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FORMAT DEHİDROGENAZ ENZİMİNİN CANDIDA BOIDINII’DEN 

MOLEKÜLER OLARAK KLONLANMASI, EKSPRESYONU ve 

KARAKTERİZASYONU 

ÖZET 

Modern biyoteknoloji endüstrisinde enzim üretimi önemli bir yer tutmaktadır. Klasik 

yöntemlerle bitkisel ve hayvansal kaynaklardan enzim eldesinin ekonomik olmaması, 

kalite ve miktar standardizasyonunun yakalanmasının zor olması gibi faktörler 

mikrobiyal kaynaklara olan eğilimi artırmıştır. Rekombinant DNA teknolojisinin 

gelişmesi ve mikroorganizmalarda kolaylıkla manipüle edilmesi ile birlikte 

rekombinant enzimlerin endüstriyel pazarının büyüyerek 2016 yılında 4.61 milyar 

dolara çıktığı açıklanmıştır ve 2017-2022 öngörü raporlarına göre %5.8’lik yıllık 

bileşik büyüme oranı ile 6.3 milyar dolara ulaşması beklenmektedir. 

NAD+-bağımlı format dehidrogenaz (FDH, EC 1.2.1.2), format iyonlarını CO2’ye 

yükseltgeyerek NAD+ molekülünü NADH’a indirgeyen bir enzimdir. Enzimatik 

indirgemenin önemli olduğu reaksiyonlarda NAD(H) ve NADP(H) gibi pahalı 

kofaktörlere ihtiyaç vardır. Ekonomik alternatifler sunmak amacıyla kofaktörlerin geri 

dönüştürüldüğü metotlar dizayn edilmiştir. Bu metotlarda; kofaktör geri dönüşümünde 

hiçbir yan ürün biriktirmeyen, ana reaksiyonun substratına karşı inert olan böylelikle 

istenmeyen izomerler oluşturmayan, termodinamik denge olarak uygun olan, geniş pH 

aralığında çalışabilen, ucuz substratlara gereksinim duyan FDH enzimi sahip olduğu 

bu avantajlı özellikleri ile en çok tercih edilen enzimlerden biridir. Özellikle 

farmasötikler için önemli olan optikçe aktif bileşiklerin üretiminde ve rutin biyokimya 

laboratuvarlarında tanılama testlerinde kullanımından dolayı FDH enziminin sentetik 

üretimi son yıllarda önem kazanmıştır. Yapılan çalışmalar, çeşitli metilotrof maya ve 

bakterilerden FDH enziminin rekombinant olarak üretilebildiğini göstermiştir.  

Bu çalışmada, Candida boidinii (C. boidinii) mayası ATCC 18810 suşunda FDH 

enzimini kodlayan gen bölgesinin rekombinant tekniklerle Escherichia coli (E. coli) 

bakterilerine klonlanması, gen ürünü olan proteinin eksprese edilmesi ve 

karakterizasyonunun gerçekleştirilmesi hedeflenmiştir. Bu amaç doğrultusunda ilk 

olarak C. boidinii mayasının genomik DNA’sı izole edilmiş, tasarlanan primerler ile 

polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) gerçekleştirilerek hedef FDH gen bölgesi 

çoğaltılmış ve beklenen 1104 bp’lik bant görülmüştür. Çoğaltılan gen TA klonlama 

metodu ile pTZR57R/T vektörüne klonlanmış, elde edilen rekombinant vektör 

pTZR57R/T+FDH ile E. coli One Shot® Mach1™-T1R hücreleri transforme 

edilmiştir. Transformasyon gerçekleştikten sonra rekombinant vektör NdeI ve BamHI 

restriksiyon enzimleri ile kesilmiş ve hedef gen bölgesi ekspresyon vektörü olarak 

kullanılan pET-14b vektörü ile birleştirilerek E. coli One Shot® Mach1™-T1R 

hücrelerine aktarılmıştır. Transformasyonun başarısı koloni PCR, restriksiyon enzim 

kesimi ve dizi analizleri ile onaylanmıştır. Sonrasında elde edilen rekombinant pET-

14b/FDH vektörü ile ekspresyon hücresi olarak kullanılan E. coli One Shot® BL21 

(DE3) hücrelerinin transformasyonu gerçekleştirilmiştir. FDH enziminin üretimi için 

gen ekspresyonu IPTG ile indüklenmiş, Ni-NTA afinite kolon kromatografisi ile 
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hücredeki diğer proteinlerden ayrıştırılarak saf bir şekilde eldesi sağlanmıştır. Hedef 

proteinin varlığını görmek için SDS-PAGE ve Western blot analizleri yapılmış ve 

beklenen 41 kDa’luk bant görülmüştür. Son olarak FDH enziminin ideal koşullardaki 

aktivitesini bulmak için testler yapılmış, enzimatik reaksiyon ürününün 340 nm’deki 

absorbans değerlerine bakılarak değerlendirme yapılmıştır. Karakterizasyon 

çalışmalarının sonucunda; pH 8.0 Tris tampon çözeltisinde, 40 mM format substrat 

konsantrasyonunda, 60°C’a kadar olan sıcaklıklarda enzimin aktif olarak çalıştığı 

belirlenmiştir. 

Farmasötik endüstrisinde ve rutin biyokimya laboratuvarlarında sıklıkla kullanılan bu 

enzim ülkemizde yurtdışı kaynaklardan temin edilmekte ve pahalıya mâl olmaktadır. 

Bu çalışma, NAD+-bağımlı FDH enziminin yerli olarak üretilmesi ve endüstriyel 

sahada büyük ölçekte üretime geçilmesi için veri sağlaması açısından önemlidir. 

Anahtar kelimeler: NAD+-bağımlı format dehidrogenaz, Candida boidinii, 

Escherichia coli, klonlama, ekspresyon, karakterizasyon
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MOLECULAR CLONING, EXPRESSION and CHARACTERIZATION of 

FORMATE DEHYDROGENASE ENZYME from CANDIDA BOIDINII 

SUMMARY 

Enzyme production has an important place in modern biotechnological industry. 

Factors as expensiveness of enzyme extraction from plantal and animal sources, 

difficulty of getting standardization in terms of quality and quantity have increased the 

tendency toward microbial sources. With the development of recombinant DNA 

technology and its manipulability on microorganisms, the global industrial market for 

recombinant enzymes was indicated at 4.61 billion dollars in 2016. This market is 

expected to reach 6.3 billion dollars by 2022 in terms of value, at a compound annual 

growth rate of 5.8% from 2017. 

NAD+-dependent formate dehydrogenase (FDH, EC 1.2.1.2) is an enzyme that 

catalyzes the oxidation of formate ions to CO2 concurrently reduction of NAD+ 

molecule to NADH. Expensive cofactors like NAD(H) and NADP(H) are needed in 

reactions where enzymatic reduction is important. Cofactor regeneration methods have 

been developed on the purpose of offering affordable alternatives. In these methods, 

FDH is one of the most preferred enzymes thanks to its advantageous properties. No 

by-product accumulation, inertness to the reaction substrate, suitable thermodynamic 

equilibrium, wide pH range features raise FDH enzyme into a privileged position. 

Synthetic production of this enzyme has gained importance in recent years since it is 

frequently used for the production of optically active compounds in pharmaceutical 

industry and diagnostic tests in clinical biochemistry laboratories. Studies showed that 

FDH enzyme can be produced recombinantly from various  methylotrophic bacteria 

and yeasts. 

In this study, cloning of the gene encoding FDH enzyme from Candida boidinii (C. 

boidinii) ATCC 18810 yeast strain into Escherichia coli (E. coli) bacterium, 

expression and characterization of the gene product, FDH enzyme, was aimed. In line 

with this purpose, first, genomic DNA of C. boidinii was isolated, target gene was 

amplified with polymerase chain reaction (PCR) and the expected 1104 bp band was 

seen. Amplified gene was cloned into pTZR57R/T vector via TA cloning method and 

E. coli One Shot® Mach1™-T1R cells were transformed with the recombinant vector 

pTZR57R/T+FDH. The vector within the transformed cells was digested with NdeI 

and BamHI restriction enzymes and the target FDH gene transferred to pET-14b 

expression vector that was treated with the same restriction nucleases. E. coli One 

Shot® Mach1™-T1R cells were transformed with the new recombinant vector, pET-

14b/FDH. Transformation success was verified with colony PCR, restriction enzyme 

digestion and sequence analysis. Afterwards, pET-14b/FDH vector was transferred to 

E. coli One Shot® BL21 (DE3) expression cells. FDH enzyme production was induced 

with IPTG and produced protein was purified with Ni-NTA affinity column 

chromatography. SDS-PAGE and Western blot analyzes were carried out to see the 

presence of FDH protein and both of them displayed expected 41 kDa bands. Finally, 

enzyme assays were done to determine ideal activity conditions. Results were 
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evaluated by 340 nm wavelength absorbances of enzymatic reaction product, NADH. 

In consequence of characterization studies, it was determined that recombinant FDH 

enzyme works efficiently at pH 8.0 Tris buffer solution with 40 mM formate substrate 

concentration until the temperature reaches 60°C. 

This enzyme which is frequently used in pharmaceutical industry and clinical 

biochemistry laboratories is provided from foreign sources in our country thereby it 

becomes costly. This study is important in the way of providing data for national 

production of FDH enzyme and starting large scale production in industrial area. 

Keywords: NAD+-dependent formate dehydrogenase, Candida boidinii, Escherichia 

coli, cloning, expression, characterization
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1.  GİRİŞ ve AMAÇ  

Format dehidrogenaz enzimi; dördüncül yapısı, prostetik grup varlığı ve türü, substrat 

spesifitesinde farklılıklar gösteren enzim gruplarını kapsayan bir enzim çeşididir. 

Enzimin gruplandırması nikotinamid adenin dinükleotidi (NAD+) indirgeme 

kabiliyetini baz almakta ve buna göre iki gruba ayrılmaktadır. NAD+-bağımlı olmayan 

format dehidrogenaz grubu genellikle anaerob bakteriler ve arkelerden izole edilen, 

molibden-tungsten kofaktörlerine ve demir-sülfür merkezlerine sahip heteromerik 

yapıda bulunan enzimlerden oluşmaktadır. NAD+-bağımlı format dehidrogenaz grubu 

ise NAD+ moleküllerine yüksek spesifite gösteren, prostetik grup veya metal iyonları 

içermeyerek homodimerik yapıda bulunan, genellikle metilotrof bakteriler, mayalar ve 

bitkilerden izole edilen enzimlerden oluşmaktadır.  

NAD+-bağımlı format dehidrogenaz (FDH, EC 1.2.1.2) enzimi, format iyonlarını 

CO2’ye yükseltgeyerek NAD+ molekülünü NADH’a indirger. D-özgü 2-hidroksi asit 

dehidrogenaz süper familyasına ait olan bu enzim, özdeş iki alt birimden ve iki aktif 

bölgeden oluşur. Farklı kaynaklardan elde edilen enzimlerin dizi analizlerinde kataliz, 

koenzim ve substrat bağlanması için kritik öneme sahip tüm aminoasit rezidülerinin 

yüksek derecede konservatif yapıda olduğu görülmüştür. 

Kinetik olarak karakterize edilen tüm NAD+-bağımlı FDH enzimleri, Bi-Bi reaksiyon 

mekanizması özelliği gösterir. Bu reaksiyonlarda, substratların bağlanması 

değişmeyen bir sırayla ilerler. İlk olarak NAD+, ardından format enzime bağlanır. 

Enziminin katalitik mekanizması, substrattaki hidrit iyonunun NAD+’ın nikotinamid 

kısmındaki C4 atomuna doğrudan transferidir. Dehidrogenazların aktif bölgesindeki 

hidrit iyon transferini içeren katalizin genel mekanizmasını çalışmak için model 

enzimdir çünkü katalitik mekanizmada proton transfer basamağı yada asit-baz kataliz 

aşaması yoktur. 

NAD+-bağımlı FDH enzimi, farmasötik endüstrisi başta olmak üzere endüstride 

yaygın bir kullanım alanına sahiptir. Optikçe aktif bileşiklerin farmasötikler  için 

önemli ara ürünler olarak kabul edilmesi ile birlikte bu kimyasalların hazırlanmasında
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enzimatik indirgeme reaksiyonları kullanılmaya başlanmıştır. Bu reaksiyonlar, 

NAD(H) ve NADP(H) gibi pahalı kofaktörlere ihtiyaç duyduğundan kofaktörlerin geri 

dönüştürülmesi için yöntemler geliştirilmiştir ve bu yöntemlerde NAD+-bağımlı FDH 

enziminin verimliliği kanıtlanmıştır. Enzimin katalizlediği reaksiyonun tersinmez 

olarak gerçekleşip prosesteki ürünü yüksek verimle üretmesi, pH 5.5-11.0 gibi geniş 

bir aralıkta aktivite göstermesi, kararlı bir yapıda olup sistemlerde haftalarca-aylarca 

kullanılabilmesi ve düşük maliyetli substrat kullanımı gibi avantajlı özellikleri 

endüstride tercih edilmesini sağlamıştır. NAD+-bağımlı FDH enzimi, medikal alanda 

biyokimyasal tanılama testlerinde kullanılmaktadır. Metanol zehirlenmesi 

vakalarında, metanolün metabolik biyotransformasyonu sonucu oluşan format FDH 

enzimi tarafından herhangi bir biyolojik sıvıda saptanarak teşhis edilebilmektedir. 

Üriner sistem taş hastalığının tespitinde FDH enzimi yaygın olarak kullanılmaktadır. 

İdrarla atılan oksalat miktarının artışı üriner sistem taşı oluşma riskini artıran 

faktörlerden biri olarak bilinmektedir. Bu sebeple, taş oluşma riskinin 

değerlendirilmesinde ve sık taş düşüren hastalarda sebebin araştırılmasında oksalat 

miktarının ölçülmesine ihtiyaç duyulmaktadır. Oksalat, oksalat dekarboksilaz ile 

format molekülüne dönüştürülüp sonrasında NAD+-bağımlı FDH enziminin 

katalizlediği reaksiyon ürününün miktar ölçümü ile tespit edilebilmektedir. 

Trichomonas vaginalis (T. vajinalis, T. vaginalis) vajiniti hastalığının tanısında da 

FDH enzimi kullanılmaktadır. T. vajinalis paraziti metabolik son ürün olarak çok 

miktarda formik asit üretir ve güçlü inflamatuvar sonuçlara yol açar. Hasta örneğinde 

bulunan formatın FDH enzimi ile yükseltgenmesi sonucu oluşan NADH ölçümleriyle 

hastalığın teşhisi kolaylıkla yapılabilmektedir. 

FDH genleri yüksek ökaryotlarda henüz fonksiyonel olarak tanımlanmamıştır. Veri 

bankalarında FDH’ın koenzim bağlanan bölgesine homoloji gösteren insan cDNA 

klonları bulunmuştur fakat D-özgü 2-hidroksi asit dehidrogenazların NAD+ bağlanan 

kısımlarının dizilerindeki yüksek benzerlikten dolayı bu dizinin aynı süper 

familyadaki başka bir enzime ait olabileceği ihtimali üzerinde durulmaktadır. Damarlı 

bitkilerin fotosentez yapan dokularında bulunan FDH’ın bir şok proteini olduğu; 

kimyasal reaktifler, düşük sıcaklık, susuzluk, elverişsiz toprak kompozisyonu gibi 

maruziyetlerle yapraklardaki sentezin belirgin ölçüde arttığı görülmüştür. Anaerob 

bakteri ve arkelerde bulunan FDH enziminin rolü net olarak anlaşılamamakla birlikte, 

bitkilerde olduğu gibi stres faktörlerine maruz kalındığında sentezin başladığı 
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düşünülmektedir. Tüm metilotrof mikroorganizmalarda bulunan NAD+-bağımlı 

FDH’ın temel fonksiyonu formatın karbondioksite yükseltgenmesi ile enerji eldesidir. 

Metilotrof mayalar Candida, Hansenula, Pichia ve Torulopsis cinslerinden 

oluşmaktadır ve ortak bir metanol kullanım yolağına sahiptir. Bu yolakta bulunan ve 

kilit enzimlerden biri olan FDH enzimi metanollü ortamda yüksek seviyede eksprese 

edilerek çok miktarda üretilebilmektedir.  

C. boidinii ökaryotik, tek hücreli, fakültatif anaerob, kemoheterotrof, 4-6 µm 

boyutlarında, gram-pozitif, oval veya silindirik şekilli, ince duvarlı, maya tipi bir 

mantardır. Anamorfik Saccharomycetales takımında bulunan bu mayalar multilateral 

tomurcuklanma ile çoğalır. Birçok kaynaktan izole edilebilen bu organizma, coğrafi 

olarak farklı bölgelerde bulunan çeşitli ağaç türlerinin bitki özü sıvısında yüksek 

miktarda bulunur. Gıdalarda ise alkollü ve alkolsüz içeceklerde, fermente zeytinde ve 

süt ürünlerinde rastlanır. Metanol metabolizmasındaki enzimlerin verimli ve stabil bir 

şekilde izole edildiği, enzimleri kodlayan genlerin metanol tarafından indüklenen gen 

promotörleri tam olarak tanımlandığı, sentetik tuz temelli ucuz besiyerlerinde yüksek 

hücre yoğunluğunda büyüyebildiği için C. boidinii bu yolaktaki enzimlerin eldesinde 

model organizma olarak kabul edilmektedir. 

Rekombinant DNA teknolojisinin gelişmesi ile birlikte rekombinant organizma ürünü 

olan enzimlerin mevcut pazardaki oranı artarak %60’lara ulaşmıştır. Doğal olarak var 

olmayan genetik kombinasyonların oluşturulmasına ve ürünlerin büyük ölçekte 

üretilmesine olanak sağlayan önemli bir biyoteknolojik uygulama olan rekombinant 

DNA teknolojisi ile C. boidinii kaynaklı NAD+-bağımlı FDH enzimi E. coli 

bakterilerinde endüstriyel ölçekte üretilmekte ve ticari olarak satışı yapılmaktadır. 

Bu çalışmada, C. boidinii kaynaklı NAD+-bağımlı FDH enziminin rekombinant 

tekniklerle E. coli bakterilerine klonlanması, ekspresyonunun sağlanması, en az ticari 

enzim kadar kararlı ve yüksek aktiviteli rekombinant FDH enzimi eldesi 

amaçlanmıştır. Elde edilecek bu enzim ile biyokimyasal testlerde kullanılmak üzere 

yerli bir kit yapımı hedeflenmiştir. Özellikle farmasötik endüstrisinde ve rutin 

biyokimya laboratuvarlarında sıklıkla kullanılan bu enzim, ülkemizde yurtdışı 

kaynaklardan temin edilmekte ve pahalıya mâl olmaktadır. Bu çalışma, bu enzimin 

yerli olarak üretilmesi ve endüstriyel sahada büyük ölçekte üretime geçilmesi için veri 

sağlaması açısından önemlidir.
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2.  GENEL BİLGİLER  

2.1 Candida Cinsi Mayalar  

2.1.1 Tarihçe 

Candida cinsinin keşfi Antik Yunan Çağ’a kadar uzanmaktadır. Farkedilmesi 

karşılaşılan ilk kandidiyaz formu olan ağız pamukçuklanması ile olmuştur. Bununla 

ilgili en eski rapor M.Ö 400’lü yıllarda Hipokrat’ın “Of the Epidemics” metinlerinde 

görülmüştür [1]. 

1839 yılında Bernhard Rudolph Conrad von Langenbeck tifodan ölen bir hastadan 

izole ettiği orofarengeal ve özafajiyal örneklerde pamukçuklar görmüştür. Mikroskop 

altında detaylı bir inceleme yaparak günümüzde bölmeli hif, dallanmış psödohif ve 

blastokonit olarak bilinen yapıları tanımlamış fakat bu oluşumların tifo bakterisine ait 

olduğunu düşünmüştür [2]. 1841 yılında Emil Berg sağlıklı bebeklere aftöz membran 

materyali aşılayarak pamukçuk oluşumunu gözlemlemiş ve sebebinin bir mantar 

olduğunu kesin olarak belirtmiştir [3]. 1847’de Fransız mikolog Charles Philippe 

Robbin pamukçuğa sebep olan bu mantarı Oidium albicans olarak isimlendirmiştir [1, 

4]. 1888 yılında bu mantar E. C. Hansen tarafından Monilia cinsine dahil edilmiştir [5, 

6]. Sonrasında yapılan çalışmalarla birlikte pamukçuğa yol açan bu organizmanın 

Monilia cinsine ait olmadığı ortaya çıkmış ve 1923 yılında Christine Berkhout benzer 

özellikteki dokuz tür için Candida ismini önermiştir. Berkhout’un sunduğu bu öneriyi 

dönemin önde gelen mikologları Maurice Langeron ve Paul Guerra askosporojen 

olmayan mayaların rasyonel sistematiğinin başlangıcı olarak belirtmiştir [1, 7]. 

1954’te düzenlenen 8. Botanik Kongresi’nde Candida’nın resmi isim olarak 

onaylanması ile bu cinsin etiyoloji ve taksonomisi ile ilgili belirsizlik son bulmuştur. 

1987’düzenlenen 14. Botanik Kongresi’nde ise Deuteromycota şubesinde 

Blastomycetes sınıfında Cryptococcales takımında Cryptococcaceae ailesinde yer 

aldığı belirtilmiştir [6]. 
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2.1.2 Genel özellikler 

Candida türleri; ökaryotik, tek hücreli, fakültatif anaerob, kemoheterotrof, 4-6 µm 

boyutlarında, gram-pozitif, oval veya silindirik şekilli, ince duvarlı, maya tipi 

mantarlardır [8, 9]. 

Anamorfik Saccharomycetales (eski ismi ile Cryptococcales) takımında bulunan bu 

mayalar multilateral tomurcuklanma ile çoğalır [10]. Tomurcuklanma ile üremede 

tomurcuğun belirmesi,  büyümesi ve ana hücreden ayrılması olmak üzere üç temel 

basamak vardır. İlk olarak gelişimini tamamlamış maya hücresinin duvarı bir noktada 

incelir ve esnekleşir. Hücre duvarının esnek olan bu kısmı hücre içeriğinin basınç 

etkisiyle dışarı doğru tomurcuk adı verilen küre şeklinde ufak çıkıntılar yapar. Aynı 

anda lokal olarak polisakkarit sentaz zimojenin aktivasyonuyla yeni bir hücre duvarı 

oluşmaya başlar. Ana hücre ve tomurcuk arasında oluşan kitin halkası bölmeler 

(septum) oluşturmak için büyür. Tomurcuklanma sürecinden hemen önce veya eş 

zamanlı olarak ana hücrenin çekirdeği bölünür ve tomurcuk erişeceği final boyutun 

yarısına veya üçte birine ulaştığında ikiz çekirdeklerden biri tomurcuğa doğru hareket 

eder. İki çekirdek bulundukları ayrı hücrelerde organize olur, aralarındaki bağlantıyı 

daraltarak tamamen kapatır ve hücreler birbirinden bağımsız hale gelir [11]. 

Tomurcukların ana hücreden ayrılmadığı durumlarda aralarındaki bağlantıyı sağlayan 

ipliksi ve boğumlu yapılar yalancı hif (psödohif) olarak adlandırılır [5, 6]. Candida 

türlerinin büyük çoğunluğunun uygun şartları bulduğunda oluşturduğu bu hifler, maya 

ile gerçek hif arasındaki ara oluşumdur. C. boidinii mayaları da ayırt edici bir özellik 

olarak iyi gelişmiş yalancı hifler oluşturur [12]. Gerçek hifler apikal uzantı biçiminde, 

bölmeli ve düzgün kenarlıdır. Bu oluşum, klinik örneklerden en çok izole edilen 

Candida albicans (C. albicans), nadiren izole edilen Candida norvegensis ve Candida 

dubleniensis türlerinde görülür [5, 6]. Fırsatçı patojenlerde gerçek ve yalancı hiflerin 

patojenik etki yarattığı bilinmektedir [13]. Maya ve hif formları arasındaki değişim 

sıcaklık, pH, besin gibi çevresel faktörlerden etkilenir ve tersinirdir [10]. 

Candida türleri kan kültür şişelerinde ve Sabouraud dekstroz agar gibi klasik 

besiyerlerinde özel şartlara gereksinim duymadan büyüyebilir [8]. Oda sıcaklığında 

veya 37°C’de, kültür besiyerinde, 24-48 saat içerisinde kenarları ve yüzeyleri düzgün, 

beyaz veya krem renkli, yumuşak, parlak ve homojen görünümlü koloniler 

oluştururlar. Bulundukları ortamda %30-40 neme ihtiyaç duyarlar. Üreyebildikleri pH 

aralığı 3.0-7.5 olmakla birlikte ideali 4.5-5.0 pH’tır [6, 14, 15]. 
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Ökaryotik yapıda olan Candida hücreleri hücre duvarı, hücre membranı, sitoplazma, 

mitokondri, ribozom, endoplazmik retikulum, golgi cisimciği ve çekirdekten oluşur 

[5]. Diğer organizmalarda olduğu gibi hücre duvarının fonksiyonu hücre bütünlüğünü 

sağlamak, fiziksel ve osmotik hasarlara karşı organizmayı korumak ve organizma ile 

çevre arasındaki etkileşimi başlatmaktır [16]. Candida mayalarının hücre duvarı ile 

ilgili çalışmalar kompleks bir mikromimariye sahip olduğunu gösterir. Duvarın 

kalınlığı türlere göre değişkenlik gösterir ve en az 5 katmandan oluşur. Hücre duvarı 

ağırlığı %80-90 karbonhidratlardan, %6-20 proteinlerden ve %1-7 lipitlerden oluşur. 

Duvarın içeriğinde en fazla orana sahip bileşikler olan karbonhidratlar %47-60 

oranında glukan, %40 mannan ve %0.6-9 kitin içerir [17]. β- glukanlar, β-1,3 ve β-1,6 

glikoz polimerlerinden; kitin, β-1,4 bağları içeren N-asetil D-glukozamin 

homopolimerlerden oluşur. Bu iki bileşik, rijit hücre duvarının yapısal bileşenleridir. 

Diğer önemli bileşen olan mannanlar, hücre duvarının dış tabakasındaki ana 

immünodominant bileşiklerdir. Proteinlere ve fosfatlara bağlı bulunurlar ve yapısal 

polimerlerin gömüldüğü hücre duvarının amorf matriksini oluştururlar. Hücre duvarı 

proteinleri ve mannoproteinleri, konak immün sistemi yanıtına yol açan temel 

bileşenlerdir [16]. 

2.1.3 Ekoloji ve patojenisite 

Candida türü mikroorganizmalar çoğu ekolojik duruma uyum sağlar ve bundan dolayı 

doğaya geniş bir şekilde yayılmıştır. Genellikle meyvelerin ve diğer bitkisel organların 

yüzeyinde, toprakta, deniz suyunda, böceklerde bulunur [10]. 

C. boidinii birçok kaynaktan izole edilebilmektedir. Coğrafi olarak farklı bölgelerde 

bulunan çeşitli ağaç türlerinin bitki özü sıvısında yüksek miktarda bulunur [18]. 

Gıdalarda ise alkolsüz içeceklerde, şarapta, birada, fermente zeytinde ve süt 

ürünlerinde rastlanır [12]. 

İnsanlarda deri, mukoza ve gastrointestinal kanalın doğal mikrobiyotasına ait olan bu 

mikroorganizmalar fırsatçı patojenlerdir [19]. Normal konak organizma koşulları 

altında zararsız olmalarına rağmen bağışıklık sistemi zayıfladığı andan itibaren agresif 

patojenlere dönüşüp çoğalarak “kandidiyaz” adı verilen hastalığa neden olurlar. 

Kandidiyaz kendi içerisinde kutanöz, mukozal ve sistemik olmak üzere üç kategoriye 

ayrılır. Çoğunlukla, kutanöz ve mukozal kandidiyaz AIDS hastalarını, sistemik 

kandidiyaz ise kanser hastalarını ve organ nakli sonrası immün sistemi baskılayıcı 
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tedaviler gören kişileri etkiler. Kandidiyaz, %8-10’luk bir oranla nozokomiyal 

enfeksiyonlara yol açan dördüncü etkendir. Sistemik kandidiyaz sebepli ölümler 

enfekte eden Candida cinsine bağlı olarak %15-35 arasında değişmektedir. 

Kandidiyazda en sık izole edilen Candida türü C. albicans’tır. Bunun dışında Candida 

glabrata, Candida tropicalis, Candida parapsilosis, Candida krusei, seyrek olarak 

karşılaşılan Candida guilliermondii, Candida lusitaniae, Candida kefyr, Candida 

famata, Candida inconspicua, Candida rugosa, Candida dubliniensis, and Candida 

norvegensi türleri klinik öneme sahiptir [20, 21].  

Kutanöz ve mukozal kandidiyazda, konak organizmada meydana gelen değişikliklerin 

tetiklemesi ile oluşan yalancı hifler doku içine girip çoğalarak koloniler oluşturur. 

Sistemik kandidiyazda ise kolonizasyon genellikle gastrointestinal kanalda başlar. 

Buradan kan dolaşımına katılan Candida’lar patojenlerin varlığında aktif hale geçerek 

fagositoz yapan nötrofiller, eozinofiller ve monositler ile karşılaşır [22]. İnsan 

nötrofilleri Candida patojenlerini öldürmek için iki farklı mekanizma kullanır. İlk 

mekanizmada; opsonize edilmeyen Candida’ların fagolizozomal ölümleri CR3 

kompleman reseptörünün tanınması, ardından sitotoksik bir etki yaratmak için dalak 

tirozin kinaz (Syr) ile fosfatidilinositol 3 kinazın (PI3K) indüklenmesi ve bunların 

neticesinde sinyal adaptör proteini olan CARD9’un aktive olması ile gerçekleşir. 

İkinci mekanizmada ise serum opsonize Candida’ların fagolizozomal ölümleri Fcγ 

reseptörlerine, protein kinaz C (PKC) ve NADPH oksidaz sistem tarafından üretilen 

reaktif oksijen türlerine (ROS) bağlıdır. NADPH oksidaz enziminin faaliyeti sonucu 

üretilen süperoksit (O2
−), tek başına veya diğer reaksiyonların ürünü olan hidrojen 

peroksit (H2O2), hidroksil radikali (OH•), tekli oksijen ve ozon ile birlikte mikrobisidal 

bir etkiye sahiptir. Ayrıca, granüllerden vakuole çok miktarda salınan 

miyeloperoksidaz enzimi halojenürlerin H2O2-bağımlı yükseltgenmelerini sağlayarak 

toksik gazlar üretir ve fungal patojenler üzerinde öldürücü bir etki sağlar [23]. 

Candida’lar kan dolaşımına katıldığında yeterli fagositik aktivite ile karşılaşmazsa 

çeşitli doku ve organlara yerleşerek koloni kurar [22]. 

Candida enfeksiyonlarının patogenezindeki temel virülans faktörleri; patojen üzerinde 

bulunan adezinlerin konak hücre yüzeyindeki reseptörlere bağlanma eğilimi, değişen 

konak koşulları ile birlikte hücre içinde çeşitli sinyalizasyon yolaklarının aktifleşmesi 

sonucu oluşan maya-hif dimorfizmi, mikroorganizmaların biyofilm oluşturma 

https://en.wikipedia.org/wiki/Superoxide
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yeteneği ve konak hücre yüzeyleri ile immün bariyerlerin parçalanmasını sağlayan 

ekstraselüler hidrolitik enzimlerdir [5, 19]. 

Şimdiye kadar herhangi bir klinik örnekte C. boidinii’ye rastlanmamıştır fakat yapılan 

çalışmalarla alerjik astım ve rinitte patojenik bir rol oynayabileceği tahmin 

edilmektedir. C. boidinii bilinen alerjenlerin kaynağı olmasa da invazif bir patojen olan 

Aspergillus fumigatus (A. fumigatus)’un temel alerjeni Asp f 3 ile ortak IgE bağlanma 

epitoplarını paylaşır. A. fumigatus; hava ile birlikte taşınan, kronik akciğer 

enfeksiyonlarına, alerjik bronkopulmoner aspergilloza ve immünokompetan kişilerde 

alerjiye sebep olan bir mantardır. Organizmanın en önemli alerjeni olan Asp f 3’ü 

kodlayan genin dizi analizi yapıldığında C. boidinii’de peroksizomal membran 

proteinleri olan PMPA ve PMPB’yi kodlayan genlerle belirgin bir benzerliğe sahip 

olduğu görülmüştür. Protein seviyesinde ise Asp f 3 ve peroksizomal proteinler 

arasında %36 özdeşlik, %58 benzerlik bulunmuştur. Aspergillus duyarlılığı kazanmış 

kişilerden alınan serumlara C. boidinii PMPA ve PMPB proteinleri koyulduğunda IgE 

antikorlarına bağlandığı hatta Asp f 3 ile birlikte koyulmaları halinde IgE’ye 

bağlanmak için yarıştıkları görülmüştür [24]. C. boidinii proteinlerinin A. fumigatus 

alerjeni olan Asp f 3 ile ortak IgE bağlanma epitopuna sahip olması muhtemel bir alerji 

etkeni olabileceğini göstermektedir. C. boidinii, sağlıklı yetişkinlerde sürekli olarak 

hastalığa yol açmadığından ve minimal potansiyel risk içeren bir organizma 

olduğundan biyolojik güvenlik düzeyi 1 olarak belirtilmiştir (BSL-1) [25]. 

2.1.4 Metilotrof organizma olarak C. boidinii 

Temel karbon ve enerji kaynağı olarak metanol kullanan organizmalara “metilotrof 

organizmalar” denmektedir. İlk defa 1969 yılında izole edilen metilotrof mayalar, 

potansiyel uygulamaları bakımından oldukça dikkat çekici bulunmuş ve yoğun bir 

şekilde çalışılmıştır. En önemli metilotrof maya cinsleri Candida, Hansenula, Pichia 

ve Torulopsis’tir. Bu mayalar, ekspresyonu transkripsiyon düzeyinde sıkı bir şekilde 

regüle edilen ortak bir metanol kullanım yolağına sahiptir [26-28]. 

Metanol kullanım yolağında ilk basamak, peroksizomda metanolün alkol oksidaz 

enzimi tarafından H2O2 ve formaldehite yükseltgenmesidir. Hücreler için toksik bir 

bileşik olan H2O2, katalaz enziminin aktivitesi ile su ve oksijene parçalanır. Bu yolağın 

merkezi ara ürünü olan formaldehit, asimilasyon ve disimilasyon yolaklarının ayrıldığı 

noktada bulunur. Asimilasyon yolağında, dihidroksiaseton sentaz (DAS) adı verilen 
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enzim ksilüloz 5-fosfat (Xu5P) molekülündeki glikoaldehiti formaldehite transfer eder. 

Peroksizomlarda yeteri kadar Xu5P olduğunda formaldehit DAS tarafından fikse 

edilerek dihidroksiaseton (DHA) ve gliseraldehit 3-fosfata (GAP) dönüştürülür. 

Sonrasında bu C3 bileşikleri sitozolde metabolize olur. Disimilasyon yolağında, alkol 

oksidaz tarafından üretilen formaldehit indirgenmiş glutatyon ile enzimatik olmayan 

bir reaksiyona girerek S-hidroksimetilglutatyon oluşturur. NAD+-bağlı, GSH-bağımlı 

formaldehit dehidrogenaz (FLD), S-hidroksimetilglutatyonu substrat olarak 

kullanarak S-formilglutatyon ve NADH üretir. Sonrasında S-formilglutatyon, S-

formilglutatyon hidrolaz ile format ve glutatyona hidrolize edilir. Bu yolağın son 

enzimi olan NAD+’-bağımlı FDH, formatı yükseltgeyerek CO2 ve NADH üretir. 

Glutatyon-bağımlı formaldehit oksidasyonu, formaldehit detoksifikasyonunda ve 

NADH üretimi ile enerji eldesinde önemli bir role sahiptir (Şekil 1) [26, 28, 29].  

 

Şekil 1: Metilotrof mayalarda metanol kullanım yolağı. 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: ksilüloz 5–fosfat, GSH: glutatyon, PYR: pürivat; 

PPP: pentoz fosfat yolağı, TCA: trikarboksilik asit döngüsü [28]. 
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Metanol metabolizmasındaki genlerin ekspresyonu, metilotrof mikroorganizmaların 

glikozun ve etanolün olmadığı ortamlarda veya metanollü ortamlarda büyütülmesi ile 

iki farklı şekilde aktive edilebilmektedir. Metanol üzerinde büyüme esnasında bu 

yolakta bulunan kilit enzimlerin her biri total çözünür proteinlerin %20-30’una ulaşır. 

Bu durum, enzimleri kodlayan genlerin promotörlerinin metanol tarafından kuvvetli 

bir şekilde aktive edildiğini gösterir. Etkili ve kontrol edilebilir bir şekilde düzenlenen 

metanolle indüklenebilir promotörler, metilotrof mayalar aracılı heterolog gen 

ekspresyon sistemlerinde sıklıkla kullanılmaktadır [26]. 

Metanol metabolizmasındaki enzimlerin verimli ve stabil bir şekilde izole edildiği, 

enzimleri kodlayan genlerin metanol tarafından indüklenip glikoz ve etanol tarafından 

baskılanan promotörleri tam olarak tanımlandığı, sentetik tuz temelli ucuz 

besiyerlerinde yüksek hücre yoğunluğunda büyüyebildiği için C. boidinii bu yolağın 

enzimlerinin eldesinde model organizma olarak kabul edilmektedir [26, 28]. 

2.2 Format Dehidrogenaz Enzimi 

2.2.1 Genel olarak enzimler 

Enzimler canlı hücreler tarafından sentezlenen, in vitro olarak da etkinlik gösterebilen, 

biyokimyasal reaksiyonları hızlandıran, özel yapı kazanmış makromoleküler biyolojik 

katalizörler olarak tanımlanmaktadır. Tepkime hızını bir milyonun üzerinde bir hızla 

ivmelendirerek katalizörün olmadığı durumlarda gerçekleşmesi yıllar alan 

reaksiyonların saniyeler içinde gerçekleşmesini sağlarlar. İki temel özellikleriyle 

karakterize edilirler. Birincisi, hızlandırdıkları reaksiyondan tükenmeden ve herhangi 

bir değişikliğe uğramadan çıkarlar. İkincisi, reaktant ve ürün arasındaki kimyasal 

dengeyi değiştirmeden reaksiyonu hızlandırırlar [30]. 

Küçük bir grup katalik RNA moleküllerinin dışında tüm enzimler protein yapıdadır. 

Enzimlerin katalitik aktivitesi birincil, ikincil, üçüncül ve dördüncül yapılarına yani 

doğal protein konformasyonunun bütünlüğüne bağlıdır. Enzim denatüre olup alt 

birimlerine yada kendisini oluşturan aminoasitlere ayrıştığında katalitik aktivitesini 

genellikle kaybeder. Bazı enzimler aktivite göstermek için kofaktör adı verilen ekstra 

inorganik iyonlara (Fe2+, Mg2+,Mn2+ gibi) ve/veya koenzim adı verilen kompleks 

organik moleküllere (biyositin, nikotinamid adenin dinükleotit, flavin adenin 

dinükleotit) ihtiyaç duyar. Kendisine çok sıkı bir biçimde kofaktör ve/veya koenzim 
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bağlanan, katalitik olarak aktif olan enzimlere holoenzim denir. Bu tür bir enzimin 

protein kısmı apoenzim yada apoprotein, kofaktör yada koenzim kısmı prostetik grup 

olarak bilinir [31]. 

Enzimlerin biyokimyasal reaksiyonlarla üzerinde etki ettiği ve ürüne dönüştürdüğü 

maddelere substrat denir. Enzimler, yapılarındaki yarık veya cep şeklindeki aktif 

bölgeleri ile substratlarına bağlanır. Enzim-substrat etkileşimi iki modelle açıklanır. 

İlki, 1894 yılında Emil Fischer tarafından ortaya atılan “anahtar-kilit modeli”dir. Bu 

modele göre, enzimin aktif bölgesi substrat molekülünün geometrik şekline 

komplementer bir şekle sahiptir ve sadece bu uyuma sahip enzim ve substratlar 

birbirine bağlanabilir. İkincisi, 1958 yılında Daniel Koshland tarafından geliştirilen 

“indüklenmiş uyum modeli”dir. Bu modelde, enzimin kısmen esnek bir yapıda olduğu 

ve substratın enzimin son şeklini belirlediği belirtilir. Substrat enzimin aktif bölgesine 

bağlandığında aktif bölgenin konformasyonu değişir, tamamen bağlanma 

gerçekleştiğinde ise katalitik reaksiyon gerçekleşir (Şekil 2). Substratlar enzimlerin 

aktif bölgelerine hidrojen bağları, hidrofobik apolar etkileşimler, koordine kovalent 

bağlar veya bunların tümünü kullanarak bağlanabilir [32, 33]. 

 

Şekil 2: Enzim-substrat etkileşiminde“anahtar-kilit” ve “indüklenmiş uyum” modeli [34]. 

Keşfedilen ilk enzimler, fonksiyonlarını belirten kelimelerin yada substratlarının 

sonuna -az ekinin getirilmesiyle adlandırılmıştır. Zamanla yeni enzimlerin 

keşfedilmesi ile birlikte aynı enzimin birden fazla isminin olması, farklı enzimlerin 

aynı isme sahip olması gibi karmaşıklıklar ortaya çıkmıştır. Bu problemi ortadan 
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kaldırmak amacıyla 1961’de Uluslararası Biyokimya Birliği Enzim Komisyonu’nca 

enzimlere yeni bir isimlendirme normu getirilmiş ve enzimler katalizledikleri 

reaksiyonlara göre altı alt gruba ayrılmıştır:  

1. Oksidoredüktazlar: Yükseltgenme ve indirgenme reaksiyonlarını katalizleyen 

enzimlerdir. EC numara sınıflandırmasında EC 1 kategorisini oluştururlar. 

2. Transferazlar: Fonksiyonel grupların bir bileşikten diğer bileşiğe transferini 

katalizleyen enzimlerdir. EC numara sınıflandırmasında EC 2 kategorisini 

oluştururlar. 

3. Hidrolazlar: Kimyasal bir bağın hidrolizini katalizleyen enzimlerdir. EC 

numara sınıflandırmasında EC 3 kategorisini oluştururlar. 

4. Liyazlar: Yükseltgenme ve hidroliz yapmadan belirli kimyasal bağları 

kırabilen ve bunu çoğunlukla yeni bir çift bağ yada halka yapısı oluşturarak 

yapan enzimlerdir. EC numara sınıflandırmasında EC 4 kategorisini 

oluştururlar. 

5. İzomerazlar: Molekülün bir izomerden diğerine dönüşümünü katalizleyen 

enzimlerdir. EC numara sınıflandırmasında EC 5 kategorisini oluştururlar. 

6. Ligazlar: İki ayrı molekülün birleşerek yeni bir bileşik oluşturması için C-O, 

C-N, C-S ve C-C bağlarının oluşmasını katalizleyen enzimlerdir. EC numara 

sınıflandırmasında EC 6 kategorisini oluştururlar [31, 32, 35]. 

2.2.2 Nikotinamid Adenin Dinükleotit (NAD) koenzimi 

NAD, tüm canlı hücrelerde bulunan önemli bir koenzimdir. Yükseltgenmiş (NAD+) 

ve indirgenmiş (NADH) olarak iki farklı formda bulunur. 

2.2.2.1 Fiziksel ve kimyasal özellikler 

NAD, fosfat grupları aracılığıyla birbirine bağlanan ve riboz halkası içeren iki 

nükleotitten oluşur. Nükleotitlerden birinin birinci karbon atomunda (1’karbon) 

adenin, diğer nükleotidin aynı konumunda nikotinamid bulunur. Bu nükleotitler, 

5’karbonlarındaki fosfat gruplarının köprülüğü aracılığıyla birleşirler (Şekil 3). 
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Şekil 3: Nikotinamid adenin dinükleotit yapısı [36]. 

NAD bileşiği, metabolizmada gerçekleşen redoks reaksiyonlarında elektron alır ve 

verir. Bu reaksiyonlarda, reaktanttan bir proton ve iki hidrojen atomu hidrit iyonu      

(H-) biçiminde uzaklaştırılır. Proton çözeltiye salınırken, hidritin nikotinamid 

halkasına transferi ile reaktant yükseltgenir, NAD+ da NADH’a indirgenir.  

RH2 + NAD+ → NADH + H+ + R 

Hidrit elektron çiftinde, elektronlardan biri NAD+’ın nikotinamid halkasındaki pozitif 

yüklü nitrojenine, diğeri nitrojenin karşısında bulunan C4 atomuna transfer edilir. 

NADH molekülü diğer molekülü indirgeyerek tekrar NAD+’a yükseltgendiğinde 

tersinir reaksiyon gerçekleşmiş olur. Böylelikle, koenzim NAD+ ve NADH formları 

arasında tükenmeden dönüşebilir [36]. 

NAD’ın tüm formları higroskopik ve amorf beyaz toz biçimindedir. Katı olarak kuru 

ve karanlık yerlerde muhafaza edildiğinde dengededir. Çözeltileri renksizdir, 4°C ve 

nötral pH’ta bir hafta dengede kalır [37]. Asit ve alkalilerde hızlıca ayrışabilir ve bu 

ayrışma enzim inhibitörü olan ürünlerin oluşmasına yol açabilir [38]. 

NAD+ ve NADH içerdikleri adeninden dolayı ultraviyole ışığı (UV) güçlü bir şekilde 

absorbe eder. NAD+’ın pik yaptığı absorpsiyon 259 nanometre (nm) dalga boyuna ve 

16,900 M−1cm−1 sönümleme katsayısına sahiptir. NADH daha yüksek dalga boyunda 

absorpsiyon yapar ve 6,220 M−1cm−1 sönümleme katsayısıyla 339 nm’de ikinci bir pik 

verir. Koenzimin yükseltgenmiş ve indirgenmiş formları arasındaki UV absorpsiyon 

farkından yararlanarak spektrofotometre aracılığıyla 340 nm’deki absorpsiyon 

miktarınının ölçülmesiyle enzim testlerinde moleküllerin birbirine dönüşümü 

kolaylıkla belirlenebilmektedir [39]. 

https://en.wikipedia.org/wiki/Concentration#Molarity
https://en.wikipedia.org/wiki/Centimetre
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NAD+ ve NADH floresan ışımalarında da farklılık gösterir. Çözeltideki NADH 460 

nm’de emisyon piki verirken, NAD+ floresan ışık yaymaz. NADH proteinlere 

bağlandığı zaman floresan sinyalinin özellikleri değişir ve bu değişiklik enzim kinetiği 

çalışmalarında kullanılır [40]. 

2.2.2.2 Hücrelerdeki konum ve konsantrasyon 

Hücre sitozolünde NAD+’ın gerçek konsantrasyonunu ölçmek zordur. Yapılan son 

çalışmalarla konsantrasyonun hayvan hücrelerinde 0.3 mM, mayalarda 1.0-2.0 mM 

civarında olduğu tahmin edilmektedir. Hücrenin diğer kompartmanlarındaki veriler 

sınırlı olmakla birlikte mitokondrideki NAD+ konsantrasyonu sitozoldekine benzerdir 

[41]. NAD+ membranlardan difüze olamadığı için özel bir taşıyıcı protein aracılığıyla 

mitokondriye taşınmaktadır [42]. NAD+’ın yükseltgenmiş ve indirgenmiş formları 

arasındaki dengeye “NAD+/NADH oranı” denir. Bu oran hücrenin metabolik 

faaliyetlerini belirten redoks durumunu gösterdiği için önemlidir [43]. 

2.2.2.3 Biyosentez 

NAD+, aminoasitlerden de novo yolağı veya önceden oluşturulmuş bileşiklerin geri 

dönüştürüldüğü kurtarma (salvage) yolağı ile iki farklı şekilde üretilir. 

De novo yolağında, NAD+ basit bileşenlerden sentezlenir. Organizmalar arasında 

reaksiyon dizileri farklılık göstermekle birlikte belirli bir aminoasitten kuinolinik asit 

üretimi ortak bir özelliktir. Bu aminoasit, hayvanlarda ve bazı bakterilerde triptopan 

iken belirli bakterilerde ve bitkilerde aspartik asittir. Üretilen kuinolinik asit, 

fosforiboz transferi ile nikotinik asit mononükleotide dönüştürülür. Bu molekülden 

adenilat transferiyle nikotinik asit adenin dinükleotit oluşur. Son olarak, nikotinik asit 

adenin dinükleotitteki nikotinik asit nikotinamide amide edilerek NAD oluşturulur. 

Sonraki aşamada, bazı NAD+’lar NAD kinaz tarafından fosforile edilerek NADP+’ye 

dönüştürülür. Organizmaların çoğunda fosfat grup kaynağı olarak ATP kullanılırken, 

Mycobacterium tuberculosis gibi bazı bakterilerde fosforil donörü olarak inorganik 

fosfat kullanılır [44]. 

Kurtarma (salvage) yolağında nikotinik asit, nikotinamid ve nikotinamid ribozitten 

oluşan üç temel vitamin prekürsörü vardır. B3 vitamini yada niyasin olarak da 

isimlendirilen bu bileşikler, gıdalarla alınabildikleri gibi hücresel NAD+’ın 

sindirilmesiyle de üretilebilirler. De novo sentez olmasına rağmen, kurtarma 

https://en.wikipedia.org/wiki/Mycobacterium_tuberculosis
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reaksiyonlarının elzem olmasının sebebi NAD+’a duyulan yüksek gereksinimdir [44]. 

Mikroorganizmalardaki bu yolaklar memelilerdekinden farklıdır.  Candida glabrata 

mayası ve Haemophilus influenzae bakterisi gibi bazı patojenler NAD+ 

sentezleyemedikleri için dış kaynaklardan gelen NAD+ ve NAD+ prekürsörlerine 

bağımlıdır [45]. 

2.2.2.4 Fonksiyonlar  

NAD molekülleri redoks metabolizmasında önemli bir yer tutar. Oksidoredüktazların 

katalizlediği redoks reaksiyonları metabolizma için hayati öneme sahiptir. Bu 

reaksiyonların gerçekleştiği en önemli olay besinlerden enerji eldesidir. Glikoz ve yağ 

asitleri yükseltgendiğinde enerji açığa çıkar. Bu enerji beta oksidasyonu, glikoliz ve 

sitrik asit döngüsü kapsamında NAD+’a transfer edilerek NADH’a indirgenmeyi 

sağlar. Ökaryotlarda, sitoplazmada üretilen ve NADH tarafından taşınan elektronlar 

mitokondriyal mekikler vasıtasıyla mitokondriye taşınır. Elektronların mitokondriyal 

NAD+’ı indirgeyerek oluşturdukları NADH oksidatif fosforilasyonla ATP’nin 

üretildiği elektron taşıma zincirinde sırasıyla yükseltgenir. Bu reaksiyon dizilerinde 

NAD’ın hem yükseltgenmiş hem indirgenmiş formu kullanıldığından hücrede NAD+ 

ve NADH belirli konsantrasyonlarda tutulur. Yüksek NAD+/NADH oranı koenzimin 

hem yükseltgeyici hem indirgeyici ajan olmasını sağlar [46]. 

Redoks dışında NAD+, ADP-riboz transfer reaksiyonlarında tüketilir. Post-

translasyonal bir modifikasyon olan ADP-ribozilasyon, ADP-riboziltransferaz 

enzimleri tarafından katalizlenir. Bu enzimler, NAD+ molekülündeki ADP-riboz 

kısmını alıcı proteinin spesifik aminoasitlerini içeren rezidülere ekler. Bu 

modifikasyonla birlikte alıcı proteinin aktivitesinde ciddi bir değişim olur. ADP-

ribozilasyonu, tek bir ADP-riboz ilavesi (mono-ADP-ribozilasyonu) veya dallanmış, 

uzun zincirlerden ADP-ribozun proteinlere transferi (poli-ADP-ribozilasyonu) 

şeklinde olabilir. Bu çoklu yapı, DNA onarımı ve telomer devamlılığı için oldukça 

mühimdir [47]. 

NAD+-bağımlı bir diğer enzim grubu bakteriyel DNA ligazlardır. NAD+’ı substrat 

olarak kullanan bu enzimler, substrattaki adenozin monofosfatı bir DNA zincirinin 5’ 

fosfatına verir. Bu ara eleman, diğer DNA zincirinin 3’ hidroksil grubu tarafından 

tutulur ve yeni bir fosfodiester bağı oluşur. Böylelikle iki DNA uçlarından birleşmiş 

https://en.wikipedia.org/wiki/Haemophilus_influenzae
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olur. Bu durum ökaryotik DNA ligazlar için geçerli değildir çünkü ökaryotlar DNA-

adenozin monofosfat ara ürününü oluşturmak için ATP kullanır [47].  

2.2.3 Format dehidrogenaz enzimi 

2.2.3.1 Format dehidrogenaz enziminin sınıflandırılması 

Format dehidrogenaz enzimleri; dördüncül yapı, prostetik grup varlığı ve türü, substrat 

spesifitesinde farklılıklar gösteren farklı gruptaki enzimleri kapsamaktadır [48]. Bu 

enzimler yapısal farklılıklarına bağlı olarak iki ana gruba ayrılmaktadır:  

1. NAD+-bağımlı olmayan format dehidrogenaz: Genellikle anaerobik 

mikroorganizma ve arkelerde bulunurlar. Bu gruptaki enzimler, yüksek 

molekül ağırlığına ve kompleks dördüncül yapıya sahip heterooligomerlerdir. 

Genellikle, aktif bölgelerinde bulunan çeşitli prostetik gruplarla (demir-sülfür 

grupları, molibden ve tungsten iyonları gibi) ve oksijene gösterdikleri yüksek 

kararsızlıkla karakterize edilirler.  

2. NAD+-bağımlı format dehidrogenaz (EC 1.2.1.2): Bu gruptaki enzimler, 

format iyonunun CO2’ye yükseltgenmesini aynı zamanda NAD+’ın NADH’a 

indirgenmesini katalizleyen enzimlerdir. 

HCOO- + NAD+                    NADH + CO2 

D-özgü 2-hidroksi asit dehidrogenaz süper familyasına ait olan bu enzimler, özdeş iki 

alt birime ve iki aktif bölgeye sahiptir. Prostetik grup veya metal iyonları içermezler. 

Enzimin katalitik mekanizması, substrattaki hidrit iyonunun NAD+’ın nikotinamid 

kısmındaki C4 atomuna doğrudan transferidir. Dehidrogenazların aktif bölgesindeki 

hidrit iyon transferi mekanizmasını çalışmak için model enzimdir çünkü katalitik 

mekanizmada proton transfer basamağı yada asit-baz kataliz aşaması yoktur [49]. 

2.2.3.2 Format dehidrogenaz enziminin lokasyonu ve fizyolojik rolü  

Mikroorganizmalar 

Tüm metilotrof mikroorganizmalarda format dehidrogenaz enzimi bulunmaktadır. Bu 

canlıların hücrelerinde formatın karbondioksite yükseltgenmesi temel enerji 

kaynaklarından biridir.  

Mayalarda enerji ve karbon kaynağı olarak yalnızca metanolü kullanma Candida, 

Hansenula, Pichia ve Torulopsis cinsleriyle sınırlıdır. Dolayısıyla bu cinslerin tüm 
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üyelerinde NAD+-bağımlı FDH bulunmaktadır [50]. Bakterilerde format yükseltgeyici 

birkaç çeşit enzim vardır. Bu enzimlerden bazısı aktif bölgelerinde selenosistein 

içerirken, diğerlerinin aktif bölgelerinde tungsten ve molibden iyonları, demir-sülfür 

kümeleri bulunmaktadır [51]. 

Metilotrofların dışındaki diğer mikroorganizmalarda FDH’ın rolü hala net olarak 

anlaşılamamıştır. Hipotezlere göre, stres faktörlerine maruz kalındığında hücrede 

enzimin sentezi başlamaktadır [48]. 

Damarlı bitkiler 

FDH, bitkilerde ilk olarak 1921 yılında fasulyede (Phaseolus vulgaris) farkedilmiştir 

[52]. Hakkında detaylı bir araştırma ise 1951’de D. Davison tarafından yapılmıştır. 

Bezelye tohumundan ve çalı fasulyesinden izole edilen enzimlerin bu canlılardaki rolü 

tam olarak anlaşılamamıştır [53]. 1992’de fotosentetik olmayan patates dokusunda 

total mitokondriyal proteinin yaklaşık %9’luk kısmını oluşturan bilinmeyen bir protein 

bulunmuştur. Bu proteinin geni klonlanmış, sekanslanmış ve polipeptidin 

Pseudomonas sp. 101 bakterisinde bulunan FDH ile %55 homoloji gösterdiği 

saptanmıştır. Aynı zamanda bu polipeptit fonksiyonel olarak formatın 

yükseltgenmesini, NAD+’ın indirgenmesini katalizlemiştir [54]. 

FDH, genellikle bitkilerin mitokondrilerinde ve fotosentetik dokularında 

bulunmaktadır. Fotosentez yapan dokularda FDH’ın bir şok proteini olduğu; kimyasal 

reaktifler, düşük sıcaklık, susuzluk, elverişsiz toprak kompozisyonu gibi 

maruziyetlerle yapraklardaki sentezin belirgin ölçüde arttığı görülmüştür [55]. 

Enzimin bu şartlar altındaki temel rolünün üretilen formatın yükseltgenmesi olduğu 

saptanmıştır [48]. 

Yüksek ökaryotlar 

Yüksek ökaryotlardaki FDH genleri henüz fonksiyonel olarak tanımlanmamıştır. Veri 

bankalarında, farelerde bakteriyel FDH’ların N-terminaline çok yüksek homoloji 

gösteren aminoasit dizisi kodlayan iki adet cDNA klon dizisi bulunmuştur. Yine veri 

bankalarında FDH’ın koenzim bağlanan bölgesine homoloji gösteren üç adet insan 

cDNA klonu bulunmuştur fakat D-özgü 2-hidroksi asit dehidrogenazlarda NAD+ 

bağlanan kısımlardaki dizilerin yüksek benzerliğinden dolayı bu dizinin aynı süper 

familyadaki başka bir enzime ait olabileceği ihtimali üzerinde durulmaktadır [48]. 
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2.2.3.3 NAD+-bağımlı format dehidrogenaz enziminin yapısal özellikleri 

Karakterize edilen NAD+-bağımlı FDH’ların çoğu prostetik grup içermez. Ökaryotik 

organizmalar ve bazı metilotrof bakterilerdeki FDH enzimleri kimyasal olarak özdeş 

iki alt birimden oluşur ve enzimlerin molekül ağırlığı genellikle 70-100 kDa arasında 

değişir. İstisnai olarak Pseudomonas oxalaticus’taki NAD+-bağımlı FDH’lar yüksek 

molekül ağırlığına (315 kDa), kompleks dördüncül yapıya, demir, sülfür, iki flavin 

mononükleotidi içeren prostetik gruplara sahiptir [60]. Prokaryotlarda NAD+-bağımlı 

FDH’lar ile ilgili çok çalışma yapılmamıştır. Pseudomonas sp. 101, Moraxella sp. C-

1, Paracoccus sp. 12-A ve Mycobacterium vaccae N10’dan elde edilen FDH’ların 

moleküler özellikleri, maya ve yüksek bitkilerdeki NAD+-bağımlı FDH’lar ile aynı 

aileye sahip olduklarını göstermektedir [56]. 

Farklı kaynaklardan elde edilen tamamlanmış ya da kısmen tamamlanmış dizi 

analizlerinde NAD+-bağımlı FDH enzimlerinin oldukça konservatif bir yapıda olduğu 

görülmüştür. Dizilenen tüm FDH’ların birincil yapılarında güçlü benzerlikler 

bulunmuştur. Aynı gruptaki canlıların enzimleri arasındaki mutlak benzerlik %80’in 

üzerindeyken farklı canlı gruplarındaki enzimler de %50-55 oranında benzerdir. Farklı 

kaynaklardan elde edilen FDH enzimleri incelendiğinde ortalama uzunluğun 365 

rezidü, konservatif kısmın ise total rezidülerin yaklaşık %20’si olduğu görülmüştür. 

Kataliz, koenzim ve substrat bağlanması için kritik öneme sahip tüm aminoasit 

rezidüleri yüksek derecede konservatif yapıdadır [48, 57]. 

C. boidinii’de bulunan NAD+-bağımlı FDH monomeri, 15 alfa sarmalı ve 13 beta 

zincirinden oluşmaktadır. Özdeş iki alt birime sahip olan enzim, her bir alt biriminde 

“NAD bağlanan domain” ve “katalitik domain” olmak üzere iki domain içermektedir. 

NAD bağlanan domain (N119-S313 arasındaki rezidüler), NAD molekülünün 

tanınarak bağlanmasından sorumludur ve evrimsel olarak konservatif bir yapıya 

sahiptir [58]. Katalitik domain, kataliz için gerekli olan ve aktif bölgede doğru bir 

şekilde konumlanan aminoasitleri içermektedir. Her iki alt birimde de bulunan 

katalitik domainler dimerin dış yüzeyinde bulunmaktadır ve birbiriyle temas halinde 

değildir. NAD bağlanan domain, katalitik domainden daha küçüktür ve elektron 

yoğunluğu daha iyi tanımlanmıştır. Bunun olası sebebi olarak da konumunun dimerin 

merkezinde olması ve bundan dolayı çözücüye maruz kalan daha az miktardaki yüklü 

rezidü ile birlikte küçük yüzey alanına sahip olması gösterilmektedir (Şekil 4) [59]. 
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Şekil 4: C.boidinii format dehidrogenaz enziminin kristal yapısı [60]. 

FDH’ın aktif bölgesini oluşturan aminoasit rezidülerinin bazısı oldukça önemlidir. 

Pro77, Phe78, Ile102, Asn118, Gly171, Gly173, Gly176, Arg267, Gln278 ve His310 

Candida methylica (C. methylica) FDH enzimi için önemli aminoasitler iken bunlara 

ilavaten Phe69, Asn119, Ile175, Arg258, Gln287, Pro288 ve His311 pozisyonlarındaki 

aminoasit rezidüleri C. boidinii FDH enzimi için önemlidir [56, 61].   

2.2.3.4 NAD+-bağımlı  format dehidrogenaz enziminin katalitik özellikleri 

Katalizin santral dogmasına göre bir proteinin etkili bir katalizör olabilmesi için 

reaktantların başlangıçtaki durumlarını destabilize, reaksiyonun geçiş durumunu 

stabilize etmelidir. Sonuçta, reaksiyon bariyerini düşürerek reaksiyonun hızını 

artırmalıdır [56]. 

FDH tarafından katalizlenen reaksiyonun geçiş durumunda hidrit anyonu formattan 

ayrılarak NAD+’ın nikotinamid kısmındaki pozitif yüklü C4N’ye geçer ve C4N 

hibridizasyonu sp2’den sp3’e dönüşür. FDH tarafından katalizlenen reaksiyonlarda 

hidrojen transfer mekanizması esasen elektrostatik etkiler tarafından kontrol edilir. 

NAD+’ın pozitif yüklü nikotinamid birimi, negatif yüklü gruplarla ve hidrofobik yan 

zincirlerle etkileşime girerek aktif bölgede doğru bir şekilde konumlanır. Format ise 

çoklu hidrojen bağlarıyla pozitif yüklü gruplara bağlanarak yönlendirilir. Kataliz 

boyunca aktif merkezde stabilize ve destabilize edici etkileşimler gerçekleşir. 

Koenzimin nikotinamid kısmındaki C4N’nin elektrofilik özelliklerinin artması 
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katalizde önemli bir faktördür. Bu durum, NAD+ karboksamit grubunun negatif yüklü 

ligandlarla etkileşimi ve karboksamitin düzlem dışı bükülmesi ile gerçekleşir. Bunun 

sonucunda da nötr moleküller olan CO2 ve NADH üretilir [56]. 

Kinetik olarak karakterize edilen tüm NAD+-bağımlı FDH’lar Bi-Bi reaksiyon 

mekanizması özelliğini gösterir. Bu reaksiyonlarda, substratların bağlanması 

değişmeyen bir sırayla ilerler. İlk olarak NAD+, arkasından format enzime bağlanır. 

Merkezi üçüncül kompleks aşırı derecede hızlı bir ara çevirim geçirdiğinden hız 

kısıtlayıcı basamağın enzim-koenzim kompleksi oluşumu yada izomerizasyonu 

olduğu düşünülmektedir [62]. Bu grupta bulunan FDH’ların çoğunluğu Michaelis 

kinetiği özellikleri gösterir. FDH tarafından katalizlenen kimyasal reaksiyonlarda 

proton transfer basamağı yoktur. Substrattaki tekli karbon-hidrojen bağı kırılır ve 

üründe yeni bir tekli bağ oluşturulur. Bu nedenle, hidrit iyon transferini içeren katalizin 

genel mekanizmasının araştırılmasında FDH model enzim olarak kabul edilmektedir 

[56]. 

Farklı kaynaklardan elde edilen NAD+-bağımlı FDH’ların termostabiliteleri birbirine 

çok yakındır ve 45-55°C arasındaki sıcaklıklarda verimli bir şekilde çalışmaktadır. 

Reaksiyon hızı 55°C’e kadar hızlı bir şekilde artar, bu sıcaklık değeri aşıldığında 

genellikle aktivite kaybedilir [63]. Aktivite gösterdikleri pH aralığı 5.5-11.0’dir fakat 

ideali genellikle pH 6.0-9.0 arasıdır [56]. Cu2+, Hg ve p-kloromerküribenzoat FDH’ın 

güçlü inhibitörlerindendir. Siyanür, siyanat ve azitin enzimik reaksiyonu inhibe etme 

özelliği vardır çünkü siyanür ve azit enzime bağlanmada format ile rekabet halindedir. 

Ca2+, Mg2+, Zn2+, Mn2+, Cd2+ ve Sn2+ iyonlarının enzimatik aktivite üzerinde herhangi 

bir etkisi yoktur [64]. 

2.2.3.5 NAD+-bağımlı format dehidrogenaz enziminin pratikteki uygulamaları 

Kofaktör rejenerasyonu 

Optikçe aktif bileşikler, hücrelerdeki yaşamsal aktivitelerin en seçici ve etkili 

düzenleyicileridir [48]. Asimetrik karbon atomuna sahip optikçe aktif (kiral) bileşikler, 

biri diğerinin ayna görüntüsü olan ve aynadaki görüntüleri çakışmayan iki farklı 

formda bulunur. Enantiyomer adı verilen bu formlar kendilerinden veya 

çözeltilerinden geçen polarize ışığın titreşim düzlemini sağa (dextrorotatory, D) yada 

sola (levorotatory, L) çevirmelerine göre optik izomeri gösterir. Optik aktifliği ve üç 

boyutlu yapısı farklı olan izomerlerin fonksiyonel grupları, moleküler formülleri, 
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fiziksel ve kimyasal özellikleri aynıdır. Organizmalar tarafından üretilen moleküller 

kiral yapıda ve tek bir enantiyomer formundadır. Enantiyomerin formu oldukça 

önemlidir çünkü organizmanın belirli bir moleküle yanıtı genellikle organizmada 

etkileşeceği moleküle ne kadar uyum sağladığına bağlıdır. Aynı kimyasal yapıda 

olmalarına rağmen enantiyomerlerin çoğu vücutta farklı metabolik, toksikolojik ve 

farmakokinetik özellik gösterir [65]. Amerikan İlaç ve Gıda Dairesi’nin (U.S. Food 

and Drug Administration) yönergesine göre ilaç olarak kullanılacak kiral bileşiklerin 

optik saflığı %99’dan az olamaz [66]. Optik saflığı yüksek izomerler, rasemik 

karışımlardaki spesifik enantiyomerin ayrıştırılmasıyla veya asimetrik sentezlerle elde 

edilebilir. Geleneksel kimyasal metotlarla gerçekleştirilebilen bu işlemlerin 

prosedürleri genellikle zaman alıcı ve zahmetlidir. Bu durumda enzimler ideal 

katalizörler olarak devreye girmektedir. Sadece L-aminoasitlerden oluşmaları ve aktif 

bölgelerinin kiral ayrım yapmasıyla tek bir enantiyomerin sentezini stereospesifik 

olarak gerçekleştirebilme özelliklerinden dolayı farmasötik endüstrisi için önemli olan 

optikçe aktif bileşiklerin sentezinde son derece kıymetlidir [67]. Esas itibari ile bu 

bileşiklerin sentezinde tüm enzim sınıfları kullanılabiliyor olsa da yüksek derecede 

enantiyoselektif ve enantiyospesifik olan oksidoredüktazlar, özellikle 

dehidrogenazlar, asimetrik sentez için idealdir [48]. Dehidrogenazlar, genellikle 

kofaktör ve koenzim varlığında aktivite gösterir [68]. Fakat NADH ve NADPH gibi 

koenzimlerin yüksek fiyatlarından dolayı (106 ve 105 USD/mol) sadece 

dehidrogenazları içeren prosesler asimetrik sentezde ekonomik kâr sağlamaz. Bu 

nedenle, bu enzimler ana reaksiyonu gerçekleştirecek enzimin yanında pahalı 

kofaktörlerin geri dönüştürülmesini (rejenerasyon) sağlayacak şekilde ikinci enzim 

olarak sıklıkla tercih edilir [48, 69]. 

Kofaktör rejenerasyonu; kimyasal/fotokimyasal yöntemler, elektrokimyasal 

yöntemler ve biyolojik yöntemler olarak üç farklı şekilde gerçekleştirilir. Son yıllarda, 

endüstriyel olarak önemli ürünlerin ve ara ürünlerin sentezinde biyolojik yöntemlerin 

kullanımı yaygınlaşmıştır. Bu durumun oluşmasında reaksiyonları gerçekleştiren 

enzimlerin kimyasal yöntemlerden üstün olduğu üç temel özellik vardır: 

1. Enzimler yapıları gereği reaksiyonları düşük sıcaklık ve basınçta gerçekleştirir. 

Kimyasal temelli yöntemler ise çoğunlukla yüksek sıcaklık ve basınca ihtiyaç 

duyar. Endüstriyel perspektiften bakıldığında hafif reaksiyon koşulları enerji 

maliyetinde önemli tasarruf sağlar.  
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2. Enzimler tamamıyla kimyasal-, bölgesel-, stereo-seçicidir. Dolayısıyla, 

enzimler çok yüksek bir seçicilikle sadece istenen ürünü üretme potansiyeline 

sahiptir. Bu yüksek seçicilik, farmasötik sektör açısından oldukça kullanışlıdır 

[74]. 

3. Biyolojik yöntemler çevre dostudur. Biyokatalitik proseslerde kullanılan 

enzimlerin çoğu reaksiyon ortamı olarak su kullandığından çözünür metal 

komplekslere dayalı kimyasal proseslerde olduğu gibi çevre kirliliği yada ağır 

metal toksisitesi gibi tehlikeler barındırmaz [69, 70]. 

FDH enzimi sahip olduğu avantajlı özelliklerinden dolayı NADH kofaktör 

rejenerasyonunda sıklıkla kullanılan bir enzimdir. Bu avantajlardan başlıcaları 

şöyledir: 

1. FDH tarafından reaksiyon katalizlenirken termodinamik denge tamamen ürüne 

doğru yön değiştirir. Bu durumda reaksiyon tersinmez olarak gerçekleşir ve 

ürün %99-100’lük bir verimle elde edilmiş olur. 

2. FDH’ın katalizlediği reaksiyon ürünü olan CO2, kimyasal olarak inert bir 

bileşiktir ve azaltılan basınçta reaksiyon karışımından kolaylıkla 

uzaklaştırılabilir.  

3. FDH’ın substratı olan format tuzları düşük maliyetlidir ve format iyonu diğer 

enzimlerin aktivitesini etkilemez.  

4. FDH enzimi, 5.5-11.0 gibi geniş bir pH aralığında aktivite gösterebilir.  

5. Bakteri ve mayalardan izole edilen FDH enzimleri oldukça kararlıdır [48, 71]. 

NADH rejenerasyonunda C. boidinii FDH’ının kullanılması ilk olarak 1983 yılında 

Shaked ve Whitesides tarafından rapor edilmiştir [72]. Trimetil pürivattan L-üçüncül-

lösinin (L-tertiary-lösin, L-tert-lösin) endüstriyel ölçekte üretilmesine olanak sağlayan 

enzim temelli üretimde, kofaktör rejenerasyonunda FDH kullanımı inovatif görülerek 

2002 yılında Alman Gelecek Ödülü (German Future Prize) ile ödüllendirilmiş, 

patentlenmiş ve 2003 yılında Degussa firması tarafından bu prosesin kullanımına 

geçilmiştir. Bu proseste, lösin dehidrogenaz enzimi ana reaksiyonu gerçekleştirerek 

amonyum trimetil pürivatın indirgeyici aminasyonunu katalizlemektedir. İkinci enzim 

olan FDH, format iyonlarını kullanarak ve NAD+’ı indirgeyerek katalizin sonraki 

basamaklarında kullanılacak olan NADH’ın yeniden üretilmesini sağlamaktadır  

(Şekil 5) [73].  
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Şekil 5: Trimetil L-lösinin enzim temelli üretim şeması [69].  

Farmasötik alanında yapılan çalışmalarda, anksiyete ve depresyon tedavisinde 

kullanılan bir ilaç olan Buspiron’un ana metaboliti 6-hidroksibuspironun [74] ve tip 2 

diyabet tedavisinde kullanılan oral antidiyabetik ilaçlardan biri Saksagliptin’in ara 

ürünü (S)-N-boc-adamantan glisinin [75] enzimatik üretiminde Pichia pastoris’ten 

elde edilen NAD+-bağımlı FDH’ın, kolestrol düşürücü bir ilaç olan Atorvastatin’in 

önemli bileşenlerinden etil (R)-siyano-3-hidroksibütirik asitin [76] ve antiviral 

ajanlardan rinovirüs proteaz inhibitörlerinin yapıtaşlarından (R)-3-(4-florofenil)-2-

hidroksi propiyonik asitin enzimatik üretiminde C. boidinii’den elde edilen FDH’ın 

[77] NADH kofaktör rejenerasyonunda başarılı sonuçlar verdiği görülmüştür. 

Metanol zehirlenmesi tespiti 

Metanol renksiz, berrak, hafif kokulu, uçucu bir sıvıdır. Buz çözücü sıvılar, araba camı 

yıkama sıvıları, ispirto, şellak, vernik, boya inceltici ve gidericilerin içeriğinde 

bulunduğundan geniş bir kullanım alanı vardır. Metanol zehirlenmesi çok yaygın 

olmamakla birlikte metabolik rahatsızlıklar, kalıcı nörolojik fonksiyon bozuklukları, 

körlük ve ölümle sonuçlanabilen ciddi bir problemdir [78]. Ağızdan alım, inhalasyon 

ve deriden absorpsiyon yoluyla zehirlenme gerçekleşebilir. Metanolün toksik etkisi, 

formaldehit ve formik aside metabolize olmasından kaynaklanmaktadır. Metanol 

alımından ilk birkaç saat sonra hasta kendini sarhoş, uyuşuk ve uykulu hisseder. 

Metanol formik asite metabolize olup birikmeden toksik belirtiler ortaya çıkmaz. 

Latent dönem sonrası ortaya çıkan bu belirtiler baş ağrısı, baş dönmesi, bulantı, kusma, 

optik diskte kan toplanması sonucu görüş bulanıklığı ve solukluğu, körlük, 

konvülsiyon olmakta ve çoğunlukla koma veya ölümle sonuçlanmaktadır  [79-81]. 
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Morbidite ve mortalite oranı yüksek olmasına rağmen erken teşhis yapıldığı müddetçe 

spesifik ve verimli tedaviler mevcuttur [82]. Zehirlenme devam ederken serumdaki 

metanol konsantrasyonu azaldığından metanolün doğrudan saptanması için özel 

ekipman ve donanımlı teknisyen gerektiren kromatografik yöntemler, dolaylı yoldan 

saptanması için osmolal ve anyon boşluğunun hesaplandığı yöntemler kullanılabilir 

fakat düşük konsantrasyonların saptanacağı hassasiyet sağlanamadığından genellikle 

çok verimli olmamaktadır. Metanolün toksik metaboliti formik asitin anyonu olan 

formatın saptanması ise teşhiste hızlı ve kesin sonuç vermektedir [83]. Metanol 

karaciğerde alkol dehidrogenaz tarafından formaldehite yükseltgenir. Oluşan 

formaldehit, formaldehit dehidrogenaz tarafından hızla formik asite yükseltgenir 

(Şekil 6) [84]. Fizyolojik pH’ta formik asit, format ve bir hidrojen iyonuna ayrışır. 

Format idrar, plazma, serum, tam kan gibi herhangi bir biyolojik sıvıda ölçülebilir. 

FDH enziminin varlığında ortamda bulunan format iyonu NAD+’ı indirger. Üretilen 

NADH miktarı örnekte bulunan formik asit miktarıyla orantılı olduğundan zehirlenme 

kolaylıkla tespit edilebilmektedir [79, 81]. Formatın enzimatik analizi oldukça hassas, 

spesifik, ekonomik ve hızlıdır [82]. Zehirlenmenin sonraki evrelerinde ana bileşik olan 

metanol tükenirken formatın yarı ömrünün yaklaşık 20 saat olması önemli bir 

avantajdır [85]. Sonuç olarak, metanol zehirlenmesinin teşhisinde format iyonunun 

FDH ile enzimatik ölçümü çoğu rutin biyokimya laboratuvarında uygulanan bir 

yöntemdir.  

 

Şekil 6: Metanolün metabolik biyotransformasyonu ve klinik görünümü [86]. 
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Oksalat ürolitiyazis (üriner sistem taş hastalığı, böbrek taşı) saptaması  

Böbrek taşları; renal toplama sistemi, üreter ve üretrada idrar tıkanıklığına yol açan, 

organik matriksle birlikte bulunan kristal agregatlardır. Görülme ve tekrarlanma sıklığı 

yaş, cinsiyet ve ırka göre değişen bu rahatsızlığın genel belirtileri şiddetli ağrılar, kanlı 

idrar, idrarda görülen kum benzeri materyaller ve ufak taş kırıntılarıdır. Üriner 

sistemde taş oluşumu kompleks bir fiziksel olaydır. İlk olarak taş oluşturan tuzların 

idrarda aşırı doygunluğa ulaşmasıyla kristallenme başlar. Küçük kristaloidler 

birleşerek erimeyen ve karakteristik kristal kafes yapısını ortaya çıkaran çekirdekler 

oluşturur. Çekirdekler, toplama kanalları ve renal papilladaki epitel hücre yüzeylerinde 

büyür ve agrege olur. Bulundukları yüzeyi terk edemeyen bu kristal kütleler, aşırı 

doygunlukla çöken yeni kristallerle birlikte daha da büyür ve tabakalı bir yapı 

oluşturur. Genel olarak taş oluşumunu başlatan kristalizasyon, idrarda bulunan 

kristalizasyonu destekleyici maddelerin (kalsiyum, sodyum, oksalat, ürat gibi) 

fazlalığı yada kristalizasyonu baskılayıcı maddelerin (magnezyum, pirofosfat, sitrat, 

nefrokalsin) azlığı gibi anormal idrar içeriğinden kaynaklanmaktadır. Böbrek 

taşlarının içerik ve oluşum bakımından farklılık gösteren çeşitleri vardır. Taşın 

kimyasal içeriğinin bilinmesi en uygun tedavi yönteminin seçilmesi için elzemdir [87-

90]. 

Yapılan çalışmalardan elde edilen verilere göre oksalat ürolitiyazise neden olan ve en 

sık karşılaşılan taş tipi kalsiyum oksalat taşlarıdır [91, 92]. İdrarda oksalatın 

saptanması için kullanılan analitik teknikler kimyasal, fiziksel ve enzimatik olmak 

üzere üç ana kategoriye ayrılmaktadır. Kimyasal teknikler ile oksalat ölçümü, 

doğrudan kolorimetrik/florometrik olarak veya dolaylı yoldan kalsiyum ölçümleri ile 

gerçekleştirilmektedir. Bu analizler yeterince hassas olmadığından ve oksalatın 

bulunduğu ortamdan izolasyonunu gerektirdiğinden rutin kullanıma uygun değildir. 

Fiziksel teknikler; gaz kromotografisi, iyon kromotografisi ve yüksek performanslı 

sıvı kromotografisini içermektedir. Bu metotlar hassas sonuçlar vermesine ve gaz 

kromotografisi hariç idrarın doğrudan analizine olanak sağlamasına rağmen karmaşık 

prosedürlü olmaları ve genellikle hastane laboratuvarlarında bulunmayan özel teçhizat 

gerektirdiklerinden dolayı tercih edilmemektedir. Enzimatik teknikler, sahip oldukları 

spesifite özellikleri ve preliminer ayrıştırmaya ihtiyaç duymamaları nedeniyle 

idrardaki oksalatın belirlenmesinde rutin biyokimya laboratuvarlarında sıklıkla 

kullanılmaktadır [93-95]. Bu işlem için standart olarak oksalat oksidaz (EC 1.2.3.4) ve 
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oksalat dekarboksilaz (EC 4.1.1.3) enzimleri kullanılmaktadır. İdrardaki oksalat bu 

enzimlerin faaliyetleri sonucu oluşan ürünler aracılığıyla belirlenmektedir [87, 93, 94]. 

Oksalatın oksalat oksidaz enziminin katalizlediği reaksiyonla yükseltgenmesi sonucu 

hidrojen peroksit ve karbondioksit üretilir. Üretilen hidrojen peroksit çeşitli 

yöntemlerle tayin edilerek oksalat ölçümü gerçekleştirilmekte ve biyokimyasal 

testlerde sıklıkla kullanılmaktadır [96, 97]. Oksalat dekarboksilaz enziminin 

kullanıldığı metotta ise ilk olarak oksalat, oksalat dekarboksilaz ile formata 

dönüştürülür. Sonrasında format FDH enzimi ile NAD+ tarafından yükseltgenir. 

Parçalanan oksalatın oluşturduğu formatın yükseltgenmesi ile stokiyometrik olarak 

artan NADH’ın 340 nm’de absorpsiyonu ölçülerek oksalat analizi yapılır. Oksalat 

dekarboksilaz ve FDH enzimlerinin aktiviteleri idrardaki maddeler tarafından 

engellenmediği, analizden önce oksalatın izolasyonuna gerek duyulmadığı, uygun 

analiz cihazlarının kullanımıyla otomatik olarak çok sayıda örnek çalışılabildiği için 

bu metot rutin laboratuvarlarda tercih edilmektedir. İki enzim kullanılarak 

gerçekleştirilen bu spektrofotometrik yöntemin tek dezavantajı kullanılan enzimlerin 

aktivite gösterdikleri ideal pH aralıklarının farklı olmasıdır. Oksalat dekarboksilaz 

düşük pH’ta (pH 3.5-5.0) çalışırken FDH enziminin pH aralığı nispeten yüksektir (pH 

7.0-8.0). Dolayısıyla reaksiyonlar gerçekleşirken pH değerlerinin kontrol edilmesi ve 

enzimlerin sırayla eklenmesi gerekmektedir [87, 93-95]. 

Trichomonas vaginalis vajiniti teşhisi 

Trikomonas vajiniti (TV); dünya genelinde yaygın olarak görülen, cinsel yolla 

aktarılan tedavi edilebilir bir enfeksiyondur. Etken organizma tek hücreli, küresel, 

kamçılı, hareketli bir parazit olan T. vajinalis’tir [98]. Bu organizma, genitoüriner 

yolun endojen florasında olmadığından invazif bir patojen olarak kabul edilmektedir 

[99]. T. vajinalis’in kuyruğuyla vajinal epitel hücrelere yapışması, oldukça immünojen 

olan yüzey proteininin (P270) ekspresyonu, sistein proteazlar ve hücre ayırma 

faktörlerinin sekresyonu patogenez mekanizmasında önemlidir [98, 100]. TV 

enfeksiyonu veya enfeksiyona geliştirilen inflamatuvar yanıt, hamilelik 

komplikasyonları [101], pelvik inflamatuvar hastalıklar [102] ve HIV kapma riskini 

artırma [103] gibi ciddi sağlık sorunlarını beraberinde getirmektedir.  

T. vajinalis’in teşhisi çeşitli yöntemlerle yapılmaktadır. Klinik teşhiste görülen klasik 

semptomlar cinsel yolla bulaşan diğer enfeksiyonlara benzerlik gösterdiğinden ve bazı 
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hastalar asemptomatik olduğundan teşhis koymada tek başına yeterli değildir [100]. 

Mikroskopik görüntüleme yöntemi, trikomodların karakteristik hareketleri ile 

karakterizasyonuna olanak sağlamaktadır. Yoğun semptom gösteren hastalarda bu 

yöntem organizmanın hızlı ve ucuz bir şekilde saptanmasını sağlarken asemptomatik 

hastalar için güvenilirliği düşüktür. Sebebi, organizmanın vücut sıcaklığından 

uzaklaştığında ayırt edilmesini sağlayan hareketini kaybetmesi ve hareketsiz 

trikomodların fark edilememesidir. T. vajinalis’in teşhisinde kültür metodu altın 

standarttır fakat en az 72 saat inkübasyon gerektirdiğinden ve bu süre klinik açıdan 

uzun bir süre olduğundan araştırma amacı dışında tercih edilmemektedir. 

Enfeksiyonun teşhisinde immünolojik yaklaşımlarla T. vajinalis’in doğrudan veya 

karakteristik hücre ayırıcı faktörlerinin ve sistein proteaz immünojenlerinin 

deteksiyonu yapılmaktadır fakat T. vajinalis izolatlarının antijenik heterojenliğinin 

fazlalılığı, düşük seviyelerdeki antikorların saptanamaması, antikorların enfeksiyon 

geçtikten sonra uzun bir süre ortamda kalmasıyla geçmiş yada güncel enfeksiyonların 

ayırt edilememesi bu yöntemin dezavantajlarıdır [99, 100, 104]. Moleküler teknikler 

olan PCR ve dot-blot hibridizasyonu organizmanın tespitinde oldukça spesifiktir fakat 

çok düşük de olsa yanlış pozitif sonuç verme ihtimali vardır [105]. 

Yapılan çalışmalarda kültür besiyerinde büyüyen T. vajinalis’in metabolik son ürün 

olarak çok miktarda formik asit ürettiği ve güçlü inflamatuvar sonuçlara yol açtığı 

görülmüştür. TV, vajinal örnekteki formatın deteksiyonu ile belirlenebilmektedir. 

Geliştirilen ve patenti alınan (Patent EP0556685A2, Patent CA2089186A1) bu 

yöntem, hasta örneğinde bulunan formatın FDH enzimi ile yükseltgenmesine ve 

beraberinde indirgenmiş ürün olan NADH’ın nitel yada nicel olarak saptanmasına 

veya ölçülmesine dayanmaktadır. Hastadan alınan örnek; içerisinde FDH enzimi, 

enzimin kofaktörü olan NAD+, indirgenmiş NAD+ (NADH) oluştuğunda renk 

değişikliği yapan kromojenik indikatör ve elektron transfer ajanlarından oluşan ortama 

bırakıldığında üretilen NADH’a bağlı olarak teşhis yapılabilmektedir. Yöntemin hızlı 

ve basit olmasının yanı sıra format metabolitinin tespiti için canlı ve intakt hücrelere 

ihtiyaç duyulmaması ve FDH enziminin aktivitesinin örnekte bulunan diğer 

maddelerden etkilenmemesi önemli avantajlardır [99]. 

 

 

https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=3&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwj5rvTb1YzSAhWF5xoKHc2vCNcQFgglMAI&url=http%3A%2F%2Fwww.google.com.tr%2Fpatents%2FEP0556685A2%3Fcl%3Den&usg=AFQjCNGsH3NdEw5i475L-8HyGDzABHCLbg&bvm=bv.146786187,d.d2s
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=4&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwj5rvTb1YzSAhWF5xoKHc2vCNcQFggsMAM&url=http%3A%2F%2Fwww.google.de%2Fpatents%2FCA2089186A1%3Fhl%3Dde%26cl%3Den&usg=AFQjCNE_HncSLy6G6ZMEq9d_FFUOUsTe_Q&bvm=bv.146786187,d.d2s
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2.3 Rekombinant DNA Teknolojisi 

2.3.1 Genel olarak rekombinant DNA teknolojisi 

Rekombinant DNA teknolojisi, bir canlıda bulunan belirli bir genin ait olduğu 

genomdan özel tekniklerle izolasyonunu, taşıyıcı DNA ile birleştirilmesini, uygun bir 

konak organizma içerisine sokularak çoğaltılmasını ve ekspres edilmesini kapsayan, 

doğal olarak var olmayan genetik kombinasyonların ortaya çıkarılmasına olanak 

sağlayan bir teknolojidir.  

1950’li yılların başlarında DNA molekül yapısının keşfi ve 1960’lı yılların sonlarında 

restriksiyon enzimlerinin etki mekanizmasının anlaşılması ile rekombinant DNA 

teknolojisinin temeli atılmıştır [106]. 1972 yılında Paul Berg insanlarda kanser riski 

ile bağlantılı maymun SV40 virüsü ile bakteriyel lambda fajını birleştirerek ilk 

rekombinant DNA molekülünü oluşturmuştur [107]. Mevcut tekniklerin ve 

teknolojinin gelişmesi ile birlikte 1980’lerden itibaren büyük ilerlemeler 

kaydedilmiştir. 

Rekombinant DNA teknolojisinin temelini gen klonlaması oluşturur ve bu teknoloji 

ile protein üretiminde önemli aşamalar şu şekilde sıralanır: 

1. Genetik materyalden hedef proteini kodlayan genin saf bir şekilde eldesi ve 

çoğaltılması, 

2. Uygun restriksiyon enzimleri ile kesilen genin ve taşıyıcı molekül olan 

vektörün birleştirilmesi ile rekombinant DNA oluşturulması,  

3. Rekombinant DNA’nın uygun konak hücreye aktarılması, 

4. Rekombinant DNA’yı alarak transforme olan hücrelerin seçilimi ve 

çoğaltılması, 

5. İstenilen ürünü üretmek için genin eksprese edilmesidir (Şekil 7) [108]. 



 

 29 

 

Şekil 7: Gen klonlamasının genel şeması [108]. 

Rekombinant proteinlerin temel olarak yarar sağladığı alanlar; tıp alanında teşhis ve 

tedavi, endüstriyel alanda gıda, yem, kağıt, deri, tekstil, kozmetik, deterjan, polimer, 

organik sentez, farmasötik ve atık arıtım endüstrileridir [109]. Rekombinant 

proteinlere olan küresel talep her yıl %8.7 oranında artmaktadır. 2016-2020 öngörü 

raporlarına göre global rekombinant protein pazar hacminin yıllık bileşik büyüme 

oranının %8.1 olması beklenmektedir [110]. Rekombinant yöntemlerle üretilen 

proteinlerin başında gelen enzimlerin ise 2016 yılında endüstriyel pazarı 4.61 milyar 

dolar olarak açıklanmıştır ve 2017-2022 öngörü raporlarına göre %5.8’lik yıllık bileşik 

büyüme oranı ile 6.3 milyar dolara ulaşacağı tahmin edilmektedir [111]. 
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2.3.2 Rekombinant DNA teknolojisi ile enzim üretimi 

Rekombinant yöntemler ile enzim üretimi, biyoteknolojinin ilgi duyduğu ve yoğun 

şekilde üzerinde çalıştığı alanlardan biridir. Enzim aracılı proseslerin işlem süresini 

kısaltması, düşük enerji girdisi ihtiyacı, toksik olmaması, ekonomik ve çevre dostu 

olması gibi avantajlı özellikleri çeşitli sektörlerde kullanımını yaygınlaştırmış ve 

ihtiyaç duyulan enzim miktarını artırmıştır [109]. Rekombinant DNA teknolojisi ve 

protein mühendisliği tekniklerinin gelişmesi ile birlikte enzim endüstrisinde de büyük 

yenilikler yaşanmıştır. 

Enzim endüstrisi, mikrobiyal kaynaklı enzimlerin öneminin artmasıyla 1980’lerden 

itibaren gelişmeye başlamıştır. Bunun öncesinde kullanılan enzimlerin çoğu bitkisel 

ve hayvansal kaynaklardan elde edilmekteydi. Bu organizmaların doku miktarı kısıtlı 

olduğundan, çevresel koşullara bağlı olarak elde edilen ürünün miktarı ve kalitesi 

standart olmadığından ihtiyaçlar tam olarak karşılanamamakta ve ürünler tüketiciye 

yüksek fiyattan sunulmaktaydı. Rekombinant DNA teknolojisinin gelişmesi; bitki, 

hayvan ve insan orijinli enzimlerin mikroorganizmalarda üretilmesine olanak 

sağlayarak enzim endüstrisine büyük bir katkıda bulunmuştur. Tüketilen enzimlere 

artan talep, maliyeti azaltma ihtiyacı, doğal kaynakların yetersiz kalması ve çevre 

güvenliği gibi faktörler sektörü mikrobiyal enzim kullanımına yönlendirmiştir. Bunun 

dışında mikroorganizmaların üreme ve büyüme sürelerinin kısa olması, ekonomik ve 

kolay yollarla elde edilebilmesi, istenen özellikte ve miktarda enzim üretmek için 

gereken genetik manipülasyonlarının kolay olması küresel olarak bu organizmaların 

önemini artırmıştır [109, 112, 113].  

Enzim üretim prosesi; kullanılacak işleme uygun enzimin seçimi, ideal üretim suşunun 

seçimi, aşırı üretim yapmak için seçilen suşun genetik mühendisliği teknikleri ile 

yapılandırılması, kültür besiyeri ile üretim koşullarının optimizasyonu, pürifikasyon 

optimizasyonu ve stabil enzim ürününün formülasyonu olarak altı temel basamaktan 

oluşmaktadır. Mikrobiyal enzimlerin üretimi kontrollü fermentasyonla 

gerçekleştirilmektedir. Fermentasyon basamağının optimizasyonu; besiyeri içeriği, 

kültür tipi ve uygun sıcaklık, pH, nem gibi proses koşullarını kapsamaktadır. 

Fermentasyon sırasında enzimler hücre içi ve hücre dışı olarak salınabilmektedir. 

Hücre içi enzimlerin eldesinde hedef enzimin hücreden çıkarılması, diğer hücre içi 

proteinlerden ve bileşenlerden ayrılması gerekmektedir. Hücre dışı enzimlerde ise 

enzim hücre dışına salgılandıktan sonra ortamdaki hücreler vakum filtrasyonu, 
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separatör veya mikrofiltrasyon ile uzaklaştırılarak ultrafiltrasyon yapılmaktadır. Saf 

enzim eldesi için genellikle kromatografik yöntemler tercih edilmektedir. Son ürün, 

gerekli koruyucularla birlikte bulunan sıvı veya tanelendirilmiş kuru form şeklinde 

bulunmaktadır (Şekil 8) [114]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 32 

 

 

Dondurulmuş kültür 

 

İnoklüm hazırlama 

 

Fermentasyon 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Hücre içi 

proteinler 

Hücre dışı 

proteinler 

Hücrelerin 

parçalanması 

Hücre 

debrisinin 

ortadan 

kaldırılması 

Hücrelerin 

ortadan 

kaldırılması 

Hücresiz ekstratların yoğunlaştırılması 

Pürifikasyon  

Formülasyon 

(vakumlu/püskürtmeli/dondurarak 

kurutma) 

Son ürün 

Şekil 8: Endüstriyel ölçekte biyolojik yöntemlerle enzim üretim şeması [114]. 
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

3.1 Gereç 

3.1.1 Cihazlar 

Tez çalışmasında kullanılan cihazlar Tablo 1’de yer almaktadır. 

Tablo 1: Kullanılan cihazların listesi. 

Cihaz Adı Marka Kullanım Amacı 

Otomatik pipetler 
CAPP, 

Eppendorf 
Tüm moleküler çalışmalarda kullanılmıştır. 

Distile su cihazı Sartarius Stedim Tüm moleküler çalışmalarda kullanılmıştır. 

Ultra saf su cihazı Sartarius Stedim Ultra saf su gerektiren tüm çalışmalarda kullanılmıştır. 

Otoklav Nüve 
Laboratuvar malzemelerinin ve besiyerlerinin 

sterilizasyonunda kullanılmıştır. 

Analitik terazi Precisa Kimyasal maddelerin miktarını ölçmede kullanılmıştır. 

Santrifüj Hettich, Nüve 

Yüksek hızda (maksimum: 14000 rpm) ayrıştırma 

gerektiren tüm çalışmalarda kullanılmıştır (Hettich). 

 

Düşük hızda ve büyük hacimde ayrıştırma gerektiren 

tüm çalışmalarda kullanılmıştır (Nüve). 

Vorteks Stuart 
Küçük hacimdeki sıvı karışımlarını homojen hale 

getirmede kullanılmıştır. 

Isıtıcı blok 
Denville 

Scientific 

Örneklerin ve belirli çözeltilerin ısıtılmasında 

kullanılmıştır. 

Buz makinesi Scotsman 
Soğuk koşullar isteyen çalışmalarda buz eldesinde 

kullanılmıştır. 

Buzdolabı (+4˚C) Beko 
Örnekler, belirli kit çözeltileri, tampon ve stok 

çözeltilerin saklanmasında kullanılmıştır. 

Derin dondurucu      

(-20˚C, -80˚C) 
Uğur, Haier Örneklerin uzun süreli saklanmasında kullanılmıştır. 

pH metre 
Hanna 

Instruments 
Tampon çözeltilerin pH ayarlamasında kullanılmıştır. 

Manyetik ısıtıcılı 

karıştırıcı 
Stuart Çözeltilerin hazırlanmasında kullanılmıştır. 
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Tablo 1 (devam): Kullanılan cihazların listesi. 

Orbital çalkalayıcı Benchmark 

SDS-PAGE jelinin boyanmasında, yıkanmasında, 

Western blot membranının yıkamalarında ve kimyasal 

substratla muamelesinde kullanılmıştır. 

İnkübatörlü 

çalkalayıcı 
Benchmark 

Mikroorganizmaların uygun sıcaklıklarda kültüre alınıp 

çoğaltılmasında kullanılmıştır. 

Etüv Nüve 
Katı besiyerine ekilen bakterilerin uygun sıcaklıkta 

kültüre alınıp çoğaltılmasında kullanılmıştır. 

Isıl döngüleyici 

(PCR cihazı) 
Bio-Rad, Sacem 

Belirlenen sıcaklıklarda ve zaman aralıklarında 

klonlanacak gen bölgesinin çoğaltılmasında 

kullanılmıştır. 

Çeker ocak Vortice Agaroz jel hazırlama aşamalarında kullanılmıştır. 

Yatay jel 

elektroforez sistemi 
Major Science 

Agaroz jele yüklenen PCR ürünlerinin yürütülmesinde 

kullanılmıştır. 

Dikey jel 

elektroforez sistemi 
Major Science 

Poliakrilamid jele yüklenen proteinlerin yürütülmesinde 

kullanılmıştır. 

Jel görüntüleme 

sistemi 
Fusion Fx7 

Agaroz ve poliakrilamid jelde yürütülen, nitroselüloz 

membrana transfer edilen örneklerin görüntülemesinde 

kullanılmıştır. 

UV-vis 

spektrofotometre 

Thermo 

Scientific, 

Biochrom 

DNA miktarı ve kalitesi ölçümlerinde, enzim aktivite 

testlerinde absorpsiyonun belirlenmesinde 

kullanılmıştır (Thermo Scientific). 

 

Bakteri hücrelerinin optik yoğunluğunu ölçmede 

kullanılmıştır (Biochrom). 

Sonikatör Qsonica Ekspresyon hücrelerinin lizizinde kullanılmıştır. 

Western blot 

transfer sistemi 
Bio-Rad 

Poliakrilamid jelde bulunan proteinlerin nitroselüloz 

membrana transfer edilmesinde kullanılmıştır. 

Vakum manifoldu Welch 
Pürifikasyon işlemlerinde atık sıvıların kolonlardan 

uzaklaştırılmasında kullanılmıştır. 

 

Nanodrop 

 

 

Maestro 

 

 

Protein miktar tayininde kullanılmıştır. 

 

3.1.2 Kimyasallar 

Tez çalışmasında kullanılan kimyasallar Tablo 2’de yer almaktadır. 

Tablo 2: Kullanılan kimyasalların listesi. 

Kimyasal Adı Marka Kullanım Amacı 

LB broth ve agar Sigma-Aldrich Mikroorganizmaların büyütülmesinde kullanılmıştır. 

Ampisilin Sigma-Aldrich 
Antibiyotiğe dirençli plazmidleri içeren hücrelerin 

seçiliminde kullanılmıştır. 

Agaroz Invitrogen 
PCR ürünlerinin yükleneceği jelin yapımında 

kullanılmıştır. 

EDTA 
Thermo Fisher 

Scientific 
Agaroz jel hazırlamada kullanılmıştır. 

Etidyum bromür EMD Millipore 
PCR ürünü olan DNA moleküllerinin floresan olarak 

işaretlenmesinde kullanılmıştır. 
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Tablo 2 (devam): Kullanılan kimyasalların listesi. 

DNA jel yükleme 

boyası 

New 

England  Biolabs 

DNA moleküllerinin jeldeki kuyucukların tabanına 

inmesinde ve boyanmasında kullanılmıştır. 

X-gal 
Thermo Fisher 

Scientific 

Rekombinant plazmidler içeren hücrelerin seçiliminde 

kullanılmıştır. 

Absolüt Etanol EMD Millipore 
Bazı ticari kitlerin üzerine prosedürlerinde belirtilen 

miktarlarda eklenerek kullanılmıştır. 

Metanol EMD Millipore Belirli çözeltilerin hazırlanmasında kullanılmıştır. 

İzopropanol EMD Millipore 
Agaroz jel ekstraksiyonu ve PCR pürifikasyon 

çalışmalarında kullanılmıştır. 

Sodyum asetat Sigma-Aldrich 
Agaroz jel ekstraksiyonu ve PCR pürifikasyon 

çalışmalarında kullanılmıştır. 

Akrilamid;  

N, N'-metilen 

bisakrilamid 

Thermo Fisher 

Scientific 

SDS-PAGE analizinde yığma ve ayırma jellerinin 

hazırlanmasında kullanılmıştır. 

Tris bazı 
Thermo Fisher 

Scientific 

SDS-PAGE jellerinin, Western blot ve enzim aktivite 

testlerinin yapıldığı tampon çözeltilerin 

hazırlanmasında kullanılmıştır. 

SDS 
Thermo Fisher 

Scientific 

SDS-PAGE analizinde jellerin hazırlanmasında ve 

proteinleri denatüre etmede kullanılmıştır. 

APS 
Thermo Fisher 

Scientific 
SDS-PAGE jellerinin hazırlanmasında kullanılmıştır. 

TEMED Sigma-Aldrich 
SDS-PAGE jellerinin polimerizasyonunu başlatmada 

kullanılmıştır. 

DPBS 
Thermo Fisher 

Scientific 

SDS-PAGE analizinde örneklerin yüklemeye hazır 

hale getirilmesinde kullanılmıştır. 

Coomassie blue 

boyası R250 

Thermo Fisher 

Scientific 
SDS-PAGE jellerinin boyanmasında kullanılmıştır. 

Asetik asit 

(glasiyal) 
EMD Millipore 

SDS-PAGE boya uzaklaştırıcı tampon çözeltisinin 

hazırlanmasında kullanılmıştır. 

Glisin 
Thermo Fisher 

Scientific 

Belirli tampon çözeltilerin hazırlanmasında 

kullanılmıştır. 

 IPTG 
Thermo Fisher 

Scientific 
Gen ekspresyonunu indüklemede kullanılmıştır. 

Hidroklorik asit Sigma-Aldrich Tampon çözeltilerin pH ayarlamalarında kullanılmıştır. 

Sodyum hidroksit Sigma- Aldrich Tampon çözeltilerin pH ayarlamalarında kullanılmıştır. 

Potasyum fosfat 

monobazik 
Sigma-Aldrich 

Enzim aktivite testlerinde kullanılan tampon 

çözeltilerin hazırlanmasında kullanılmıştır. 

Sodyum format Santa Cruz FDH enziminin substratı olarak kullanılmıştır. 

β-Nikotinamid 

adenin dinükleotit 

hidrat 

Sigma-Aldrich FDH enziminin koenzimi olarak kullanılmıştır. 

Sodyum klorür Sigma-Aldrich 
Sonikasyona hazırlık aşamasında ve belirli tampon 

çözeltilerin hazırlanmasında kullanılmıştır. 

BSA Sigma-Aldrich 
Western blot analizinde antikorların nonspesifik 

bağlanmalarını engelleyici bloker olarak kullanılmıştır. 

Süt tozu Santa Cruz 
Western blot analizinde engelleyici ajan olarak 

kullanılmıştır. 

Tween 20 
Thermo Fisher 

Scientific 

Western blot analizinde antikorun nonspesifik 

bağlanmasını engellemede kullanılmıştır. 
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3.1.3 Ticari kitler 

Tez çalışmasında kullanılan ticari kitler Tablo 3’te yer almaktadır. 

Tablo 3: Kullanılan ticari kitlerin listesi. 

Kit Adı Marka Kullanım Amacı 

PureLink Genomic 

DNA Kits 

Invitrogen  

(#K1820-02) 

C. boidinii mayasının genomik DNA izolasyonunda 

kullanılmıştır. 

Phusion Flash High-

Fidelity PCR Master 

Mix 

Thermo Fisher 

Scientific 

(#F-548S) 

Hedef gen bölgesinin PCR yöntemiyle yüksek 

doğrulukla çoğaltılmasında kullanılmıştır. 

GeneJET PCR 

Purification Kit 

Thermo Fisher 

Scientific 

(#K0701) 

PCR ürününün pürifikasyonunda kullanılmıştır. 

GeneJET Gel 

Extraction Kit 

Thermo Fisher 

Scientific 

(#K0691) 

Agaroz jelde yürümüş PCR ürününün 

izolasyonunda ve pürifikasyonunda kullanılmıştır. 

InsTAclone PCR 

Cloning Kit 

Thermo Fisher 

Scientific 

(#K1214) 

PCR ürününün TA klonlamasında kullanılmıştır. 

Genejet Plasmid 

Miniprep Kit 

Thermo Fisher 

Scientific 

(#K0502) 

Küçük hacimli örneklerde hücrede bulunan 

plazmidlerin izolasyonunda kullanılmıştır. 

Genejet Plasmid 

Midiprep Kit 

Thermo Fisher 

Scientific 

(#K0481) 

Nispeten büyük hacimli örneklerde hücrede 

bulunan plazmidlerin izolasyonunda kullanılmıştır. 

Rapid DNA Ligation 

Kit 

Thermo Fisher 

Scientific 

 (#K1422) 

PCR ürünü ile vektörün birbirine bağlanmasında 

kullanılmıştır. 

TransformAid 

Bacterial 

Transformation Kit 

Thermo Fisher 

Scientific 

(#K2710) 

Klonlama ve ekspresyon bakteri hücrelerini 

kompetan hale getirmede ve rekombinant DNA 

moleküllerinin bu hücreleri transforme etmesinde 

kullanılmıştır. 

Laemmli Örnek 

Tampon Çözelti Kiti 

Bio-Rad 

(#1610747) 

Örneklerin SDS-PAGE analizine hazır hale 

getirilmesinde kullanılmıştır. 

Ni-NTA Fast Start Kit 
Qiagen 

(#30600) 

Liziz edilen ekspresyon hücrelerindeki His-etiketli 

hedef proteinin pürifikasyonunda kullanılmıştır. 
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3.1.4 Enzimler 

Tez çalışmasında kullanılan enzimler Tablo 4’te yer almaktadır. 

Tablo 4: Kullanılan enzimlerin listesi. 

Enzim Adı Marka Kullanım Amacı 

RNAaz A Invitrogen 
C. boidinii’nin genomik DNA izolasyonunda 

kullanılmıştır. 

Proteinaz K 
Thermo Fisher 

Scientific 

C. boidinii’nin genomik DNA izolasyonunda 

kullanılmıştır. 

Taq DNA polimeraz 
Thermo Fisher 

Scientific 

PCR ürünlerinin 3’ ucuna dATP eklenmesinde 

kullanılmıştır. 

NdeI, BamHI, ScaI, 
NcoI 

Thermo Fisher 

Scientific 

PCR ürünleri ve vektörlerin restriksiyon kesiminde 

kullanılmıştır. 

Alkalin fosfataz 
Thermo Fisher 

Scientific 

Restriksiyon enzimleri ile kesilen vektörün 

defosforilasyonunda kullanılmıştır. 

T4 DNA ligaz 
Thermo Fisher 

Scientific 

Restriksiyon enzimleri ile kesilen parçaların 

birleştirilmesinde kullanılmıştır. 

Lizozim 
Vivantis 

Technologies 
Bakteri hücrelerinin duvarını parçalamada 

kullanılmıştır. 

         

3.1.5 Mikroorganizmalar 

 Candida boidinii ATCC 18810 FDH enzimini üreten gen kaynağı, 

 Escherichia coli One Shot® Mach1™-T1R kompetan hücreleri (Thermo 

Fisher Scientific) klonlama konakçısı, 

 Escherichia coli One Shot® BL21 (DE3) hücreleri (Thermo Fisher Scientific) 

protein ekspresyonu konakçısı olarak kullanılmıştır. 

3.1.6 Primerler 

Primerler, hedef FDH gen bölgesinin PCR ile çoğaltılmasında kullanılmıştır. 5’ 

uçlarına NdeI ve BamHI restriksiyon enzimleri tarafından tanınanacak restriksiyon 

bölgelerinin yerleştirilmesiyle Primer3 programında tasarlanan primerler Sentromer 

DNA Teknolojileri (İstanbul) firması tarafından sentezlenmiştir (Tablo 5). 

Tablo 5: FDH geni için tasarlanan primerler. 

Oligo adı Baz Dizisi 5̍′-3′ 
Baz 

sayısı 
Tm (˚C) 

FDH- forward 

(Primer F) 
TCATATGAAGATCGTTTTAGTCTTATATG 29 56.08 

FDH-reverse 

(Primer R) 
TAAGCTTATTTCTTATCGTGTTTACC 26 55.92 
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3.1.7 Vektör sistemleri 

C. boidinii’den elde edilen FDH geninin E. coli hücrelerine aktarılmasında taşıyıcı 

DNA molekülleri olarak pTZR57R/T (Thermo Fisher Scientific) ve pET-14b 

vektörleri (Novagen) kullanılmıştır (Şekil 9, Şekil 10; Tablo 6, Tablo 7). 

 pTZR57R/T vektörü 

  

Şekil 9: pTZR57R/T vektör haritası. 

 

Tablo 6: pTZR57R/T vektör sisteminin özellikleri. 

Özellik 
Baz 

Pozisyonu 
Fonksiyon 

T7 promotör 697 – 716 

Vektör içerisine klonlanan DNA molekülünün 

transkripsiyonunu başlatan T7 RNA polimerazın 

bağlandığı bölgedir. 

lacZ α-peptit 449 – 739 

Rekombinant klonların mavi/beyaz seçiminde 

kullanılan β-galaktosidaz enzimini kodlayan gen 

bölgesidir. 

f1 orijin 2 – 457 Tek zincirli DNA sentezini sağlar. 

Klonlama bölgesi 650 – 651 
Adenin kuyruklu PCR ürünleri ile birleşme için 

gereken 3'-ddT bölgesidir. 

Çoklu klonlama bölgesi 

(MCS) 
615 – 695 

Klonlamada kullanılacak restriksiyon enzimleri için 

tanıma bölgelerini içeren kısımdır. 

bla (ApR) 1896 – 2756 

Ampisilin, karbenisilin gibi antibiyotiklere karşı 

direnç sağlayan β-laktamaz enzimini kodlayan gen 

bölgesidir. 

rep (pMB1) 1122 – 1736 Replikasyonu başlatan bölgedir. 

https://en.wikipedia.org/wiki/Beta-galactosidase
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 pET-14b vektörü 

 

 

 

Şekil 10: pET-14b vektör haritası. 

 

Tablo 7: pET-14b vektör sisteminin özellikleri. 

 

 

Özellik 

Baz 

Pozisyonu 
Fonksiyon 

T7 promotör 644 – 662 

Vektör içerisine klonlanan DNA molekülünün 

transkripsiyonunu başlatan T7 RNA polimerazın bağlandığı 

bölgedir.  

Ribozom bağlanma 

bölgesi (RBS) 
591 – 595 PCR ürünlerinin translasyonunu sağlar. 

His-tag kodlama 

dizisi (6xHis) 
554 – 571 

Hedef proteinin histidin rezidüleri ile birlikte ekspres 

edilmesini sağlayarak pürifikasyonunu kolaylaştırır. 

Trombin bölgesi 527 – 544 
Füzyon proteinlerinde bölgeye özgü ayrılma sağlamak için 

trombinin tanıyacağı ve bağlanacağı bir alan oluşturur. 

Çoklu klonlama 

bölgesi (MCS) 
510 – 526 

Klonlamada kullanılacak restriksiyon enzimleri için tanıma 

bölgelerini içeren kısımdır. 

T7 terminatör 404 – 451 Transkripsiyonu sona erdiren dizidir. 
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Tablo 7 (devam): pET-14b vektör sisteminin özellikleri. 

 

3.1.8 DNA ve protein markörleri 

Tez çalışmasında DNA markörü olarak “Thermo Scientific O'GeneRuler DNA Ladder 

Mix (#SM1173)”, protein markörü olarak “Fermentas PageRuler™ Prestained Protein 

Ladder Plus (#SM1811)” kullanılmıştır (Şekil 11. A, Şekil 11. B).      

                                        

                                                                                                                                                                     

3.1.9 Tampon ve çözeltiler 

 

3.1.9 Tampon ve çözeltiler  

3.1.9.1 Büyütme besiyeri çözeltileri 

 LB broth besiyeri 

Sigma-Aldrich firmasından tedarik edilen besiyerinin içeriğinde 10 g/L tripton, 10 g/L 

NaCl, 5 g/L maya ekstraktı bulunmaktadır. 1 L LB broth besiyeri hazırlanırken 1 L 

rop 2223 – 2414 
Bakteriyel plazmidlerin düşük kopya sayısında kalmasını 

sağlayan proteini kodlar. 

pBR322 orijin (ori) 2845 – 3432 Replikasyonu başlatan bölgedir. 

Ampisilin direnç 

(AmpR) gen 

bölgesi  

 (bla kodlayan 

bölge) 

3603 – 4463 
Ampisilin, karbenisilin gibi antibiyotiklere karşı direnç 

sağlar. 

A B 

Şekil 11. A: Thermo Scientific 

O'GeneRuler DNA Ladder Mix 

(#SM1173) 

 

Şekil 11. B: Fermentas 

PageRuler™ Prestained Protein 

Ladder Plus (#SM1811) 
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distile su üzerine 20 g LB broth tozu eklenmiştir. 120˚C’de 20 dakika otoklav ile 

sterilize edildikten sonra stok çözelti daha sonraki kullanımlar için buzdolabına (+4˚C) 

kaldırılmıştır.  

Ampisilinli LB broth besiyeri hazırlanırken 1 L soğumuş LB broth üzerine ampisilin 

stok çözeltisinden 1 ml eklenmiş ve daha sonraki kullanımlar için buzdolabına (+4˚C) 

kaldırılmıştır. 

 LB agar besiyeri 

Sigma-Aldrich firmasından tedarik edilen besiyerinin içeriğinde 15 g/L agar, 10 g/L 

tripton, 10 g/L NaCl, 5 g/L maya ekstraktı bulunmaktadır. 200 ml LB agar besiyeri 

hazırlanırken 200 ml distile su üzerine 6.4 g LB agar tozu eklenmiştir. 121˚C’de 20 

dakika otoklav ile sterilize edildikten sonra soğumaya bırakılmıştır. Sıcaklık yaklaşık 

50˚C’ye ulaştığında eşit hacimlerde steril petri kaplarına dökülerek katı forma geçmesi 

beklenmiştir. 

Ampisilinli LB agar besiyeri hazırlanırken sıcaklığı yaklaşık 50˚C’ye düşmüş 200 ml 

LB agar üzerine 200 µl ampisilin ilave edilerek eşit hacimlerde steril petri kaplarına 

dökülmüştür. Donarak katı forma geçtiğinde daha sonraki kullanımlar için 

buzdolabına (+4 ˚C) kaldırılmıştır. 

 Ampisilin stok çözeltisi 

100 mg/ml stok çözeltisi olarak distile su ile hazırlanmıştır. Filtreden geçirilerek 

sterilize edildikten sonra küçük hacimlere ayrılarak derin dondurucuya (-20°C) 

kaldırılmıştır. 

3.1.9.2 Agaroz jel elektroforezi çözeltileri 

 10X Tris asetik asit EDTA (TAE)  tamponu 

48.4 g Tris bazı, 3.7 g EDTA, 11.4 ml glasiyal asetik asit 1 L distile su içerisinde 

çözdürülerek hazırlanmıştır. 

 %1 agaroz jel çözeltisi 

1 g agaroz, 100 ml TAE tamponunda çözdürülüp üzerine 1 µl etidyum bromür 

eklenerek hazırlanmıştır. 

 

http://laboratuvargerecleri.com/u/12959/1x-tae-tris-asetik-asit-edta-solusyonu-1-litre
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3.1.9.3 SDS-PAGE Çözeltileri 

 %40 poliakrilamid çözeltisi 

39 g akrilamid ve 1 g N,N'–metilbisakrilamid 100 ml distile su içerisinde çözdürülüp 

filtreden geçilerek hazırlanmıştır. 

 1 M, 1 L Tris pH 6.8 tampon çözeltisi 

181.65 g Tris bazı 800 ml distile suda çözdürüldükten sonra konsantre HCl ile pH 

değeri 6.8'e düşürülmüştür. Toplam hacim distile su ile 1 L’ye tamamlanmıştır. 

 1 M, 1 L Tris pH 8.8 tampon çözeltisi 

181.65 g Tris bazı 800 ml distile suda çözdürüldükten sonra konsantre HCl ile pH 

değeri 8.8'e düşürülmüştür. Toplam hacim distile su ile 1 L’ye tamamlanmıştır. 

 %10 SDS çözeltisi 

10 g SDS tozunun 100 ml distile suda çözdürülmesi ile hazırlanmıştır. 

 %10 APS çözeltisi 

0.5 g APS tozunun 5 ml distile suda çözdürülmesi ile hazırlanmıştır. 

 10X, 1 L SDS-PAGE yürütme tampon çözeltisi 

30 g Tris bazı, 144 g glisin, 10 g SDS’in 1 L distile suda çözdürülmesi ve pH’ının 

8.3’e ayarlanması ile hazırlanmıştır. Elektroforezde 1X’e seyreltilerek kullanılmış ve 

daha sonraki kullanımlar için oda sıcaklığında muhafaza edilmiştir. 

 Coomassie blue boyama çözeltisi, 500 ml 

0.5 g Coomassie R250, 50 ml asetik asit, 200 ml metanol ve 250 ml distile su ile toplam 

hacim 500 ml’ye tamamlanarak hazırlanmıştır. 

 Boya giderici (destaining) çözelti, 1 L 

100 ml metanol ile 100 ml glasiyal asetik asitin 800 ml distile suda çözdürülmesi ile 

hazırlanmıştır. Stok çözelti daha sonraki kullanımlar için oda sıcaklığında muhafaza 

edilmiştir.  
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3.1.9.4 Western blot çözeltileri 

 10X, 2 L transfer tampon çözeltisi 

288 g glisin ve 60.4 g Tris bazının 2 L ultra saf su içerisinde tamamen çözdürülmesi 

ile hazırlanmıştır. 

 BSA stok çözeltisi 

100 mg/ml stok çözeltisi olarak distile su ile hazırlanmıştır. Küçük hacimlere 

paylaştırılarak derin dondurucuda (-20°C) saklanmıştır. 

 10X, 1 L TBST tampon çözeltisi 

24 g Tris bazı ve 88 g sodyum klorür 900 ml distile suda çözdürülerek ilk aşamada 

10X TBS çözeltisi hazırlanmıştır. Konsantre HCl ilavesi ile pH 7.6’ya ayarlanmış, 

toplam hacim distile su ile 1 L’ye tamamlanmıştır. Sonrasında, hazırlanan TBS 

çözeltisinden 100 ml alınarak 1 ml %0.1 Tween 20 ile birlikte 900 ml distile suda 

çözdürülerek hazırlanmıştır. 

 %10 süt tozu  

1 g süt tozunun 10 ml TBST içerisinde çözdürülmesi ile hazırlanmıştır. 

3.1.9.5 Enzim Aktivite Testi Çözeltileri 

 100 mM, 500 ml Tris tampon çözeltisi 

5.45 g Tris bazı 450 ml distile suda çözdürülmüştür. Konsantre HCl ilavesi ile stok 

çözeltinin pH’ı 9.0’a ayarlanmış ve distile su eklenerek toplam hacim 500 ml’ye 

tamamlanmıştır. Stok çözelti daha sonraki kullanımlar için oda sıcaklığında muhafaza 

edilmiştir. 

 200 mM, 500 ml potasyum fosfat tampon çözeltisi 

3.6 g potasyum fosfat monobazik 400 ml distile suda çözdürülmüştür. Küçük hacimde 

10 M NaOH ilavesi ile stok çözeltinin pH’ı 6.5’e ayarlanmış ve distile su eklenerek 

toplam hacim 500 ml’ye tamamlanmıştır. Stok çözelti daha sonraki kullanımlar için 

oda sıcaklığında muhafaza edilmiştir. 

 

 



 

 44 

 0.05 M, 10 ml NAD tampon çözeltisi 

0.33 g NAD 10 ml distile suda çözdürülerek hazırlanmıştır. 

 1 M, 1 ml sodyum format tampon çözeltisi 

0.066 g sodyum format tozu 1 ml distile suda çözdürülerek hazırlanmıştır.
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3.2 Yöntem 

Bezmiâlem Vakıf Üniversitesi Girişimsel Olmayan Klinik Araştırmalar Etik Kurulu 

Komitesi’nden alınan 54022451-050.05.04-sayılı etik kurul onayı ile deneysel 

çalışmalara başlanmıştır. 

3.2.1 C. boidinii ATCC 18810 mikroorganizmasının büyütülmesi  

Liyofilize halde satın alınan C. boidinii ATCC 18810 maya suşunun bulunduğu tüpe 

1 ml distile su eklenip ıslatıldıktan sonra içerisinde 5 ml distile su bulunan başka bir 

steril falkona aktarılmıştır. Yaklaşık 1 saatlik inkübasyon ile rehidre edilen stok 

hücrelerden 10 µl alınarak 10 ml LB broth içeren, aerobik solunuma olanak sağlayan 

bir tüpe steril koşullarda inoküle edilmiş, inkübatörlü çalkalayıcıda 26°C, 160 rpm 

koşullarında 72 saat inkübe edilmiştir. Taze kültürü yapılan hücrelerden 1 ml alınarak 

ve üzerine 1:1 oranında %50 gliserol eklenerek daha sonraki çalışmalarda kullanılmak 

üzere derin dondurucuya (-20°C) kaldırılmıştır.  

3.2.2 Genomik DNA izolasyonu 

Genomik DNA “PureLink Genomic DNA Kits (Invitrogen, #K1820-02)” kullanılarak 

izole edilmiştir.  

Kit protokolüne göre izolasyon aşamasında aşağıdaki işlemler uygulanmıştır: 

 Kültür ortamından alınan hücreler, oda sıcaklığında 14000 rpm’de 5 dk 

santrifüj edilmiş ve oluşan süpernatant kısım atılmıştır. 

 Geride kalan pelet üzerine 180 µl “PureLink Genomic Digestion Buffer” ve 20 

µl proteinaz K eklenip vortekslendikten sonra 55°C’deki ısı bloğunda yaklaşık 

1.5 saat inkübe edilmiştir. 

 Isı bloğundan alınan karışımın üzerine 20 µl RNAaz A ilave edilip, 

vortekslenip, oda sıcaklığında 2 dk inkübe edilmiştir. 

 Karışımın üzerine 200 μl “PureLink Genomic Lysis/Binding Buffer” ve 200 μl 

absolüt etanol ilavesinden sonra homojen bir karışım oluşturmak için 

vortekslenmiştir.  

 “PureLink Spin Column” kolonuna transfer edilen karışım, oda sıcaklığında 

14000 rpm’de 1 dk santrifüjlendikten sonra toplama tüpünde biriken süzüntü 

atılmıştır. 
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 Kolonun üzerine 500 μl “Wash Buffer 1” eklenip oda sıcaklığında 14000 

rpm’de 1 dk santrifüjlendikten sonra toplama tüpünde biriken süzüntü 

atılmıştır. 

 Kolonun üzerine 500 μl “Wash Buffer 2” eklenip oda sıcaklığında 14000 

rpm’de 5 dk santrifüjlendikten sonra toplama tüpünde biriken süzüntü 

atılmıştır. 

 Kolon, 1.5 ml’lik steril bir eppendorf tüpe alındıktan sonra üzerine 50 μl 

“PureLink Genomic Elution Buffer” eklenerek oda sıcaklığında 1 dk inkübe 

edilmiştir. 14000 rpm’de 1 dk santrifüjden sonra kolon ortadan kaldırılmıştır. 

 Eppendorf tüpte bulunan örnekteki DNA miktarı ve kalitesi UV-vis 

spektrofotometre ile 260 ve 280 nm dalga boylarında ölçülmüştür. 

 Örnek, daha sonraki kullanımlar için derin dondurucuya (-20°C) kaldırılmıştır.  

3.2.3 Primer tasarımı 

C. boidinii mayasında FDH enzimini kodlayan gen bölgesinin çoğaltılması için 

Primer3 programı ile uygun primerler dizayn edilmiştir. Primer tasarlarken, 

primerlerin 5’ ucuna restriksiyon enzimleri olarak kullanılacak NdeI ve BamHI 

endonükleazlarına uygun tanıma bölgeleri yerleştirilmiştir. Ticari olarak satın alınan 

primerler kullanım talimatına göre sulandırılmıştır. Forward ve reverse primerden 

küçük hacimlerde 1:1 oranında alınıp ayrı bir tüpte karıştırılmış ve PCR 

reaksiyonlarında bu şekilde kullanılmak üzere derin dondurucuya (-20°C) 

kaldırılmıştır. 

FDH (ürün baz sayısı: 1104 bp) gen dizisi: 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bu dizi için Sentromer DNA Teknolojileri firmasından ticari olarak alınan primerler: 

FDH-forward:  tcatATGAAGATCGTTTTAGTCTTATATG 

FDH-reverse: taagcTTATTTCTTATCGTGTTTACC 

 

 

ATGAAGATCGTTTTAGTCTTATATGGTGCTGGTAAACACGCTGCCGATGAAGAAAAATTATACGG

TTGTACTGAAAACAAATTAGGTATTGCCAATTGGTTGAAAGATCAAGGACATGAACTAATCACCA

CGTCTGATAAAGAAGGCGGAAACAGTGTGTTGGATCAACATATACCAGATGCCGATATTATCATT

ACAACTCCTTTCCATCCTGCTTATATCACTAAGGAAAGAATCGACAAGGCTAAAAAATTGAAATT

AGTTGTTGTCGCTGGTGTCGGTTCTGATCATATTGATTTGGATTATATCAACCAAACAGGTAGGA

AAATCTCCGTCTTGGAAGTTACCGGTTCTAATGTTGTCTCTGTTGCAGAACACGTTGTCATGACC

ATGCTTGTCTTGGTTAGAAATTTTGTTCCAGCTCACGAACAAAACATTAACCACGATTGGGAGGT

TGCTGCTATCGCTAAGGATGCTTACGATATCGAAGGTAAAACTATCGCCACCATTGGTGCCGGTA

GAATTGGTTACAGAGTCTTGGAAAGATTAGTCCCATTCAATCCTAAAGAATTATTATACTACGAT

TATCAAGCTTTACCAAAAGATGCTGAAGAAAAAGTTGGTGCTAGAAGGGTTGAAAATATTGAAGA

ATTGGTTGCCCAAGCTGATATAGTTACAGTTAATGCTCCATTACACGCTGGTACAAAAGGTTTAA

TTAACAAGGAATTATTGTCTAAATTCAAGAAAGGTGCTTGGTTAGTCAATACTGCAAGAGGTGCC

ATTTGTGTTGCCGAAGATGTTGCTGCAGCTTTAGAATCTGGTCAATTAAGAGGTTATGGTGGTGA

TGTTTGGTTCCCACAACCAGCTCCAAAAGATCACCCATGGAGAGATATGAGAAACAAATATGGTG

CTGGTAACGCCACGACTCCTCATTACTCTGGTACTACTTTAGATGCTCAAACTAGATACGCTCAA

GGTACTAAAAATATCTTGGAGTCATTCTTTACTGGTAAGTTTGATTACAGACCACAAGATATCAT

CTTATTAAACGGTGAATACGTTACCAAAGCTTACGGTAAACACGATAAGAAATAAGCTTA 
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Bu dizi için Sentromer DNA Teknolojileri firmasından satın alınan primerler: 

FDH-forward: TCATATGAAGATCGTTTTAGTCTTATATG 

FDH-reverse : TAAGCTTATTTCTTATCGTGTTTACC 

3.2.4 FDH geninin PCR ile çoğaltılması 

Genomik DNA izolasyonu sonrası miktarı ve kalitesi belirlenen DNA molekülleri 

kalıp olarak kullanılarak hedef gen olan FDH geninin çok sayıda kopyası elde 

edilmiştir. Bu işlem için “Phusion Flash High-Fidelity PCR Master Mix (Thermo 

Fisher Scientific, #F-548S)” kiti kullanılarak PCR yapılmıştır. Gerekli bileşenler ince 

cidarlı tüplerde Tablo 8’de belirtilen miktarlarda iyice karıştırıldıktan sonra Tablo 

9’da belirtilen sıcaklık ve sürelerde amplifiye edilmiştir. 

Tablo 8: C. boidinii genomik DNA kalıplı PCR karışımı bileşenleri. 

Bileşen Miktar 

Master mix 25 µl 

Primer (F+R) 2.5 µl 

Genomik DNA 2 µl 

dH2O 20.5 µl 

Toplam 50 µl 

 

Tablo 9: C. boidinii genomik DNA kalıplı PCR döngü koşulları. 

Basamaklar Sıcaklık Zaman Döngü sayısı 

İlk 

denatürasyon 
95˚C 2 dk  

Denatürasyon 95˚C 30 sn 

34 döngü Bağlanma 60˚C 30 sn 

Uzama 72˚C 1 dk 

Final uzama 72˚C 5 dk  

PCR tamamlandıktan sonra hedef gen bölgesinin doğru bir şekilde çoğalıp 

çoğalmadığını görmek için agaroz jel elektroforezi yapılmıştır. %1’lik agaroz jele 5 μl 

DNA markörü ve 3 μl DNA yükleme boyaması ile karıştırılmış 10 μl PCR ürünü 

yüklenerek 120 mA, 110 V’de 30 dk yürütülmüş ve sonrasında jel görüntüleme 

sisteminde görüntülenmiştir. İstenen bant büyüklüğü görüldükten sonra jele 
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yüklenmeyen PCR ürünü “GeneJET PCR Purification Kit (Thermo Fisher Scientific, 

#K0701)” ile protokolde ufak değişiklikler yapılarak pürifiye edilmiştir. 

Pürifikasyon aşamasında aşağıdaki işlemler uygulanmıştır: 

 PCR ürünü hacminin iki katı kadar “Binding Buffer”, ilaveden sonraki toplam 

hacim kadar da izopropanol eklenerek karıştırılmış, kit protokülünde istenildiği 

gibi karışımın sarı renkli olması sağlanmıştır. 

 Karışım, “GeneJET Purification Column” kolonuna aktarılmış, 14000 rpm’de 

1 dk santrifüj edilmiş, toplama tüpünde biriken süzüntü atılmamış ve toplamda 

üç kere kolondan geçirilerek son santrifüjde biriken süzüntü atılmıştır. 

 Kolonun üzerine 700 µl “Wash Buffer” eklenmiş, 14000 rpm’de 1 dk santrifüj 

edilmiş, toplama tüpünde biriken süzüntü atılmıştır. Yıkama basamağı iki defa 

tekrarlanmıştır. Kolonda “Wash Buffer” kalmış olması ihtimaline karşı 14000 

rpm’de 5 dk boş santrifüj yapılmış ve toplama tüpünde biriken süzüntü 

atılmıştır. 

 Kolonun üzerine 70°C’de ısıtılmış 50 µl “Elution Buffer” eklenerek oda 

sıcaklığında 2 dk inkübe edilmiştir. 

 14000 rpm’de 2 dk santrifüj sonucu süzüntüde bulunan PCR ürünlerinin 

miktarı ve kalitesi UV-vis spektrofotometre ile 260 ve 280 nm dalga boylarında 

ölçülmüştür. 

 Örnek, daha sonraki kullanımlar için derin dondurucuya (-20°C) kaldırılmıştır.  

3.2.5 TA klonlama  

PCR ile çoğaltılan C. boidinii FDH geninin klonlanması ilk etapta TA klonlama 

tekniği ile gerçekleştirilmiştir. Vektör sistemi olarak “InsTAclone PCR Cloning Kit 

(Thermo Fisher Scientific, #K1214)” içeriğinde bulunan pTZR57R/T vektörü 

kullanılmıştır. 3’-ddT çıkıntıları olacak şekilde modifiye edilmiş olan bu vektöre 

klonlama bölgesinden bağlanacak PCR ürünlerinin komplementer olması için uçlarına 

3’-A eklentileri Tablo 10’da belirtilen maddelerle 72°C’de 20 dk inkübe edilerek 

yapılmıştır.  
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Tablo 10: PCR ürünlerinin ucuna 3’-A kuyruk eklemede kullanılan bileşenler. 

Bileşen Miktar 

PCR ürünü 40 µl 

dATP 0.2 µl 

PCR tampon çözeltisi 10 µl 

Mg2+ 3 µl 

Taq DNA polimeraz 2 µl 

dH2O 44.8 µl 

Toplam 100 µl 

Sonrasında 3’-A kuyruklu PCR ürünleri ile pTZR57R/T vektörünün birbirine 

bağlanması için vektör:PCR ürünü oranı 1:1 olacak şekilde ligasyon yapılmıştır. 

Ligasyon karışımları pozitif (+) ve negatif (–) kontrol olarak Tablo 11’de belirtilen 

şekilde hazırlanmış, oda sıcaklığında 4 saat inkübe edildikten sonra transformasyon 

basamağına geçilmiştir. 

Tablo 11: 3’-A kuyruklu PCR ürünleri ve pTZR57R/T vektörünün ligasyonunda kullanılan bileşenler. 

Bileşen (+) Kontrol Miktarı (–) Kontrol Miktarı 

3’-A kuyruklu PCR 

ürünü 
5 µl – 

pTZR57R/T vektörü 2 µl 2 µl 

Ligasyon tamponu 4 µl 4 µl 

T4 DNA ligaz 0.6 µl 0.6 µl 

dH2O 8.4 µl 13.4 µl 

Toplam 20 µl 20 µl 

3.2.6 E. coli One Shot® Mach1™-T1R hücrelerinin transformasyonu 

3’-A kuyruklu PCR ürünleri ile birleşerek rekombinant olan pTZR57R/T vektörü 

(pTZR57R/T+FDH), E. coli One Shot® Mach1™-T1R hücrelerine aktarılmadan önce 

bu hücreler “TransformAid Bacterial Transformation Kit (Thermo Fisher Scientific, 

#K2710)” ile kompetan hale getirilmiştir. 

Kit protokolüne göre aşağıdaki işlemler uygulanmıştır: 

 Transformasyondan bir gün önce 1.5 ml LB broth besiyerine 5 µl E. coli One 

Shot® Mach1™-T1R hücreleri steril koşullarda inoküle edilerek inkübatörlü 

çalkalayıcıda 37°C, 250 rpm’de gece boyu inkübasyona bırakılmıştır. 
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 Ertesi gün taze kültürden 150 µl alınarak 1.5 ml “C-medium”un olduğu başka 

bir tüpe inoküle edilmiştir. İnkübatörlü çalkalayıcıda 37°C, 250 rpm’de 

yaklaşık 3 saat inkübe edilerek belirgin bir bulanıklığa ulaşması beklenmiştir. 

 Transformasyon işlemine başlamadan hemen önce, hazırlanan ampisilinli LB 

agar 37°C’deki etüvde, “T-solution (A)” ve “T-solution (B)” 250 µl’lik eşit 

hacimlerde karıştırılarak buz üstünde inkübasyona bırakılmıştır.  

 Kültürü tamamlanan hücreler 14000 rpm’de 1 dk santrifüj edilerek süpernatant 

kısmı atılmıştır. 

 Geride kalan peletin üzerine 300 µl T solüsyonu karışımı eklenip buz üzerinde 

5 dk bekletildikten sonra tekrar 14000 rpm’de 1 dk santrifüj edilerek 

süpernatant kısmı atılmıştır. 

 Geride kalan peletin üzerine 120 µl T solüsyonu karışımı eklenip buz üzerinde 

5 dk bekletilmiştir.  

 Buz üzerinde 2 dk bekletilmiş ligasyon karışımından 5 µl, T solüsyonları ile 

muamele edilmiş hücrelerden 50 µl alınıp ayrı bir tüpte karıştırılarak buz 

üzerinde 5 dk bekletilmiştir. 

 Son aşamada, ısınmış ve üzerine 50 µl X-gal yayılmış ampisilinli LB agar 

üzerine steril koşullarda bakteri ekimi yapılarak petri kapları 37°C’deki etüvde 

16 saatlik inkübasyona bırakılmıştır. 

3.2.7 Transformasyon analizi 

Rekombinant vektörleri hücre içerisine alan bakterilerin seçilimi mavi-beyaz koloni 

ayrımı tekniğiyle yapılmıştır. Bu teknikte, rekombinant vektörleri alarak transforme 

olan hücreler beyaz renkli koloniler olarak gözükürken transforme olmayan hücreler 

mavi renkli gözükmektedir. 

İnkübasyon sonrasında (+) kontrol grubunda görülen mavi-beyaz kolonilerden on üç 

tane beyaz koloni seçilerek steril koşullarda ampisilinli LB broth besiyerine inoküle 

edilmiştir. İnkübatörlü çalkalayıcıda 37°C, 250 rpm’de yaklaşık 6 saat inkübe edilen 

kolonilerin rekombinant vektörleri gerçekten alıp almadığını görmek için Tablo 12’de 

belirtilen bileşenlerle koloni PCR yapılmıştır.  
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Tablo 12: pTZR57R/T+FDH plazmidlerini alan hücrelerin tespiti için yapılan koloni PCR karışımı 

bileşenleri. 

Bileşen Miktar 

Master mix 10 µl 

Primer (F+ R) 2 µl 

DNA 1 µl 

dH2O 7 µl 

Toplam 20 µl 

 

Koloni PCR Tablo 9’da belirtilen optimize PCR döngü koşullarında gerçekleştirilmiş, 

ürünler agaroz jel elektroforezinde yürütülmüş, jel görüntüleme sistemiyle 

görüntülenmiş ve hedef bandı veren koloniler seçilmiştir. 

Seçilen kolonilerdeki plazmidlerin izolasyonu “Genejet Plasmid Miniprep Kit 

(Thermo Fisher Scientific, #K0502)” protokolüne göre gerçekleştirilmiştir.  

Kit protokolüne göre izolasyon aşamasında aşağıdaki işlemler uygulanmıştır: 

 Taze kültürü yapılan hücreler 14000 rpm’de 3 dk santrifüjlenerek süpernatant 

kısım atılmıştır. 

 Geride kalan peletin üzerine 250 µl “Resuspension Solution” eklenip tamamen 

homojen bir karışım elde edilene kadar vortekslenmiştir. 

 Karışımın üzerine 250 µl “Lysis Solution” eklenip viskoz ve berrak bir görüntü 

elde edilene kadar tüp hafifçe alt üst olarak çevrilmiştir. 

 Karışımın üzerine 350 µl “Neutralization Solution” eklendikten hemen sonra 

tüp 5-6 kez alt üst edilerek karıştırılmıştır. 

 Bulutumsu bir forma geçen nötralize bakteri lizatı 14000 rpm’de 5 dk santrifüj 

edildikten sonra elde edilen süpernatant “GeneJET spin column” kolonuna 

transfer edilmiştir. 

 14000 rpm’de 1 dk santrifüjden sonra toplama tüpünde biriken süzüntü 

atılmıştır. 

 Kolonun üzerine 500 µl “Wash Solution” eklenip 14000 rpm’de 1 dk 

santrifüjlendikten sonra toplama tüpünde biriken süzüntü atılmıştır. Yıkama 

işlemi iki defa tekrarlanmıştır. Geride “Wash Solution” kalmış olması 

ihtimaline karşı kolon 14000 rpm’de 3 dk santrifüj edilmiştir. 
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 Temiz bir 1.5 ml’lik eppendorf tüpe alınan kolonun üzerine 70°C’de ısıtılmış 

50 µl “Elution Buffer” eklenerek oda sıcaklığında 2 dk inkübe edilmiştir. 

 14000 rpm’de 2 dk santrifüj sonucu süzüntüde bulunan plazmidlerin miktarı 

ve kalitesi UV-vis spektrofotometre ile belirlenmiştir. 

PCR ürünlerinin vektörlere düz mü ters mi girdiğini anlamak için izole edilen 

plazmidlerin NdeI ve ScaI restriksiyon enzimleri ile kesimi Tablo 13’te verilen 

bileşenlerle 37°C’de 10 dk inkübe edilerek gerçekleştirilmiştir. Restriksiyon enzimleri 

ile kesilen plazmidlerin bant büyüklüklerini görmek için agaroz jel elektroforezi 

yapılmış ve beklenen bantları vererek ürünlerin vektöre düz bir şekilde girdiği tayin 

edilen kolonilerle çalışmalara devam edilmiştir.  

Tablo 13: pTZR57R/T+FDH plazmidlerinin NdeI ve ScaI restriksiyon enzimleri ile kesim işlemi. 

Bileşen Miktar 

pTZR57R/T+FDH 10 µl 

FastDigest buffer 3 µl 

NdeI 1.5 µl 

ScaI 1.5 µl 

dH2O 14 µl 

Toplam hacim 30 µl 

 

3.2.8 PCR ürününün protein ekspresyon vektörüne (pET-14b) alınması 

Seçilen kolonilerdeki PCR ürünlerinin bulundukları vektörden izolasyonu, NdeI ve 

BamHI restriksiyon enzimleriyle kesilmesi ve jelden ekstrakte edilmesi ile 

gerçekleştirilmiştir. Kesim işlemi sırasında Tablo 14’te verilen bileşenler iyice 

karıştırıldıktan sonra 37°C’de 10 dk inkübe edilmiştir. 

Tablo 14: pTZR57R/T+FDH plazmidlerinin NdeI ve BamHI restriksiyon enzimleri ile kesim işlemi. 

Bileşen Miktar 

pTZR57R/T+FDH 80 µl 

FastDigest buffer 10 µl 

NdeI 5 µl 

BamHI 5 µl 

Toplam hacim 100 µl 
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Kesim sonrası agaroz jele yüklenen örneğe elektroforez uygulandıktan sonra 

“GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific, #K0691)” ile jelden 

ekstrakte edilmiştir.  

Kit protokolünde ufak değişiklikler yapılarak aşağıdaki işlemler uygulanmıştır: 

 Restriksiyon enzimleri ile kesim sonucu iki bant gösteren jelden ~1100 bp’lik 

hedef bant steril bir bistüri ile kesilmiş, darası alınmış 1.5 ml’lik bir eppendorf 

tüpe koyularak ağırlığı tartılmıştır. 

 Kesilen jel miktarı ile 1:10 (ağırlık:hacim) oranında sodyum asetat, 1:2 

oranında “Binding Buffer” ve 1:1 oranında %100 izopropanol eklenmiştir. 

 Jel karışımı 60°C’a ayarlanmış ısı bloğunda 10 dk inkübe edilmiştir.  

 Jel tamamen eridiğinde karışım “GeneJET Purification Column” kolonuna 

aktarılmış, 14000 rpm’de 45 sn santrifüj edilmiş, toplama tüpünde biriken 

süzüntü üç defa aynı kolondan geçirilip santrifüjlendikten sonra atılmıştır. 

 Kolonun üzerine 700 µl “Wash Buffer” eklenip 14000 rpm’de 1 dk santrifüj 

edilmiş, toplama tüpünde biriken süzüntü atılmıştır. Yıkama işlemi iki defa 

tekrarlanmıştır. Geride “Wash Solution” kalmış olması ihtimaline karşı kolon 

14000 rpm’de 5 dk santrifüj edilmiştir. 

 Temiz bir 1.5 ml’lik eppendorf tüpe alınan kolonun üzerine 70°C’de ısıtılmış 

50 µl “Elution Buffer” eklenerek oda sıcaklığında 2 dk inkübe edilmiştir. 

 14000 rpm’de 2 dk santrifüj sonucu süzüntüde bulunan plazmidlerin miktarı 

ve kalitesi UV-vis spektrofotometre ile belirlenmiştir. 

İzole edilen PCR ürününün ekspresyon vektörü olarak kullanılacak pET-14b’ye 

aktarımı için vektör ampisilinli LB broth besiyerinde çoğaltılmış, “Genejet Plasmid 

Midiprep Kit (Thermo Fisher Scientific, #K0481)” ile izole edilmiş ve PCR ürünleri 

ile uyumlu yapışkan uçlara sahip olması için NdeI ve BamHI restriksiyon endonükleaz 

enzimleri ile kesilmiştir. 

Kit izolasyon protokolüne göre aşağıdaki işlemler uygulanmıştır: 

 İzolasyondan bir gün önce, 10 µl pET-14b vektörü 100 ml ampisilinli LB broth 

besiyerine inoküle edilerek inkübatörlü çalkalayıcıda 37°C, 250 rpm’de gece 

boyu inkübasyona bırakılmıştır. 
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 Ertesi gün taze kültür 4100 rpm’de 15 dk santrifüj edilerek süpernatant kısmı 

atılmıştır. 

 Geride kalan peletin üzerine 2 ml “Resuspension Solution” eklenerek homojen 

bir karışım elde edilene kadar pipetleme ve vorteks yapılmıştır. 

 Karışımın bulunduğu falkon tüpe 2 ml “Lysis Solution” eklenip alt üst edilerek 

hafifçe çevrilmiş, oda sıcaklığında 3 dk inkübe edilerek viskoz ve berrak bir 

hale geçmesi beklenmiştir. 

 Sonrasında tüpe 2 ml “Neutralization Solution” ilave edilerek 7-8 defa hafifçe 

çevrilmiştir. 

 Karışımın üzerine 0.5 ml “Endotoxin Binding Reagent” eklenerek tüp 7-8 defa 

hafifçe çevrilmiş ve oda sıcaklığında 5 dk inkübasyona bırakılmıştır. 

 Bulutumsu bir forma geçen nötralize bakteri lizatının üzerine 3 ml %96’lık 

etanol koyulup 7-8 defa hafifçe çevrilmiştir. 

 4100 rpm’de 75 dk santrifüj sonrası elde edilen süpernatant temiz bir 15 ml’lik 

falkon tüpe alınıp üzerine 3 ml %96’lık etanol ilave edilerek iyice 

karıştırılmıştır. 

 Kit kolonuna transfer edilen örnek 4100 rpm’de 3 dk santrifüj edilerek toplama 

tüpünde biriken süzüntü atılmıştır. 

 Kolona 4 ml “Wash Solution I” ilave edilip 4100 rpm’de 2 dk santrifüj edilerek 

toplama tüpünde biriken süzüntü atılmıştır. 

 Ardından kolona 4 ml “Wash Solution II” ilave edilip 4100 rpm’de 2 dk 

santrifüj edilerek toplama tüpünde biriken süzüntü atılmıştır. Geride “Wash 

Solution” kalmış olması ihtimaline karşı kolon 14000 rpm’de 5 dk santrifüj 

edilmiştir. 

 Temiz bir 15 ml’lik falkon tüpe alınan kolonun üzerine 70°C’da ısıtılmış 350 

µl “Elution Buffer” eklenerek oda sıcaklığında 2 dk inkübe edilmiştir. 

 14000 rpm’de 2 dk santrifüjden sonra süzüntüde bulunan plazmid vektörün 

miktarı ve kalitesi UV-vis spektrofotometre ile belirlenmiştir. 

Saf olarak elde edilen pET-14b vektörü NdeI ve BamHI restriksiyon enzimleri ile 

Tablo 15’te belirtilen miktarlarda kesilmiştir. 
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Tablo 15: pET-14b vektörünün NdeI ve BamHI restriksiyon enzimleri ile kesim işlemi. 

Bileşen Miktar 

pET-14b 5 µl 

FastDigest buffer 5 µl 

NdeI 2.5 µl 

BamHI 2.5 µl 

dH2O 35 µl 

Toplam hacim 50 µl 

37°C’de 10 dk inkübasyon ile gerçekleştirilen kesim işleminin ardından vektörün 

kendi üzerine kapanmaması için defosforilasyonu 5 µl Alkalin Fosfataz enzim ilavesi 

ile 37°C’de 5 dk inkübe edilerek yapılmıştır. Sonrasında, örnek “GeneJET PCR 

Purification Kit (Thermo Fisher Scientific, #K0701)” ile yukarıda belirtilen şekilde 

pürifiye edilmiştir. 

Pürifikasyonu yapılan PCR ürünü ile pET-14b vektörünün birbirine bağlanması için 

ligasyon işlemi (+) ve (–) kontrol grubu olarak 1:1 oranında Tablo 16’da belirtilen 

ölçülerde yapılmıştır. 

Tablo 16: pET-14b ve PCR ürünü ligasyonunda kullanılan bileşenler. 

Bileşen (+) Kontrol Miktarı (–) Kontrol Miktarı 

PCR ürünü 5 µl – 

pET-14b vektörü 10 µl 10 µl 

Ligasyon tamponu 4 µl 4 µl 

T4 DNA ligaz 1 µl 1 µl 

dH2O – 5 µl 

Toplam 20 µl 20 µl 

Ligasyon karışımları hazırlandıktan sonra ilk 30 dk oda sıcaklığında, sonrasında 

buzdolabında (+4°C) gece boyu inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon 

tamamlandıktan sonra ligasyon karışımları ile E. coli One Shot® Mach1™-T1R 

hücreleri, “TransformAid Bacterial Transformation Kit (Thermo Fisher Scientific, 

#K2710)” kullanılarak yukarıda belirtilen şekilde transforme edilmiştir. Ampisilinli 

LB agar petri kaplarına ekimi yapılan bakteri hücreleri 37°C’deki etüvde gece boyu 

inkübe edildikten sonra (+) kontrol grubunda oluşan kolonilerden on altı tane seçilerek 
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ampisilinli LB broth besiyerinde 37°C, 250 rpm’de yaklaşık 5 saat inkübe edilmiştir. 

Seçilip büyütülen kolonilerde hedef gen bölgesinin pET-14b vektörüne (pET-

14b/FDH)  girip girmediğini kontrol etmek için “Phusion Flash High-Fidelity PCR 

Master Mix (Thermo Fisher Scientific, #F-548S)” ile Tablo 17’de belirtilen 

miktarlarda ve Tablo 18’de belirtilen koşullarda koloni PCR gerçekleştirilmiştir. 

Tablo 17: pET-14b/FDH vektörü için koloni PCR karışımı bileşenleri. 

Bileşen Miktar 

Master mix 7.5 µl 

Primer (F+R) 1 µl 

DNA 1 µl 

dH2O 5.5 µl 

Toplam 15 µl 

 

Tablo 18: pET-14b/FDH vektörü için koloni PCR döngü koşulları. 

Basamaklar Sıcaklık Zaman Döngü sayısı 

İlk 

denatürasyon 
98˚C 1 dk  

Denatürasyon 98˚C 5 sn 

31 döngü Bağlanma 61˚C 10 sn 

Uzama 72˚C 20 sn 

Final uzama 72˚C 1 dk  

PCR ürünlerinin agaroz jele yüklenmesi ve elektroforez uygulanmasıyla hedef bant 

görüntülenmiştir.  

Çoğaltılan koloniler “Genejet Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific, 

#K0502)” ile izole edilmiştir. 

Herhangi bir kontaminasyondan dolayı koloni PCR’ın yanlış pozitif sonuç vermiş 

olması ihtimaline karşı verifikasyon amacıyla pürifiye plazmidler NcoI restriksiyon 

enzimi ile Tablo 19’da belirtildiği gibi 37°C’de 10 dk inkübe edilerek kesilmiştir. 

Kesim sonrası örnekler agaroz jele yüklenerek optimize elektroforez koşullarında 

yürütülmüş ve jel görüntüleme sisteminde görüntülenmiştir. 
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Tablo 19: pET-14b/FDH vektörünün NcoI restriksiyon enzimi ile kesim işlemi. 

Bileşen Miktar 

pET-14b/FDH 6 µl 

FastDigest buffer 2 µl 

NcoI 1 µl 

dH2O 11 µl 

Toplam hacim 20 µl 

3.2.9 Dizi analizi  

Dizi analizi PCR ürününün vektöre klonlanması aşamalarında baz dizilerinde 

olabilecek ve eksprese edilecek proteinin aktivitesini etkileyebilecek mutasyonları 

belirlemek amacıyla yapılmıştır. PCR ürününü alarak rekombinant olan pET-14b 

vektörü BM Laboratuvar Sistemleri (Ankara) firmasına dizi analizine gönderilmiş ve 

PCR ürününün vektöre doğru bir şekilde yerleşip yerleşmediği kontrol edilmiştir. 

Analiz sonucuna göre, rekombinant pET-14b/FDH plazmidleri ekspresyon bakterisi 

olarak kullanılan E. coli One Shot® BL21 (DE3) hücrelerine aktarılmıştır. 

3.2.10 E. coli One Shot® BL21 (DE3) hücrelerinin transformasyonu 

Yapılan dizileme sonucuna göre doğru klon belirlendikten sonra E. coli One Shot® 

BL21 (DE3) hücrelerine aktarımı sağlanmıştır. Kompetan hale getirilen hücrelerin 

transformasyonu “TransformAid Bacterial Transformation Kit (Thermo Fisher 

Scientific, #K2710)” ile gerçekleştirilmiştir. E. coli One Shot® Mach1™-T1R 

hücrelerinin transformasyonu için yapılan tüm işlemler E. coli One Shot® BL21 (DE3) 

hücreleri içinde aynı şekilde yapılmıştır. Farklı olarak, transformasyon aşamasında 5 

µl ligasyon karışımı yerine pET-14b/FDH rekombinant vektöründen 2.5 µl 

koyulmuştur. Steril koşullarda ampisilinli LB agara ekimi gerçekleştirilen bakteriler 

37°C’de gece boyu inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonunda ortaya çıkan 

kolonilerden seçilerek 1.5 ml’lik ampisilinli LB broth besiyerine ekilmiş, inkübatörlü 

çalkalayıcıda 37°C, 250 rpm’de yaklaşık 5 saat inkübasyona bırakılmıştır. Belirgin bir 

bulanıklık elde edildiğinde taze kültürden 100 µl alınıp üzerine 1:1 oranında %50 

gliserol eklenerek daha sonraki çalışmalarda kullanılmak üzere derin dondurucuya      

(-80°C)  kaldırılmıştır.  
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3.2.11 Gen ekspresyonunun IPTG ile indüklenmesi 

Taze kültürü yapılan hücrelere fazla miktarda sahip olmak için 50 ml’lik ampisilinli 

LB broth besiyerinde alt kültürü yapılmıştır. Bu kültürün tamamı 500 ml antibiyotiksiz 

LB broth besiyerine inoküle edilerek inkübatörlü çalkalayıcıda 37°C, 250 rpm’de 

yaklaşık 4 saat inkübe edilmiştir. Spektrofotometre ile ölçülen 600 nm dalgaboyundaki 

optik yoğunluk (OD600) 0.53’e ulaştığında, indüklenmemiş örnek (0. saat) olarak 

kullanılmak üzere örnekten üç ayrı eppendorf tüpe 1 ml alınıp 14000 rpm’de 5 dk 

santrifüj edilerek peletleri derin dondurucuya (-20°C) kaldırılmıştır. Geride kalan 

hücrelerin gen ekspresyonunu indüklemek için 0.7 mM IPTG eklenerek 37°C, 250 

rpm’de 3 saat inkübe edilmiştir. Değerlendirme yapmak üzere örnekten birer saat 

aralıklarla 1’er ml alınıp 14000 rpm’de 5 dk santrifüj edilerek peletleri derin 

dondurucuya (-20°C) kaldırılmıştır. Bu aşamada alınan örneklerin peletleri kaba özüt 

olarak SDS-PAGE analizinde, 3 saatin sonunda geride kalan yüksek hacimli örneğin 

peleti pürifiye edilerek SDS-PAGE, Western blot ve enzim aktivite testlerinde 

kullanılmıştır. 

3.2.12 Protein pürifikasyonu 

İntraselüler bir protein olan FDH enziminin bulunduğu hücrelerden dışarı çıkarılarak 

analiz edilmesi için sonikasyon yapılmıştır. IPTG ilavesinden sonraki 3 saatlik 

inkübasyonun tamamlanmasının ardından 50 ml’lik 5 ayrı falkon tüpe bölünen örnek 

4100 rpm’de 15 dk santrifüjle pelet haline getirilmiştir. Süpernatant kısımlar atılıp her 

bir falkondaki peletin üzerine 2 ml, 100 mM Tris pH 7.5 tamponu eklenmiş, pipetleme 

ve vorteksle homojenize edilmiş, peletlerin tamamen çözdürülmesi ile tüm lizatlar tek 

bir falkonda toplanmıştır. Lizatın üzerine 50 mg/ml olacak şekilde 240 µl lizozim ve 

2 M, 300 µl NaCl eklenmiştir. Buz üzerinde 10 dk inkübasyondan sonra gece boyu 

buzdolabında (+4°C) bırakılan örnek ertesi gün %96 güç,10 sn puls, 15 sn ara, 5 döngü 

olarak ayarlanan cihazla buz üzerinde sonike edilmiştir. Sonikasyondan sonra lizat 

4100 rpm’de 30 dk santrifüjlenmiş ve süpernatant kısmı pürififikasyon için alınmıştır. 

pET14-b vektör sistemi ile üretilen ve histidin etiketi içeren FDH proteininin 

organizmada bulunan diğer proteinlerden ayrılarak saf bir şekilde eldesi için afinite 

kolon kromatografisi yapılmıştır. “Ni-NTA Fast Start Kit (Qiagen, #30600)” 

kullanılarak gerçekleştirilen bu işlem, proteinin doğal yapısının bozulmayacağı kit 

protokolündeki nativ yöntem seçeneğiyle tamamlanmıştır. 
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Kit protokolüne göre aşağıdaki işlemler uygulanmıştır: 

 Sonikasyon sonrası yapılan santrifüjle elde edilen süpernatant 0.45 µm’lik 

filtreden geçirilerek temiz bir falkon tüpte toplanmıştır. 

 Örneğin üzerine “Native Lysis Buffer”dan 10 ml eklenmiş ve ardından tekrar 

filtreden geçirilmiştir. 

 Kolon hazırlandıktan sonra hücre lizatı kolona aktarılmış ve vakum manifoldu 

ile kolondan boşaltımı gerçekleştirilmiştir.  

 Kolon, 4 ml “Native Wash Buffer” ile iki defa yıkanmıştır. 

 His-etiketli FDH proteini, 2 ml “Native Elution Buffer” ile bağlanmış olduğu 

kolondan ayrılmıştır. 

 Elde edilen saf FDH proteini; SDS-PAGE, Western blot ve enzim aktivite 

testlerinde kullanılmak üzere derin dondurucuya (-20°C) kaldırılmıştır. 

3.2.13 SDS-PAGE analizi 

FDH proteininin varlığını görmek için SDS-PAGE yapılmıştır. İlk olarak, %10’luk 

ayırma (separating) jeli ve %5’lik yığma (stacking) jeli Tablo 20’de verilen ölçülere 

göre hazırlanmıştır. 

Tablo 20: SDS-PAGE jellerinin bileşenleri. 

Bileşen 
Ayırma Jelinde 

Bulunan Miktar 

Yığma Jelinde Bulunan 

Miktar 

%40 poliakrilamid 4.5 ml 0.5 ml 

1 M Tris (pH 8.8) 6.75 ml – 

1 M Tris (pH 6.8) – 0.5 ml 

%10 SDS 0.18 ml 0.04 ml 

dH2O 8.38 ml 2.90 ml 

%10 APS 0.18 ml 0.05 ml 

TEMED 0.01 ml 0.01 ml 

Toplam 20 ml 4 ml 

Elektroforez camları toz kalmayacak şekilde silinip doğru bir şekilde cam kasete 

yerleştirildikten sonra ilk olarak ayırma jeli dökülmüştür. Jel hazırlama aşamasında 

polimerizasyonu başlatıcı APS ve TEMED bileşenleri en son eklenmiştir. 

Ayırma jeli tamamen polimerize olduktan sonra üzerine yığma jeli dökülmüş ve tarak 

yerleştirilerek donması beklenmiştir. Bu jel hazırlanırken de APS ve TEMED 



 

 60 

bileşenleri en son eklenmiştir. Yığma jelin donmasıyla tarak jelden çıkarılmış, 

kuyucuklar 1X SDS-PAGE yürütme tampon çözeltisi ile yıkanmış ve cam kaset 

elektroforez sistemine yerleştirilmiştir. 

IPTG ile indüklenen hücrelerin FDH proteinini eksprese edip etmediğini görmek için 

indükleme aşamasında saat başı alınan örnekler hazırlanarak poliakrilamid jel 

üzerindeki kuyucuklara yüklenmiştir. Örnekler hazırlanırken OD600 değerinde okunan 

absorbans değerleri kadar DPBS, absorbans değerlerinin beş katı kadar 4X Laemmli 

örnek tampon çözeltisi eklenerek vortekslenmiştir. Protein marköründen de 20 µl 

alınıp üzerine 20 µl 4X Laemmli örnek tampon çözeltisinden eklenmiştir. Örnekler ve 

markör ısıtıcı üzerinde bulunan kaynatılmış suyun olduğu bir kapta 5 dk, hemen 

ardından buz üstünde de 5 dk inkübe edilerek jele yüklemek için hazır hale 

getirilmiştir. Örnekler ve markör 20 µl olarak jel üzerindeki kuyucuklara yüklendikten 

sonra elektroforez tankı 1X SDS-PAGE yürütme tampon çözeltisi ile doldurularak 126 

mA, 90 V’de 2 saat yürütülmüştür. Elektroforez bittikten sonra cam kasetlerden 

çıkarılan jel ile jelin üzerini kaplayacak miktarda eklenen Coomassie blue boyama 

çözeltisi orbital çalkalayıcı üzerinde 50 rpm’de 30 dk inkübe edilmiştir. Ardından 

boyama çözeltisi dökülerek jelin üzerine yüzeyini kaplayacak miktarda boya giderici 

(destaining) çözelti eklenmiş ve 50 rpm’de gece boyu inkübasyona bırakılmıştır.  

3.2.14 Western blot analizi 

Western blot analizi, SDS-PAGE ile görülen FDH proteininin varlığını immünolojik 

olarak da doğrulamak için yapılmıştır. “Ni-NTA Fast Start Kit (Qiagen, #30600)” 

materyali olan “Penta·His” antikoru ile 6x histidin motifine sahip rekombinant FDH 

tespit edilmiş ve görüntülenmiştir.  

Analiz esnasında uygulanan basamaklar şu şekildedir: 

 Poliakrilamid jel elektroforezi tamamlanan jel cam kasetlerden çıkarılıp distile 

su ile iyice yıkanmıştır. Fazlalık kısımlar blotlama esnasında sorun teşkil 

etmemesi için kırpılmıştır. 

 Nitroselüloz membran metanol ile 3 dk inkübe edilmiş ve membranın şeffaf 

bir duruma geçmesi sağlanmıştır. 

 Transfer tampon çözeltisine alınan membran çalkalanarak 3 dk inkübe 

edilmiştir. 
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 Başka bir kapta, membran ile aynı ebatlarda kesilmiş 4 filtre kağıdı transfer 

tampon çözeltisinde 3 dk bekletilmiştir. 

 Transfer sisteminin tepsisi distile su ile ıslatıldıktan sonra transfer 

tamponundan alınan 2 filtre kağıdı üst üste koyulmuştur. Bunların üzerine 

membran koyulup işaretlenmiş, membranın üstüne jel, jelin üstüne geride 

kalan 2 filtre kağıdı yerleştirilmiştir. Hava boşluğu kalmaması için her 

katmanda materyallerin üzerinden silindir rulo ile geçilmiştir. 

 Tepsi blot transfer sistemine yerleştirilip 25 V, 300 mA, 7 dk olarak ayarlanan 

programda çalıştırılmıştır. 

 Transfer tamamlandığında jel atılmış, membran TBS tamponunda 5 dk 

bekletilmiştir. 

 Membran, TBS tamponunda hazırlanmış %3 BSA ile oda sıcaklığındaki 

çalkalayıcıda 1 saat inkübe edilmiştir.  

 Ardından membran, TBS tamponunda %3 BSA ile hazırlanan 1/1100 

dilüsyonlu Penta·His antikoru ile +4°C’de gece boyu inkübasyona 

bırakılmıştır. 

 İnkübasyon tamamlandığında, membran 1X TBST ile 4 defa 5 dk olarak 80 

rpm’e ayarlanan çalkalayıcıda yıkanmıştır. 

 TBST tamponu içinde hazırlanan 10 ml %10’luk süt tozu membranın üzerine 

dökülmüştür. İkincil antikor olan HRP konjuge anti-mouse IgG antikoru 

1/5000 seyreltilmiş olarak eklenmiştir. Membran, ikincil antikorla oda 

sıcaklığındaki çalkalayıcıda 75 dk inkübe edilmiştir. 

 İnkübasyondan sonra membran 5 defa 5 dk olarak 90 rpm’e ayarlanan 

çalkalayıcıda yıkanmıştır. 

 Kemilüminesans saptama için 1:1 oranında karıştırılan 1 ml luminol ve 

peroksit 1 ml distile su ile seyreltilerek membranla birlikte ışık geçirmeyen bir 

kutuda, 90 rpm’de 3 dk inkübe edilmiştir. 

 Membran, bulunduğu ortamdan alınıp suyu süzdülükten sonra şeffaf bir poşet 

şeritin içerisine alınarak görüntüleme cihazında görüntülenmiştir. 

3.2.15 FDH enzim aktivitesinin belirlenmesi 

FDH enziminin aktivitesi, koenzimi olan NAD+’ı NADH’a indirgediğinde 340 nm’de 

oluşturduğu absorbans ile belirlenmiştir. Aktivite UV-vis spektrofotometre ile 

izlenmiştir. İdeal koşullardaki aktiviteyi bulmak için farklı substrat 
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konsantrasyonlarında, tampon çözeltilerin farklı pH değerlerinde ve sıcaklıklarda 340 

nm’deki absorbans değerleri ölçülmüştür. Blank olarak distile su, tampon çözelti, 

NAD+, FDH’ın olduğu fakat formatın olmadığı reaksiyon karışımları kullanılmıştır.  

3.2.15.1 Substrat konsantrasyonunun enzim aktivitesi üzerindeki etkisi 

FDH enziminin optimum aktivitesi için gereken substrat konsantrasyonunu saptamada 

enzimin substratı olan formatın farklı konsantrasyonları ile aktivite test edilmiştir. 

Tablo 21’de belirtilen reaksiyon karışımından altı adet hazırlanmış, sırasıyla 

üzerlerine 2 µl, 4 µl, 6 µl, 8 µl, 10 µl ve 12 µl format çözeltisi eklenmiş, 340 nm’deki 

absorbans değerlerine bakılarak ideal substrat konsantrasyonu saptanmıştır. 

Tablo 21: Farklı substrat konsantrasyonlu enzimatik aktivite reaksiyon karışımları. 

Bileşen Miktar 

Tris tampon çözeltisi 60 µl (20 mM) 

NAD çözeltisi 6 µl (1 mM) 

FDH 5 µl 

dH2O 189 µl-227 µl 

Toplam 300 µl 

3.2.15.2 Tampon çözelti ve pH’ın enzim aktivitesi üzerindeki etkisi 

Rekombinant FDH enziminin optimum aktivite göstereceği tampon çözelti ve pH 

değerini bulmak için potasyum fosfat ve Tris tamponları pH 7.0, 7.5, 8.0, 8.5, 9.0 

olarak hazırlanmış, 340 nm’deki absorbanslarına bakılarak değerlendirme yapılmıştır. 

Reaksiyon karışımları Tablo 22’de belirtilen miktarlardaki bileşenlerden oluşmuştur. 

Tablo 22: Enzimatik aktive belirlemede kullanılan potasyum fosfat ve Tris tamponları ile hazırlanan 

reaksiyon karışımları. 

Bileşen Miktar 

Potasyum fosfat/Tris tampon 

çözeltisi 
60 µl (20 mM) 

Format çözeltisi 40 µl (40 mM) 

NAD çözeltisi 6 µl (1 mM) 

FDH 5 µl 

dH2O 189 µl 

Toplam 300 µl 
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3.2.15.3 Sıcaklığın enzim aktivitesi üzerindeki etkisi 

Sıcaklığın FDH enzim aktivitesine olan etkisini görmek için ideal tampon çözeltisiyle 

Tablo 22’de belirtilen şekilde hazırlanan reaksiyon karışımları 22°C, 25°C, 30°C, 

35°C, 40°C,  45°C, 50°C, 55°C, 60°C, 65°C sıcaklıklarında 10 dk inkübe edilmiş ve 

340 nm’deki absorbans değerlerine bakılmıştır. 
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4. BULGULAR  

4.1 C. boidinii ATCC 18810 Suşundan Genomik DNA İzolasyonu Bulgusu 

Bu çalışmada, FDH enzimi gen kaynağı olarak metanol metabolizma yolağının model 

organizması olan C. boidinii mayasının ATCC 18810 suşu seçilmiştir. “PureLink 

Genomic DNA Kits (Invitrogen, #K1820-02)” ile izole edilen genomik DNA’nın 

miktarı 260 nm’deki absorbans değeri ile, saflığı (kalite) ise 260 nm ve 280 nm dalga 

boylarındaki absorbans değerlerinin oranı (A260/280) ile belirlenmiştir. Konsantrasyonu 

70 ng/µl, saflığı 1.88 çıkan örnek PCR ile çoğaltılacak hedef gen bölgesi için kalıp 

DNA olarak kullanılmıştır. 

4.2 PCR ile Çoğaltılan FDH Gen Bölgesi Bulgusu 

Hedef FDH geninin çoğaltılması için C. boidinii genomik DNA’sı tasarlanan primerler 

ve gerekli bileşenlerle polimeraz zincir reaksiyonuna sokulmuş ve sonuçlar agaroz  jel 

elektroforezi ile değerlendirilmiştir. 1104 baz çiftine sahip FDH gen dizisinin PCR 

ürünü beklenildiği gibi agaroz jelde ~1100 bp’lik bant büyüklüğü vermiştir (Şekil 12). 

4.3 TA Klonlama Bulguları 

Çok sayıda kopyası elde edilen FDH geninin 3’-ddT çıkıntıları ile lineer hale getirilmiş 

pTZR57R/T vektörüne ligasyonunu sağlamak amacıyla PCR ürünlerinin sonuna Taq 

DNA polimeraz enzimi aracılığıyla adenin nükleotitleri eklenmiştir. Bu işlemden 

sonra hazırlanan ligasyon karışımıyla, adenin kuyruğuyla modifiye edilen PCR 

ürününün pTZR57R/T vektörüne yerleşmesi ve rekombinant pTZR57R/T+FDH 

vektörünün oluşması sağlanmıştır (Şekil 13)
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Şekil 12: C. boidinii FDH geninin PCR ile çoğaltılması sonucu elde edilen ürünün UV görüntüsü. 

 

 

Şekil 13: Ligasyon sonucunda elde edilen rekombinant pTZR57R/T+FDH vektörü. 

DNA markörü PCR ürünü 

 1200 bp 

 1000 bp 

FDH geni, 

1104 bp 



 

 66 

Transformasyon basamağında pTZR57R/T+FDH vektörü, “TransformAid Bacterial 

Transformation Kit (Thermo Fisher Scientific, #K2710)” ile kompetan hale getirilmiş 

E. coli One Shot® Mach1™-T1R hücrelerine aktarılmış, rekombinant vektörleri hücre 

içerisine alan bakterilerin seçilimi mavi-beyaz koloni ayrımı tekniği ile yapılmıştır. Bu 

teknik, ortamdaki laktozu glikoz ve galaktoza parçalayan β-galaktosidaz enziminin 

aktivitesine dayanmaktadır. β-galaktosidaz, lac operonundaki lacZ geni tarafından 

kodlanan ve aktif formunda homotetramer yapıda olan bir proteindir. lacZ α dizisini 

taşıyan plazmid vektörler, β-galaktosidazın α-peptidi olarak bilinen kısmını kodlar. 

Klonlamada kullanılan konakçı E.coli hücreleri lacZΔM15 delesyon mutasyonu içeren 

kompetan hücrelerdir ve bu hücreler de β-galaktosidazın ω-peptidi olarak bilinen 

kısmını kodlar. α ve ω peptidi ayrı ayrı işlevsel olmadığından ancak lacZ α dizisini 

içeren plazmidler lacZΔM15 hücrelerine transforme edilip birlikte ekspres 

edildiklerinde işlevsel bir β-galaktosidaz enzimi üretilir. Mavi-beyaz koloni ayrımı 

tekniğinde, rekombinant klonlar işlevsel bir β-galaktosidaz üretememeleri ile seçilir. 

Plazmid vektörlerde lacZ dizisinin içinde yabancı DNA’nın vektöre yerleştirildiği 

çoklu klonlama bölgesi vardır. Yabancı DNA lacZ α geninin içine yerleştirildiğinde 

α-peptidini üreten gen kesintiye uğrar ve işlevsel bir β-galaktosidaz enzimi üretilemez. 

Yabancı DNA’yı almayan hücreler ise işlevsel β-galaktosidaz üretir ve enzimin 

aktivitesiyle ortamdaki X-gal çözünmez mavi pigmentli bir kimyasala yükseltgenir. 

Böylelikle, yabancı DNA’yı vektöre alamamış hücreler mavi renkleri ile kolaylıkla 

ayırt edilir.  

Bu çalışmada, ligasyon karışımları ile muamele edilen kompetan hücrelerin X-gal 

içeren LB agar besiyerine ekimi ve inkübasyonu sonrası oluşan mavi-beyaz 

kolonilerden on üç tane beyaz koloni seçilerek steril koşullarda ampisilinli LB broth 

besiyerine inoküle edilmiştir. İnkübatörlü çalkalayıcıda 37°C, 250 rpm’de yaklaşık 6 

saat inkübe edilen kolonilerin gerçekten rekombinant vektörleri alıp almadığını 

görmek için koloni PCR yapılmış, jel elektroforezinde yürütülmüş, UV ışık altında 

görüntülenmiştir. Seçilen on üç  koloniden yedi tanesi beklenen ~1100 bp’lik bantı 

göstererek pozitif sonuç vermiştir.  

Seçilen kolonilerdeki plazmidlerin izolasyonu “Genejet Plasmid Miniprep Kit 

(Thermo Fisher Scientific, #K0502)” ile gerçekleştirilmiş, plazmidlerin miktarı UV-

vis spektrofotometrede A260 değeri ile, saflığı ise A260/280 ile belirlenmiştir. Kolonilerin 

konsantrasyonları 118-154 ng/µl, saflığı ise 1.78-1.84 aralığında çıkmıştır. 
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Seçilen kolonilerde, PCR ürünlerinin vektörlerin içine düz mü ters mi girdiğini 

saptamak için izole plazmidlerin NdeI ve ScaI restriksiyon enzimleri ile kesimi 

yapılmıştır. PCR ürünlerinin vektöre düz girmesi halinde bu endonükleazların 

aktivitesi sonucu 1091 ve 2901 bp, ters girmesi halinde ise 1805 ve 2187 bp olarak iki 

bant oluşturması beklenmiştir. Seçilmiş yedi koloniden dört tanesi istenilen düz giriş 

bantlarını vermiş, bu dört koloniden de miniprep sonrası 151 ng/µl ve 154 ng/µl olarak 

yüksek konsantrasyonda elde edilen iki koloni ile çalışmalara devam edilmiştir. 

4.4 PCR Ürününün pET-14b Vektörüne Alınması Bulguları 

pTZR57R/T vektörüne klonlanan PCR ürünlerinin pET-14b vektöründe 

ekspresyonunu sağlamak amacıyla, pTZR57R/T+FDH plazmidi NdeI ve BamHI 

restriksiyon enzimleri ile muamele edilmiş ve agaroz jel elektroforezinden sonra hedef 

gen bölgesi olan ~1100 bp büyüklüğündeki bant jelden kesilerek izole edilmiştir  

(Şekil 14). 

 

                                    

Şekil 14: pTZR57R/T+FDH vektörünün NdeI ve BamHI restriksiyon enzimleri ile kesimi sonucu 

elde edilen ürünlerin UV görüntüsü. 

 1200 bp 

 1000 bp 

FDH 

geni, 

1104 bp 

DNA  

markörü 

 
 Koloni 1  Koloni 2 



 

 68 

“GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific, #K0691)” ile pürifiye edilen 

DNA örneğinin miktarı UV-vis spektrofotometrede A260 değeri ile, saflığı ise A260/280 

ile belirlenmiştir. Koloni 1 için DNA konsantrasyonu 10.38 ng/µl, saflık 1.76; koloni 

2 için DNA konsantrasyonu 8.2 ng/µl, saflık 1.77 çıkmıştır. Konsantrasyonu nispeten 

yüksek olan koloni 1 ile ligasyona devam edilmiştir. 

İzole edilen PCR ürününün ekspresyon vektörü olarak kullanılacak pET-14b’ye 

aktarılabilmesi için vektör ampisilinli LB broth besiyerinde çoğaltılmış ve “Genejet 

Plasmid Midiprep Kit (Thermo Fisher Scientific, #K0481)” ile izole edilmiştir. UV-

vis spektrofotometre ile ölçümü yapılan pET-14b vektörünün konsantrasyonu 1814 

ng/µl, saflığı ise 1.85 çıkmıştır. Pürifiye edilen pET-14b vektörünün NdeI ve BamHI 

restriksiyon enzimleri ile kesilen PCR ürünlerine yapışarak bağlanabilmesi için aynı 

restriksiyon enzimleri ile kesimi ve vektörün PCR ürününü almadan kendi üzerine 

kapanmaması için alkalin fosfataz ile defosforilasyonu gerçekleştirilmiş, ardından 

rekombinant pET-14b/FDH vektörünü oluşturmak için ligasyonu yapılmıştır          

(Şekil 15). 

 

Şekil 15: Ligasyon sonucunda elde edilen rekombinant pET-14b/FDH vektörü. 

Ligasyon ile elde edilen pET-14b/FDH vektörü, “TransformAid Bacterial 

Transformation Kit (Thermo Fisher Scientific, #K2710)” ile E. coli One Shot® 
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Mach1™-T1R hücrelerini transforme etmiştir. Ampisilinli LB agar petri kaplarına 

ekimi yapılan bakteri hücreleri 37°C’deki etüvde gece boyu inkübe edildikten sonra 

(+) kontrol grubunda oluşan kolonilerinden on altı tanesi seçilerek ampisilinli LB broth 

besiyerinde 37°C, 250 rpm’de yaklaşık 5 saat inkübe edilmiştir. Seçilip büyütülen 

kolonilerde hedef gen bölgesinin pET-14b vektörüne girip girmediğini görmek için 

“Phusion Flash High-Fidelity PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific, #F-548S)” 

ile koloni PCR yapılmış ve on altı koloninin hepsinin hedef rekombinant plazmidi 

aldığı görülmüştür (Şekil 16). 

 

                                                   

Şekil 16: pET-14b/FDH vektörünü alan hücrelerin tespiti için yapılan koloni PCR elektroforezi 

sonrası UV görüntüsü. 

Hepsi pozitif sonuç veren kolonilerden rastgele üç tanesi seçilerek “Genejet Plasmid 

Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific, #K0502)” ile plazmid izolasyonu yapılmıştır. 

UV-vis spektrofotometre ile konsantrasyonlar 12.60 ng/µl, 15.96 ng/µl ve 35.67 ng/µl; 

saflıklar 1.77, 1.78 ve 1.86 olarak ölçülmüştür. 

Herhangi bir kontaminasyondan dolayı koloni PCR’ın yanlış pozitif sonuç vermiş 

olması ihtimaline karşı verifikasyon amacıyla pürifiye edilen plazmidler NcoI 

1       2      3       4      5       6       7    8 

9      10     11    12     13     14    15   16 

                   Koloniler 

FDH geni, 

1104 bp 

DNA 

markörü 
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restriksiyon enzimi ile kesilmiş, kesim sonrası örnekler agaroz jele yüklenerek 

elektroforez yapılmıştır. Kesim sonrası jel görüntüleme sisteminde 941 bp ve 4826 bp 

olarak görülmesi beklenen bantların elde edildiği ve böylelikle koloni PCR esnasında 

herhangi bir kontaminasyon olmadığı görülmüştür (Şekil 17). 

                                          

Şekil 17: pET-14b/FDH vektörünü alan hücrelerin verifikasyonu için NcoI restriksiyon enzim kesimi 

UV görüntüsü. 

4.5 Dizi Analizi Bulguları 

C. boidinii kaynaklı FDH gen bölgesinin pET-14b vektörüne doğru bir şekilde 

yerleştiği NcoI restriksiyon enzim kesimi ile de onaylanan iki koloni dizi analizine 

gönderilmiştir. Dizilemesi yapılan klonlanmış FDH gen bölgesi ile GenBank veri 

bankasındaki FDH gen dizisi karşılaştırıldığında her iki kolonininde yüksek oranda 

benzerliğe sahip olduğu görülmüştür. Pozitif sonuç veren kolonilerden rastgele bir 

tanesi seçilerek ekspresyon çalışmalarına bu koloni ile devam edilmiştir (Şekil 18, 

Şekil 19). 

 

 

4826 bp 

941 bp 
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Şekil 18: pET-14b/FDH plazmid vektörünün dizileme sonucu. 

 

 

 

 

 

 

Şekil 19: Dizileme sonucuna göre elde edildiği varsayılan rekombinant FDH protein dizisi. 

4.6 Gen Ekspresyonunun IPTG ile İndüklenmesi ve Protein Pürifikasyon 

Bulguları 

Dizileme sonuçlarına göre doğru klonu veren pET-14b/FDH vektörü ile proteinin 

eksprese edileceği kompetan E. coli One Shot® BL21 (DE3) hücreleri “TransformAid 

Bacterial Transformation Kit (Thermo Fisher Scientific, #K2710)” kullanılarak 

transforme edilmiştir. Ampisilinli LB agar üzerinde büyüyen transforme hücrelerden 

iki tanesi seçilerek ampisilinli LB broth besiyerinde büyütülmüş ve kolonilerden biri 

daha sonra kullanılmak üzere 1:1 oranında gliserollenip derin dondurucuya (-80°C) 

kaldırılırken diğeri gen ekspresyonunu indüklemek üzere ilk olarak 50 ml hacimde alt 

AGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATAT

GAAGATCGTTTTAGTCTTATATGATGCTGGTAAGCACGCTGCTGATGAAGAAAAAT

TATATGGTTGTACTGAAAATAAATTAGGTATTGCTAATTGGTTAAAAGATCAAGGT

CATGAACTAATTACTACTTCTGATAAAGAAGGTGAAACAAGTGAATTGGATAAACA

TATCCCAGATGCTGATATTATCATCACCACTCCTTTCCATCCTGCTTATATCACTA

AGGAAAGACTTGACAAGGCTAAGAACTTAAAATTAGTCGTTGTCGCTGGTGTTGGT

TCTGATCACATTGATTTAGATTATATTAATCAAACAGGTAAGAAAATCTCAGTCCT

GGAAGTTACAGGTTCTAATGTTGTCTCTGTTGCTGAACACGTTGTCATGACCATGC

TTGTCTTGGTTAGAAATTTCGTTCCAGCACATGAACAAATTATTAACCACGATTGG

GAGGTTGCTGCTATCGCTAAGGATGCTTACGATATCGAAGGTAAAACTATCGCTAC

CATTGGTGCTGGTAGAATTGGTTACAGAGTCTTGGAAAGATTACTCCCATTTAATC

CAAAAGAATTATTATACTACGATTATCAAGCTTTACCAAAAGAAGCTGAAGAAAAA

GTTGGTGCTAGAAGAGTTGAAAATATTGAAGAATTAGTTGCTCAAGCTGATATCGT

TACAGTTAATGCTCCATTACACGCAGGTACAAAAGGTTTAATTAATAAGGAATTAT

TATCTAAATTTAAAAAAGGTGCTTGGTTAGTCAATACCGCAAGAGGTGCTATTTGT

GTTGCTGAAGATGTTGCAGCAGCTTTAGAATCTGGTCAATTAAGAGGTTACGGTGG

TGATGTTTGGTTCCCACAACCAGCTCCAAAGGATCACCCATGGAGAGATATGAGAA

ATAAATATGGGGCTGGGAATGCCATGACTCCTCACTACTCTGGTACTACTTTAGAC

GCTCAAACAAGATACGCTGAAGGTACTAAAAATATTTTGGAATCATTCTTTACCGG

TAAATTTGATTACCGACCACAAGATATTTATCTTATTAAATGGGGGAATACGTTAC

TAAAAGCTTACGGGAAACCCGATAAAGAAATAAGCTTTAAATCGGGATCC 

 

PKRISSRIILFTLRRRYTMGSSHHHHHHSSGLVPRGSH 

MKIVLVLYDAGKHAADEEKLYGCTENKLGIANWLKDQGHELITTSDKEGETSELDK

HIPDADIIITTPFHPAYITKERLDKAKNLKLVVVAGVGSDHIDLDYINQTGKKISV

LEVTGSNVVSVAEHVVMTMLVLVRNFVPAHEQIINHDWEVAAIAKDAYDIEGKTIA

TIGAGRIGYRVLERLLPFNPKELLYYDYQALPKEAEEKVGARRVENIEELVAQADI

VTVNAPLHAGTKGLINKELLSKFKKGAWLVNTARGAICVAEDVAAALESGQLRGYG

GDVWFPQPAPKDHPWRDMRNKYGAGNAMTPHYSGTTLDAQTRYAEGTKNILESFFT

GKFDYRPQDIYLIKWGNTLLKAYGKPDKE 
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kültürü yapılmış, ardından 500 ml antibiyotiksiz LB broth besiyerine inoküle 

edilmiştir. Bakteriler büyürken besiyerine adaptasyon sağladıkları lag fazını 

tamamladıktan sonra hızla bölündükleri ve çok miktarda protein ürettikleri logaritmik 

büyüme fazına geçmektedir. 600 nm dalga boyunda ölçülen optik yoğunluk 0.4’e 

ulaştığında hücrelerin logaritmik büyüme fazına girdiği varsayılmaktadır. Bu 

çalışmada, antibiyotiksiz LB broth besiyerinde büyüyen hücrelerin OD600 değeri 

0.53’e ulaştığında indüksiyonu başlatmak üzere 0.7 mM IPTG eklenmiştir. IPTG, 

allolaktozun moleküler bir analoğudur. Lac represörüne bağlanarak tetramerik 

represörün lac operatöründen ayrılmasını ve lac operonundaki genlerin transkript 

edilerek rekombinant proteinin eksprese edilmesine olanak sağlamaktadır. 

İndüksiyonun başarısını görmek için 37°C, 250 rpm’de 3 saat inkübe edilen örnekten 

her saat başı 1’er ml alınmış, pürifikasyon yapılmadan kaba özüt olarak proteinin 

ekspresyonuna SDS-PAGE ile bakılmak üzere santrifüjle pelet haline getirilmiştir. 3 

saatin sonunda geride kalan büyük hacimli örnek sonike edilip “Ni-NTA Fast Start Kit 

(Qiagen, #30600)” ile pürifiye edilmiştir. pET-14b vektöründe bulunan His-tag 

kodlama dizisi, rekombinant FDH proteininin N-terminalinde 6 tane histidin rezidüsü 

ile birlikte üretilmesini sağlamaktadır. Histidin, nitriloasetik asitle katı bir matrikse 

immobilize edilmiş nikel iyonlarının koordinasyon küresindeki boş kısımlarına güçlü 

bir afinite göstererek bağlanmaktadır. Rekombinant FDH proteininin bağlandığı 

kolondan doğal konformasyonunu kaybetmeden ayrılması kit protokolünde tarif 

edilen şekilde gerçekleştirilmiş ve elde edilen saf proteinin konsantrasyonu nanodrop 

ile A280’de 1.103 mg/ml olarak ölçülmüştür. Saf ürün, kaba özüt ile birlikte SDS-

poliakrilamid jel elektroforezinde görüntülenmiştir. 

4.7 SDS-PAGE Analizi Bulguları 

Protein ekspresyonu IPTG ile indüklenmeden önce (0. saat), indüklendikten sonra 1., 

2. ve 3. saatlerde alınan örnekler ve indüksiyonun 3. saatinin tamamlanmasının 

ardından afinite kolon kromatografisiyle saflaştırılan örnek hazırlanarak ayrı ayrı 

SDS-PAGE yapılmıştır. Eksprese edilen rekombinant proteinin beklenildiği üzere 41 

kDa bant verdiği, 0. saatte çok az miktarda bazal ekspresyon düzeyinde üretildiği, 

inkübasyon süresinin artması ile birlikte üretiminin arttığı, pürifikasyon sonunda bir 

miktar kayıp yaşandığı görülmüştür (Şekil 20, Şekil 21).  
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Şekil 20: pET-14b/FDH vektörünü alan bakteri hücrelerinin IPTG ekspresyon sistem kontrolü için 

SDS-PAGE analizi. M: Protein markörü, 1: IPTG indüksiyonundan önce alınan kontrol örneği (0. saat), 

2: IPTG indüksiyonundan 1 saat sonra alınan örnek (1. saat),  3: IPTG indüksiyonundan 2 saat sonra 

alınan örnek (2. saat), 4: IPTG indüksiyonundan 3 saat sonra alınan örnek (3. saat). 

 

 

Şekil 21: pET-14b/FDH vektörünü alan bakteri hücrelerinin IPTG indüksiyonu sonrası kaba özüt ve 

saflaştırılmış örnek olarak SDS-PAGE analizi. M: Protein markörü, 1: 20 µl saf örnek yüklü kuyucuk, 

2: 10 µl saf örnek yüklü kuyucuk, 3: 2 µl saf örnek yüklü kuyucuk, 4: IPTG indüksiyonundan önce 

alınan kontrol örneği (0. saat), 5: IPTG indüksiyonundan 1 saat sonra alınan örnek (1. saat) 
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4.8 Western blot Analizi Bulgusu 

Western blot, SDS-PAGE ile molekül ağırlığına göre ayrılan saflaştırılmış 

rekombinant FDH proteinlerini “Penta·His” birincil antikoruyla histidin 

rezidülerinden yakalayarak hedef proteinin varlığını doğrulamak amacıyla yapılmıştır. 

Nitroselüloz membran üzerinde belirli markör proteinler işaretlenmiş ve görüntüleme 

sistemine tanıtılmıştır. Beklenildiği üzere 41 kDa’luk bant görülmüş ve FDH 

proteininin varlığı bu yöntemle de ispatlanmıştır (Şekil 22).  

                         

Şekil 22: Western blot uygulanmış nitroselüloz membranın UV görüntüsü. M: Protein markörü, 1: 20 

µl saf örnek yüklü kuyucuk, 2: 10 µl saf örnek yüklü kuyucuk, 3: 2 µl saf örnek yüklü kuyucuk. 

4.9 Enzim Aktivite Testleri Bulguları 

Pürifiye edilen rekombinant FDH enziminin en verimli çalıştığı substrat 

konsantrasyonu, tampon çözelti, pH ve sıcaklık değerlerini bulmak için aktivite testleri 

yapılmıştır. FDH enziminin aktivitesi, katalizlenen reaksiyonda koenzim NAD+’ın 

NADH’a indirgendiğinde 340 nm’de oluşturduğu absorbans ve pik ile belirlenmiştir. 

Bu dalga boyunda okunan absorbans değeri FDH aktivitesi sonucu üretilen NADH 

konsantrasyonu ile doğru orantılı olduğundan yapılan testlerin sonucunda maksimum 

absorbansların elde edildiği parametre değerleri %100 verimli kabul edilmiş, diğer 

sonuçlar bunlarla kıyaslanarak relatif aktivite (%) cinsinden değerlendirme 

yapılmıştır. 

M      1      2       3              
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4.9.1 Substrat konsantrasyonunun enzim aktivitesi üzerindeki etkisi 

Saflaştırılmış rekombinant FDH enziminin optimum aktivite göstermesi için gereken 

minimum substrat konsantrasyonunu belirlemek amacıyla enzimin substratı olan 

format farklı konsantrasyonlarda reaksiyon karışımlarına ilave edilerek enzim 

aktivitesi ölçülmüştür. 6.66 mM (2 µl), 13.33 mM (4 µl), 20 mM (6 µl), 26.66 mM (8 

µl), 33.33 mM (10 µl) ve 40 mM (12 µl) konsantrasyonlarındaki format çözeltisi 

reaksiyon karışımlarına eklenmiş, 25°C’de 30 dk inkübe edilmiş ve 340 nm’deki 

absorbans değerlerine bakılarak ideal substrat konsantrasyonunun 40 mM olduğu 

saptanmıştır (Şekil 23). 

 

Şekil 23: Format konsantrasyonunun enzim aktivitesi üzerindeki etkisi. 

4.9.2 Tampon çözelti ve pH’ın enzim aktivitesi üzerindeki etkisi 

Rekombinant FDH enziminin optimum aktivite göstereceği tampon çözelti ve pH 

değerini bulmak için pH 7.0, 7.5, 8.0, 8.5, 9.0 olan potasyum fosfat ve Tris tamponları 

hazırlanmıştır. 20 mM tampon çözelti, 40 mM format, 1 mM NAD, 5 µl rekombinant 

FDH enzimi ve distile su ile toplam 300 µl hacimde hazırlanan reaksiyon karışımları 

25°C’de 10 dk inkübe edilmiştir. Örneklerin 340 nm’deki absorbanslarına bakılarak 

yapılan değerlendirmede en yüksek absorbansın 0.584 değeriyle pH 8.0 Tris tampon 

çözeltisinden elde edildiği görülmüştür (Şekil 24). İdeal pH’lı tampon seçilen bu 

çözelti yapılan aktivite testlerinde temel tampon olarak kullanılmıştır. 
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Şekil 24: Tampon çözelti ve pH’ın enzim aktivitesi üzerindeki etkisi. 

4.9.3 Sıcaklığın enzim aktivitesi üzerindeki etkisi 

Sıcaklığın rekombinant FDH enzim aktivitesine olan etkisini görmek için pH 8.0 Tris 

tamponunda, 40 mM konsantrasyonlu format substratının varlığında hazırlanan 

reaksiyon karışımları 22°C, 25°C, 30°C, 35°C, 40°C, 45°C, 50°C, 55°C, 60°C, 65°C 

sıcaklıklarında 10 dk inkübe edilmiş ve 340 nm’deki absorbans değerlerine 

bakılmıştır. 22°C-60°C sıcaklık değerleri arasında absorbansın arttığı, 60°C’da 

maksimum absorbans değerine ulaşıldığı ve bu sıcaklıktan sonra absorbans değerinin 

düşmesi ile birlikte aktivitenin azaldığı tespit edilmiştir (Şekil 25). 

 

Şekil 25: Sıcaklığın enzim aktivitesi üzerindeki etkisi.
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5. TARTIŞMA  

Bu çalışma, farmasötik endüstrisi ve rutin biyokimya laboratuvarları için önemli olan 

NAD+-bağımlı FDH enziminin rekombinant yöntemlerle üretilerek aktif bir şekilde 

kullanılmasını sağlamak ve biyokimyasal moleküllerin tayininde kullanılması 

planlanan tanı kiti için gereken FDH enzimini tedarik etmek amacıyla yapılmıştır. 

NAD+-bağımlı FDH; format iyonunun CO2’ye yükseltgenmesini, NAD+ molekülünün 

NADH’a indirgenmesini katalizleyen, metilotrof mikroorganizmalarda bulunan 

metanol yolağının son enzimidir. Çeşitli metilotrof bakteri ve mayalardaki NAD+-

bağımlı FDH enzimleri dizi analizleri ve aktivite testleri ile incelenmiş ve 

tanımlanmıştır. Bunların arasında, Candida cinsine ait mayaların sahip olduğu 

enzimlerin yüksek aktivite gösterdiği ve kararlı olduğu tespit edilmiştir. FDH enzimin 

ticari üretimine geçildiğinde C. boidinii sahip olduğu avantajlı özellikleri ile model 

organizma seçilmiştir. 

Günümüzde, çeşitli ilaç şirketleri büyük ölçekte gerçekleştirdikleri farmasötik 

bileşiklerin üretiminde ekonomik ve çevresel nedenlerden dolayı enzimatik kofaktör 

rejenerasyon yöntemlerini tercih etmektedir. FDH, farmasötik endüstrisinde optikçe 

aktif bileşiklerin üretimi sırasında ana reaksiyon için gereken kofaktörlerin geri 

dönüştürülmesini sağlayan ikinci enzim olarak kullanılmaktadır. HIV tedavisinde 

antiviral etkiye sahip Atazanavir (Bristol-Myers Squibb), sıtma tedavisinde 

antimalaryal etkiye sahip Amorphadiene (Sanofi ve Amyris), antiviral ajanlardan 

rinovirüs proteaz inhibitörlerinin yapıtaşlarından (R)-3-(4-florofenil)-2-hidroksi 

propiyonat (Pfizer) ve farmasötik ürünlerde kiral ara ürün olarak kullanılan Trimetil 

L-lösin (Degussa) bileşiklerinin ticari üretiminde FDH tarafından katalizlenen NADH 

rejenerasyon yöntemi ile sistem içerisinde kofaktör dönüşümü sağlanmaktadır [115]. 

Medikal alanda, biyokimyasal tanılamada kullanılan FDH enzimi birçok ticari kitin 

içeriğinde yer almaktadır. Metanol zehirlenmesi teşhisi için piyasaya sürülen kitler 

(Sigma Aldrich, BioAssay Systems) idrar, serum, tam kan gibi biyolojik örneklerdeki 

metanol metabolizasyon ürünü olan formatın FDH enzimiyle yükseltgenmesi sonucu 
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oluşan NADH’ın saptanmasına olanak sağlayan, rutin uygulamalarda kullanılan pratik 

araçlardır. Üriner sistemde birikerek taş oluşturan kalsiyum oksalat bileşiklerinin 

tespiti için geliştirilen, patenti alınan (US 5604111 A) ve yaygın olarak kullanılan bir 

yöntemde, FDH enzimi, oksalat dekarboksilaz tarafından formata dönüştürülen 

oksalatın tayinini indirgenme ürünü olan NADH deteksiyonu ile sağlamaktadır [116]. 

Trikomonas vajiniti enfeksiyonunda, T. vajinalis’in ürettiği  ve tanılama için önemli 

olan formik asit dolayısıyla format molekülünün saptanmasında, FDH enzimi 

aracılığıyla üretilen NADH ölçümünü baz alarak geliştirilen ve patenti alınan yöntem 

(Patent EP0556685A2, Patent CA2089186A1), tanılamada hızlı ve ekonomik bir yol 

olarak kullanılmaktadır [99]. 

Bu çalışmada, aktivitesi ve stabilitesi ticari FDH’a yakın olan bir enzim üretilmek 

istendiğinden gen kaynağı organizması olarak C. boidinii mayası (ATCC 18810 suşu) 

seçilmiştir. Organizmada FDH kodlayan gen intron içermediğinden doğrudan 

genomik DNA izolasyonu ile klonlama çalışmalarına başlanabilmiştir. FDH enziminin 

klonlanması, pTZR57R/T ve pET14-b vektörleri kullanılarak iki aşamada 

gerçekleştirilmiştir. İlk olarak, yaygın bir klonlama tekniği olan TA klonlama ile 3’-A 

kuyruğu eklenmiş PCR ürünleri pTZR57R/T klonlama vektörüne aktarılmıştır. Bu 

klonlama basamağında, PCR ürünlerindeki adenin eklentisi ile vektör üzerinde hazır 

bulunan timin çıkıntısının birbirine gösterdiği afinite ile birleşme gerçekleşmiştir. Elde 

edilen rekombinant pTZR57R/T+FDH vektörü NdeI ve BamHI restriksiyon enzimleri 

ile kesilmiş, hedef gen bölgesi agaroz jelden izole edilmiş, aynı enzimler ile kesilerek 

hedef  gen bölgesi için komplementer  hale getirilmiş pET14-b ekspresyon vektörüne 

aktarılmıştır. 

Klonlama aşamalarında konak organizma olarak içerdiği lacZΔM15 mutasyonu ile 

rekombinant vektörü içine almayan hücreleri kromojenik olarak gösteren ve 

duplikasyon süresini kısaltan modifikasyonlar içeren E. coli One Shot® Mach1™-

T1R hücreleri kullanılmıştır. 

pET14-b vektörüne klonlanan FDH gen dizisi ile veri bankalarında bulunan C. boidinii 

FDH gen dizisi kıyaslandığında %92 oranında benzerlik yakalandığı, farklılık gösteren 

nükleotitlerin durdurma kodonu oluşturmadığı ve fonksiyonel bir protein üretimine 

engel olmadığı görülmüştür. Veri bankalarında FDH enzimini oluşturduğu belirlenen 

aminoasit dizisi ile dizileme sonucuna göre proteinde olması beklenen aminoasit dizisi 

karşılaştırıldığında %94 oranında benzerlik bulunmuştur. Elde edilen bu varyant 

https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=3&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwj5rvTb1YzSAhWF5xoKHc2vCNcQFgglMAI&url=http%3A%2F%2Fwww.google.com.tr%2Fpatents%2FEP0556685A2%3Fcl%3Den&usg=AFQjCNGsH3NdEw5i475L-8HyGDzABHCLbg&bvm=bv.146786187,d.d2s
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=4&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwj5rvTb1YzSAhWF5xoKHc2vCNcQFggsMAM&url=http%3A%2F%2Fwww.google.de%2Fpatents%2FCA2089186A1%3Fhl%3Dde%26cl%3Den&usg=AFQjCNE_HncSLy6G6ZMEq9d_FFUOUsTe_Q&bvm=bv.146786187,d.d2s
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formun enzimin aktivitesini engelleyecek bir etkide bulunmadığı aktivite testlerinde 

anlaşılmıştır. 

Rekombinant pET14-b/FDH vektörünün ekspresyonun indükleneceği E. coli One 

Shot® BL21 (DE3) hücrelerine aktarımı yapılmıştır. Bu hücreler, hücredışı ve yabancı 

proteinleri degrede eden Lon ve OmpT proteazlarını içermeyecek şekilde modifiye 

edilen en çok tercih edilen ekspresyon konakçılarından biridir [117, 118]. Sahip 

olduğu bu avantajlı özelliklerinden dolayı bu çalışmada da kullanılmıştır. 

Rekombinant proteinlerin üretiminde en sık karşılaşılan problemlerden biri inklüzyon 

cisimciği oluşumudur. Sitoplazmada veya periplazmada çözünmeyen protein 

agregatları olan inklüzyon cisimciklerinin oluşmasında promotör cinsi, protein 

büyüklüğü, yetersiz disülfid bağı oluşumuyla düzgün katlanmanın olmaması, yüksek 

sıcaklık ve IPTG konsantrasyonlarında proteinlerin doğru katlanmaya fırsat 

bulamaması gibi faktörlerin etkili olduğu düşünülmektedir [119]. Bu çalışmada, FDH 

geninin ekspresyonu IPTG ile indüklenmiştir. pET14-b vektörünün temin edildiği 

firmanın IPTG indüklemesi için önerdiği konsantrasyon aralığına uygun olarak 0.7 

mM IPTG ile 250 rpm, 37°C’de 3 saat inkübasyon sonunda elde edilen proteinde 

inklüzyon cisimciği oluşumu gibi bir sorunla karşılaşılmamıştır. 

Eksprese edilen FDH proteini, pET14-b vektöründeki His-tag kodlama dizisi 

sayesinde N-terminalinde 6 adet histidin rezidüsü ile birlikte üretilmiştir. Histidin 

etiketi içeren rekombinant proteinlerin saflaştırılmasında immobilize metal afinite 

kromatografisi yaygın olarak kullanılan metotlardan biridir [120]. Histidin 

aminoasitlerinin nikel iyonlarına gösterdiği afiniteden faydalanarak, tek basamakta, 

proteinin doğal yapısının bozulmadığı koşullarda, minimum düzeyde protein kaybıyla 

FDH proteininin hücrede bulunan diğer proteinlerden ayrılması sağlanmıştır. Saf 

olarak elde edilen proteinden histidin etiketi kaldırılmamış ve bu durumun enzimin üç 

boyutlu yapısını değiştirerek aktivitesini olumsuz etkilemediği görülmüştür. 

IPTG ilavesinin ardından 3 saatlik inkübasyon süresince birer saat aralıklarla alınan 

kaba özüt örneklerindeki ve pürifikasyon işleminden sonra saf olarak elde edilen FDH 

proteinleri denatüre edilerek SDS-PAGE ve Western blot analizleri yapıldığında gen 

ekspresyonunun IPTG ile başarılı bir şekilde indüklendiği ve beklenen 41 kDa 

büyüklüğündeki bantların elde edildiği görülmüştür. IPTG eklenmeden önce alınan 

örnekte (0. saat), hedef protein için beklenen bant büyüklüğü bölgedesinde ince bir 
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çizgi olarak protein bandı gözükmüştür. Bu durum, indükleme olmadan önce proteinin 

bazal ekspresyon seviyesinde üretildiğini işaret edebilir. Sızıntılı ekspresyon olarak 

bilinen bu durum BL21 (DE3) hücrelerinde ve lac operonunun kullanıldığı sistemlerde 

karşılaşılabilen bir durumdur [121]. Lac represör proteininin DNA’daki operatörlere 

%100 verimle bağlanamaması sonucu lac operon promotöründeki gen transkripsiyonu 

durdurulamadığından ekspresyon olduğu düşünülmektedir. IPTG ilavesinden sonra 

artan inkübasyon süresiyle birlikte genişleyen protein bantlarının görülmesi protein 

üretiminin arttığını göstermiştir. İndüksiyondan önce ve sonra bant genişlikleri 

açısından belirgin bir fark gözlendiğinden ve üretilen FDH proteininin hücre üzerinde 

toksik bir etkisi olmadığından sızıntının bir sorun teşkil etmediği sonucuna varılmıştır. 

Rekombinant proteinin taşıdığı histidin etiketini tanıyan anti 6-histidin antikoru 

aracılığıyla FDH proteininin varlığı Western blot yöntemiyle de kanıtlanmıştır. 

FDH enziminin aktivitesi, enzimatik reaksiyon ürünü olan NADH molekülünün 340 

nm’de gösterdiği absorbans ile belirlenmektedir. Absorbans artışı, FDH aktivitesi 

sonucu üretilen NADH konsantrasyonu ile orantılıdır. Bu çalışmada, maksimum 

düzeyde absorbansın görüldüğü reaksiyonlar 40 mM format substratı ve 1 mM 

koenzim NAD+ çözeltisi içeren karışımlarla gerçekleştirilmiştir. 6.66 mM format 

konsantrasyonu ile başlatılan aktivite testinde yaklaşık 26 mM substrat 

konsantrasyonuna kadar absorbansın hızla arttığı, bu noktadan itibaren artışın 

yavaşladığı, yaklaşık 30 mM’den sonra  artan substrat konsantrasyonun absorbans 

artışına yol açmadığı görülmüş ve muhtemel sebep olarak enzimlerin bağlanabileceği 

kadar substrata bağlanarak doygunluğa erişmiş olabileceği düşünülmüştür. 

Yapılan çalışmalarda rekombinant olarak elde edilen FDH enzimlerinin aktivite 

ölçümlerinde sıklıkla kimyasal kararlılığı yüksek, biyokimyasal olarak inert, pH 

aralığı 7.5-8.5 arasında değişen potasyum fosfat, sodyum fosfat, sodyum asetat, Tris 

asetat ve Tris hidroklorür çözeltilerinin kullanıldığı görülmektedir. Bu çalışmada 

üretilen enzime uygun tamponu bulmak için pH 7.0-9.0 arasında 0.5’lik aralıklarla 

artan potasyum fosfat ve Tris çözeltileri hazırlanmıştır. Absorbansın, dolayısıyla 

aktivitenin en fazla pH 8.0 Tris çözeltisinde olduğu görülmüş ve yapılan testlerde 

temel tampon olarak kullanılmıştır. Elde edilen bu sonuç literatürdeki sonuçları 

destekler niteliktedir. 
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Yapılan çalışmalarda C. boidinii mayasının farklı suşlarından doğrudan elde edilen 

FDH enziminin optimum aktivite gösterdiği sıcaklığın 45-55°C aralığında olduğu, 

genellikle 55°C’e kadar reaksiyon hızının doğrusal olarak arttığı, yaklaşık 57°C’de 20 

dakikalık inkübasyondan sonra aktivitenin %50’sinin kaybolduğu görülmüştür. C. 

boidinii maya kaynaklı FDH geni rekombinant olarak E. coli bakterilerinde 

üretildiğinde ideal sıcaklığın 57°C civarında olduğu saptanmıştır. Belirli aminoasit 

rezidülerinin mutasyona maruz bırakılması sonucu ideal aktivite sıcaklığının 62°C’ye 

kadar çıktığı görülmüştür. Bu çalışmada da literatürdeki bilgilere benzer sonuçlar elde 

edilmiştir. 22°C’den başlayarak 25°C, 30°C, 35°C, 40°C, 45°C, 50°C, 55°C, 60°C’a 

kadar çıkan sıcaklıklarda 340 nm’deki absorbans değerleri sürekli artmış, 60°C’da 

maksimum absorbans görüldükten sonra aktivite düşmeye başlamıştır. 

Sonuç olarak, bu çalışmada C. boidinii mayasındaki FDH geni E. coli hücrelerinde 

başarılı bir şekilde klonlanmış, eksprese edilmiş ve aktif bir enzim üretilerek 

karakterize edilmiştir. Üretilen bu enzim rutin biyokimya laboratuvarında hasta 

örnekleri ile test edildiğinde, tanılamada kullanılan ticari enzimin başarısına yakın 

sonuçlar elde edilmiştir. Yapılacak daha ileri optimizasyon çalışmaları sonrası 

rekombinant FDH’ın rutin laboratuvar uygulamalarında kullanıma aday bir enzim 

olduğu sonucuna varılmıştır. Yerli kaynaklarla endüstriyel ölçekte üretimin 

gerçekleşmesi durumunda  ülke ekonomisine büyük katkı sağlanacağı açıktır.
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6. SONUÇ ve ÖNERİLER 

Bu tez çalışmasında; C. boidinii ATCC 18810 mayasındaki 1104 bp uzunluğundaki 

NAD+-bağımlı FDH geni E. coli hücrelerinde başarılı bir şekilde klonlanmış, eksprese 

edilmiş ve yaklaşık 41 kDa büyüklüğünde aktif bir enzim üretilmiştir. Üretilen bu 

enzimi kodlayan genin nükleotit dizisi veri tabanında ilgili genin nükleotit dizisi ile 

kıyaslandığında %92 benzerlik, nükleik asit dizilimine göre oluşması beklenen 

aminoasit dizisi ile veri tabanındaki aminoasit dizisi ise %94 benzerlik göstermiştir. 

Farklılık gösteren kısımlar aktif bir enzim üretimine engel olmamıştır. Aktivite için 

önemli olan sıcaklık ve pH gibi karakteristik enzim özellikleri literatürde bulunan 

diğer C. boidinii suşlarından belirgin bir fark göstermemiştir. Bazik bir ortam olan pH 

8.0 Tris tampon çözeltisinde sıcaklık 60°C’a ulaşana dek aktivite gösteren bir enzim 

olmuştur. 

Yurtdışındaki kaynaklardan pahalı bir şekilde alımı gerçekleştirilen bu enzimin 

laboratuvar ölçeğinde ucuz bir maliyetle ve yüksek etkinlikle rekombinant olarak 

üretilebildiği görülmüştür. Pilot ve sonrasında endüstriyel ölçekte üretime 

geçilebilmesi için enzimin kinetik özellikleri ayrıntılı bir şekilde çalışılmalı, gerekirse 

aktivasyonu ve stabilizasyonu artıracak genetik modifikasyonlar yapılmalı; kültür 

şartları, indüksiyon ve enzimin aktivite gösterdiği reaksiyon koşulları büyük ölçeğe 

göre optimize edilmelidir. 

FDH, klinik tanılama ve endüstri için oldukça kullanışlı ve gerekli olduğundan daha 

kaliteli ve stabil bir şekilde eldesi için hala üzerinde çalışılan bir enzimdir. Enzimin 

aktif sistein aminoasitlerinden kaynaklanan düşük dayanıklılığı, endüstri 

koşullarındaki çok yüksek sıcaklıklarda inaktive olması, NAD+ kofaktörüne yüksek 

ilgi gösterirken NADP+ kofaktörüne ilgisinin olmaması gibi durumları iyileştirmek 

için protein mühendisliği teknikleriyle enzim üzerinde çeşitli modifikasyonlar  ve 

mutasyonlar oluşturularak mevcut enzimlerden daha iyi bir enzim üretilebilir mi 

sorusunun cevabı aranmaya devam etmektedir.
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