diisiirdiigii bulundu (Sekil 4.34).

Enzimatik reaksiyonlar sulu ¢ozeltilerde gergeklestiginden reaksiyonun akibeti
kuvvetli bir sekilde ortam pH’sina baglidir. Calismada reaksiyon ortami igerisinde
degisen ylizde konsantrasyonlarda farkli organik coziicliler kullanilmis olup hem
yabanil tip hem de mutant enzimlerde aktivitenin etkilendigi goriilmistiir. Caligmada
alkol sinifina ait metanol (CH3OH), etanol (C2HsOH), propanol (CsH7OH); keton

siifina ait aseton (C3HeO) ve yaglari ¢ozen bir organik coziicli olan kloroform
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(CHCls) kullanmilmistir. pH, sudaki nispi hidrojen ve hidroksil iyonlarinin bir 6l¢iisii
oldugundan organik ¢oziiciilerde pH kavramindan bahsetmek dogru degildir. Bir
¢oOzeltinin asitligi, pH [H +] seviyesini ifade etmek icin proton (hidrojen iyonu)
konsantrasyonuyla ([H+]) belirlenir. pH degeri ne kadar kiiciikse, asitlik o kadar
kuvvetli (yiiksek proton konsantrasyonu) olur ve pH= -logio[H+] formiilii ile fade
edilir. pH ile ilgili 6nemli bir nokta ise, pH degerinde sadece 1 olan bir degisimin,
proton konsantrasyonundaki 10 kat bir degisime esdeger olmasidir. Organik
¢ozciilerde ise pH yerine pKa teriminden bahsedilmesi daha dogrudur.

Asitler, suda tamamen ayrisan giiclii asitleri ve sadece kismen ayrisan zayif asitleri
igerir. Bir asit ayrildiginda, ¢6zeltiyi asidik hale getirmek i¢in bir proton salgilar, ancak

zay1f asitler, ayrisma denge denklemine goére bir arada bulunan hem ayrigmis bir

duruma (A-) hem de ayrismamis bir duruma (AH) sahiptir ('ﬂ'H = A H+).

Her iki tarafin konsantrasyon orani belirli analitik sartlar altinda sabittir ve asit ayrisma
sabiti (Ka) olarak adlandirihir. Ka=[A"] [H]/[AH] formiilii kullanilir. Formiilde ilgili
bilesenlerin konsantrasyonu koseli parantez ile gosterilmis olup Ka, bu denklemden
yola ¢ikarak, asitin bir proton salgiladigini (baska bir deyisle asit olarak kuvvetini)
ifade eder. Ek olarak, denklem, zayif asitlerin ayrisma durumunun ¢ozeltideki [H +]
seviyesine gore nasil degistigini gostermektedir. Ancak asetik asit ve laktik asit gibi
karboksilik asitler (-COOH iceren) normalde yaklasik 10 ila 10® arasinda bir Ka
sabitine sahiptir. Sonug olarak, asitligi tek basina Ka sabiti cinsinden ifade etmek ¢ok
uygun bir ifade sekli degildir. Bu nedenle, pKa zayif asitlerin asitligini ifade etmek
icin pKa= -l0g10 Ka olarak tanimlanir .

Calismadaki hem yabanil tip hem de mutant enzimlerimizin optimum pH aralig1 7-8
araliginda bulunmustur. Calismada 6zellikle asetonun artan konsantrasyonlarina bagli
olarak tiim enzimlerin aktivitesini en fazla oranda artirdigi bulunmustur. Asetonun
pKa’sinin 19.2 [216] ve suyun pKa’sinin 15.7 oldugu diisiiniildiiglinde, asetonun suya
gore daha az asidik yani daha bazik bir organik ¢6ziicli oldugunu sdyleyebiliriz.
Bunun yaninda asetonun iyi bir ¢oOziicli olmasindan dolay1 oOzellikle enzimin
konformasyonel esnekligini artirarak molekiiler bir kayganlastirici gorevi gordigi
sOylenebilir. Calismada hem yabanil hem de mutant enzimlerin aktivitesinde artisa
sebep olmus olan alkol grubundan metanoliin pKa’s1 15.5, propanoliin 16 ve etanoliin
15.9’dur [216]. Bu nedenle bu organik ¢oziiciilerin benzer asidite degerlerine sahip ve

reaksiyon ortami i¢in gerekli pH degerine yakin olduklar1 sdylenebilir. Bunun yaninda
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yine alkol gruplarinin iyi bir ¢oziicii olma 6zelliginden dolay1 enzim-substrat
kompleksinin olusumu i¢in substrat i¢in iyi bir afiniteye sebep olduklari bdylece enzim
aktivitesini artirabilecekleri diisiiniilebilir. Tiim bunlarin yaninda deneyler esnasinda
ortama konulan organik ¢dziiciilerin artan konsantrasyona bagl olarak ortam pH'sim
degistirdigi gozlenmistir. Ortam pH'sim1 degistirme yenenekleri ¢dziiciilerin sahip
oldugu pKa degerleri ile iliskilendirilebileceginden ve elde ettigimiz enzimlerin
optiumum pH'sia en yakin degisiklige aseton sebep oldugundan dolay1 asetonun
enzim aktivitesinde en yiiksek etkiye sahip oldugu soylenebilir. Bunun yaninda
kloroformun reaksiyon ortaminda homojen bir sekilde ¢6ziilmedigi, aksine ayri1 bir faz
olusturdugu deneyler esnasinda goriilmiistiir. Bu sebeple enzim ile substratin
baglanma bolgelerinde negatif etkiye sebep olarak enzim aktivitesini diistirdiigii
sOylenebilir.

Aseton, etanol, metanol ve propanoliin yabanil tip ve mutant enzimlerin aktivitesine
olumlu etki gostermelerinin diger bir sebebi de FDH enziminin Kkatalitik
mekanizmasinda yer alan 6zellikle hidrofobik duvarlarin bulundugu substrat ve NAD*
baglanma bolgelerinde, olumlu konformasyonel degisimlere sebep olabilecegidir.
Literatiirde mekanizmay1 agiklayan detayli bir veri olmamasi ile birlikte mekanizmay1
aydinlatmaya yonelik protein miithendisligi ¢caligsmalarina ihtiyag vardir.

Caligmada pKa’s1 ise 25 [216] olan kloroformun hem yabanil hem de mutant tim
enzimlerde uygun pH ortamini1 degistirmesinden dolayi, 6zellikle enzimin katalitik
bolgesinde yer alan H baglar1 ve disiilfid baglarinin yapisini bozmus olabilecegi ve
enzim aktivitesini artan konsantrasyonlara bagli olarak olumsuz etkileyebilecegi

diistiniilebilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismada metanol toksisitesi, B vitamini eksikligi, norotoksisite, siddetli astim,
bipolar bozukluklar, tirolitiyazis (liriner sistem tas hastalig1), Trikomonas vajiniti gibi
patolojik durumlarda serumda, idrarda ve biyolojik sivilarda artan format diizeylerini
tespit edebilmek i¢in kullanilabilecek rekombinant kaynakli FDH enzimi iiretilmistir.
Ithal olarak maliyetli bir sekilde alimi gergeklestirilen bu enzimin laboratuvar
Ol¢eginde ucuz ve yiiksek etkinlikle iiretilmesinin yaninda protein miihendisligi
tekniklerinden bolgeye yonelik mutagenez teknigi kullanilarak enzimin 5 farkli mutant
formu elde edilmis ve boylece substrati olan formata afinitesi arttirilmistir. Calismada
klonlanan FDH enzimin sadece tanida degil ayni1 zamanda endiistriyel uygulamalarda
da kullaniliyor olmasi enzimi degerli hale getirmektedir. Enzim, NAD bagiml
olmasindan dolay1 farmasotik alanda pahali koenzimlerin geri doniisiimiinde (NADH
rejenerasyonu) kullanilmakta ve bu asamalarda termal stabiliteye ihtiyac
duyulmaktadir. Bu nedenle klonlanan enzimde termal stabiliteyi artirmak igin bdlgeye
yonelik mutagenez teknigi ile mutasyonlar yapilarak termal stabilitesi yliksek mutant
enzimler elde edildi. Ayrica enzimin etkinligini giiclendirmek amaciyla afinitede ve
termal stabilitede en iyi sonucu veren bolge mutasyonlar1 kombine olarak yapildi.
Calismada yabanil tip ve mutant enzimlerin tamamina ait karakterizasyon ¢alismalari
yapilmis olup farklt metal iyonlarinin ve organik ¢dziilerin enzim aktivitesine etkileri
arastirilmastir.

Calismanin sonraki asamalarinda uygun goriilen mutant enzim icin patent basvurusu
yapilabilir. Uretilen formata afinitesi yiiksek mutant enzim kullanilarak, klinik agidan
onemli patolojik durumlara bagli olarak insan serum ve biyolojik sivilarinda 10 mM-
30mM diizeylerine kadar ¢ikan format diizeylerini tespit edebilecek ticari bir kit
iretilebilir. Endiistriyel olcekte iiretime gecilebilmesi i¢in enzim, fermentorde tiretim
yapilabilecek sekilde optimize edilebilir. Bunlarin haricinde farkli metal iyonlar1 ve
organik ¢oziiciilerin varliginda enzimin aktif merkezinde meydana gelen degisimlerin
protein miithendisligi yontemleri (protein modelleme) ile incelenerek mekanizmalarin

aydinlatilmasi; protein kristalizasyon teknigi vasitasiyla her bir mutant icin farklh
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ligandlar kullanilarak, yapinin nasil degistiginin incelenmesi ile bilimsel anlamda

literature 6nemli katkilar saglanabilir.
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