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FORMAT DEHIDROGENAZ ENZiMIiNiN CANDIDA BOIDINII’DEN
MOLEKULER OLARAK KLONLANMASI, EKSPRESYONU ve
KARAKTERIZASYONU

OZET

Modern biyoteknoloji endiistrisinde enzim iiretimi 6nemli bir yer tutmaktadir. Klasik
yontemlerle bitkisel ve hayvansal kaynaklardan enzim eldesinin ekonomik olmamasi,
kalite ve miktar standardizasyonunun yakalanmasinin zor olmasi gibi faktorler
mikrobiyal kaynaklara olan egilimi artirmistir. Rekombinant DNA teknolojisinin
gelismesi ve mikroorganizmalarda kolaylikla manipiile edilmesi ile birlikte
rekombinant enzimlerin endiistriyel pazarmin biiyliyerek 2016 yilinda 4.61 milyar
dolara ¢iktig1 acgiklanmistir ve 2017-2022 6ngorii raporlarina gore %5.8’lik yillik
bilesik biiyiime orani ile 6.3 milyar dolara ulasmasi beklenmektedir.

NAD"-bagimh format dehidrogenaz (FDH, EC 1.2.1.2), format iyonlarinit CO2’ye
ylikseltgeyerek NAD™ molekiilini NADH’a indirgeyen bir enzimdir. Enzimatik
indirgemenin 6nemli oldugu reaksiyonlarda NAD(H) ve NADP(H) gibi pahali
kofaktdrlere ihtiyag vardir. Ekonomik alternatifler sunmak amaciyla kofaktorlerin geri
donistiirildiigii metotlar dizayn edilmistir. Bu metotlarda; kofaktor geri donilisiimiinde
hicbir yan iiriin biriktirmeyen, ana reaksiyonun substratina karsi inert olan boylelikle
istenmeyen izomerler olugturmayan, termodinamik denge olarak uygun olan, genis pH
araliginda calisabilen, ucuz substratlara gereksinim duyan FDH enzimi sahip oldugu
bu avantajli ozellikleri ile en cok tercih edilen enzimlerden biridir. Ozellikle
farmasotikler i¢in 6nemli olan optikge aktif bilesiklerin tiretiminde ve rutin biyokimya
laboratuvarlarinda tanilama testlerinde kullanimindan dolayr FDH enziminin sentetik
tiretimi son yillarda 6nem kazanmistir. Yapilan ¢alismalar, gesitli metilotrof maya ve
bakterilerden FDH enziminin rekombinant olarak iiretilebildigini géstermistir.

Bu ¢alismada, Candida boidinii (C. boidinii) mayast ATCC 18810 susunda FDH
enzimini kodlayan gen bolgesinin rekombinant tekniklerle Escherichia coli (E. coli)
bakterilerine klonlanmasi, gen firiini olan proteinin eksprese edilmesi ve
karakterizasyonunun gercgeklestirilmesi hedeflenmistir. Bu amag¢ dogrultusunda ilk
olarak C. boidinii mayasmin genomik DNA’s1 izole edilmis, tasarlanan primerler ile
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) gerceklestirilerek hedef FDH gen bolgesi
cogaltilmis ve beklenen 1104 bp’lik bant goriilmiistiir. Cogaltilan gen TA klonlama
metodu ile pTZR57R/T vektoriine klonlanmig, elde edilen rekombinant vektor
pTZR57R/T+FDH ile E. coli One Shot® Machl™-TIR hiicreleri transforme
edilmistir. Transformasyon gergeklestikten sonra rekombinant vektér Ndel ve BamHI|
restriksiyon enzimleri ile kesilmis ve hedef gen bolgesi ekspresyon vektorii olarak
kullanilan pET-14b vektorii ile birlestirilerek E. coli One Shot® Machl™-T1R
hiicrelerine aktarilmistir. Transformasyonun basarist koloni PCR, restriksiyon enzim
kesimi ve dizi analizleri ile onaylanmistir. Sonrasinda elde edilen rekombinant pET-
14b/FDH vektori ile ekspresyon hiicresi olarak kullanilan E. coli One Shot® BL21
(DE3) hiicrelerinin transformasyonu gerceklestirilmistir. FDH enziminin iiretimi i¢in
gen ekspresyonu IPTG ile indiiklenmis, Ni-NTA afinite kolon kromatografisi ile
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hiicredeki diger proteinlerden ayristirilarak saf bir sekilde eldesi saglanmistir. Hedef
proteinin varligini gérmek i¢in SDS-PAGE ve Western blot analizleri yapilmis ve
beklenen 41 kDa’luk bant gériilmiistiir. Son olarak FDH enziminin ideal kosullardaki
aktivitesini bulmak icin testler yapilmis, enzimatik reaksiyon tiriintiniin 340 nm’deki
absorbans degerlerine bakilarak degerlendirme yapilmistir. Karakterizasyon
calismalarinin sonucunda; pH 8.0 Tris tampon ¢6zeltisinde, 40 mM format substrat
konsantrasyonunda, 60°C’a kadar olan sicakliklarda enzimin aktif olarak calistigi
belirlenmistir.

Farmasotik endiistrisinde ve rutin biyokimya laboratuvarlarinda siklikla kullanilan bu
enzim iilkemizde yurtdisi kaynaklardan temin edilmekte ve pahaliya mal olmaktadir.
Bu calisma, NAD*-bagimli FDH enziminin yerli olarak iiretilmesi ve endiistriyel
sahada biiyiik Olcekte liretime gegilmesi igin veri saglamasi agisindan 6nemlidir.

Anahtar kelimeler: NAD'-bagimli 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 Ndel
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. GIRIS ve AMAC

Format dehidrogenaz enzimi; dordiinciil yapisi, prostetik grup varligi ve tiirii, substrat
spesifitesinde farkliliklar gosteren enzim gruplarimi kapsayan bir enzim ¢esididir.
Enzimin gruplandirmasi nikotinamid adenin diniikleotidi (NAD™) indirgeme
kabiliyetini baz almakta ve buna gore iki gruba ayrilmaktadir. NAD"-bagimli olmayan
format dehidrogenaz grubu genellikle anaerob bakteriler ve arkelerden izole edilen,
molibden-tungsten kofaktorlerine ve demir-siilfiir merkezlerine sahip heteromerik
yapida bulunan enzimlerden olugsmaktadir. NAD*-bagimli format dehidrogenaz grubu
ise NAD™ molekiillerine yiiksek spesifite gosteren, prostetik grup veya metal iyonlari
icermeyerek homodimerik yapida bulunan, genellikle metilotrof bakteriler, mayalar ve

bitkilerden izole edilen enzimlerden olusmaktadir.

NAD*-bagimh format dehidrogenaz (FDH, EC 1.2.1.2) enzimi, format iyonlarini
CO2’ye yiikseltgeyerek NAD™ molekiiliini NADH’a indirger. D-6zgii 2-hidroksi asit
dehidrogenaz siiper familyasina ait olan bu enzim, 6zdes iki alt birimden ve iki aktif
bolgeden olusur. Farkli kaynaklardan elde edilen enzimlerin dizi analizlerinde kataliz,
koenzim ve substrat baglanmasi i¢in kritik 6neme sahip tiim aminoasit rezidiilerinin

yiiksek derecede konservatif yapida oldugu goriilmiistiir.

Kinetik olarak karakterize edilen tiim NAD*-bagimli FDH enzimleri, Bi-Bi reaksiyon
mekanizmas1 0Ozelligi goOsterir. Bu reaksiyonlarda, substratlarin baglanmasi
degismeyen bir sirayla ilerler. Ik olarak NAD*, ardindan format enzime baglanir.
Enziminin katalitik mekanizmasi, substrattaki hidrit iyonunun NAD™’1n nikotinamid
kismindaki C4 atomuna dogrudan transferidir. Dehidrogenazlarin aktif bolgesindeki
hidrit iyon transferini iceren katalizin genel mekanizmasii g¢aligmak i¢in model
enzimdir ¢iinkii katalitik mekanizmada proton transfer basamag: yada asit-baz kataliz

asamast yoktur.

NAD*-bagimli FDH enzimi, farmasotik endiistrisi basta olmak iizere endiistride
yaygin bir kullanim alanina sahiptir. Optikc¢e aktif bilesiklerin farmasdtikler igin

onemli ara tirlinler olarak kabul edilmesi ile birlikte bu kimyasallarin hazirlanmasinda



enzimatik indirgeme reaksiyonlar1 kullanilmaya baslanmistir. Bu reaksiyonlar,
NAD(H) ve NADP(H) gibi pahali kofaktorlere ihtiyag duydugundan kofaktorlerin geri
doniistiiriilmesi i¢in yontemler gelistirilmistir ve bu yontemlerde NAD*-bagimli FDH
enziminin verimliligi kanitlanmistir. Enzimin katalizledigi reaksiyonun tersinmez
olarak gergeklesip prosesteki {iriinii yiiksek verimle iiretmesi, pH 5.5-11.0 gibi genis
bir aralikta aktivite gostermesi, kararli bir yapida olup sistemlerde haftalarca-aylarca
kullanilabilmesi ve diisiik maliyetli substrat kullanimi gibi avantajli 6zellikleri
endiistride tercih edilmesini saglamistir. NAD"-bagimli FDH enzimi, medikal alanda
biyokimyasal tanilama testlerinde kullanilmaktadir. Metanol zehirlenmesi
vakalarinda, metanoliin metabolik biyotransformasyonu sonucu olusan format FDH
enzimi tarafindan herhangi bir biyolojik sivida saptanarak teshis edilebilmektedir.
Uriner sistem tas hastaligmin tespitinde FDH enzimi yaygin olarak kullanilmaktadur.
Idrarla atilan oksalat miktarmin artis1 iiriner sistem tasi olusma riskini artiran
faktorlerden Dbiri olarak bilinmektedir. Bu sebeple, tas olusma riskinin
degerlendirilmesinde ve sik tas diisiiren hastalarda sebebin arastirilmasinda oksalat
miktarinin Ol¢lilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Oksalat, oksalat dekarboksilaz ile
format molekiiline donistiriiliip sonrasinda NAD'-bagimli FDH enziminin
katalizledigi reaksiyon {irliniiniin miktar Olgtimi ile tespit edilebilmektedir.
Trichomonas vaginalis (T. vajinalis, T. vaginalis) vajiniti hastaliginin tanisinda da
FDH enzimi kullanilmaktadir. T. vajinalis paraziti metabolik son {iriin olarak ¢ok
miktarda formik asit iiretir ve gii¢lii inflamatuvar sonuglara yol agar. Hasta 6rneginde
bulunan formatin FDH enzimi ile yiikseltgenmesi sonucu olusan NADH o6l¢iimleriyle

hastaligin teshisi kolaylikla yapilabilmektedir.

FDH genleri yiiksek Okaryotlarda heniiz fonksiyonel olarak tanimlanmamustir. Veri
bankalarinda FDH’1n koenzim baglanan bolgesine homoloji gdsteren insan cDNA
klonlar1 bulunmustur fakat D-6zgii 2-hidroksi asit dehidrogenazlarin NAD™ baglanan
kistmlarinin  dizilerindeki yliksek benzerlikten dolayr bu dizinin ayni siiper
familyadaki baska bir enzime ait olabilecegi ihtimali tizerinde durulmaktadir. Damarl
bitkilerin fotosentez yapan dokularinda bulunan FDH’in bir sok proteini oldugu;
kimyasal reaktifler, diisiik sicaklik, susuzluk, elverigsiz toprak kompozisyonu gibi
maruziyetlerle yapraklardaki sentezin belirgin 6lciide arttigi goriilmiistiir. Anaerob
bakteri ve arkelerde bulunan FDH enziminin rolii net olarak anlagilamamakla birlikte,

bitkilerde oldugu gibi stres faktorlerine maruz kalindiginda sentezin basladigi



disiiniilmektedir. Tim metilotrof mikroorganizmalarda bulunan NAD*-bagimli
FDH’1n temel fonksiyonu formatin karbondioksite yilikseltgenmesi ile enerji eldesidir.
Metilotrof mayalar Candida, Hansenula, Pichia ve Torulopsis cinslerinden
olusmaktadir ve ortak bir metanol kullanim yolagina sahiptir. Bu yolakta bulunan ve
kilit enzimlerden biri olan FDH enzimi metanollii ortamda yiiksek seviyede eksprese

edilerek ¢ok miktarda iiretilebilmektedir.

C. boidinii okaryotik, tek hiicreli, fakiiltatif anaerob, kemoheterotrof, 4-6 um
boyutlarinda, gram-pozitif, oval veya silindirik sekilli, ince duvarli, maya tipi bir
mantardir. Anamorfik Saccharomycetales takiminda bulunan bu mayalar multilateral
tomurcuklanma ile ¢ogalir. Bir¢ok kaynaktan izole edilebilen bu organizma, cografi
olarak farkli bolgelerde bulunan ¢esitli agag tiirlerinin bitki 6zii sivisinda yiiksek
miktarda bulunur. Gidalarda ise alkollii ve alkolsiiz igeceklerde, fermente zeytinde ve
stit irtinlerinde rastlanir. Metanol metabolizmasindaki enzimlerin verimli ve stabil bir
sekilde izole edildigi, enzimleri kodlayan genlerin metanol tarafindan indiiklenen gen
promotorleri tam olarak tanimlandigi, sentetik tuz temelli ucuz besiyerlerinde yiiksek
hiicre yogunlugunda biiyiiyebildigi i¢in C. boidinii bu yolaktaki enzimlerin eldesinde

model organizma olarak kabul edilmektedir.

Rekombinant DNA teknolojisinin gelismesi ile birlikte rekombinant organizma iirtinii
olan enzimlerin mevcut pazardaki orani artarak %60’lara ulagsmistir. Dogal olarak var
olmayan genetik kombinasyonlarin olusturulmasina ve iirlinlerin biiyiik olcekte
tiretilmesine olanak saglayan onemli bir biyoteknolojik uygulama olan rekombinant
DNA teknolojisi ile C. boidinii kaynakli NAD'-bagimli FDH enzimi E. coli

bakterilerinde endiistriyel dl¢ekte iiretilmekte ve ticari olarak satis1 yapilmaktadir.

Bu ¢alismada, C. boidinii kaynakli NAD*-bagimli FDH enziminin rekombinant
tekniklerle E. coli bakterilerine klonlanmasi, ekspresyonunun saglanmasi, en az ticari
enzim kadar kararli ve yiiksek aktiviteli rekombinant FDH enzimi eldesi
amaglanmistir. Elde edilecek bu enzim ile biyokimyasal testlerde kullanilmak iizere
yerli bir kit yapimi hedeflenmistir. Ozellikle farmasétik endiistrisinde ve rutin
biyokimya laboratuvarlarinda siklikla kullanilan bu enzim, {ilkemizde yurtdist
kaynaklardan temin edilmekte ve pahaliya mal olmaktadir. Bu ¢alisma, bu enzimin
yerli olarak tiretilmesi ve endiistriyel sahada biiyiik 6l¢ekte liretime gegilmesi igin veri

saglamasi agisindan dnemlidir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Candida Cinsi Mayalar

2.1.1 Tarihge

Candida cinsinin kesfi Antik Yunan Cag’a kadar uzanmaktadir. Farkedilmesi
karsilagilan ilk kandidiyaz formu olan agiz pamukg¢uklanmasi ile olmustur. Bununla
ilgili en eski rapor M.O 400°lii yillarda Hipokrat’in “Of the Epidemics” metinlerinde

gorilmistiir [1].

1839 yilinda Bernhard Rudolph Conrad von Langenbeck tifodan 6len bir hastadan
izole ettigi orofarengeal ve 6zafajiyal orneklerde pamukguklar gormiistiir. Mikroskop
altinda detayl1 bir inceleme yaparak glinimiizde bolmeli hif, dallanmis psodohif ve
blastokonit olarak bilinen yapilari tanimlamis fakat bu olusumlarin tifo bakterisine ait
oldugunu diistinmiistiir [2]. 1841 yilinda Emil Berg saglikli bebeklere aftéz membran
materyali asilayarak pamukcguk olusumunu gozlemlemis ve sebebinin bir mantar
oldugunu kesin olarak belirtmistir [3]. 1847°de Fransiz mikolog Charles Philippe
Robbin pamukg¢uga sebep olan bu mantar1 Oidium albicans olarak isimlendirmistir [1,
4]. 1888 yilinda bu mantar E. C. Hansen tarafindan Monilia cinsine dahil edilmistir [5,
6]. Sonrasinda yapilan ¢aligsmalarla birlikte pamukguga yol agan bu organizmanin
Monilia cinsine ait olmadigi ortaya ¢ikmis ve 1923 yilinda Christine Berkhout benzer
ozellikteki dokuz tiir i¢in Candida ismini 6nermistir. Berkhout’un sundugu bu 6neriyi
donemin 6nde gelen mikologlart Maurice Langeron ve Paul Guerra askosporojen

olmayan mayalarin rasyonel sistematiginin baslangici olarak belirtmistir [1, 7].

1954’te diizenlenen 8. Botanik Kongresi’nde Candida’nin resmi isim olarak
onaylanmasi ile bu cinsin etiyoloji ve taksonomisi ile ilgili belirsizlik son bulmustur.
1987°dilizenlenen 14. Botanik Kongresi’'nde ise Deuteromycota subesinde
Blastomycetes sinifinda Cryptococcales takiminda Cryptococcaceae ailesinde yer
aldig1 belirtilmistir [6].



2.1.2 Genel ozellikler

Candida tiirleri; okaryotik, tek hiicreli, fakiiltatif anaerob, kemoheterotrof, 4-6 um
boyutlarinda, gram-pozitif, oval veya silindirik sekilli, ince duvarli, maya tipi

mantarlardir [8, 9].

Anamorfik Saccharomycetales (eski ismi ile Cryptococcales) takiminda bulunan bu
mayalar multilateral tomurcuklanma ile ¢ogalir [10]. Tomurcuklanma ile tiremede
tomurcugun belirmesi, bliylimesi ve ana hiicreden ayrilmasi olmak {izere ii¢ temel
basamak vardir. ilk olarak gelisimini tamamlamis maya hiicresinin duvari bir noktada
incelir ve esneklesir. Hiicre duvariin esnek olan bu kismi hiicre iceriginin basing
etkisiyle disar1 dogru tomurcuk adi verilen kiire seklinde ufak ¢ikintilar yapar. Ayni
anda lokal olarak polisakkarit sentaz zimojenin aktivasyonuyla yeni bir hiicre duvari
olugsmaya baslar. Ana hiicre ve tomurcuk arasinda olusan kitin halkasi bdlmeler
(septum) olusturmak i¢in biiylir. Tomurcuklanma siirecinden hemen Once veya es
zamanlt olarak ana hiicrenin ¢ekirdegi boliiniir ve tomurcuk erigecegi final boyutun
yarisina veya ligte birine ulagtiginda ikiz ¢ekirdeklerden biri tomurcuga dogru hareket
eder. iki cekirdek bulunduklari ayr1 hiicrelerde organize olur, aralarindaki baglantiy:
daraltarak tamamen kapatir ve hiicreler birbirinden bagimsiz hale gelir [11].
Tomurcuklarin ana hiicreden ayrilmadigi durumlarda aralarindaki baglantiy1 saglayan
ipliksi ve bogumlu yapilar yalanci hif (psédohif) olarak adlandirilir [5, 6]. Candida
tiirlerinin biiyiik cogunlugunun uygun sartlar1 buldugunda olusturdugu bu hifler, maya
ile gergek hif arasindaki ara olusumdur. C. boidinii mayalari1 da ayirt edici bir 6zellik
olarak iyi gelismis yalanci hifler olusturur [12]. Gergek hifler apikal uzanti bigiminde,
bolmeli ve diizgiin kenarlidir. Bu olusum, klinik 6rneklerden en ¢ok izole edilen
Candida albicans (C. albicans), nadiren izole edilen Candida norvegensis ve Candida
dubleniensis tiirlerinde goriiliir [5, 6]. Firsatg1 patojenlerde gergek ve yalanci hiflerin
patojenik etki yarattigi bilinmektedir [13]. Maya ve hif formlar1 arasindaki degisim
sicaklik, pH, besin gibi ¢evresel faktorlerden etkilenir ve tersinirdir [10].

Candida tiirleri kan kiiltiir siselerinde ve Sabouraud dekstroz agar gibi klasik
besiyerlerinde 6zel sartlara gereksinim duymadan biiyiiyebilir [8]. Oda sicakliginda
veya 37°C’de, kiiltiir besiyerinde, 24-48 saat icerisinde kenarlar1 ve yiizeyleri diizgiin,
beyaz veya krem renkli, yumusak, parlak ve homojen goriiniimlii koloniler
olustururlar. Bulunduklar1 ortamda %30-40 neme ihtiyag duyarlar. Ureyebildikleri pH
aralig1 3.0-7.5 olmakla birlikte ideali 4.5-5.0 pH’tir [6, 14, 15].



Okaryotik yapida olan Candida hiicreleri hiicre duvari, hiicre membrani, sitoplazma,
mitokondri, ribozom, endoplazmik retikulum, golgi cisimcigi ve ¢ekirdekten olusur
[5]. Diger organizmalarda oldugu gibi hiicre duvarinin fonksiyonu hiicre biitiinligiinii
saglamak, fiziksel ve osmotik hasarlara karsi organizmay1 korumak ve organizma ile
cevre arasindaki etkilesimi baslatmaktir [16]. Candida mayalariin hiicre duvari ile
ilgili ¢aligmalar kompleks bir mikromimariye sahip oldugunu gdsterir. Duvarin
kalinlig tiirlere gore degiskenlik gbsterir ve en az 5 katmandan olusur. Hiicre duvari
agirligr %80-90 karbonhidratlardan, %6-20 proteinlerden ve %1-7 lipitlerden olusur.
Duvarin igeriginde en fazla orana sahip bilesikler olan karbonhidratlar %47-60
oraninda glukan, %40 mannan ve %0.6-9 kitin igerir [17]. B- glukanlar, B-1,3 ve B-1,6
glikoz polimerlerinden; kitin, B-1,4 baglart igeren N-asetil D-glukozamin
homopolimerlerden olusur. Bu iki bilesik, rijit hiicre duvarinin yapisal bilesenleridir.
Diger onemli bilesen olan mannanlar, hiicre duvarinin dis tabakasindaki ana
immiinodominant bilesiklerdir. Proteinlere ve fosfatlara bagli bulunurlar ve yapisal
polimerlerin gémiildiigii hiicre duvarinin amorf matriksini olustururlar. Hiicre duvari
proteinleri ve mannoproteinleri, konak immiin sistemi yanitina yol acan temel

bilesenlerdir [16].

2.1.3 Ekoloji ve patojenisite

Candida tiirti mikroorganizmalar ¢ogu ekolojik duruma uyum saglar ve bundan dolay1
dogaya genis bir sekilde yayilmistir. Genellikle meyvelerin ve diger bitkisel organlarin
yiizeyinde, toprakta, deniz suyunda, boceklerde bulunur [10].

C. boidinii bir¢ok kaynaktan izole edilebilmektedir. Cografi olarak farkli bolgelerde
bulunan ¢esitli agag tiirlerinin bitki 6zii sivisinda yiiksek miktarda bulunur [18].
Gidalarda ise alkolsliz iceceklerde, sarapta, birada, fermente zeytinde ve siit

tirtinlerinde rastlanir [12].

Insanlarda deri, mukoza ve gastrointestinal kanalin dogal mikrobiyotasina ait olan bu
mikroorganizmalar firsat¢1 patojenlerdir [19]. Normal konak organizma kosullari
altinda zarars1z olmalarina ragmen bagisiklik sistemi zayifladig1 andan itibaren agresif
patojenlere doniisiip ¢ogalarak “kandidiyaz” adi verilen hastaliga neden olurlar.
Kandidiyaz kendi igerisinde kutandz, mukozal ve sistemik olmak {izere ii¢ kategoriye
ayrilir. Cogunlukla, kutan6z ve mukozal kandidiyaz AIDS hastalarini, sistemik

kandidiyaz ise kanser hastalarini ve organ nakli sonrasi immiin sistemi baskilayici



tedaviler goren kisileri etkiler. Kandidiyaz, %8-10’luk bir oranla nozokomiyal
enfeksiyonlara yol agan dordiincii etkendir. Sistemik kandidiyaz sebepli dliimler
enfekte eden Candida cinsine bagli olarak %15-35 arasinda degismektedir.
Kandidiyazda en sik izole edilen Candida tiirii C. albicans 'tir. Bunun disinda Candida
glabrata, Candida tropicalis, Candida parapsilosis, Candida krusei, seyrek olarak
karsilagilan Candida guilliermondii, Candida lusitaniae, Candida kefyr, Candida
famata, Candida inconspicua, Candida rugosa, Candida dubliniensis, and Candida

norvegensi tiirleri klinik 6neme sahiptir [20, 21].

Kutan6z ve mukozal kandidiyazda, konak organizmada meydana gelen degisikliklerin
tetiklemesi ile olusan yalanci hifler doku igine girip ¢ogalarak koloniler olusturur.
Sistemik kandidiyazda ise kolonizasyon genellikle gastrointestinal kanalda baslar.
Buradan kan dolagimina katilan Candida 'lar patojenlerin varliginda aktif hale gecerek
fagositoz yapan nétrofiller, eozinofiller ve monositler ile karsilasir [22]. Insan
nétrofilleri Candida patojenlerini 6ldiirmek icin iki farkli mekanizma kullanir. Tk
mekanizmada; opsonize edilmeyen Candida’larin fagolizozomal Oliimleri CR3
kompleman reseptdriiniin taninmasi, ardindan sitotoksik bir etki yaratmak i¢in dalak
tirozin kinaz (Syr) ile fosfatidilinositol 3 kinazin (PI3K) indiiklenmesi ve bunlarin
neticesinde sinyal adaptor proteini olan CARD9’un aktive olmasi ile gercgeklesir.
Ikinci mekanizmada ise serum opsonize Candida’larin fagolizozomal Sliimleri Fcy
reseptorlerine, protein kinaz C (PKC) ve NADPH oksidaz sistem tarafindan iiretilen
reaktif oksijen tiirlerine (ROS) baglidir. NADPH oksidaz enziminin faaliyeti sonucu
tiretilen siiperoksit (O2"), tek basina veya diger reaksiyonlarin iiriinii olan hidrojen
peroksit (H20-), hidroksil radikali (OH¢), tekli oksijen ve ozon ile birlikte mikrobisidal
bir etkiye sahiptir. Ayrica, graniillerden vakuole ¢ok miktarda salinan
miyeloperoksidaz enzimi halojeniirlerin H202-bagimli yiikseltgenmelerini saglayarak
toksik gazlar iiretir ve fungal patojenler lizerinde Oldiiriicii bir etki saglar [23].
Candida’lar kan dolasimina katildiginda yeterli fagositik aktivite ile karsilasmazsa

cesitli doku ve organlara yerleserek koloni kurar [22].

Candida enfeksiyonlariin patogenezindeki temel viriilans faktorleri; patojen tizerinde
bulunan adezinlerin konak hiicre yiizeyindeki reseptorlere baglanma egilimi, degisen
konak kosullar ile birlikte hiicre i¢cinde ¢esitli sinyalizasyon yolaklarinin aktiflesmesi

sonucu olusan maya-hif dimorfizmi, mikroorganizmalarin biyofilm olusturma
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yetenegi ve konak hiicre yiizeyleri ile immiin bariyerlerin par¢alanmasini saglayan

ekstraseliiler hidrolitik enzimlerdir [5, 19].

Simdiye kadar herhangi bir klinik 6rnekte C. boidinii’ye rastlanmamistir fakat yapilan
caligmalarla alerjik astim ve rinitte patojenik bir rol oynayabilecegi tahmin
edilmektedir. C. boidinii bilinen alerjenlerin kaynagi olmasa da invazif bir patojen olan
Aspergillus fumigatus (A. fumigatus)’un temel alerjeni Asp f 3 ile ortak IgE baglanma
epitoplarin1  paylasir. A. fumigatus; hava ile birlikte tasman, kronik akciger
enfeksiyonlarina, alerjik bronkopulmoner aspergilloza ve immiinokompetan kisilerde
alerjiye sebep olan bir mantardir. Organizmanin en 6nemli alerjeni olan Asp f 3’1
kodlayan genin dizi analizi yapildiginda C. boidinii’de peroksizomal membran
proteinleri olan PMPA ve PMPB’yi kodlayan genlerle belirgin bir benzerlige sahip
oldugu goriilmiistiir. Protein seviyesinde ise Asp f 3 ve peroksizomal proteinler
arasinda %36 6zdeslik, %58 benzerlik bulunmustur. Aspergillus duyarliligi kazanmis
kisilerden alinan serumlara C. boidinii PMPA ve PMPB proteinleri koyuldugunda IgE
antikorlarmma baglandig1 hatta Asp f 3 ile birlikte koyulmalari halinde IgE’ye
baglanmak i¢in yaristiklar1 goriilmiistiir [24]. C. boidinii proteinlerinin A. fumigatus
alerjeni olan Asp f 3 ile ortak IgE baglanma epitopuna sahip olmasi muhtemel bir alerji
etkeni olabilecegini gostermektedir. C. boidinii, saglikli yetiskinlerde siirekli olarak
hastaliga yol agmadigindan ve minimal potansiyel risk iceren bir organizma

oldugundan biyolojik giivenlik diizeyi 1 olarak belirtilmistir (BSL-1) [25].

2.1.4 Metilotrof organizma olarak C. boidinii

Temel karbon ve enerji kaynagi olarak metanol kullanan organizmalara “metilotrof
organizmalar” denmektedir. ilk defa 1969 yilinda izole edilen metilotrof mayalar,
potansiyel uygulamalar1 bakimindan oldukg¢a dikkat c¢ekici bulunmus ve yogun bir
sekilde galisilmistir. En 6nemli metilotrof maya cinsleri Candida, Hansenula, Pichia
ve Torulopsis 'tir. Bu mayalar, ekspresyonu transkripsiyon diizeyinde sik1 bir sekilde

regiile edilen ortak bir metanol kullanim yolagina sahiptir [26-28].

Metanol kullanim yolaginda ilk basamak, peroksizomda metanoliin alkol oksidaz
enzimi tarafindan H2O: ve formaldehite yiikseltgenmesidir. Hiicreler i¢in toksik bir
bilesik olan H203, katalaz enziminin aktivitesi ile su ve oksijene pargalanir. Bu yolagin
merkezi ara lirlinii olan formaldehit, asimilasyon ve disimilasyon yolaklarinin ayrildigi

noktada bulunur. Asimilasyon yolaginda, dihidroksiaseton sentaz (DAS) ad1 verilen



enzim ksiliiloz 5-fosfat (XusP) molekiiliindeki glikoaldehiti formaldehite transfer eder.
Peroksizomlarda yeteri kadar XusP oldugunda formaldehit DAS tarafindan fikse
edilerek dihidroksiaseton (DHA) ve gliseraldehit 3-fosfata (GAP) doniistiiriiliir.
Sonrasinda bu Cs bilesikleri sitozolde metabolize olur. Disimilasyon yolaginda, alkol
oksidaz tarafindan iiretilen formaldehit indirgenmis glutatyon ile enzimatik olmayan
bir reaksiyona girerek S-hidroksimetilglutatyon olusturur. NAD"-bagli, GSH-bagiml
formaldehit dehidrogenaz (FLD), S-hidroksimetilglutatyonu substrat olarak
kullanarak S-formilglutatyon ve NADH iiretir. Sonrasinda S-formilglutatyon, S-
formilglutatyon hidrolaz ile format ve glutatyona hidrolize edilir. Bu yolagin son
enzimi olan NAD"-bagimli FDH, format1 yiikseltgeyerek CO2 ve NADH f{iretir.
Glutatyon-bagimli formaldehit oksidasyonu, formaldehit detoksifikasyonunda ve
NADH iiretimi ile enerji eldesinde 6nemli bir role sahiptir (Sekil 1) [26, 28, 29].
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Sekil 1: Metilotrof mayalarda metanol kullanim yolagi. 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, XusP: ksililloz 5—fosfat, GSH: glutatyon, PYR: piirivat;
PPP: pentoz fosfat yolagi, TCA: trikarboksilik asit dongiisii [28].



Metanol metabolizmasindaki genlerin ekspresyonu, metilotrof mikroorganizmalarin
glikozun ve etanoliin olmadigi ortamlarda veya metanollii ortamlarda biiyiitiillmesi ile
iki farkli sekilde aktive edilebilmektedir. Metanol iizerinde biiyiime esnasinda bu
yolakta bulunan kilit enzimlerin her biri total ¢oziiniir proteinlerin %20-30’una ulasir.
Bu durum, enzimleri kodlayan genlerin promotdrlerinin metanol tarafindan kuvvetli
bir sekilde aktive edildigini gosterir. Etkili ve kontrol edilebilir bir sekilde diizenlenen
metanolle indiiklenebilir promotorler, metilotrof mayalar aracili heterolog gen

ekspresyon sistemlerinde siklikla kullanilmaktadir [26].

Metanol metabolizmasindaki enzimlerin verimli ve stabil bir sekilde izole edildigi,
enzimleri kodlayan genlerin metanol tarafindan indiiklenip glikoz ve etanol tarafindan
baskilanan promotorleri tam olarak tanimlandigi, sentetik tuz temelli ucuz
besiyerlerinde yiiksek hiicre yogunlugunda biiyiiyebildigi i¢in C. boidinii bu yolagin
enzimlerinin eldesinde model organizma olarak kabul edilmektedir [26, 28].

2.2 Format Dehidrogenaz Enzimi

2.2.1 Genel olarak enzimler

Enzimler canli hiicreler tarafindan sentezlenen, in vitro olarak da etkinlik gosterebilen,
biyokimyasal reaksiyonlari hizlandiran, 6zel yap1 kazanmis makromolekiiler biyolojik
katalizorler olarak tanimlanmaktadir. Tepkime hizin1 bir milyonun {izerinde bir hizla
ivmelendirerek katalizoriin  olmadigi durumlarda gergeklesmesi yillar alan
reaksiyonlarin saniyeler icinde gerceklesmesini saglarlar. Iki temel 6zellikleriyle
karakterize edilirler. Birincisi, hizlandirdiklar1 reaksiyondan tiikkenmeden ve herhangi
bir degisiklige ugramadan cikarlar. Ikincisi, reaktant ve {iriin arasindaki kimyasal

dengeyi degistirmeden reaksiyonu hizlandirirlar [30].

Kiigiik bir grup katalik RNA molekiillerinin disinda tiim enzimler protein yapidadir.
Enzimlerin katalitik aktivitesi birincil, ikincil, ti¢iinciil ve dordiinciil yapilarina yani
dogal protein konformasyonunun biitiinliigiine baglidir. Enzim denatiire olup alt
birimlerine yada kendisini olusturan aminoasitlere ayristiginda katalitik aktivitesini
genellikle kaybeder. Bazi enzimler aktivite gostermek i¢in kofaktor adi verilen ekstra
inorganik iyonlara (Fe?*, Mg?*,Mn?* gibi) ve/veya koenzim adi verilen kompleks
organik molekiillere (biyositin, nikotinamid adenin diniikleotit, flavin adenin

diniikleotit) ihtiya¢ duyar. Kendisine ¢ok siki bir bigimde kofaktor ve/veya koenzim
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baglanan, katalitik olarak aktif olan enzimlere holoenzim denir. Bu tiir bir enzimin
protein kismi apoenzim yada apoprotein, kofaktor yada koenzim kismi prostetik grup

olarak bilinir [31].

Enzimlerin biyokimyasal reaksiyonlarla {izerinde etki ettigi ve iiriine doniistiirdiigu
maddelere substrat denir. Enzimler, yapilarindaki yarik veya cep seklindeki aktif
bolgeleri ile substratlarina baglanir. Enzim-substrat etkilesimi iki modelle agiklanir.
Ilki, 1894 yilinda Emil Fischer tarafindan ortaya atilan “anahtar-kilit modeli”dir. Bu
modele gore, enzimin aktif bolgesi substrat molekiiliiniin geometrik sekline
komplementer bir sekle sahiptir ve sadece bu uyuma sahip enzim ve substratlar
birbirine baglanabilir. ikincisi, 1958 yilinda Daniel Koshland tarafindan gelistirilen
“indiiklenmis uyum modeli”dir. Bu modelde, enzimin kismen esnek bir yapida oldugu
ve substratin enzimin son seklini belirledigi belirtilir. Substrat enzimin aktif bolgesine
baglandiginda aktif bolgenin konformasyonu degisir, tamamen baglanma
gerceklestiginde ise katalitik reaksiyon gergeklesir (Sekil 2). Substratlar enzimlerin
aktif bolgelerine hidrojen baglari, hidrofobik apolar etkilesimler, koordine kovalent

baglar veya bunlarin tiimiinii kullanarak baglanabilir [32, 33].

(a) Anahtar - kilit modeli

Pl W &

-

(b) Indiiklenmis uyum modeli

Sekil 2: Enzim-substrat etkilesiminde“anahtar-kilit” ve “indiikklenmis uyum” modeli [34].

Kesfedilen ilk enzimler, fonksiyonlarin1 belirten kelimelerin yada substratlarinin
sonuna -az ekinin getirilmesiyle adlandirilmistir. Zamanla yeni enzimlerin
kesfedilmesi ile birlikte ayni enzimin birden fazla isminin olmasi, farkli enzimlerin

ayni isme sahip olmast gibi karmagikliklar ortaya ¢ikmistir. Bu problemi ortadan
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kaldirmak amaciyla 1961°de Uluslararas1 Biyokimya Birligi Enzim Komisyonu’nca
enzimlere yeni bir isimlendirme normu getirilmis ve enzimler katalizledikleri

reaksiyonlara gore alt1 alt gruba ayrilmistir:

1. Oksidorediiktazlar: Yiikseltgenme ve indirgenme reaksiyonlarini katalizleyen
enzimlerdir. EC numara smiflandirmasinda EC 1 kategorisini olustururlar.

2. Transferazlar: Fonksiyonel gruplarin bir bilesikten diger bilesige transferini
katalizleyen enzimlerdir. EC numara smiflandirmasinda EC 2 kategorisini
olustururlar.

3. Hidrolazlar: Kimyasal bir bagin hidrolizini katalizleyen enzimlerdir. EC
numara siniflandirmasinda EC 3 kategorisini olustururlar.

4. Liyazlar: Yiikseltgenme ve hidroliz yapmadan belirli kimyasal baglari
kirabilen ve bunu ¢ogunlukla yeni bir ¢ift bag yada halka yapisi olusturarak
yapan enzimlerdir. EC numara smiflandirmasinda EC 4 kategorisini
olustururlar.

5. Izomerazlar: Molekiiliin bir izomerden digerine déniisiimiinii katalizleyen
enzimlerdir. EC numara simiflandirmasinda EC 5 kategorisini olustururlar.

6. Ligazlar: Iki ayr1 molekiiliin birleserek yeni bir bilesik olusturmast igin C-O,
C-N, C-S ve C-C baglarinin olugmasini katalizleyen enzimlerdir. EC numara

siniflandirmasinda EC 6 kategorisini olustururlar [31, 32, 35].
2.2.2 Nikotinamid Adenin Diniikleotit (NAD) koenzimi
NAD, tiim canli hiicrelerde bulunan 6nemli bir koenzimdir. Yiikseltgenmis (NAD™)
ve indirgenmis (NADH) olarak iki farkli formda bulunur.

2.2.2.1 Fiziksel ve kimyasal ozellikler

NAD, fosfat gruplar1 araciligiyla birbirine baglanan ve riboz halkasi iceren iki
niikleotitten olusur. Niikleotitlerden birinin birinci karbon atomunda (1’karbon)
adenin, diger niikleotidin ayni konumunda nikotinamid bulunur. Bu niikleotitler,

5’karbonlarindaki fosfat gruplarinin kopriiliigii araciligiyla birlesirler (Sekil 3).
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Sekil 3: Nikotinamid adenin diniikleotit yapist [36].

NAD bilesigi, metabolizmada ger¢eklesen redoks reaksiyonlarinda elektron alir ve
verir. Bu reaksiyonlarda, reaktanttan bir proton ve iki hidrojen atomu hidrit iyonu
(H) bi¢iminde uzaklastirilir. Proton ¢ozeltiye salinirken, hidritin nikotinamid

halkasina transferi ile reaktant yiikseltgenir, NAD* da NADH’a indirgenir.
RH> + NAD" — NADH + H" + R

Hidrit elektron ¢iftinde, elektronlardan biri NAD™’1n nikotinamid halkasindaki pozitif
yuklii nitrojenine, digeri nitrojenin karsisinda bulunan C4 atomuna transfer edilir.
NADH molekiilii diger molekiilii indirgeyerek tekrar NAD"a yiikseltgendiginde
tersinir reaksiyon gergeklesmis olur. Boylelikle, koenzim NAD* ve NADH formlari

arasinda tiikkenmeden doniisebilir [36].

NAD’1n tiim formlar1 higroskopik ve amorf beyaz toz bigimindedir. Kati olarak kuru
ve karanlik yerlerde muhafaza edildiginde dengededir. Cozeltileri renksizdir, 4°C ve
notral pH’ta bir hafta dengede kalir [37]. Asit ve alkalilerde hizlica ayrigabilir ve bu

ayrisma enzim inhibitdrii olan iiriinlerin olugmasina yol agabilir [38].

NAD" ve NADH igerdikleri adeninden dolay ultraviyole 15181 (UV) giiclii bir sekilde
absorbe eder. NAD™ 1 pik yaptig1 absorpsiyon 259 nanometre (nm) dalga boyuna ve
16,900 M~'cm™! séniimleme katsayisina sahiptir. NADH daha yiiksek dalga boyunda
absorpsiyon yapar ve 6,220 M~'cm™! soniimleme katsayisiyla 339 nm’de ikinci bir pik
verir. Koenzimin yiikseltgenmis ve indirgenmis formlar1 arasindaki UV absorpsiyon
farkindan yararlanarak spektrofotometre aracilifiyla 340 nm’deki absorpsiyon
miktarininin  6l¢iilmesiyle enzim testlerinde molekiillerin birbirine doniisiimii

kolaylikla belirlenebilmektedir [39].
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NAD" ve NADH floresan 1isimalarinda da farklilik gosterir. Cozeltideki NADH 460
nm’de emisyon piki verirken, NAD" floresan 1sik yaymaz. NADH proteinlere
baglandig1 zaman floresan sinyalinin 6zellikleri degisir ve bu degisiklik enzim kinetigi

calismalarinda kullanilir [40].

2.2.2.2 Hiicrelerdeki konum ve konsantrasyon

Hiicre sitozoliinde NAD™ in gerg¢ek konsantrasyonunu dlgmek zordur. Yapilan son
caligmalarla konsantrasyonun hayvan hiicrelerinde 0.3 mM, mayalarda 1.0-2.0 mM
civarinda oldugu tahmin edilmektedir. Hiicrenin diger kompartmanlarindaki veriler
sinirli olmakla birlikte mitokondrideki NAD™ konsantrasyonu sitozoldekine benzerdir
[41]. NAD" membranlardan difiize olamadig igin Ozel bir tasiyici protein araciligiyla
mitokondriye taginmaktadir [42]. NAD*’in yiikseltgenmis ve indirgenmis formlari
arasindaki dengeye “NADY/NADH orani” denir. Bu oran hiicrenin metabolik

faaliyetlerini belirten redoks durumunu gosterdigi i¢in 6nemlidir [43].

2.2.2.3 Biyosentez

NAD*, aminoasitlerden de novo yolagi veya 6nceden olusturulmus bilesiklerin geri

dontstiiriildiigii kurtarma (salvage) yolagi ile iki farkli sekilde tiretilir.

De novo yolaginda, NAD" basit bilesenlerden sentezlenir. Organizmalar arasinda
reaksiyon dizileri farklilik géstermekle birlikte belirli bir aminoasitten kuinolinik asit
iretimi ortak bir 6zelliktir. Bu aminoasit, hayvanlarda ve bazi bakterilerde triptopan
iken belirli bakterilerde ve bitkilerde aspartik asittir. Uretilen kuinolinik asit,
fosforiboz transferi ile nikotinik asit mononiikleotide doniistiiriiliir. Bu molekiilden
adenilat transferiyle nikotinik asit adenin diniikleotit olusur. Son olarak, nikotinik asit
adenin dintikleotitteki nikotinik asit nikotinamide amide edilerek NAD olusturulur.
Sonraki asamada, bazit NAD*’lar NAD kinaz tarafindan fosforile edilerek NADP*'ye
doniistiiriiliir. Organizmalarin ¢ogunda fosfat grup kaynagi olarak ATP kullanilirken,
Mycobacterium tuberculosis gibi baz1 bakterilerde fosforil donérii olarak inorganik
fosfat kullanilir [44].

Kurtarma (salvage) yolaginda nikotinik asit, nikotinamid ve nikotinamid ribozitten
olusan ii¢ temel vitamin prekiirsorii vardir. Bz vitamini yada niyasin olarak da
isimlendirilen bu bilesikler, gidalarla alnabildikleri gibi hiicresel NAD"’in

sindirilmesiyle de {retilebilirler. De novo sentez olmasina ragmen, kurtarma
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reaksiyonlarinin elzem olmasimin sebebi NAD" a duyulan yiiksek gereksinimdir [44].
Mikroorganizmalardaki bu yolaklar memelilerdekinden farklidir. Candida glabrata
mayast ve Haemophilus influenzae bakterisi gibi bazi patojenler NAD®
sentezleyemedikleri igin dis kaynaklardan gelen NAD* ve NAD™ prekiirsorlerine
bagimlhidir [45].

2.2.2.4 Fonksiyonlar

NAD molekiilleri redoks metabolizmasinda 6nemli bir yer tutar. Oksidorediiktazlarin
katalizledigi redoks reaksiyonlar1 metabolizma i¢in hayati O6neme sahiptir. Bu
reaksiyonlarin gergeklestigi en dnemli olay besinlerden enerji eldesidir. Glikoz ve yag
asitleri yiikseltgendiginde enerji agiga ¢ikar. Bu enerji beta oksidasyonu, glikoliz ve
sitrik asit dongiisii kapsaminda NAD"’a transfer edilerek NADH’a indirgenmeyi
saglar. Okaryotlarda, sitoplazmada iiretilen ve NADH tarafindan tagman elektronlar
mitokondriyal mekikler vasitasiyla mitokondriye tasinir. Elektronlarin mitokondriyal
NAD™1 indirgeyerek olusturduklart NADH oksidatif fosforilasyonla ATP’nin
iretildigi elektron tagima zincirinde sirasiyla yiikseltgenir. Bu reaksiyon dizilerinde
NAD’m hem yiikseltgenmis hem indirgenmis formu kullanildigindan hiicrede NAD™*
ve NADH belirli konsantrasyonlarda tutulur. Yiiksek NAD*/NADH orani koenzimin
hem yiikseltgeyici hem indirgeyici ajan olmasini saglar [46].

Redoks disinda NAD®, ADP-riboz transfer reaksiyonlarinda tiiketilir. Post-
translasyonal bir modifikasyon olan ADP-ribozilasyon, ADP-riboziltransferaz
enzimleri tarafindan katalizlenir. Bu enzimler, NAD" molekiiliindeki ADP-riboz
kismimi alic1 proteinin spesifik aminoasitlerini igeren rezidiilere ekler. Bu
modifikasyonla birlikte alic1 proteinin aktivitesinde ciddi bir degisim olur. ADP-
ribozilasyonu, tek bir ADP-riboz ilavesi (mono-ADP-ribozilasyonu) veya dallanmis,
uzun zincirlerden ADP-ribozun proteinlere transferi (poli-ADP-ribozilasyonu)
seklinde olabilir. Bu ¢oklu yapi, DNA onarimi ve telomer devamlilig: i¢in oldukca

mithimdir [47].

NAD"-bagiml bir diger enzim grubu bakteriyel DNA ligazlardir. NAD™1 substrat
olarak kullanan bu enzimler, substrattaki adenozin monofosfat1 bir DNA zincirinin 5’
fosfatina verir. Bu ara eleman, diger DNA zincirinin 3’ hidroksil grubu tarafindan

tutulur ve yeni bir fosfodiester bagi olusur. Boylelikle iki DNA uclarindan birlesmis
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olur. Bu durum 6karyotik DNA ligazlar i¢in gegerli degildir ¢linkii 6karyotlar DNA -

adenozin monofosfat ara iiriiniinii olusturmak i¢in ATP kullanir [47].
2.2.3 Format dehidrogenaz enzimi

2.2.3.1 Format dehidrogenaz enziminin siniflandirilmasi

Format dehidrogenaz enzimleri; dordiinciil yapi, prostetik grup varligi ve tiirii, substrat
spesifitesinde farkliliklar gosteren farkli gruptaki enzimleri kapsamaktadir [48]. Bu

enzimler yapisal farkliliklarina bagl olarak iki ana gruba ayrilmaktadir:

1. NAD*-bagimli olmayan format dehidrogenaz: Genellikle anaerobik
mikroorganizma ve arkelerde bulunurlar. Bu gruptaki enzimler, yiiksek
molekiil agirligina ve kompleks dordiinciil yapiya sahip heterooligomerlerdir.
Genellikle, aktif bolgelerinde bulunan ¢esitli prostetik gruplarla (demir-siilfiir
gruplar1, molibden ve tungsten iyonlar1 gibi) ve oksijene gosterdikleri ytliksek
kararsizlikla karakterize edilirler.

2. NAD*-bagimli format dehidrogenaz (EC 1.2.1.2): Bu gruptaki enzimler,
format iyonunun CO2’ye yiikseltgenmesini ayni zamanda NAD* in NADH’a

indirgenmesini katalizleyen enzimlerdir.
HCOO + NAD* —> NADH + CO,

D-0zgii 2-hidroksi asit dehidrogenaz siiper familyasina ait olan bu enzimler, 6zdes iki
alt birime ve iki aktif bolgeye sahiptir. Prostetik grup veya metal iyonlar1 icermezler.
Enzimin katalitik mekanizmasi, substrattaki hidrit iyonunun NAD*’in nikotinamid
kismindaki C4 atomuna dogrudan transferidir. Dehidrogenazlarin aktif bolgesindeki
hidrit iyon transferi mekanizmasini ¢alismak i¢cin model enzimdir ¢linkii katalitik

mekanizmada proton transfer basamagi yada asit-baz kataliz asamasi yoktur [49].
2.2.3.2 Format dehidrogenaz enziminin lokasyonu ve fizyolojik rolii

Mikroorganizmalar

Tiim metilotrof mikroorganizmalarda format dehidrogenaz enzimi bulunmaktadir. Bu
canlilarin  hiicrelerinde formatin karbondioksite yiikseltgenmesi temel enerji

kaynaklarindan biridir.

Mayalarda enerji ve karbon kaynagi olarak yalnizca metanolii kullanma Candida,

Hansenula, Pichia ve Torulopsis cinsleriyle sinirlidir. Dolayisiyla bu cinslerin tim
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tiyelerinde NAD*-bagimli FDH bulunmaktadir [50]. Bakterilerde format yiikseltgeyici
birka¢ ¢esit enzim vardir. Bu enzimlerden bazisi aktif bolgelerinde selenosistein
igerirken, digerlerinin aktif bolgelerinde tungsten ve molibden iyonlari, demir-siilfiir

kiimeleri bulunmaktadir [51].

Metilotroflarin disindaki diger mikroorganizmalarda FDH’in rolii hala net olarak
anlagilamamistir. Hipotezlere gore, stres faktorlerine maruz kalindiginda hiicrede

enzimin sentezi baglamaktadir [48].

Damarh bitkiler

FDH, bitkilerde ilk olarak 1921 yilinda fasulyede (Phaseolus vulgaris) farkedilmistir
[52]. Hakkinda detayli bir arastirma ise 1951°de D. Davison tarafindan yapilmstir.
Bezelye tohumundan ve cali fasulyesinden izole edilen enzimlerin bu canlilardaki rolii
tam olarak anlagilamamistir [53]. 1992°de fotosentetik olmayan patates dokusunda
total mitokondriyal proteinin yaklasik %9’luk kismin1 olusturan bilinmeyen bir protein
bulunmustur. Bu proteinin geni klonlanmig, sekanslanmis ve polipeptidin
Pseudomonas sp. 101 bakterisinde bulunan FDH ile %355 homoloji gosterdigi
saptanmisgtir. Ayni zamanda bu polipeptit fonksiyonel olarak formatin

yiikseltgenmesini, NAD" 1n indirgenmesini katalizlemistir [54].

FDH, genellikle bitkilerin mitokondrilerinde ve fotosentetik dokularinda
bulunmaktadir. Fotosentez yapan dokularda FDH’1n bir sok proteini oldugu; kimyasal
reaktifler, diislik sicaklik, susuzluk, elverigsiz toprak kompozisyonu gibi
maruziyetlerle yapraklardaki sentezin belirgin olgiide arttigi gorillmiistiir [55].
Enzimin bu sartlar altindaki temel roliiniin {iretilen formatin yiikseltgenmesi oldugu

saptanmustir [48].

Yiiksek okaryotlar

Yiiksek okaryotlardaki FDH genleri heniiz fonksiyonel olarak tanimlanmamstir. Veri
bankalarinda, farelerde bakteriyel FDH’larin N-terminaline ¢ok yiliksek homoloji
gOsteren aminoasit dizisi kodlayan iki adet cDNA klon dizisi bulunmustur. Yine veri
bankalarinda FDH’1n koenzim baglanan bolgesine homoloji gosteren {i¢ adet insan
cDNA klonu bulunmustur fakat D-6zgii 2-hidroksi asit dehidrogenazlarda NAD*
baglanan kisimlardaki dizilerin yiiksek benzerliginden dolay1 bu dizinin ayn1 siiper

familyadaki baska bir enzime ait olabilecegi ihtimali iizerinde durulmaktadir [48].
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2.2.3.3 NAD"-bagimh format dehidrogenaz enziminin yapisal 6zellikleri

Karakterize edilen NAD*-bagimli FDH’larin ¢ogu prostetik grup icermez. Okaryotik
organizmalar ve bazi1 metilotrof bakterilerdeki FDH enzimleri kimyasal olarak 6zdes
iki alt birimden olusur ve enzimlerin molekiil agirligi genellikle 70-100 kDa arasinda
degisir. Istisnai olarak Pseudomonas oxalaticus’taki NAD*-bagimli FDH’lar yiiksek
molekiil agirhigina (315 kDa), kompleks dordiinciil yapiya, demir, siilfiir, iki flavin
mononiikleotidi igeren prostetik gruplara sahiptir [60]. Prokaryotlarda NAD*-bagimli
FDH’lar ile ilgili ¢ok ¢alisma yapilmamistir. Pseudomonas sp. 101, Moraxella sp. C-
1, Paracoccus sp. 12-A ve Mycobacterium vaccae N10’dan elde edilen FDH’larin
molekiiler dzellikleri, maya ve yiiksek bitkilerdeki NAD"-bagimli FDH’lar ile ayni
aileye sahip olduklarini gostermektedir [56].

Farkli kaynaklardan elde edilen tamamlanmis ya da kismen tamamlanmis dizi
analizlerinde NAD*-bagimli FDH enzimlerinin oldukg¢a konservatif bir yapida oldugu
goriilmiistiir. Dizilenen tiim FDH’larin birincil yapilarinda giicli  benzerlikler
bulunmustur. Ayni gruptaki canlilarin enzimleri arasindaki mutlak benzerlik %80’in
tizerindeyken farkli canli gruplarindaki enzimler de %50-55 oraninda benzerdir. Farkli
kaynaklardan elde edilen FDH enzimleri incelendiginde ortalama uzunlugun 365
rezidii, konservatif kismin ise total rezidiilerin yaklasik %20’si oldugu goriilmiistiir.
Kataliz, koenzim ve substrat baglanmas: i¢in kritik dneme sahip tiim aminoasit

rezidiileri yiiksek derecede konservatif yapidadir [48, 57].

C. boidinii’de bulunan NAD*-bagimli FDH monomeri, 15 alfa sarmali ve 13 beta
zincirinden olusmaktadir. Ozdes iki alt birime sahip olan enzim, her bir alt biriminde
“NAD baglanan domain” ve “katalitik domain” olmak tizere iki domain igermektedir.
NAD baglanan domain (N119-S313 arasindaki rezidiiler), NAD molekiiliiniin
taniarak baglanmasindan sorumludur ve evrimsel olarak konservatif bir yapiya
sahiptir [58]. Katalitik domain, kataliz i¢in gerekli olan ve aktif bolgede dogru bir
sekilde konumlanan aminoasitleri igermektedir. Her iki alt birimde de bulunan
katalitik domainler dimerin dis ylizeyinde bulunmaktadir ve birbiriyle temas halinde
degildir. NAD baglanan domain, katalitik domainden daha kiiciiktiir ve elektron
yogunlugu daha iyi tanimlanmistir. Bunun olasi1 sebebi olarak da konumunun dimerin
merkezinde olmasi ve bundan dolay1 ¢6ziicliye maruz kalan daha az miktardaki ytiklii

rezidii ile birlikte kiigiik yiizey alanina sahip olmasi gosterilmektedir (Sekil 4) [59].
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Sekil 4: C.boidinii format dehidrogenaz enziminin kristal yapis1 [60].

FDH’mn aktif bolgesini olusturan aminoasit rezidiilerinin bazis1 olduk¢a onemlidir.
Pro77, Phe78, 11e102, Asn118, Glyl171, Gly173, Glyl76, Arg267, GIn278 ve His310
Candida methylica (C. methylica) FDH enzimi i¢in 6nemli aminoasitler iken bunlara
ilavaten Phe69, Asn119, Ile175, Arg258, GIn287, Pro288 ve His311 pozisyonlarindaki

aminoasit rezidiileri C. boidinii FDH enzimi i¢in 6nemlidir [56, 61].

2.2.3.4 NAD"-bagimh format dehidrogenaz enziminin katalitik 6zellikleri

Katalizin santral dogmasia gore bir proteinin etkili bir katalizor olabilmesi i¢in
reaktantlarin baslangictaki durumlarini destabilize, reaksiyonun gecis durumunu
stabilize etmelidir. Sonugta, reaksiyon bariyerini disilirerek reaksiyonun hizini

artirmalidir [56].

FDH tarafindan katalizlenen reaksiyonun gecis durumunda hidrit anyonu formattan
ayrilarak NAD"1n nikotinamid kismindaki pozitif yiikli C4N’ye gecer ve CaN
hibridizasyonu sp?’den sp®’e doniisiir. FDH tarafindan katalizlenen reaksiyonlarda
hidrojen transfer mekanizmasi esasen elektrostatik etkiler tarafindan kontrol edilir.
NAD"'1n pozitif yiiklii nikotinamid birimi, negatif yiiklii gruplarla ve hidrofobik yan
zincirlerle etkilesime girerek aktif bolgede dogru bir sekilde konumlanir. Format ise
coklu hidrojen baglariyla pozitif yiiklii gruplara baglanarak yonlendirilir. Kataliz
boyunca aktif merkezde stabilize ve destabilize edici etkilesimler gergeklesir.

Koenzimin nikotinamid kismindaki CaN’nin elektrofilik 0Ozelliklerinin artmasi
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katalizde 6nemli bir faktordiir. Bu durum, NAD™ karboksamit grubunun negatif yiiklii
ligandlarla etkilesimi ve karboksamitin diizlem dis1 biikiilmesi ile ger¢eklesir. Bunun

sonucunda da nétr molekiiller olan CO2 ve NADH fiiretilir [56].

Kinetik olarak karakterize edilen tiim NAD®*-bagimli FDH’lar Bi-Bi reaksiyon
mekanizmas1 06zelligini gosterir. Bu reaksiyonlarda, substratlarin baglanmasi
degismeyen bir sirayla ilerler. Ilk olarak NAD*, arkasindan format enzime baglanir.
Merkezi lclinclil kompleks asir1 derecede hizli bir ara g¢evirim gecirdiginden hiz
kisitlayict basamagin enzim-koenzim kompleksi olusumu yada izomerizasyonu
oldugu disiiniilmektedir [62]. Bu grupta bulunan FDH’larin ¢ogunlugu Michaelis
kinetigi Ozellikleri gosterir. FDH tarafindan katalizlenen kimyasal reaksiyonlarda
proton transfer basamagi yoktur. Substrattaki tekli karbon-hidrojen bagi kirilir ve
iriinde yeni bir tekli bag olusturulur. Bu nedenle, hidrit iyon transferini iceren katalizin
genel mekanizmasinin arastirilmasinda FDH model enzim olarak kabul edilmektedir
[56].

Farkli kaynaklardan elde edilen NAD*-bagimli FDH’larin termostabiliteleri birbirine
cok yakindir ve 45-55°C arasindaki sicakliklarda verimli bir sekilde calismaktadir.
Reaksiyon hizi 55°C’e kadar hizli bir sekilde artar, bu sicaklik degeri asildiginda
genellikle aktivite kaybedilir [63]. Aktivite gosterdikleri pH araligi 5.5-11.0°dir fakat
ideali genellikle pH 6.0-9.0 arasidir [56]. Cu?*, Hg ve p-kloromerkiiribenzoat FDH’1mn
giiclii inhibitorlerindendir. Siyaniir, siyanat ve azitin enzimik reaksiyonu inhibe etme
0zelligi vardir ¢iinkii siyaniir ve azit enzime baglanmada format ile rekabet halindedir.
Ca2*, Mg?*, Zn?*, Mn?*, Cd?* ve Sn?* iyonlarmn enzimatik aktivite {izerinde herhangi
bir etkisi yoktur [64].

2.2.3.5 NAD"-bagimh format dehidrogenaz enziminin pratikteki uygulamalari

Kofaktor rejenerasyonu

Optikce aktif bilesikler, hiicrelerdeki yasamsal aktivitelerin en segici ve etkili
diizenleyicileridir [48]. Asimetrik karbon atomuna sahip optikge aktif (kiral) bilesikler,
biri digerinin ayna goriintiisii olan ve aynadaki goriintiileri ¢cakigmayan iki farkl
formda bulunur. Enantiyomer adi verilen bu formlar kendilerinden veya
cozeltilerinden gegen polarize 15181n titresim diizlemini saga (dextrorotatory, D) yada
sola (levorotatory, L) ¢cevirmelerine gore optik izomeri gosterir. Optik aktifligi ve ii¢

boyutlu yapis1 farkli olan izomerlerin fonksiyonel gruplari, molekiiler formiilleri,
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fiziksel ve kimyasal 6zellikleri aynidir. Organizmalar tarafindan iiretilen molekiiller
kiral yapida ve tek bir enantiyomer formundadir. Enantiyomerin formu oldukca
onemlidir ¢iinkii organizmanin belirli bir molekiile yanit1 genellikle organizmada
etkilesecegi molekiile ne kadar uyum sagladigina baghdir. Ayni kimyasal yapida
olmalarina ragmen enantiyomerlerin ¢ogu viicutta farkli metabolik, toksikolojik ve
farmakokinetik &zellik gosterir [65]. Amerikan Ilag ve Gida Dairesi’nin (U.S. Food
and Drug Administration) yonergesine gore ilag olarak kullanilacak kiral bilesiklerin
optik safligi %99’dan az olamaz [66]. Optik safligi yiiksek izomerler, rasemik
karisimlardaki spesifik enantiyomerin ayristirilmasiyla veya asimetrik sentezlerle elde
edilebilir. Geleneksel kimyasal metotlarla gergeklestirilebilen bu islemlerin
prosediirleri genellikle zaman alict ve zahmetlidir. Bu durumda enzimler ideal
katalizorler olarak devreye girmektedir. Sadece L-aminoasitlerden olugsmalari ve aktif
bolgelerinin kiral ayrim yapmasiyla tek bir enantiyomerin sentezini stereospesifik
olarak gergeklestirebilme 6zelliklerinden dolayr farmasoétik endiistrisi i¢in onemli olan
optikge aktif bilesiklerin sentezinde son derece kiymetlidir [67]. Esas itibari ile bu
bilesiklerin sentezinde tiim enzim siniflar1 kullanilabiliyor olsa da yiiksek derecede
enantiyoselektif ~ ve  enantiyospesifik  olan  oksidorediiktazlar,  6zellikle
dehidrogenazlar, asimetrik sentez i¢in idealdir [48]. Dehidrogenazlar, genellikle
kofaktor ve koenzim varliginda aktivite gosterir [68]. Fakat NADH ve NADPH gibi
koenzimlerin yiiksek fiyatlarindan dolayr (10° ve 10° USD/mol) sadece
dehidrogenazlar1 iceren prosesler asimetrik sentezde ekonomik kar saglamaz. Bu
nedenle, bu enzimler ana reaksiyonu gergeklestirecek enzimin yaninda pahali
kofaktorlerin geri doniistiiriilmesini (rejenerasyon) saglayacak sekilde ikinci enzim

olarak siklikla tercih edilir [48, 69].

Kofaktér rejenerasyonu; kimyasal/fotokimyasal yontemler, elektrokimyasal
yontemler ve biyolojik yontemler olarak ti¢ farkl sekilde gerceklestirilir. Son yillarda,
endiistriyel olarak 6nemli iirlinlerin ve ara {iriinlerin sentezinde biyolojik yontemlerin
kullanim1 yayginlasmigtir. Bu durumun olusmasinda reaksiyonlar1 gergeklestiren

enzimlerin kimyasal yontemlerden {istiin oldugu ii¢ temel 6zellik vardir:

1. Enzimler yapilar1 geregi reaksiyonlar1 diisiik sicaklik ve basingta gerceklestirir.
Kimyasal temelli yontemler ise cogunlukla yiiksek sicaklik ve basinca ihtiyag
duyar. Endiistriyel perspektiften bakildiginda hafif reaksiyon kosullart enerji

maliyetinde 6nemli tasarruf saglar.
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2.

Enzimler tamamiyla kimyasal-, bdlgesel-, stereo-secicidir. Dolayisiyla,
enzimler ¢ok yliksek bir segicilikle sadece istenen {iriinii iiretme potansiyeline
sahiptir. Bu yiiksek seg¢icilik, farmasotik sektor agisindan oldukc¢a kullaniglidir
[74].

Biyolojik yontemler cevre dostudur. Biyokatalitik proseslerde kullanilan
enzimlerin ¢ogu reaksiyon ortami olarak su kullandigindan ¢6ziiniir metal
komplekslere dayali kimyasal proseslerde oldugu gibi ¢evre kirliligi yada agir

metal toksisitesi gibi tehlikeler barindirmaz [69, 70].

FDH enzimi sahip oldugu avantajli 06zelliklerinden dolayi NADH kofaktor

rejenerasyonunda siklikla kullanilan bir enzimdir. Bu avantajlardan baslicalar

sOyledir:

i,

4.
S.

FDH tarafindan reaksiyon katalizlenirken termodinamik denge tamamen {iriine
dogru yon degistirir. Bu durumda reaksiyon tersinmez olarak gerceklesir ve
tiriin %99-100’1iik bir verimle elde edilmis olur.

FDH’in katalizledigi reaksiyon iriinii olan CO2, kimyasal olarak inert bir
bilesiktir ve azaltilan basingta reaksiyon karistmindan  kolaylikla
uzaklagtirilabilir.

FDH’1n substrat1 olan format tuzlar1 diisiik maliyetlidir ve format iyonu diger
enzimlerin aktivitesini etkilemez.

FDH enzimi, 5.5-11.0 gibi genis bir pH araliginda aktivite gosterebilir.
Bakteri ve mayalardan izole edilen FDH enzimleri oldukga kararlidir [48, 71].

NADH rejenerasyonunda C. boidinii FDH’min kullanilmasi ilk olarak 1983 yilinda

Shaked ve Whitesides tarafindan rapor edilmistir [72]. Trimetil piirivattan L-ii¢iinciil-

16sinin (L-tertiary-16sin, L-tert-16sin) endiistriyel 6lgekte tiretilmesine olanak saglayan

enzim temelli iiretimde, kofaktdr rejenerasyonunda FDH kullanimi inovatif goriilerek

2002 yilinda Alman Gelecek Odiilii (German Future Prize) ile odiillendirilmis,

patentlenmis ve 2003 yilinda Degussa firmasi tarafindan bu prosesin kullanimina

gecilmistir. Bu proseste, 16sin dehidrogenaz enzimi ana reaksiyonu gerceklestirerek

amonyum trimetil piirivatin indirgeyici aminasyonunu katalizlemektedir. Ikinci enzim

olan FDH, format iyonlarmi kullanarak ve NAD"1 indirgeyerek katalizin sonraki

basamaklarinda kullanilacak olan NADH’in yeniden iiretilmesini saglamaktadir

(Sekil 5) [73].
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Sekil 5: Trimetil L-16sinin enzim temelli tiretim semas1 [69].

Farmasotik alaninda yapilan calismalarda, anksiyete ve depresyon tedavisinde
kullanilan bir ilag olan Buspiron’un ana metaboliti 6-hidroksibuspironun [74] ve tip 2
diyabet tedavisinde kullanilan oral antidiyabetik ilaglardan biri Saksagliptin’in ara
trtinii (S)-N-boc-adamantan glisinin [75] enzimatik {iretiminde Pichia pastoris’ten
elde edilen NAD*-bagimli FDH 1n, kolestrol diistiriicii bir ilag olan Atorvastatin’in
onemli bilesenlerinden etil (R)-siyano-3-hidroksibiitirik asitin [76] ve antiviral
ajanlardan rinovirlis proteaz inhibitorlerinin yapitaslarindan (R)-3-(4-florofenil)-2-
hidroksi propiyonik asitin enzimatik tiretiminde C. boidinii’den elde edilen FDH’in

[77] NADH kofaktor rejenerasyonunda basarili sonuglar verdigi goriilmiistiir.

Metanol zehirlenmesi tespiti

Metanol renksiz, berrak, hafif kokulu, ugucu bir sividir. Buz ¢6ziicii sivilar, araba cami
yikama sivilar, ispirto, sellak, vernik, boya inceltici ve gidericilerin igeriginde
bulundugundan genis bir kullanim alani vardir. Metanol zehirlenmesi ¢ok yaygin
olmamakla birlikte metabolik rahatsizliklar, kalic1 norolojik fonksiyon bozukluklari,
korliik ve 6liimle sonuglanabilen ciddi bir problemdir [78]. Agizdan alim, inhalasyon
ve deriden absorpsiyon yoluyla zehirlenme gergeklesebilir. Metanoliin toksik etkisi,
formaldehit ve formik aside metabolize olmasindan kaynaklanmaktadir. Metanol
alimindan ilk birka¢ saat sonra hasta kendini sarhos, uyusuk ve uykulu hisseder.
Metanol formik asite metabolize olup birikmeden toksik belirtiler ortaya ¢ikmaz.
Latent donem sonrasi ortaya ¢ikan bu belirtiler bas agrisi, bas donmesi, bulanti, kusma,
optik diskte kan toplanmast sonucu gorlis bulanmikligt ve soluklugu, korlik,

konviilsiyon olmakta ve ¢ogunlukla koma veya 6liimle sonuglanmaktadir [79-81].
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Morbidite ve mortalite oran1 yiiksek olmasina ragmen erken teshis yapildig1 miiddetce
spesifik ve verimli tedaviler mevcuttur [82]. Zehirlenme devam ederken serumdaki
metanol konsantrasyonu azaldigindan metanoliin dogrudan saptanmasi i¢in 06zel
ekipman ve donanimli teknisyen gerektiren kromatografik yontemler, dolayli yoldan
saptanmasi i¢in osmolal ve anyon boslugunun hesaplandig1 yontemler kullanilabilir
fakat diisiik konsantrasyonlarin saptanacagi hassasiyet saglanamadigindan genellikle
cok verimli olmamaktadir. Metanoliin toksik metaboliti formik asitin anyonu olan
formatin saptanmasi ise teshiste hizli ve kesin sonu¢ vermektedir [83]. Metanol
karacigerde alkol dehidrogenaz tarafindan formaldehite yiikseltgenir. Olusan
formaldehit, formaldehit dehidrogenaz tarafindan hizla formik asite yiikseltgenir
(Sekil 6) [84]. Fizyolojik pH’ta formik asit, format ve bir hidrojen iyonuna ayrisir.
Format idrar, plazma, serum, tam kan gibi herhangi bir biyolojik sivida olciilebilir.
FDH enziminin varhiginda ortamda bulunan format iyonu NAD™1 indirger. Uretilen
NADH miktari 6rnekte bulunan formik asit miktariyla orantili oldugundan zehirlenme
kolaylikla tespit edilebilmektedir [79, 81]. Formatin enzimatik analizi olduk¢a hassas,
spesifik, ekonomik ve hizlidir [82]. Zehirlenmenin sonraki evrelerinde ana bilesik olan
metanol tiikkenirken formatin yart Omriiniin yaklasik 20 saat olmasi onemli bir
avantajdir [85]. Sonug olarak, metanol zehirlenmesinin teshisinde format iyonunun

FDH ile enzimatik 6l¢limii ¢ogu rutin biyokimya laboratuvarinda uygulanan bir

yontemdir.
Hepatik alkol Aldehit HO
dehidrogenaz dehidrogenaz THF sentaz
— = \
HiC—OH HO=0 SEEEE TRy ——e COtHO
g : olik asit
Metanol Formaldehit Formik asit
Hafif toksik Agir toksik Agir toksik
Tw=23-13.7 saat T +: = dakikalar Tw%w=22-77 saat
Hafif sarhoshuk, Metabolik asidemi. noronal doku hasar.
kas koordinasyon bozuklugu, intraserebral hemoraji ve 6dem, coklu organ
letarji yetmezligi 6liim

Sekil 6: Metanoliin metabolik biyotransformasyonu ve klinik goriiniimii [86].
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Oksalat iirolitiyazis (iiriner sistem tas hastaligi, bobrek tasi) saptamasi

Bobrek taglari; renal toplama sistemi, tireter ve liretrada idrar tikanikligina yol agan,
organik matriksle birlikte bulunan kristal agregatlardir. Goriilme ve tekrarlanma sikligi
yas, cinsiyet ve irka gore degisen bu rahatsizligin genel belirtileri siddetli agrilar, kanl
idrar, idrarda goriilen kum benzeri materyaller ve ufak tas kirintilaridir. Uriner
sistemde tas olusumu kompleks bir fiziksel olaydir. lk olarak tas olusturan tuzlarin
idrarda asir1 doygunluga ulasmasiyla kristallenme baslar. Kiigiik kristaloidler
birleserck erimeyen ve karakteristik kristal kafes yapisini ortaya ¢ikaran ¢ekirdekler
olusturur. Cekirdekler, toplama kanallar1 ve renal papilladaki epitel hiicre yiizeylerinde
biiyilir ve agrege olur. Bulunduklar1 yilizeyi terk edemeyen bu kristal kiitleler, asiri
doygunlukla ¢oken yeni kristallerle birlikte daha da biiyiir ve tabakali bir yap1
olusturur. Genel olarak tas olusumunu baslatan kristalizasyon, idrarda bulunan
kristalizasyonu destekleyici maddelerin (kalsiyum, sodyum, oksalat, iirat gibi)
fazlalig1 yada kristalizasyonu baskilayic1 maddelerin (magnezyum, pirofosfat, sitrat,
nefrokalsin) azligi gibi anormal idrar igeriginden kaynaklanmaktadir. Bobrek
taglarinin icerik ve olusum bakimindan farklilik gosteren ¢esitleri vardir. Tasin
kimyasal igeriginin bilinmesi en uygun tedavi yonteminin se¢ilmesi i¢in elzemdir [87-

90].

Yapilan ¢aligmalardan elde edilen verilere gore oksalat {irolitiyazise neden olan ve en
sik karsilagilan tas tipi kalsiyum oksalat taslaridir [91, 92]. Idrarda oksalatin
saptanmast i¢in kullanilan analitik teknikler kimyasal, fiziksel ve enzimatik olmak
lizere ii¢ ana kategoriye ayrilmaktadir. Kimyasal teknikler ile oksalat Ol¢limii,
dogrudan kolorimetrik/florometrik olarak veya dolayli yoldan kalsiyum &l¢limleri ile
gerceklestirilmektedir. Bu analizler yeterince hassas olmadigindan ve oksalatin
bulundugu ortamdan izolasyonunu gerektirdiginden rutin kullanima uygun degildir.
Fiziksel teknikler; gaz kromotografisi, iyon kromotografisi ve yiiksek performansh
stvi kromotografisini igermektedir. Bu metotlar hassas sonuglar vermesine ve gaz
kromotografisi hari¢ idrarin dogrudan analizine olanak saglamasina ragmen karmagsik
prosediirlii olmalar1 ve genellikle hastane laboratuvarlarinda bulunmayan 6zel techizat
gerektirdiklerinden dolay1 tercih edilmemektedir. Enzimatik teknikler, sahip olduklar1
spesifite Ozellikleri ve preliminer ayristirmaya ihtiyag duymamalari nedeniyle
idrardaki oksalatin belirlenmesinde rutin biyokimya laboratuvarlarinda siklikla

kullanilmaktadir [93-95]. Bu islem i¢in standart olarak oksalat oksidaz (EC 1.2.3.4) ve
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oksalat dekarboksilaz (EC 4.1.1.3) enzimleri kullanilmaktadir. Idrardaki oksalat bu
enzimlerin faaliyetleri sonucu olusan tiriinler araciligryla belirlenmektedir [87, 93, 94].
Oksalatin oksalat oksidaz enziminin katalizledigi reaksiyonla yiikseltgenmesi sonucu
hidrojen peroksit ve karbondioksit iiretilir. Uretilen hidrojen peroksit ¢esitli
yontemlerle tayin edilerek oksalat Olglimii gergeklestirilmekte ve biyokimyasal
testlerde siklikla kullanilmaktadir [96, 97]. Oksalat dekarboksilaz enziminin
kullanildigi metotta ise ilk olarak oksalat, oksalat dekarboksilaz ile formata
doniistiiriiliir. Sonrasinda format FDH enzimi ile NAD™ tarafindan yiikseltgenir.
Parcalanan oksalatin olusturdugu formatin yiikseltgenmesi ile stokiyometrik olarak
artan NADH’1n 340 nm’de absorpsiyonu Olgiilerek oksalat analizi yapilir. Oksalat
dekarboksilaz ve FDH enzimlerinin aktiviteleri idrardaki maddeler tarafindan
engellenmedigi, analizden Once oksalatin izolasyonuna gerek duyulmadigi, uygun
analiz cihazlarmin kullanimiyla otomatik olarak ¢ok sayida 6rnek ¢aligilabildigi igin
bu metot rutin laboratuvarlarda tercih edilmektedir. Iki enzim kullanilarak
gerceklestirilen bu spektrofotometrik yontemin tek dezavantaji kullanilan enzimlerin
aktivite gosterdikleri ideal pH araliklarinin farkli olmasidir. Oksalat dekarboksilaz
diisiik pH’ta (pH 3.5-5.0) calisirken FDH enziminin pH aralig1 nispeten yiiksektir (pH
7.0-8.0). Dolayisiyla reaksiyonlar gerceklesirken pH degerlerinin kontrol edilmesi ve
enzimlerin sirayla eklenmesi gerekmektedir [87, 93-95].

Trichomonas vaginalis vajiniti teshisi

Trikomonas vajiniti (TV); diinya genelinde yaygin olarak goriilen, cinsel yolla
aktarilan tedavi edilebilir bir enfeksiyondur. Etken organizma tek hiicreli, kiiresel,
kamgili, hareketli bir parazit olan T. vajinalis’tir [98]. Bu organizma, genitoiiriner
yolun endojen florasinda olmadigindan invazif bir patojen olarak kabul edilmektedir
[99]. T. vajinalis 'in kuyruguyla vajinal epitel hiicrelere yapigsmasi, olduk¢a immiinojen
olan ylizey proteininin (P270) ekspresyonu, sistein proteazlar ve hiicre ayirma
faktorlerinin sekresyonu patogenez mekanizmasinda oOnemlidir [98, 100]. TV
enfeksiyonu veya enfeksiyona gelistirilen inflamatuvar yanit, hamilelik
komplikasyonlar1 [101], pelvik inflamatuvar hastaliklar [102] ve HIV kapma riskini

artirma [103] gibi ciddi saglik sorunlarini beraberinde getirmektedir.

T. vajinalis 'in teshisi ¢esitli yontemlerle yapilmaktadir. Klinik teshiste goriilen klasik

semptomlar cinsel yolla bulagan diger enfeksiyonlara benzerlik gosterdiginden ve bazi
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hastalar asemptomatik oldugundan teshis koymada tek basina yeterli degildir [100].
Mikroskopik goriintiileme yontemi, trikomodlarin karakteristik hareketleri ile
karakterizasyonuna olanak saglamaktadir. Yogun semptom gosteren hastalarda bu
yontem organizmanin hizli ve ucuz bir sekilde saptanmasini saglarken asemptomatik
hastalar i¢in giivenilirligi dusiiktiir. Sebebi, organizmanin viicut sicakligindan
uzaklastiginda ayirt edilmesini saglayan hareketini kaybetmesi ve hareketsiz
trikomodlarin fark edilememesidir. 7. vajinalis’in teshisinde kiiltiir metodu altin
standarttir fakat en az 72 saat inkiibasyon gerektirdiginden ve bu siire klinik agidan
uzun bir siire oldugundan arastirma amaci disinda tercih edilmemektedir.
Enfeksiyonun teshisinde immiinolojik yaklagimlarla 7. vajinalis’in dogrudan veya
karakteristik hiicre ayirict faktorlerinin  ve sistein proteaz immiinojenlerinin
deteksiyonu yapilmaktadir fakat T. vajinalis izolatlarinin antijenik heterojenliginin
fazlalihg, diisiik seviyelerdeki antikorlarin saptanamamasi, antikorlarin enfeksiyon
gectikten sonra uzun bir siire ortamda kalmasiyla gegmis yada giincel enfeksiyonlarin
ayirt edilememesi bu yontemin dezavantajlaridir [99, 100, 104]. Molekiiler teknikler
olan PCR ve dot-blot hibridizasyonu organizmanin tespitinde oldukga spesifiktir fakat

¢ok diisiik de olsa yanlis pozitif sonug verme ihtimali vardir [105].

Yapilan caligmalarda kiiltiir besiyerinde biiyiiyen 7. vajinalis in metabolik son iiriin
olarak ¢ok miktarda formik asit iirettigi ve gii¢lii inflamatuvar sonuglara yol agtig1
goriilmistiir. TV, vajinal Ornekteki formatin deteksiyonu ile belirlenebilmektedir.
Gelistirilen ve patenti alinan (Patent EP0556685A2, Patent CA2089186A1) bu
yontem, hasta orneginde bulunan formatin FDH enzimi ile yiikseltgenmesine ve
beraberinde indirgenmis iirlin olan NADH’1n nitel yada nicel olarak saptanmasina
veya Ol¢iilmesine dayanmaktadir. Hastadan alinan ornek; igerisinde FDH enzimi,
enzimin kofaktorii olan NAD®, indirgenmis NAD" (NADH) olustugunda renk
degisikligi yapan kromojenik indikator ve elektron transfer ajanlarindan olusan ortama
birakildiginda iiretilen NADH’a bagli olarak teshis yapilabilmektedir. Yontemin hizli
ve basit olmasinin yani sira format metabolitinin tespiti i¢in canli ve intakt hiicrelere
ihtiyag duyulmamasi1 ve FDH enziminin aktivitesinin Ornekte bulunan diger

maddelerden etkilenmemesi 6nemli avantajlardir [99].
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2.3 Rekombinant DNA Teknolojisi

2.3.1 Genel olarak rekombinant DNA teknolojisi

Rekombinant DNA teknolojisi, bir canlida bulunan belirli bir genin ait oldugu
genomdan 0zel tekniklerle izolasyonunu, tagiyict DNA ile birlestirilmesini, uygun bir
konak organizma igerisine sokularak ¢ogaltilmasini ve ekspres edilmesini kapsayan,
dogal olarak var olmayan genetik kombinasyonlarin ortaya ¢ikarilmasina olanak

saglayan bir teknolojidir.

1950’11 yillarin baglarinda DNA molekiil yapisinin kesfi ve 1960’11 yillarin sonlarinda
restriksiyon enzimlerinin etki mekanizmasiin anlasilmasi ile rekombinant DNA
teknolojisinin temeli atilmistir [106]. 1972 yilinda Paul Berg insanlarda kanser riski
ile baglantili maymun SV40 viriisii ile bakteriyel lambda fajini birlestirerek ilk
rekombinant DNA molekiiliinii olusturmustur [107]. Mevcut tekniklerin ve
teknolojinin  gelismesi ile birlikte 1980’lerden itibaren biiyiik ilerlemeler

kaydedilmistir.

Rekombinant DNA teknolojisinin temelini gen klonlamasi olusturur ve bu teknoloji

ile protein liretiminde 6nemli asamalar su sekilde siralanir:

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

cogaltilmasi,

2. Uygun restriksiyon enzimleri ile kesilen genin ve tasiyict molekiil olan

vektoriin birlestirilmesi ile rekombinant DNA olusturulmasi,
3. Rekombinant DNA’nin uygun konak hiicreye aktarilmasi,

4. Rekombinant DNA’yr alarak transforme olan hiicrelerin secilimi ve

cogaltilmasi,

5. Istenilen iiriinii {iretmek i¢in genin eksprese edilmesidir (Sekil 7) [108].
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Sekil 7: Gen klonlamasinin genel semast [108].
Rekombinant proteinlerin temel olarak yarar sagladigi alanlar; tip alaninda teshis ve
tedavi, endiistriyel alanda gida, yem, kagit, deri, tekstil, kozmetik, deterjan, polimer,
organik sentez, farmasotik ve atik aritim endiistrileridir [109]. Rekombinant
proteinlere olan kiiresel talep her yil %8.7 oraninda artmaktadir. 2016-2020 6ngorii
raporlarina gore global rekombinant protein pazar hacminin yillik bilesik biliyiime
oranmin %8.1 olmasi beklenmektedir [110]. Rekombinant yontemlerle iretilen
proteinlerin basinda gelen enzimlerin ise 2016 yilinda endiistriyel pazar1 4.61 milyar
dolar olarak aciklanmistir ve 2017-2022 6ngorii raporlaria gore %5.8’lik yillik bilesik

biiyiime orani ile 6.3 milyar dolara ulasacagi tahmin edilmektedir [111].
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2.3.2 Rekombinant DNA teknolojisi ile enzim iiretimi

Rekombinant yontemler ile enzim {iretimi, biyoteknolojinin ilgi duydugu ve yogun
sekilde tizerinde calistig1 alanlardan biridir. Enzim aracili proseslerin islem siiresini
kisaltmasi, diisiik enerji girdisi ihtiyaci, toksik olmamasi, ekonomik ve ¢evre dostu
olmasi gibi avantajli 6zellikleri ¢esitli sektorlerde kullanimini yayginlastirmis ve
ihtiya¢ duyulan enzim miktarin1 artirmistir [109]. Rekombinant DNA teknolojisi ve
protein miithendisligi tekniklerinin gelismesi ile birlikte enzim endiistrisinde de biiyiik

yenilikler yasanmistir.

Enzim endiistrisi, mikrobiyal kaynakli enzimlerin 6neminin artmasiyla 1980’lerden
itibaren gelismeye baslamistir. Bunun 6ncesinde kullanilan enzimlerin ¢ogu bitkisel
ve hayvansal kaynaklardan elde edilmekteydi. Bu organizmalarin doku miktar1 kisitl
oldugundan, cevresel kosullara bagli olarak elde edilen iiriiniin miktar1 ve kalitesi
standart olmadigindan ihtiyaclar tam olarak karsilanamamakta ve iirlinler tiiketiciye
yiiksek fiyattan sunulmaktaydi. Rekombinant DNA teknolojisinin gelismesi; bitki,
hayvan ve insan orijinli enzimlerin mikroorganizmalarda {iretilmesine olanak
saglayarak enzim endiistrisine biiyiik bir katkida bulunmustur. Tiiketilen enzimlere
artan talep, maliyeti azaltma ihtiyaci, dogal kaynaklarin yetersiz kalmasi ve ¢evre
giivenligi gibi faktorler sektorii mikrobiyal enzim kullanimina yonlendirmistir. Bunun
disinda mikroorganizmalarin lireme Ve biiylime siirelerinin kisa olmasi, ekonomik ve
kolay yollarla elde edilebilmesi, istenen Ozellikte ve miktarda enzim {iretmek icin
gereken genetik manipiilasyonlariin kolay olmasi kiiresel olarak bu organizmalarin

onemini artirmistir [109, 112, 113].

Enzim tiretim prosesi; kullanilacak isleme uygun enzimin se¢imi, ideal {iretim susunun
secimi, asir1 iretim yapmak i¢in secilen susun genetik miihendisligi teknikleri ile
yapilandirilmasi, kiiltiir besiyeri ile {iretim kosullarmin optimizasyonu, piirifikasyon
optimizasyonu ve stabil enzim {iriiniiniin formiilasyonu olarak alt1 temel basamaktan
olusmaktadir. ~ Mikrobiyal enzimlerin  iretimi  kontrollii ~ fermentasyonla
gerceklestirilmektedir. Fermentasyon basamaginin optimizasyonu; besiyeri icerigi,
kiiltiir tipi ve uygun sicaklik, pH, nem gibi proses kosullarmi kapsamaktadir.
Fermentasyon sirasinda enzimler hiicre i¢i ve hiicre dis1 olarak salinabilmektedir.
Hiicre ici enzimlerin eldesinde hedef enzimin hiicreden ¢ikarilmasi, diger hiicre i¢i
proteinlerden ve bilesenlerden ayrilmasi gerekmektedir. Hiicre dis1 enzimlerde ise

enzim hiicre digina salgilandiktan sonra ortamdaki hiicreler vakum filtrasyonu,
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separatdr veya mikrofiltrasyon ile uzaklastirilarak ultrafiltrasyon yapilmaktadir. Saf
enzim eldesi i¢in genellikle kromatografik yontemler tercih edilmektedir. Son {iriin,
gerekli koruyucularla birlikte bulunan sivi veya tanelendirilmis kuru form seklinde

bulunmaktadir (Sekil 8) [114].
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Sekil 8: Endiistriyel 6lgekte biyolojik yontemlerle enzim tiretim semasi [114].
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3. GEREC ve YONTEM

3.1 Gerec
3.1.1 Cihazlar

Tez galismasinda kullanilan cihazlar Tablo 1’de yer almaktadir.

Tablo 1: Kullanilan cihazlarin listesi.

Cihaz Ad1 Marka Kullanim Amaci
Otomatik pipetler s Tiim molekiiler ¢alismalarda kullanilmustir
Eppendorf ’
Distile su cihazi Sartarius Stedim Tiim molekiiler calismalarda kullanilmistir.

Ultra saf su cihazi Sartarius Stedim | Ultra saf su gerektiren tiim ¢aligmalarda kullanilmustir.

Laboratuvar malzemelerinin ve besiyerlerinin

tcklav glow sterilizasyonunda kullanilmistir.
Analitik terazi Precisa Kimyasal maddelerin miktarin1 6l¢gmede kullanilmustir.
Yiiksek hizda (maksimum: 14000 rpm) ayristirma
gerektiren tiim ¢aligmalarda kullamlmigtir (Hettich).
Santrifij Hettich, Niive
Diisiik hizda ve biiyiik hacimde ayristirma gerektiren
tiim ¢aligmalarda kullanilmistir (Niive).
Vorteks Stuart Kii¢iik hac1mde.k1 swv1 karigimlarint homojen hale
getirmede kullanilmugtir.
Denville Orneklerin ve belirli ¢ozeltilerin 1sitilmasinda
Isitict blok e
Scientific kullanilmustr.
Buz makinesi Scotsman Soguk kosullar isteyen ¢aligmalarda buz eldesinde
kullanilmaistir.
. Ornekler, belirli kit ¢ozeltileri, tampon ve stok
+ g
Buzdolabr (+4°C) Beko ¢ozeltilerin saklanmasinda kullanilmustir.
Derin dondurucu y . " . . s
(-20°C, -80°C) Ugur, Haier Orneklerin uzun siireli saklanmasinda kullanilmustir.
Hanna o e
pH metre Instruments Tampon ¢ozeltilerin pH ayarlamasinda kullanilmistir.

Manyetik 1siticili

Stuart Cozeltilerin hazirlanmasinda kullanilmagtr.
karigtirici
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Tablo 1 (devam): Kullanilan cihazlarin listesi.

SDS-PAGE jelinin boyanmasinda, yikanmasinda,

elektroforez sistemi

Major Science

Orbital ¢alkalayici Benchmark Western blot membraninin yikamalarinda ve kimyasal
substratla muamelesinde kullanilmistir.
Inkiibatorlii Mikroorganizmalarin uygun sicakliklarda kiiltiire alinip
Benchmark <
calkalayict cogaltilmasinda kullanilmistir.
Etii Nii Kat1 besiyerine ekilen bakterilerin uygun sicaklikta
v uve kiiltiire alinip ¢ogaltilmasinda kullanilmustir.
Isil déneiilevici Belirlenen sicakliklarda ve zaman araliklarinda
suiey Bio-Rad, Sacem klonlanacak gen bolgesinin ¢ogaltilmasinda
(PCR cihaz1)
kullanilmistir.
Ceker ocak Vortice Agaroz jel hazirlama asamalarinda kullanilmistir.
Yatay jel Agaroz jele yiiklenen PCR iiriinlerinin yiiriitilmesinde

kullanilmistir.

Dikey jel
elektroforez sistemi

Major Science

Poliakrilamid jele yiiklenen proteinlerin yiiriitilmesinde
kullanilmistir.

Jel goriintilleme

Agaroz ve poliakrilamid jelde yiiriitiilen, nitroseliiloz

. " Fusion Fx7 membrana transfer edilen 6rneklerin goriintiilemesinde
sistemi
kullanilmistir.
DNA miktar1 ve kalitesi 6lglimlerinde, enzim aktivite
Thermo testlerinde absorpsiyonun belirlenmesinde
UV-vis o kullamilmustir (Thermo Scientific).
Scientific,
spektrofotometre Biochrom
Bakteri hiicrelerinin optik yogunlugunu dlgmede
kullanilmistir (Biochrom).
Sonikator Qsonica Ekspresyon hiicrelerinin lizizinde kullanilmstir.
Western blot ; Poliakrilamid jelde bulunan proteinlerin nitroseliiloz
. - Bio-Rad . .
transfer sistemi membrana transfer edilmesinde kullanilmigtir.
vakum manifoldu Welch Piirifikasyon islemlerinde atik sivilarin kolonlardan
uzaklastirilmasinda kullanilmistir.
Nanodrop Maestro Protein miktar tayininde kullanilmistir.

3.1.2 Kimyasallar

Tez ¢alismasinda kullanilan kimyasallar Tablo 2’de yer almaktadir.

Tablo 2: Kullanilan kimyasallarin listesi.

Kimyasal Ad1 Marka Kullanim Amaci
LB broth ve agar Sigma-Aldrich Mikroorganizmalarin biiyiitiilmesinde kullanilmistir.
Ampisilin Sigma-Aldrich Antibiyotige dlte.n(;.h plazmidleri iceren hiicrelerin
seciliminde kullanilmisgtir.
Agaroz Invitrogen PCR iiriinlerinin yiiklenecegi jelin yapiminda
kullanilmasgtir.
EDTA Therr.no FIS her Agaroz jel hazirlamada kullanilmistir.
Scientific
Etidyum bromiir EMD Millipore PCR firiinii olan DNA molekiillerinin floresan olarak

isaretlenmesinde kullanilmistir.
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Tablo 2 (devam): Kullanilan kimyasallarin listesi.

DNA jel yiikleme New DNA molekiillerinin jeldeki kuyucuklarin tabanina
boyast England Biolabs inmesinde ve boyanmasinda kullanilmigtir.
X-qal Thermo Fisher Rekombinant plazmidler i¢eren hiicrelerin segiliminde

9 Scientific kullanilmastir.
. - Bazi ticari kitlerin {izerine prosediirlerinde belirtilen
Absoliit Etanol EMD Millipore miktarlarda eklenerek kullanilmigtir.
Metanol EMD Millipore Belirli ¢6zeltilerin hazirlanmasinda kullanilmigtir.
. - Agaroz jel ekstraksiyonu ve PCR piirifikasyon
Izopropanol EMD Millipore calismalarinda kullanilmistir.
Sodyum asetat Sigma-Aldrich Agaroz jel ekstraksiyonu ve PCR piirifikasyon

calismalarinda kullanilmistir.

Akr,llaml.d; Thermo Fisher SDS-PAGE analizinde yigma ve ayirma jellerinin
N, N'-metilen S
! R Scientific hazirlanmasinda kullanilmistir.
bisakrilamid
. SDS-PAGE jellerinin, Western blot ve enzim aktivite
. Thermo Fisher . - o
Tris bazi Lo testlerinin yapildig1 tampon ¢ozeltilerin
Scientific
hazirlanmasinda kullanilmastir.
SDS Thermo Fisher SDS-PAGE analizinde jellerin hazirlanmasinda ve
Scientific proteinleri denatiire etmede kullanilmigtir.
APS Therr.no FIS her SDS-PAGE jellerinin hazirlanmasinda kullanilmistir.
Scientific
TEMED Sigma-Aldrich SDS-PAGE jellerinin polimerizasyonunu baslatmada
kullanilmistir.
DPBS Thermo Fisher SDS-PAGE analizinde 6rneklerin yiiklemeye hazir
Scientific hale getirilmesinde kullanilmistir.
Coomassie blue Thermo Fisher N
boyast R250 Scientific SDS-PAGE jellerinin boyanmasinda kullanilmustir.
Asetll_< asit EMD Millipore SDS-PAGE boya uzaklastirict tampon ¢ozeltisinin
(glasiyal) hazirlanmasinda kullanilmugtir.
. Thermo Fisher Belirli tampon ¢6zeltilerin hazirlanmasinda
Glisin S
Scientific kullanilmustr.
IPTG Therr_no FIS her Gen ekspresyonunu indiiklemede kullanilmustir.
Scientific
Hidroklorik asit Sigma-Aldrich Tampon ¢ozeltilerin pH ayarlamalarinda kullanilmustir.
Sodyum hidroksit Sigma- Aldrich Tampon ¢ozeltilerin pH ayarlamalarinda kullanilmustir.
Potasyum fosfat — . Enzim aktivite testlerinde kullanilan tampon
monobazik Sigma-Aldrich ¢ozeltilerin hazirlanmasinda kullanilmstir.
Sodyum format Santa Cruz FDH enziminin substrati olarak kullanilmistir.
B-Nikotinamid
adenin diniikleotit Sigma-Aldrich FDH enziminin koenzimi olarak kullanilmustir.
hidrat
.. . ) . Sonikasyona hazirlik asamasinda ve belirli tampon
Sodyum kloriir Sigma-Aldrich ¢oOzeltilerin hazirlanmasinda kullanilmistir.
. . Western blot analizinde antikorlarin nonspesifik
BSA Sigma-Aldrich baglanmalarin1 engelleyici bloker olarak kullanilmistir.
Siit tozu Santa Cruz Western blot analizinde engelleyici ajan olarak
kullanilmistir.
Thermo Fisher Western blot analizinde antikorun nonspesifik
Tween 20

Scientific

baglanmasini engellemede kullanilmistir.
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3.1.3 Ticari kitler

Tez galismasinda kullanilan ticari Kitler Tablo 3’te yer almaktadir.

Tablo 3: Kullanilan ticari kitlerin listesi.

Kit Ad1

Marka

Kullanim Amaci

PureLink Genomic
DNA Kits

Invitrogen
(#K1820-02)

C. boidinii mayasinin genomik DNA izolasyonunda
kullanilmugtir.

Phusion Flash High-
Fidelity PCR Master
Mix

Thermo Fisher
Scientific
(#F-548S)

Hedef gen bolgesinin PCR yontemiyle yiiksek
dogrulukla ¢ogaltilmasinda kullanilmistir.

GeneJET PCR
Purification Kit

Thermo Fisher
Scientific
(#K0701)

PCR iiriiniiniin piirifikasyonunda kullanilmistir.

GenelJET Gel
Extraction Kit

Thermo Fisher
Scientific
(#K0691)

Agaroz jelde yiiriimiis PCR {irtiniiniin
izolasyonunda ve piirifikasyonunda kullanilmistir.

InsTAclone PCR
Cloning Kit

Thermo Fisher
Scientific
(#K1214)

PCR f{irtiniiniin TA klonlamasinda kullanilmustir.

Genejet Plasmid
Miniprep Kit

Thermo Fisher
Scientific
(#K0502)

Kii¢iik hacimli 6rneklerde hiicrede bulunan
plazmidlerin izolasyonunda kullanilmistir.

Genejet Plasmid
Midiprep Kit

Thermo Fisher
Scientific
(#K0481)

Nispeten biiyiik hacimli rneklerde hiicrede
bulunan plazmidlerin izolasyonunda kullanilmistir.

Rapid DNA Ligation
Kit

Thermo Fisher
Scientific
(#K1422)

PCR iiriinii ile vektoriin birbirine baglanmasinda
kullanilmustir.

TransformAid

Thermo Fisher

Klonlama ve ekspresyon bakteri hiicrelerini
kompetan hale getirmede ve rekombinant DNA

Bacterial Scientific R ; . .
Transformation Kit (#K2710) molekiillerinin bu hiicreleri transforme etmesinde
kullanilmistir.
Laemmli Ornek Bio-Rad Orneklerin SDS-PAGE analizine hazir hale
Tampon Cozelti Kiti (#1610747) getirilmesinde kullanilmstir.
. . Qiagen Liziz edilen ekspresyon hiicrelerindeki His-etiketli
NI-NTA Fast Start Kit (#30600) hedef proteinin piirifikasyonunda kullanilmustir.
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3.1.4 Enzimler

Tez galismasinda kullanilan enzimler Tablo 4’te yer almaktadir.

Tablo 4: Kullanilan enzimlerin listesi.

Scientific

Enzim Adi Marka Kullanim Amaci
RNAaz A Invitrogen C. boidinii’nin genomik DNA izolasyonunda
kullanilmugtir.
. Thermo Fisher C. boidinii nin genomik DNA izolasyonunda
Proteinaz K

kullanilmugtir.

Tag DNA polimeraz

Thermo Fisher

PCR iiriinlerinin 3’ ucuna dATP eklenmesinde

Technologies

Scientific kullanilmustr.
Ndel, BamHlI, Scal, Thermo Fisher PCR {iriinleri ve vektorlerin restriksiyon kesiminde

Ncol Scientific kullanilmisgtir.

Alkalin fosfataz Thermo Fisher Restriksiyon enzimleri ile kesilen vektdriin

Scientific defosforilasyonunda kullanilmustir.
. Thermo Fisher Restriksiyon enzimleri ile kesilen parcalarin
RiDNA e Scientific birlestirilmesinde kullanilmistir.
i Vivantis Bakteri hiicrelerinin duvarini parcalamada

kullanilmustir.

3.1.5 Mikroorganizmalar

e Candida boidinii ATCC 18810 FDH enzimini iireten gen kaynagi,

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

Fisher Scientific) klonlama konakgist,

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

protein ekspresyonu konakgisi olarak kullanilmistir.

3.1.6 Primerler

Primerler, hedef FDH gen boélgesinin PCR ile ¢ogaltilmasinda kullanilmigtir. 5’

uglarina Ndel ve BamHI restriksiyon enzimleri tarafindan taninanacak restriksiyon

bolgelerinin yerlestirilmesiyle Primer3 programinda tasarlanan primerler Sentromer

DNA Teknolojileri (istanbul) firmasi tarafindan sentezlenmistir (Tablo 5).

Tablo 5: FDH geni i¢in tasarlanan primerler.

Oligo adi Baz Dizisi 5'-3' Baz | 1 -c)
sayisi
F?F',':;r;‘;rr"‘l’:";rd TCATATGAAGATCGTTTTAGTCTTATATG | 29 56.08
FDH-reverse TAAGCTTATTTCTTATCGTGTTTACC 26 55.92
(Primer R) -
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3.1.7 Vektor sistemleri

C. boidinii’den elde edilen FDH geninin E. coli hiicrelerine aktarilmasinda tasiyici
DNA molekiilleri olarak pTZR57R/T (Thermo Fisher Scientific) ve pET-14b
vektorleri (Novagen) kullanilmustir (Sekil 9, Sekil 10; Tablo 6, Tablo 7).

e pTZRS7R/T vektorii

Adel, Ppu21! 220 EcoRl 615
BtoZl 242 Ecl136ll 621
/" Alol 279 Sacl 621

Pdml 2564 f/
Hin1l 2505 \
N J

Begl ms\\ \

N\ Pail 258 AcctSI 627

Scal, Tall 2447 \\\ N\ g Kpnl 627
\\ Bsp68l 633

Mval2691 637

Mph11031 639

- ggrXbal 844

pTZS7R/T ddT P = BamHI 654

Cfrol 658

2886 bp ¢ EcoS8l 658

Gsul 2054_- Smal 658
Eco31l 2036~ Apal 661
Eam11051 1984~ ~Lgul 953 Bsp120i 661
Hincll 667

Afll, Pscl 1078 - e -

Pstl 672

| . Al 674

\Beny a Ecol47Tl 678

| BseYl 1380 Pael 684

ICail 1487 Hindlill 690

17 promoter

Sekil 9: pTZR57R/T vektor haritast.

Tablo 6: pTZR57R/T vektor sisteminin 6zellikleri.

Ozellik Baz Fonksiyon
Pozisyonu
Vektor igerisine klonlanan DNA molekiiliiniin
T7 promotdr 697 — 716 transkripsiyonunu baglatan T7 RNA polimerazin
baglandig1 bolgedir.
Rekombinant klonlarin mavi/beyaz se¢iminde
lacZ a-peptit 449 — 739 kullanilan -galaktosidaz enzimini kodlayan gen
bolgesidir.
f1 orijin 2457 Tek zincirli DNA sentezini saglar.
. Adenin kuyruklu PCR {iriinleri ile birlesme i¢in
Klonlama bolgesi 650 — 651 gereken 3'-ddT bolgesidir.
Coklu klonlama bolgesi 615 — 695 Klonlamada kullanilacak restriksiyon enzimleri igin
(MCS) tanima bolgelerini igeren kisimdir.
Ampisilin, karbenisilin gibi antibiyotiklere kars1
bla (ApR) 1896 — 2756 direng saglayan B-laktamaz enzimini kodlayan gen
bolgesidir.
rep (pMB1) 1122 - 1736 Replikasyonu baglatan bolgedir.
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e pET-14b vektorii

(36761 AhdI

53) AfIIII - Pail
(2667) BspQI - Sapl
(2554) BstZ171

(2535) BsaAl
(2528) PfIFI - Tth111l

(2425) Pfol

(2424) BsmBI

BspDI - Clal (24)
HindIII (23)
Nhel (223)
BmtI (233)
BlpI (458)
BamHI (5:0)
PaeR7I - PspXI - Xhol (515)
Ndel (522)
thrombin site

6xHis
Ncol (580)
&e
RBS
Xbal (&519)
BglII (577)
SgrAl (71
Sphl
EcoNI |

Sall (=
PshAI

Eagl (1247)
Nrul |

BstAPI (1159)
BfuAI - BspMI [1352)

BsmI (1657)

MscI® (1754)

BpulOI [188%)
Bsgl * (1343)

Pvull (2374)

Sekil 10: pET-14b vektor haritasi.

Tablo 7: pET-14b vektor sisteminin dzellikleri.

Baz

Ozellik Pozisyonu Fonksiyon
Vektor igerisine klonlanan DNA molekiiliiniin
T7 promotor 644 — 662 transkripsiyonunu baglatan T7 RNA polimerazin baglandigi
bolgedir.
Ribozom baglanma 591 - 595 PCR fiiriinlerinin translasyonunu saglar
bolgesi (RBS) M gar.
His-tag kodlama 554571 Hedef proteinin histidin rezidiileri ile birlikte ekspres
dizisi (6xHis) edilmesini saglayarak piirifikasyonunu kolaylastirir.
Trombin bdlgesi 507 _ 544 Fiizyon prptelnlerlnd? bolge}:e ozgii uayr1.1ma saglamak i¢in
trombinin taniyacagi ve baglanacagi bir alan olusturur.
Coklu klonlama 510 — 526 Klonlamada kullanilacak restriksiyon enzimleri i¢in tanima
bolgesi (MCS) bolgelerini igeren kisimdir.
T7 terminator 404 — 451 Transkripsiyonu sona erdiren dizidir.
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Tablo 7 (devam):

PET-14b vektor sisteminin 6zellikleri.

rop 2223 - 2414

Bakteriyel plazmidlerin diisiik kopya sayisinda kalmasini
saglayan proteini kodlar.

pBR322 orijin (ori) | 2845 - 3432

Replikasyonu baslatan bdlgedir.

Ampisilin direng
(AmpR) gen
bolgesi 3603 — 4463
(bla kodlayan
bolge)

Ampisilin, karbenisilin gibi antibiyotiklere karsi direng
saglar.

3.1.8 DNA ve protein markorleri

Tez calismasinda DNA markorii olarak “Thermo Scientific O'GeneRuler DNA Ladder

Mix (#SM1173)”, protein markori

olarak “Fermentas PageRuler™ Prestained Protein

Ladder Plus (#SM1811)” kullanilmistir (Sekil 11. A, Sekil 11. B).

Sekil 11. A: Thermo Scientific
O'GeneRuler DNA Ladder Mix
(#SM1173)

3.1.9 Tampon ve cozeltiler

kDa
B ;
= =250 —
= ~130 -
= ~100 -
{ — ~10
- ~55 |
- ~35 _|
a_ — ~27 _
_—— ~15
- ~10 —
3 1B

Sekil 11. B: Fermentas
PageRuler™ Prestained Protein
Ladder Plus (#SM1811)

3.1.9.1 Biiyiitme besiyeri ¢ozeltileri

e LB broth besiyeri

Sigma-Aldrich firmasindan tedarik edilen besiyerinin igeriginde 10 g/L tripton, 10 g/L

NaCl, 5 g/LL maya ekstrakti bulunmaktadir. 1 L LB broth besiyeri hazirlanirken 1 L
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distile su tizerine 20 g LB broth tozu eklenmistir. 120°C’de 20 dakika otoklav ile
sterilize edildikten sonra stok ¢6zelti daha sonraki kullanimlar i¢in buzdolabina (+4°C)

kaldirilmastir.

Ampisilinli LB broth besiyeri hazirlanirken 1 L sogumus LB broth iizerine ampisilin
stok ¢ozeltisinden 1 ml eklenmis ve daha sonraki kullanimlar i¢in buzdolabina (+4°C)

kaldirtlmistir.

e LB agar besiyeri

Sigma-Aldrich firmasindan tedarik edilen besiyerinin igeriginde 15 g/L agar, 10 g/L
tripton, 10 g/L NaCl, 5 g/L maya ekstrakti bulunmaktadir. 200 ml LB agar besiyeri
hazirlanirken 200 ml distile su iizerine 6.4 g LB agar tozu eklenmistir. 121°C’de 20
dakika otoklav ile sterilize edildikten sonra sogumaya birakilmistir. Sicaklik yaklasik
50°C’ye ulastiginda esit hacimlerde steril petri kaplarina dokiilerek kati forma gegmesi

beklenmistir.

Ampisilinli LB agar besiyeri hazirlanirken sicakligi yaklasik 50°C’ye diigmiis 200 ml
LB agar iizerine 200 pl ampisilin ilave edilerek esit hacimlerde steril petri kaplarina
dokiilmiistiir. Donarak kati forma gectiginde daha sonraki kullanimlar igin
buzdolabina (+4 °C) kaldirilmistir.

e Ampisilin stok ¢ozeltisi

100 mg/ml stok ¢ozeltisi olarak distile su ile hazirlanmistir. Filtreden gegirilerek
sterilize edildikten sonra kiiciik hacimlere ayrilarak derin dondurucuya (-20°C)

kaldirilmistir.
3.1.9.2 Agaroz jel elektroforezi ¢ozeltileri

e 10X Tris asetik asit EDTA (TAE) tamponu
48.4 g Tris bazi, 3.7 g EDTA, 11.4 ml glasiyal asetik asit 1 L distile su igerisinde
¢Ozdiirtilerek hazirlanmistir.

o %1 agaroz jel ¢ozeltisi

1 g agaroz, 100 ml TAE tamponunda ¢ozdiiriiliip iizerine 1 pl etidyum bromiir

eklenerek hazirlanmistir.
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3.1.9.3 SDS-PAGE Cozeltileri

e %40 poliakrilamid ¢ozeltisi
39 g akrilamid ve 1 g N,N'—metilbisakrilamid 100 ml distile su igerisinde ¢6zdiiriiliip
filtreden gecilerek hazirlanmistir.

e 1M,1L Tris pH 6.8 tampon ¢ozeltisi
181.65 g Tris baz1 800 ml distile suda ¢ozdiiriildiikten sonra konsantre HCI ile pH
degeri 6.8'e diisiiriilmiistiir. Toplam hacim distile su ile 1 L’ye tamamlanmustir.

e 1M,1L Tris pH 8.8 tampon c¢ozeltisi
181.65 g Tris baz1 800 ml distile suda ¢ozdiirtildiikten sonra konsantre HCI ile pH
degeri 8.8'e diisiiriilmiistiir. Toplam hacim distile su ile 1 L’ye tamamlanmigtir.

e %10 SDS cozeltisi

10 g SDS tozunun 100 ml distile suda ¢ozdiiriilmesi ile hazirlanmistir.

o %10 APS cozeltisi

0.5 g APS tozunun 5 ml distile suda ¢ozdiiriilmesi ile hazirlanmistir.

e 10X, 1L SDS-PAGE vyiiriitme tampon ¢ozeltisi

30 g Tris bazi, 144 g glisin, 10 g SDS’in 1 L distile suda ¢ozdiiriilmesi ve pH’min
8.3’e ayarlanmasi ile hazirlanmistir. Elektroforezde 1X’e seyreltilerek kullanilmis ve

daha sonraki kullanimlar i¢in oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

e Coomassie blue boyama ¢ozeltisi, 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 hazirlanmustir.

e Boya giderici (destaining) c¢ozelti, 1 L

100 ml metanol ile 100 ml glasiyal asetik asitin 800 ml distile suda ¢ozdiiriilmesi ile
hazirlanmigtir. Stok ¢ozelti daha sonraki kullanimlar i¢in oda sicakliginda muhafaza

edilmistir.

42



3.1.9.4 Western blot ¢ozeltileri

e 10X, 2 L transfer tampon cozeltisi
288 g glisin ve 60.4 g Tris bazinin 2 L ultra saf su i¢erisinde tamamen ¢dzdiiriilmesi
ile hazirlanmistir.

o BSA stok cozeltisi
100 mg/ml stok ¢ozeltisi olarak distile su ile hazirlanmistir. Kiiclik hacimlere
paylastirilarak derin dondurucuda (-20°C) saklanmuistir.

e 10X, 1L TBST tampon cozeltisi

24 g Tris baz1 ve 88 g sodyum kloriir 900 ml distile suda ¢ozdiiriilerek ilk agamada
10X TBS ¢ozeltisi hazirlanmistir. Konsantre HCI ilavesi ile pH 7.6’ya ayarlanmus,
toplam hacim distile su ile 1 L’ye tamamlanmistir. Sonrasinda, hazirlanan TBS
¢oOzeltisinden 100 ml alinarak 1 ml %0.1 Tween 20 ile birlikte 900 ml distile suda

¢Ozdiiriilerek hazirlanmistir.

e %10 siit tozu

1 g siit tozunun 10 ml TBST igerisinde ¢ozdiiriilmesi ile hazirlanmistir.
3.1.9.5 Enzim Aktivite Testi Cozeltileri

e 100 mM, 500 ml Tris tampon ¢ozeltisi

5.45 g Tris baz1 450 ml distile suda ¢ozdiriilmistiir. Konsantre HCI ilavesi ile stok
¢ozeltinin pH’1 9.0’a ayarlanmis ve distile su eklenerek toplam hacim 500 ml’ye
tamamlanmistir. Stok ¢6zelti daha sonraki kullanimlar i¢in oda sicakliginda muhafaza

edilmistir.

e 200 mM, 500 ml potasyum fosfat tampon ¢ozeltisi

3.6 g potasyum fosfat monobazik 400 ml distile suda ¢ozdiiriilmiistiir. Kiigiik hacimde
10 M NaOH ilavesi ile stok ¢ozeltinin pH’1 6.5’e ayarlanmis ve distile su eklenerek
toplam hacim 500 ml’ye tamamlanmistir. Stok ¢6zelti daha sonraki kullanimlar i¢in

oda sicakliginda muhafaza edilmistir.
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e 0.05M, 10 ml NAD tampon cozeltisi

0.33 g NAD 10 ml distile suda ¢ozdiiriilerek hazirlanmistir.

e 1M, 1 ml sodyum format tampon cozeltisi

0.066 g sodyum format tozu 1 ml distile suda ¢6zdiiriilerek hazirlanmistir.
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3.2 Yontem

Bezmialem Vakif Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
Komitesi’nden alinan 54022451-050.05.04-sayil1 etik kurul onayi ile deneysel

calismalara baglanmistir.

3.2.1 C. boidinii ATCC 18810 mikroorganizmasinin biiyiitiilmesi

Liyofilize halde satin alinan C. boidinii ATCC 18810 maya susunun bulundugu tiipe
1 ml distile su eklenip 1slatildiktan sonra igerisinde 5 ml distile su bulunan bagka bir
steril falkona aktarilmistir. Yaklasik 1 saatlik inkiibasyon ile rehidre edilen stok
hiicrelerden 10 pl alinarak 10 ml LB broth igeren, aerobik solunuma olanak saglayan
bir tiipe steril kosullarda inokiile edilmis, inkiibatorlii calkalayicida 26°C, 160 rpm
kosullarinda 72 saat inkiibe edilmistir. Taze kiiltiirii yapilan hiicrelerden 1 ml alinarak
ve lizerine 1:1 oraninda %50 gliserol eklenerek daha sonraki ¢caligmalarda kullanilmak

tizere derin dondurucuya (-20°C) kaldirtlmistir.

3.2.2 Genomik DNA izolasyonu

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

izole edilmistir.
Kit protokoliine gore izolasyon asamasinda agagidaki islemler uygulanmistir:

» Kiiltiir ortamindan alinan hiicreler, oda sicakliginda 14000 rpm’de 5 dk
santrifiij edilmis ve olusan siipernatant kisim atilmustir.

» Geride kalan pelet iizerine 180 pl “PureLink Genomic Digestion Buffer” ve 20
ul proteinaz K eklenip vortekslendikten sonra 55°C’deki 1s1 blogunda yaklagik
1.5 saat inkiibe edilmistir.

» Is1 blogundan almman karigimin iizerine 20 pl RNAaz A ilave edilip,
vortekslenip, oda sicakliginda 2 dk inkiibe edilmistir.

» Karisimin iizerine 200 pl “PureLink Genomic Lysis/Binding Buffer” ve 200 pl
absoliit etanol ilavesinden sonra homojen bir karisim olusturmak icin
vortekslenmistir.

» “PureLink Spin Column” kolonuna transfer edilen karisim, oda sicakliginda
14000 rpm’de 1 dk santrifiijlendikten sonra toplama tiipiinde biriken siiziintii

atilmastir.
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Kolonun {iizerine 500 pl “Wash Buffer 17 eklenip oda sicakliginda 14000
rpm’de 1 dk santrifiijlendikten sonra toplama tliplinde biriken siizlintii
atilmastir.

Kolonun iizerine 500 ul “Wash Buffer 2” eklenip oda sicakliginda 14000
rpm’de 5 dk santrifiijlendikten sonra toplama tiiplinde biriken siizlintii
atilmistir.

Kolon, 1.5 ml’lik steril bir eppendorf tiipe alindiktan sonra iizerine 50 pl
“PureLink Genomic Elution Buffer” eklenerek oda sicakliginda 1 dk inkiibe
edilmistir. 14000 rpm’de 1 dk santrifiijden sonra kolon ortadan kaldirilmistir.
Eppendorf tiipte bulunan Ornekteki DNA miktar1 ve kalitesi UV-vis

spektrofotometre ile 260 ve 280 nm dalga boylarinda dl¢iilmiistiir.

> Ornek, daha sonraki kullanimlar icin derin dondurucuya (-20°C) kaldirilmistir.

3.2.3 Primer tasarimi

C. boidinii mayasinda FDH enzimini kodlayan gen bdlgesinin ¢ogaltilmasi igin

Primer3 programi ile uygun primerler dizayn edilmistir. Primer tasarlarken,

primerlerin 5’ ucuna restriksiyon enzimleri olarak kullanilacak Ndel ve BamHI

endoniikleazlarina uygun tanima bolgeleri yerlestirilmistir. Ticari olarak satin alinan

primerler kullanim talimatina gore sulandirilmistir. Forward ve reverse primerden

kiictik hacimlerde 1:1 oraninda almip ayrt bir tipte karistirilmis ve PCR

reaksiyonlarinda bu sekilde kullanilmak tizere derin dondurucuya (-20°C)

kaldirilmistir.

FDH (iirlin baz sayist: 1104 bp) gen dizisi:

ATGAAGATCGTTTTAGTCTTATATGGTGCTGGTAAACACGCTGCCGATGAAGAAAAATTATACGG
TTGTACTGAAAACAAATTAGGTATTGCCAATTGGTTGAAAGATCAAGGACATGAACTAATCACCA
CGTCTGATAAAGAAGGCGGAAACAGTGTGTTGGATCAACATATACCAGATGCCGATATTATCATT
ACAACTCCTTTCCATCCTGCTTATATCACTAAGGAAAGAATCGACAAGGCTAAAAAATTGAAATT
AGTTGTTGTCGCTGGTGTCGGTTCTGATCATATTGATTTGGATTATATCAACCAAACAGGTAGGA
AAATCTCCGTCTTGGAAGTTACCGGTTCTAATGTTGTCTCTGTTGCAGAACACGTTGTCATGACC
ATGCTTGTCTTGGTTAGAAATTTTGTTCCAGCTCACGAACAAAACATTAACCACGATTGGGAGGT
TGCTGCTATCGCTAAGGATGCTTACGATATCGAAGGTAAAACTATCGCCACCATTGGTGCCGGTA
GAATTGGTTACAGAGTCTTGGAAAGATTAGTCCCATTCAATCCTAAAGAATTATTATACTACGAT
TATCAAGCTTTACCAAAAGATGCTGAAGAAAAAGTTGGTGCTAGAAGGGTTGAAAATATTGAAGA
ATTGGTTGCCCAAGCTGATATAGTTACAGTTAATGCTCCATTACACGCTGGTACAAAAGGTTTAA
TTAACAAGGAATTATTGTCTAAATTCAAGAAAGGTGCTTGGTTAGTCAATACTGCAAGAGGTGCC
ATTTGTGTTGCCGAAGATGTTGCTGCAGCTTTAGAATCTGGTCAATTAAGAGGTTATGGTGGTGA
TGTTTGGTTCCCACAACCAGCTCCAAAAGATCACCCATGGAGAGATATGAGAAACAAATATGGTG
CTGGTAACGCCACGACTCCTCATTACTCTGGTACTACTTTAGATGCTCAAACTAGATACGCTCAA
GGTACTAAAAATATCTTGGAGTCATTCTTTACTGGTAAGTTTGATTACAGACCACAAGATATCAT
CTTATTAAACGGTGAATACGTTACCAAAGCTTACGGTAAACACGATAAGAAATAAGCTTA
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Bu dizi i¢in Sentromer DNA Teknolojileri firmasindan satin alinan primerler:
FDH-forward: TCATATGAAGATCGTTTTAGTCTTATATG

FDH-reverse : TAAGCTTATTTCTTATCGTGTTTACC

3.2.4 FDH geninin PCR ile ¢ogaltilmasi

Genomik DNA izolasyonu sonrasi miktar1 ve kalitesi belirlenen DNA molekiilleri
kalip olarak kullanilarak hedef gen olan FDH geninin ¢ok sayida kopyasi elde
edilmistir. Bu islem i¢in “Phusion Flash High-Fidelity PCR Master Mix (Thermo
Fisher Scientific, #F-548S)” kiti kullanilarak PCR yapilmistir. Gerekli bilesenler ince
cidarli tiiplerde Tablo 8’de belirtilen miktarlarda iyice karigtirildiktan sonra Tablo

9’da belirtilen sicaklik ve siirelerde amplifiye edilmistir.

Tablo 8: C. boidinii genomik DNA kalipli PCR karisimu bilesenleri.

Bilesen Miktar
Master mix 25 pul
Primer (F+R) 2.5l
Genomik DNA 2 ul

dH,0 20.5 pl
Toplam 50 ul

Tablo 9: C. boidinii genomik DNA kalipli PCR dongii kosullari.

Basamaklar Sicaklik Zaman Dongii sayisi
denatIiilgsyon 95°C 2 dk
Denatiirasyon 95°C 30sn
Baglanma 60°C 30sn 34 dongii
Uzama 72°C 1dk
Final uzama 72°C 5 dk

PCR tamamlandiktan sonra hedef gen boélgesinin dogru bir sekilde c¢ogalip
cogalmadigin1 gérmek i¢in agaroz jel elektroforezi yapilmistir. %1°lik agaroz jele 5 pl
DNA markérii ve 3 ul DNA yiikleme boyamas: ile karistirilmig 10 pl PCR {iriinii
yiiklenerek 120 mA, 110 V’de 30 dk yiiriitiilmiis ve sonrasinda jel goriintiileme

sisteminde goriintiilenmistir. Istenen bant biiyiikliigii goriildiikten sonra jele
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yiiklenmeyen PCR firiinii “GeneJET PCR Purification Kit (Thermo Fisher Scientific,

#K0701)” ile protokolde ufak degisiklikler yapilarak piirifiye edilmistir.

Piirifikasyon asamasinda asagidaki islemler uygulanmistir:

>

>

PCR iiriinii hacminin iki kat1 kadar “Binding Buffer”, ilaveden sonraki toplam
hacim kadar da izopropanol eklenerek karistirilms, kit protokiiliinde istenildigi
gibi karisimin sar1 renkli olmasi saglanmustir.

Karisim, “GeneJET Purification Column” kolonuna aktarilmis, 14000 rpm’de
1 dk santrifiij edilmis, toplama tiipiinde biriken siiziintli atilmamis ve toplamda
ti¢ kere kolondan gegirilerek son santrifiijde biriken siiziintii atilmistir.
Kolonun tizerine 700 pl “Wash Buffer” eklenmis, 14000 rpm’de 1 dk santrifiij
edilmis, toplama tiipiinde biriken siiziintii atilmigtir. Yikama basamagi iki defa
tekrarlanmistir. Kolonda “Wash Buffer” kalmis olmasi ihtimaline kars1 14000
rpm’de 5 dk bos santrifiij yapilmig ve toplama tiipiinde biriken siiziintii
atilmstir.

Kolonun iizerine 70°C’de 1sitilmis 50 pl “Elution Buffer” eklenerek oda
sicakliginda 2 dk inkiibe edilmistir.

14000 rpm’de 2 dk santrifiij sonucu siiziintlide bulunan PCR iirlinlerinin
miktar1 ve kalitesi UV-vis spektrofotometre ile 260 ve 280 nm dalga boylarinda
Olclilmiistiir.

Ornek, daha sonraki kullanimlar i¢in derin dondurucuya (-20°C) kaldirilmustir.

3.2.5 TA klonlama

PCR ile ¢ogaltilan C. boidinii FDH geninin klonlanmasi ilk etapta TA klonlama

teknigi ile gerceklestirilmistir. Vektor sistemi olarak “InsTAclone PCR Cloning Kit
(Thermo Fisher Scientific, #K1214)” igeriginde bulunan pTZRS7R/T vektori

kullanilmistir. 3°-ddT ¢ikintilar1 olacak sekilde modifiye edilmis olan bu vektore

klonlama bolgesinden baglanacak PCR {iriinlerinin komplementer olmasi i¢in uglarina

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

yapilmustir.
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Tablo 10: PCR iriinlerinin ucuna 3’-A kuyruk eklemede kullanilan bilegenler.

Bilesen Miktar

PCR iiriinii 40 pl
dATP 0.2 ul

PCR tampon ¢ozeltisi 10 pul

Mg? 3ul

Tag DNA polimeraz 2 ul
dH20 44.8 nl
Toplam 100 ul

Sonrasinda 3’-A kuyruklu PCR driinleri ile pTZRS7R/T vektoriiniin birbirine
baglanmasi i¢in vektor:PCR iriinii oran1 1:1 olacak sekilde ligasyon yapilmistir.
Ligasyon karisimlari pozitif (+) ve negatif (—) kontrol olarak Tablo 11°de belirtilen
sekilde hazirlanmis, oda sicakliginda 4 saat inkiibe edildikten sonra transformasyon

basamagina gecilmistir.

Tablo 11: 3°-A kuyruklu PCR {iriinleri ve pTZRS57R/T vektériiniin ligasyonunda kullanilan bilesenler.

Bilesen (+) Kontrol Miktar: (-) Kontrol Miktar1
3’-A kl.J.y!‘.U|§|u PCR 5 1 B
tirlini
pTZRS57R/T vektorii 2 ul 2 ul
Ligasyon tamponu 4l 4 ul
T4 DNA ligaz 0.6 ul 0.6 ul
dH20 8.4 ul 13.4 ul
Toplam 20 ul 20 pl

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

3’-A kuyruklu PCR iiriinleri ile birleserek rekombinant olan pTZR57R/T vektorii
(pTZR57R/T+FDH), E. coli One Shot® Mach1™-T1R hiicrelerine aktarilmadan 6nce
bu hiicreler “TransformAid Bacterial Transformation Kit (Thermo Fisher Scientific,

#K2710)” ile kompetan hale getirilmistir.
Kit protokoliine gore asagidaki islemler uygulanmistir:

» Transformasyondan bir giin 6nce 1.5 ml LB broth besiyerine 5 ul E. coli One
Shot® Mach1™-T1R hiicreleri steril kosullarda inokiile edilerek inkiibatorlii

calkalayicida 37°C, 250 rpm’de gece boyu inkiibasyona birakilmastir.
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» Ertesi giin taze kiiltiirden 150 pl alinarak 1.5 ml “C-medium”un oldugu baska
bir tiipe inokiile edilmistir. Inkiibatorlii calkalayicida 37°C, 250 rpm’de
yaklasik 3 saat inkiibe edilerek belirgin bir bulanikliga ulasmasi beklenmistir.

» Transformasyon islemine baslamadan hemen 6nce, hazirlanan ampisilinli LB
agar 37°C’deki etiivde, “T-solution (A)” ve “T-solution (B)” 250 ul’lik esit
hacimlerde karigtirilarak buz iistiinde inkiibasyona birakilmistir.

» Kiiltiirti tamamlanan hiicreler 14000 rpm’de 1 dk santrifiij edilerek siipernatant
kismi atilmustir.

» Geride kalan peletin iizerine 300 ul T soliisyonu karigimi eklenip buz tizerinde
5 dk bekletildikten sonra tekrar 14000 rpm’de 1 dk santrifiij edilerek
stipernatant kismi atilmistir.

» Geride kalan peletin tizerine 120 pl T soliisyonu karigimi eklenip buz {izerinde
5 dk bekletilmistir.

» Buz iizerinde 2 dk bekletilmis ligasyon karisimindan 5 pl, T soliisyonlari ile
muamele edilmis hiicrelerden 50 pl alinip ayri bir tiipte karigtirilarak buz
tizerinde 5 dk bekletilmistir.

» Son asamada, 1sinmis ve lizerine 50 pl X-gal yayilmis ampisilinli LB agar
tizerine steril kosullarda bakteri ekimi yapilarak petri kaplar1 37°C’deki etiivde

16 saatlik inkiibasyona birakilmigtir.

3.2.7 Transformasyon analizi

Rekombinant vektorleri hiicre igerisine alan bakterilerin seg¢ilimi mavi-beyaz koloni
ayrimi teknigiyle yapilmistir. Bu teknikte, rekombinant vektorleri alarak transforme
olan hiicreler beyaz renkli koloniler olarak goziikiirken transforme olmayan hiicreler

mavi renkli gézikkmektedir.

Inkiibasyon sonrasinda (+) kontrol grubunda gériilen mavi-beyaz kolonilerden on ii¢
tane beyaz koloni segilerek steril kosullarda ampisilinli LB broth besiyerine inokiile
edilmistir. Inkiibatérlii calkalayicida 37°C, 250 rpm’de yaklasik 6 saat inkiibe edilen
kolonilerin rekombinant vektdrleri gercekten alip almadigini gérmek i¢in Tablo 12°de

belirtilen bilesenlerle koloni PCR yapilmistir.
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Tablo 12: pTZR57R/T+FDH plazmidlerini alan hiicrelerin tespiti i¢in yapilan koloni PCR karigimi

bilesenleri.
Bilesen Miktar
Master mix 10 wl
Primer (F+ R) 2ul
DNA 1pul
dH.0 7ul
Toplam 20 ul

Koloni PCR Tablo 9’da belirtilen optimize PCR dongii kosullarinda gerceklestirilmis,
triinler agaroz jel -elektroforezinde yiiriitilmis, jel goriintiileme sistemiyle

goriintiilenmis ve hedef band1 veren koloniler segilmistir.

Segilen kolonilerdeki plazmidlerin izolasyonu “Genejet Plasmid Miniprep Kit

(Thermo Fisher Scientific, #K0502)” protokoliine gore gerceklestirilmistir.
Kit protokoliine gore izolasyon asamasinda asagidaki islemler uygulanmistir:

» Taze kiltiirii yapilan hiicreler 14000 rpm’de 3 dk santrifiijlenerek siipernatant
kisim atilmustir.

» Geride kalan peletin tizerine 250 pl “Resuspension Solution” eklenip tamamen
homojen bir karisim elde edilene kadar vortekslenmistir.

» Karisgimin tizerine 250 pl “Lysis Solution” eklenip viskoz ve berrak bir goriintii
elde edilene kadar tiip hafifce alt {ist olarak ¢evrilmistir.

» Karigimin iizerine 350 pl “Neutralization Solution” eklendikten hemen sonra
tiip 5-6 kez alt st edilerek karistirilmigtir.

» Bulutumsu bir forma gegen nétralize bakteri lizat1 14000 rpm’de 5 dk santrifiij
edildikten sonra elde edilen siipernatant “GeneJET spin column” kolonuna
transfer edilmistir.

» 14000 rpm’de 1 dk santrifiijden sonra toplama tiipiinde biriken siiziintii
atilmastir.

» Kolonun iizerine 500 pl “Wash Solution” eklenip 14000 rpm’de 1 dk
santrifiijlendikten sonra toplama tiipiinde biriken siiziinti atilmistir. Yikama
islemi iki defa tekrarlanmistir. Geride “Wash Solution” kalmis olmasi

ihtimaline kars1 kolon 14000 rpm’de 3 dk santrifiij edilmistir.
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» Temiz bir 1.5 mI’lik eppendorf tiipe alinan kolonun {izerine 70°C’de 1sitilmisg
50 pl “Elution Buffer” eklenerek oda sicakliginda 2 dk inkiibe edilmistir.
» 14000 rpm’de 2 dk santrifiij sonucu siiziintiide bulunan plazmidlerin miktari

ve kalitesi UV-vis spektrofotometre ile belirlenmistir.

PCR iirlinlerinin vektorlere diiz mii ters mi girdigini anlamak i¢in izole edilen
plazmidlerin Ndel ve Scal restriksiyon enzimleri ile kesimi Tablo 13’te verilen
bilesenlerle 37°C’de 10 dk inkiibe edilerek gerceklestirilmistir. Restriksiyon enzimleri
ile kesilen plazmidlerin bant biiyiikliiklerini gérmek icin agaroz jel elektroforezi
yapilmis ve beklenen bantlar1 vererek tirlinlerin vektore diiz bir sekilde girdigi tayin

edilen kolonilerle ¢alismalara devam edilmistir.

Tablo 13: pTZR57R/T+FDH plazmidlerinin Ndel ve Scal restriksiyon enzimleri ile kesim iglemi.

Bilesen Miktar
pTZR57R/T+FDH 10 ul
FastDigest buffer 3ul
Ndel 1.5 ul

Scal 1.5 ul

dH20 14 ul
Toplam hacim 30 ul

3.2.8 PCR iiriiniiniin protein ekspresyon vektoriine (pET-14b) alinmasi

Segilen kolonilerdeki PCR iiriinlerinin bulunduklar1 vektérden izolasyonu, Ndel ve
BamHI restriksiyon enzimleriyle kesilmesi ve jelden ekstrakte edilmesi ile
gerceklestirilmistir. Kesim iglemi sirasinda Tablo 14’te verilen bilesenler iyice

karigtirildiktan sonra 37°C’de 10 dk inkiibe edilmistir.

Tablo 14: pTZR57R/T+FDH plazmidlerinin Ndel ve BamH]I restriksiyon enzimleri ile kesim iglemi.

Bilesen Miktar
pTZR57R/T+FDH 80 ul
FastDigest buffer 10 pl
Ndel 5ul
BamHI 5ul
Toplam hacim 100 pl
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Kesim sonrast agaroz jele yiiklenen oOrnege elektroforez uygulandiktan sonra
“GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific, #K0691)” ile jelden

ekstrakte edilmistir.

Kit protokoliinde ufak degisiklikler yapilarak asagidaki islemler uygulanmistir:

>

Restriksiyon enzimleri ile kesim sonucu iki bant gosteren jelden ~1100 bp’lik
hedef bant steril bir bistiiri ile kesilmis, darast alinmig 1.5 ml’lik bir eppendorf

tiipe koyularak agirlig tartilmistir.

Kesilen jel miktar1 ile 1:10 (agirlik:hacim) oraninda sodyum asetat, 1:2

oraninda “Binding Buffer” ve 1:1 oraninda %100 izopropanol eklenmistir.
Jel karigimi 60°C’a ayarlanmis 1s1 blogunda 10 dk inkiibe edilmistir.

Jel tamamen eridiginde karisim “GeneJET Purification Column” kolonuna
aktarilmig, 14000 rpm’de 45 sn santrifiij edilmis, toplama tiipiinde biriken
stiziintii ti¢ defa ayn1 kolondan gegirilip santrifiijlendikten sonra atilmistir.
Kolonun iizerine 700 pl “Wash Buffer” eklenip 14000 rpm’de 1 dk santrifiij
edilmis, toplama tiipiinde biriken siiziintii atilmistir. Yikama islemi iki defa
tekrarlanmistir. Geride “Wash Solution” kalmis olmasi ihtimaline kars1 kolon
14000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir.

Temiz bir 1.5 ml’lik eppendorf tiipe alinan kolonun iizerine 70°C’de 1sitilmig
50 pl “Elution Buffer” eklenerek oda sicakliginda 2 dk inkiibe edilmistir.
14000 rpm’de 2 dk santrifiij sonucu siiziintiide bulunan plazmidlerin miktar1

ve kalitesi UV-vis spektrofotometre ile belirlenmistir.

Izole edilen PCR firiiniiniin ekspresyon vektdrii olarak kullanilacak pET-14b’ye

aktarimi igin vektor ampisilinli LB broth besiyerinde gogaltilmis, “Genejet Plasmid
Midiprep Kit (Thermo Fisher Scientific, #K0481)” ile izole edilmis ve PCR iiriinleri

ile uyumlu yapiskan uglara sahip olmasi i¢cin Ndel ve BamHI restriksiyon endoniikleaz

enzimleri ile kesilmistir.

Kit izolasyon protokoliine gore asagidaki islemler uygulanmistir:

>

Izolasyondan bir giin 6nce, 10 ul pET-14b vektdrii 100 ml ampisilinli LB broth
besiyerine inokiile edilerek inkiibatorlii ¢alkalayicida 37°C, 250 rpm’de gece
boyu inkiibasyona birakilmistir.
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» Ertesi giin taze kiiltiir 4100 rpm’de 15 dk santrifiij edilerek siipernatant kismi
atilmistir.

» Geride kalan peletin lizerine 2 ml “Resuspension Solution” eklenerek homojen
bir karisim elde edilene kadar pipetleme ve vorteks yapilmustir.

» Karigimin bulundugu falkon tiipe 2 ml “Lysis Solution” eklenip alt {ist edilerek
hafifce ¢evrilmis, oda sicakliginda 3 dk inkiibe edilerek viskoz ve berrak bir
hale ge¢gmesi beklenmistir.

» Sonrasinda tiipe 2 ml “Neutralization Solution” ilave edilerek 7-8 defa hafifce
cevrilmistir.

» Karisimin iizerine 0.5 ml “Endotoxin Binding Reagent” eklenerek tiip 7-8 defa
hafifce cevrilmis ve oda sicakliginda 5 dk inkiibasyona birakilmistir.

» Bulutumsu bir forma gegen nétralize bakteri lizatinin tizerine 3 ml %96’lik
etanol koyulup 7-8 defa hafif¢e ¢evrilmistir.

» 4100 rpm’de 75 dk santrifiij sonrasi elde edilen siipernatant temiz bir 15 m1’lik
falkon tiipe almip flizerine 3 ml %96’lik etanol ilave edilerek iyice
karistirilmastir.

» Kit kolonuna transfer edilen 6rnek 4100 rpm’de 3 dk santrifiij edilerek toplama
tiipiinde biriken siizlintii atilmagtir.

» Kolona 4 ml “Wash Solution I”” ilave edilip 4100 rpm’de 2 dk santrifiij edilerek
toplama tiiplinde biriken siiziintii atilmistir.

» Ardindan kolona 4 ml “Wash Solution II” ilave edilip 4100 rpm’de 2 dk
santrifiij edilerek toplama tiipiinde biriken siiziintii atilmigtir. Geride “Wash
Solution” kalmis olmasi ihtimaline karg1 kolon 14000 rpm’de 5 dk santrifiij
edilmistir.

» Temiz bir 15 ml’lik falkon tiipe alinan kolonun {izerine 70°C’da 1sitilmis 350
ul “Elution Buffer” eklenerek oda sicakliginda 2 dk inkiibe edilmistir.

» 14000 rpm’de 2 dk santrifiijden sonra siiziintiide bulunan plazmid vektoriin

miktar1 ve kalitesi UV-vis spektrofotometre ile belirlenmistir.

Saf olarak elde edilen pET-14b vektorii Ndel ve BamHI restriksiyon enzimleri ile

Tablo 15°te belirtilen miktarlarda kesilmistir.
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Tablo 15: pET-14b vektoriiniin Ndel ve BamHI restriksiyon enzimleri ile kesim iglemi.

Bilesen Miktar
pET-14b 5 ul
FastDigest buffer 5 ul
Ndel 2.5 ul
BamHI 2.5 ul
dH,0 35l
Toplam hacim 50 pl

37°C’de 10 dk inkiibasyon ile gergeklestirilen kesim isleminin ardindan vektoriin
kendi tizerine kapanmamasi i¢in defosforilasyonu 5 pl Alkalin Fosfataz enzim ilavesi
ile 37°C’de 5 dk inkiibe edilerek yapilmistir. Sonrasinda, 6rnek “GeneJET PCR
Purification Kit (Thermo Fisher Scientific, #K0701)” ile yukarida belirtilen sekilde

pirifiye edilmistir.

Piirifikasyonu yapilan PCR iiriinii ile pET-14b vektoriiniin birbirine baglanmasi igin
ligasyon islemi (+) ve (—) kontrol grubu olarak 1:1 oraninda Tablo 16’da belirtilen

oOlgiilerde yapilmustir.

Tablo 16: pET-14b ve PCR iiriinii ligasyonunda kullanilan bilesenler.

Bilesen (+) Kontrol Miktar: (-) Kontrol Miktari
PCR iiriinii 5l -
PET-14b vektorii 10 ul 10 ul
Ligasyon tamponu 4l 4 ul
T4 DNA ligaz 1pl 1ul
dH:0 - 5ul
Toplam 20 ul 20 ul

Ligasyon karisimlart hazirlandiktan sonra ilk 30 dk oda sicakliginda, sonrasinda
buzdolabinda (+4°C) boyu

tamamlandiktan sonra ligasyon karisimlari ile E. coli One Shot® Mach1™-T1R

gece inkiibasyona  brrakilmistir.  Inkiibasyon
hiicreleri, “TransformAid Bacterial Transformation Kit (Thermo Fisher Scientific,
#K2710)” kullanilarak yukarida belirtilen sekilde transforme edilmistir. Ampisilinli
LB agar petri kaplarina ekimi yapilan bakteri hiicreleri 37°C’deki etiivde gece boyu

inkiibe edildikten sonra (+) kontrol grubunda olusan kolonilerden on alt1 tane segilerek
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ampisilinli LB broth besiyerinde 37°C, 250 rpm’de yaklasik 5 saat inkiibe edilmistir.
Seg¢ilip biiyiitiillen kolonilerde hedef gen bdlgesinin pET-14b vektoriine (pET-
14b/FDH) girip girmedigini kontrol etmek i¢in “Phusion Flash High-Fidelity PCR
Master Mix (Thermo Fisher Scientific, #F-548S)” ile Tablo 17’de belirtilen
miktarlarda ve Tablo 18’de belirtilen kosullarda koloni PCR gergeklestirilmistir.

Tablo 17: pET-14b/FDH vektorii i¢in koloni PCR karisimi bilesenleri.

Bilesen Miktar
Master mix 7.5l
Primer (F+R) 1pl
DNA 1pul
dH20 5.5 ul
Toplam 15 ul

Tablo 18: pET-14b/FDH vektorii igin koloni PCR dongii kosullari.

Basamaklar Sicakhik Zaman Dongii sayisi
denatgi(asyon 9%C 1 dk
Denatiirasyon 98°C 5sn
Baglanma 61°C 10sn 31 dongii
Uzama 72°C 20 sn
Final uzama 72°C 1dk

PCR iriinlerinin agaroz jele yiiklenmesi ve elektroforez uygulanmasiyla hedef bant

gorlintiilenmistir.

Cogaltilan koloniler “Genejet Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific,
#K0502)” ile izole edilmistir.

Herhangi bir kontaminasyondan dolayr koloni PCR’1n yanlis pozitif sonu¢ vermis
olmasi ihtimaline kars1 verifikasyon amaciyla piirifiye plazmidler Ncol restriksiyon
enzimi ile Tablo 19°da belirtildigi gibi 37°C’de 10 dk inkiibe edilerek kesilmistir.
Kesim sonras1 Ornekler agaroz jele yliklenerek optimize elektroforez kosullarinda

yiirlitiilmiis ve jel goriintiileme sisteminde goriintiilenmistir.
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Tablo 19: pET-14b/FDH vektoriiniin Ncol restriksiyon enzimi ile kesim iglemi.

Bilesen Miktar
pET-14b/FDH 6 ul
FastDigest buffer 2ul
Ncol 1ul
dH.0 11 ul
Toplam hacim 20 pl

3.2.9 Dizi analizi

Dizi analizi PCR iriiniiniin vektore klonlanmasi asamalarinda baz dizilerinde
olabilecek ve eksprese edilecek proteinin aktivitesini etkileyebilecek mutasyonlari
belirlemek amaciyla yapilmigtir. PCR iiriiniinii alarak rekombinant olan pET-14b
vektorii BM Laboratuvar Sistemleri (Ankara) firmasina dizi analizine génderilmis ve
PCR firiiniiniin vektdre dogru bir sekilde yerlesip yerlesmedigi kontrol edilmistir.
Analiz sonucuna gore, rekombinant pET-14b/FDH plazmidleri ekspresyon bakterisi
olarak kullanilan E. coli One Shot® BL21 (DE3) hiicrelerine aktarilmistir.

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

Yapilan dizileme sonucuna gore dogru klon belirlendikten sonra E. coli One Shot®
BL21 (DE3) hiicrelerine aktarimi saglanmistir. Kompetan hale getirilen hiicrelerin
transformasyonu “TransformAid Bacterial Transformation Kit (Thermo Fisher
Scientific, #K2710)” ile gerceklestirilmistir. E. coli One Shot® Machl™-T1R
hiicrelerinin transformasyonu i¢in yapilan tiim islemler E. coli One Shot® BL21 (DE3)
hiicreleri iginde ayni sekilde yapilmistir. Farkli olarak, transformasyon asamasinda 5
ul ligasyon karigimi yerine PET-14b/FDH rekombinant vektoriinden 2.5 pl
koyulmustur. Steril kosullarda ampisilinli LB agara ekimi gerceklestirilen bakteriler
37°C’de gece boyu inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda ortaya ¢ikan
kolonilerden segilerek 1.5 ml’lik ampisilinli LB broth besiyerine ekilmis, inkiibatorlii
calkalayicida 37°C, 250 rpm’de yaklasik 5 saat inkiibasyona birakilmistir. Belirgin bir
bulaniklik elde edildiginde taze kiiltiirden 100 pl alinip iizerine 1:1 oraninda %50
gliserol eklenerek daha sonraki calismalarda kullanilmak iizere derin dondurucuya

(-80°C) kaldirilmustr.
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3.2.11 Gen ekspresyonunun IPTG ile indiiklenmesi

Taze kiiltiirii yapilan hiicrelere fazla miktarda sahip olmak i¢in 50 ml’lik ampisilinli
LB broth besiyerinde alt kiiltiirii yapilmistir. Bu kiiltiiriin tamami1 500 ml antibiyotiksiz
LB broth besiyerine inokiile edilerek inkiibatorlii ¢alkalayicida 37°C, 250 rpm’de
yaklasik 4 saat inkiibe edilmistir. Spektrofotometre ile 6l¢iilen 600 nm dalgaboyundaki
optik yogunluk (ODeoo) 0.53’¢ ulastiginda, indiiklenmemis ornek (0. saat) olarak
kullanilmak iizere 6rnekten {li¢ ayr1 eppendorf tiipe 1 ml alinip 14000 rpm’de 5 dk
santrifiij edilerek peletleri derin dondurucuya (-20°C) kaldirilmistir. Geride kalan
hiicrelerin gen ekspresyonunu indiiklemek i¢in 0.7 mM IPTG eklenerek 37°C, 250
rpm’de 3 saat inkiibe edilmistir. Degerlendirme yapmak tizere ornekten birer saat
araliklarla 1’er ml alinip 14000 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek peletleri derin
dondurucuya (-20°C) kaldirilmistir. Bu asamada alinan 6rneklerin peletleri kaba oziit
olarak SDS-PAGE analizinde, 3 saatin sonunda geride kalan yiiksek hacimli 6rnegin
peleti pirifiye edilerek SDS-PAGE, Western blot ve enzim aktivite testlerinde

kullanilmuastir.

3.2.12 Protein piirifikasyonu

Intraseliiler bir protein olan FDH enziminin bulundugu hiicrelerden disar1 ¢ikarilarak
analiz edilmesi i¢in sonikasyon yapilmistir. IPTG ilavesinden sonraki 3 saatlik
inkiibasyonun tamamlanmasinin ardindan 50 mI’lik 5 ayr1 falkon tiipe boéliinen 6rnek
4100 rpm’de 15 dk santrifiijle pelet haline getirilmistir. Stipernatant kisimlar atilip her
bir falkondaki peletin iizerine 2 ml, 100 mM Tris pH 7.5 tamponu eklenmis, pipetleme
ve vorteksle homojenize edilmis, peletlerin tamamen ¢ozdiiriilmesi ile tiim lizatlar tek
bir falkonda toplanmustir. Lizatin iizerine 50 mg/ml olacak sekilde 240 pl lizozim ve
2 M, 300 pl NaCl eklenmistir. Buz iizerinde 10 dk inkiibasyondan sonra gece boyu
buzdolabinda (+4°C) birakilan 6rnek ertesi giin %96 giig,10 sn puls, 15 sn ara, 5 dongii
olarak ayarlanan cihazla buz iizerinde sonike edilmistir. Sonikasyondan sonra lizat

4100 rpm’de 30 dk santrifiijlenmis ve slipernatant kismi piirififikasyon i¢in alinmstir.

PET14-b vektor sistemi ile dretilen ve histidin etiketi iceren FDH proteininin
organizmada bulunan diger proteinlerden ayrilarak saf bir sekilde eldesi i¢in afinite
kolon kromatografisi yapilmistir. “Ni-NTA Fast Start Kit (Qiagen, #30600)”
kullanilarak gergeklestirilen bu islem, proteinin dogal yapisinin bozulmayacagi kit

protokoliindeki nativ yontem segenegiyle tamamlanmuistir.
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Kit protokoliine gore asagidaki islemler uygulanmistir:

>

Sonikasyon sonrasi yapilan santrifiijle elde edilen siipernatant 0.45 pum’lik
filtreden gecirilerek temiz bir falkon tiipte toplanmistir.

Ornegin iizerine “Native Lysis Buffer’dan 10 ml eklenmis ve ardindan tekrar
filtreden gecirilmistir.

Kolon hazirlandiktan sonra hiicre lizat1 kolona aktarilmis ve vakum manifoldu
ile kolondan bosaltim1 gerceklestirilmistir.

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

His-etiketli FDH proteini, 2 ml “Native Elution Buffer” ile baglanmis oldugu
kolondan ayrilmstir.

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

testlerinde kullanilmak {izere derin dondurucuya (-20°C) kaldirilmistir.

3.2.13 SDS-PAGE analizi

FDH proteininin varligim gérmek i¢in SDS-PAGE yapilmustir. Ilk olarak, %10’ luk

ayirma (separating) jeli ve %5°1lik yigma (stacking) jeli Tablo 20°de verilen 6lgiilere

gore hazirlanmistir.

Tablo 20: SDS-PAGE jellerinin bilesenleri.

Bilesen Ayirma Jelinde Yigma .Jeli.nde Bulunan
Bulunan Miktar Miktar
%40 poliakrilamid 4.5 ml 0.5ml
1 M Tris (pH 8.8) 6.75 ml —
1 M Tris (pH 6.8) - 0.5ml
%10 SDS 0.18 ml 0.04 ml
dH20 8.38 ml 2.90 ml
%10 APS 0.18 ml 0.05 ml
TEMED 0.01 ml 0.01 mi
Toplam 20 ml 4ml

Elektroforez camlar1 toz kalmayacak sekilde silinip dogru bir sekilde cam kasete

yerlestirildikten sonra ilk olarak ayirma jeli dokiilmiistiir. Jel hazirlama asamasinda

polimerizasyonu baslatict APS ve TEMED bilesenleri en son eklenmistir.

Ayirma jeli tamamen polimerize olduktan sonra lizerine y1gma jeli dokiilmiis ve tarak

yerlestirilerek donmasi beklenmistir. Bu jel hazirlanirken de APS ve TEMED
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bilesenleri en son eklenmistir. Yigma jelin donmasiyla tarak jelden c¢ikarilmis,
kuyucuklar 1X SDS-PAGE yiiriitme tampon ¢ozeltisi ile yikanmig ve cam kaset

elektroforez sistemine yerlestirilmistir.

IPTG ile indiiklenen hiicrelerin FDH proteinini eksprese edip etmedigini gérmek igin
indiikleme asamasinda saat basi alinan ornekler hazirlanarak poliakrilamid jel
lizerindeki kuyucuklara yiiklenmistir. Ornekler hazirlanirken ODgoo degerinde okunan
absorbans degerleri kadar DPBS, absorbans degerlerinin bes kat1 kadar 4X Laemmli
ornek tampon c¢ozeltisi eklenerek vortekslenmistir. Protein markoriinden de 20 pl
alinip iizerine 20 pl 4X Laemmli 6rnek tampon ¢dzeltisinden eklenmistir. Ornekler ve
markor 1sitict lizerinde bulunan kaynatilmis suyun oldugu bir kapta 5 dk, hemen
ardindan buz {istiinde de 5 dk inkiibe edilerek jele yiiklemek igin hazir hale
getirilmistir. Ornekler ve markdr 20 ul olarak jel iizerindeki kuyucuklara yiiklendikten
sonra elektroforez tank1 1X SDS-PAGE yliriitme tampon ¢ozeltisi ile doldurularak 126
mA, 90 V’de 2 saat yiiriitiilmiistiir. Elektroforez bittikten sonra cam kasetlerden
cikarilan jel ile jelin {izerini kaplayacak miktarda eklenen Coomassie blue boyama
cozeltisi orbital calkalayict tlizerinde 50 rpm’de 30 dk inkiibe edilmistir. Ardindan
boyama ¢ozeltisi dokiilerek jelin iizerine yiizeyini kaplayacak miktarda boya giderici

(destaining) ¢ozelti eklenmis ve 50 rpm’de gece boyu inkiibasyona birakilmistir.

3.2.14 Western blot analizi

Western blot analizi, SDS-PAGE ile goriilen FDH proteininin varligint immiinolojik
olarak da dogrulamak i¢in yapilmistir. “Ni-NTA Fast Start Kit (Qiagen, #30600)”
materyali olan “Penta-His” antikoru ile 6x histidin motifine sahip rekombinant FDH

tespit edilmis ve goriintiilenmistir.
Analiz esnasinda uygulanan basamaklar su sekildedir:

» Poliakrilamid jel elektroforezi tamamlanan jel cam kasetlerden ¢ikarilip distile
su ile iyice yikanmustir. Fazlalik kisimlar blotlama esnasinda sorun tegkil
etmemesi i¢in kirpilmstir.

» Nitroseliiloz membran metanol ile 3 dk inkiibe edilmis ve membranin seffaf
bir duruma gegmesi saglanmistir.

» Transfer tampon c¢ozeltisine alinan membran c¢alkalanarak 3 dk inkiibe

edilmistir.
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» Bagka bir kapta, membran ile ayn1 ebatlarda kesilmis 4 filtre kagidi transfer
tampon ¢ozeltisinde 3 dk bekletilmistir.

» Transfer sisteminin tepsisi distile su ile 1slatildiktan sonra transfer
tamponundan alian 2 filtre kagidi {ist liste koyulmustur. Bunlarin iizerine
membran koyulup isaretlenmis, membranin {istiine jel, jelin iistiine geride
kalan 2 filtre kagidi yerlestirilmistir. Hava boslugu kalmamasi icin her
katmanda materyallerin tizerinden silindir rulo ile ge¢ilmistir.

» Tepsi blot transfer sistemine yerlestirilip 25 V, 300 mA, 7 dk olarak ayarlanan
programda caligtirilmistir.

» Transfer tamamlandiginda jel atilmig, membran TBS tamponunda 5 dk
bekletilmistir.

» Membran, TBS tamponunda hazirlanmis %3 BSA ile oda sicakligindaki
calkalayicida 1 saat inkiibe edilmistir.

» Ardindan membran, TBS tamponunda %3 BSA ile hazirlanan 1/1100
dilisyonlu Penta-His antikoru ile +4°C’de gece boyu inkiibasyona
brrakilmstir.

> Inkiibasyon tamamlandiginda, membran 1X TBST ile 4 defa 5 dk olarak 80
rpm’e ayarlanan calkalayicida yikanmistir.

» TBST tamponu i¢inde hazirlanan 10 ml %10’luk siit tozu membranin iizerine
dokiilmiistiir. Ikincil antikor olan HRP konjuge anti-mouse IgG antikoru
1/5000 seyreltilmis olarak eklenmistir. Membran, ikincil antikorla oda
sicakligindaki calkalayicida 75 dk inkiibe edilmistir.

> Inkiibasyondan sonra membran 5 defa 5 dk olarak 90 rpm’e ayarlanan
calkalayicida yikanmistir.

» Kemiliiminesans saptama i¢in 1:1 oraninda karistirilan 1 ml luminol ve
peroksit 1 ml distile su ile seyreltilerek membranla birlikte 151k gecirmeyen bir
kutuda, 90 rpm’de 3 dk inkiibe edilmistir.

» Membran, bulundugu ortamdan alinip suyu siizdiiliikten sonra seffaf bir poset

seritin icerisine alinarak goriintiileme cihazinda goriintiilenmistir.

3.2.15 FDH enzim aktivitesinin belirlenmesi

FDH enziminin aktivitesi, koenzimi olan NAD*’1 NADH’a indirgediginde 340 nm’de
olusturdugu absorbans ile belirlenmistir. Aktivite UV-vis spektrofotometre ile

izlenmistir.  Ideal kosullardaki aktiviteyi bulmak igin farkli  substrat
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konsantrasyonlarinda, tampon ¢ozeltilerin farkli pH degerlerinde ve sicakliklarda 340
nm’deki absorbans degerleri 6l¢iilmiistiir. Blank olarak distile su, tampon ¢ozelti,

NAD™", FDH’1n oldugu fakat formatin olmadig1 reaksiyon karisimlar: kullanilmustir.

3.2.15.1 Substrat konsantrasyonunun enzim aktivitesi iizerindeki etkisi

FDH enziminin optimum aktivitesi i¢in gereken substrat konsantrasyonunu saptamada
enzimin substrati olan formatin farkli konsantrasyonlar: ile aktivite test edilmistir.
Tablo 21°de belirtilen reaksiyon karisimindan alti adet hazirlanmis, sirasiyla
tizerlerine 2 ul, 4 pl, 6 pl, 8 ul, 10 pul ve 12 pl format ¢ozeltisi eklenmis, 340 nm’deki

absorbans degerlerine bakilarak ideal substrat konsantrasyonu saptanmistir.

Tablo 21: Farkli substrat konsantrasyonlu enzimatik aktivite reaksiyon karigimlari.

Bilesen Miktar
Tris tampon ¢6zeltisi 60 ul (20 mM)
NAD ¢ozeltisi 6 ul (1 mM)
FDH 5ul
dH:0 189 ul-227 pl
Toplam 300 pl

3.2.15.2 Tampon ¢ozelti ve pH’1n enzim aktivitesi iizerindeki etkisi

Rekombinant FDH enziminin optimum aktivite gosterecegi tampon ¢ozelti ve pH
degerini bulmak i¢in potasyum fosfat ve Tris tamponlar1 pH 7.0, 7.5, 8.0, 8.5, 9.0
olarak hazirlanmis, 340 nm’deki absorbanslarina bakilarak degerlendirme yapilmastir.
Reaksiyon karisimlart Tablo 22°de belirtilen miktarlardaki bilesenlerden olusmustur.

Tablo 22: Enzimatik aktive belirlemede kullanilan potasyum fosfat ve Tris tamponlari ile hazirlanan
reaksiyon karigimlart.

Bilesen Miktar
Potasyum fosfat/Tris tampon 60 ul (20 mM)
cozeltisi H
Format ¢ozeltisi 40 pul (40 mM)
NAD ¢bzeltisi 6 ul (1 mM)
FDH 5ul
dH:0 189 pl
Toplam 300 pl
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3.2.15.3 Sicakhigin enzim aktivitesi iizerindeki etkisi

Sicakligin FDH enzim aktivitesine olan etkisini gormek igin ideal tampon ¢ozeltisiyle
Tablo 22°de belirtilen sekilde hazirlanan reaksiyon karisimlari 22°C, 25°C, 30°C,
35°C, 40°C, 45°C, 50°C, 55°C, 60°C, 65°C sicakliklarinda 10 dk inkiibe edilmis ve

340 nm’deki absorbans degerlerine bakilmstir.
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4. BULGULAR

4.1 C. boidinii ATCC 18810 Susundan Genomik DNA izolasyonu Bulgusu

Bu calismada, FDH enzimi gen kaynagi olarak metanol metabolizma yolaginin model
organizmasi olan C. boidinii mayasinin ATCC 18810 susu segilmistir. “PureLink
Genomic DNA Kits (Invitrogen, #K1820-02)” ile izole edilen genomik DNA’nin
miktar1 260 nm’deki absorbans degeri ile, saflig1 (kalite) ise 260 nm ve 280 nm dalga
boylarindaki absorbans degerlerinin oran1 (Azeor280) ile belirlenmistir. Konsantrasyonu
70 ng/ul, saflig1 1.88 c¢ikan 6rnek PCR ile ¢ogaltilacak hedef gen bolgesi i¢in kalip
DNA olarak kullanilmistir.

4.2 PCR ile Cogaltilan FDH Gen Bolgesi Bulgusu

Hedef FDH geninin ¢ogaltilmasi i¢in C. boidinii genomik DNA’s1 tasarlanan primerler
ve gerekli bilesenlerle polimeraz zincir reaksiyonuna sokulmus ve sonuglar agaroz jel
elektroforezi ile degerlendirilmistir. 1104 baz c¢iftine sahip FDH gen dizisinin PCR
tirtinii beklenildigi gibi agaroz jelde ~1100 bp’lik bant biiylikligl vermistir (Sekil 12).

4.3 TA Klonlama Bulgular

Cok sayida kopyasi elde edilen FDH geninin 3’-ddT ¢ikintilari ile lineer hale getirilmis
PTZRS7R/T vektoriine ligasyonunu saglamak amaciyla PCR iiriinlerinin sonuna Taq
DNA polimeraz enzimi araciligiyla adenin niikleotitleri eklenmistir. Bu islemden
sonra hazirlanan ligasyon karisimiyla, adenin kuyruguyla modifiye edilen PCR
riiniiniin pTZRS57R/T vektoriine yerlesmesi ve rekombinant pTZR57R/T+FDH

vektoriiniin olusmasi saglanmistir (Sekil 13)
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DNA markori PCR irtni

1200 bp
1000 bp

FDH geni,
1104 bp

Sekil 12: C. boidinii FDH geninin PCR ile ¢ogaltilmasi sonucu elde edilen {iriiniin UV goriintiisii.

EpHI - 971 - T'CATG_A Aol - 188 . CCCGGC

SE - 3940 - AATATT .\znm\ - 188 ('.((u.':(

ApeLl - 3803 - G'IGCA C Nael - 190 - GCCGGC
Aell - 3735 - ANCG_TT Pl - 421 - TTA'TAA

Dral - 3712 - TTTAAA
Scal - 3616 - AGT'ACT
Peul - 3806 - CC_AT'CC

Sipl - 501 - AATATT
Fipl - 838 - TGCGCA
Poul - 589 - CG_AT'CG
Pl - 888 - CAG'CTG
EcoR1 - 676 - C'AATT C
EcoS3KI - 684 - GAG'CIC
Sact - 686 - G_AGCTC
Acc6S] - 683 - G'GTAC C
Kpnl - 692 - G_GIACC
Nral - 696 - TCGCGA
NI - 704 - A TGCAT
Xdel - 02 - T'CTAG A
Ndel - T18- CATAXG
Mfel - 809 - CAATT G

dcll - 3262 - ANCC TT
Fapl - 2358 - TGC'GCA
41¢1 - AM8 - AT'TA_AY

pTZRS7R/T + FDH

Dral - 3021 - TIT'AAA
Dral - 3002 - TTT'AAA

Agel - 1062 - A'CCGG_ T
BspHI - 2963 - TCATG A

BipHll - 1099 . T'CATG A
FcoRV - 1199 - GAT'ATC
Custom Seq - 1306
Sspl - 1358 - AAT'ATT
Pacl - 14302 - TTA_AT'TAA
Put - 1823 C 16CAG
Neol - 1596 - C'CATG G
EcoRV - 1751 - GAT'ATC
Custom Seq - 1783
Custom Seq - 1510
BamHI - 1821 - GC'GATIC C
Xmal - 1825 - C'CCGG G
Smeal - 1827 . CCCGGG
PypOMI - 1828 - C'GCCC €

!
1!
|
|| Bell - 1001 - TGATC_A - dam methylated
/|
|
[
J

Apall - 2587 - G'TGCA (

e = Apal - 1832 - G_GGCCC
\ == Sall - 18M - G'TCGA_C
' 1843 - C_TGCA'G
Pell - 2243 - A'CATG_ T
. w|‘ ~n‘\c ‘\,| TA AT Stul - 1847 - ACGCCT
Pyull - 2067 - CAG'CTG Sphi - IR‘S_.‘ -G_CATG'C
dse] - 2014 - ATTA_AT Custom Seq - 1857

Sekil 13: Ligasyon sonucunda elde edilen rekombinant pTZR57R/T+FDH vektorii.
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Transformasyon basamaginda pTZR57R/T+FDH vektorii, “TransformAid Bacterial
Transformation Kit (Thermo Fisher Scientific, #K2710)” ile kompetan hale getirilmis
E. coli One Shot® Mach1™-T1R hiicrelerine aktarilmis, rekombinant vektorleri hiicre
igerisine alan bakterilerin segilimi mavi-beyaz koloni ayrimi teknigi ile yapilmistir. Bu
teknik, ortamdaki laktozu glikoz ve galaktoza parcalayan B-galaktosidaz enziminin
aktivitesine dayanmaktadir. f-galaktosidaz, lac operonundaki lacZ geni tarafindan
kodlanan ve aktif formunda homotetramer yapida olan bir proteindir. lacZ a dizisini
tasiyan plazmid vektorler, B-galaktosidazin a-peptidi olarak bilinen kismini kodlar.
Klonlamada kullanilan konakg1 E.coli hiicreleri lacZAM15 delesyon mutasyonu igeren
kompetan hiicrelerdir ve bu hiicreler de P-galaktosidazin w-peptidi olarak bilinen
kismini kodlar. a ve o peptidi ayr1 ayr islevsel olmadigindan ancak lacZ o dizisini
iceren plazmidler lacZAMI15 hiicrelerine transforme edilip birlikte ekspres
edildiklerinde islevsel bir B-galaktosidaz enzimi firetilir. Mavi-beyaz koloni ayrimi
tekniginde, rekombinant klonlar iglevsel bir f-galaktosidaz iiretememeleri ile segilir.
Plazmid vektorlerde lacZ dizisinin i¢inde yabanci DNA’nin vektore yerlestirildigi
coklu klonlama bolgesi vardir. Yabanct DNA lacZ o geninin i¢ine yerlestirildiginde
a-peptidini tireten gen kesintiye ugrar ve islevsel bir B-galaktosidaz enzimi iiretilemez.
Yabanci DNA’y1 almayan hiicreler ise islevsel B-galaktosidaz iiretir ve enzimin
aktivitesiyle ortamdaki X-gal ¢oziinmez mavi pigmentli bir kimyasala yiikseltgenir.
Boylelikle, yabanct DNA’y1 vektore alamamis hiicreler mavi renkleri ile kolaylikla

ayirt edilir.

Bu ¢alismada, ligasyon karisimlari ile muamele edilen kompetan hiicrelerin X-gal
iceren LB agar besiyerine ekimi ve inkiibasyonu sonrasi olusan mavi-beyaz
kolonilerden on ti¢ tane beyaz koloni segilerek steril kosullarda ampisilinli LB broth
besiyerine inokiile edilmistir. Inkiibatérlii ¢alkalayicida 37°C, 250 rpm’de yaklagik 6
saat inkiibe edilen kolonilerin gercekten rekombinant vektorleri alip almadigini
gormek icin koloni PCR yapilmus, jel elektroforezinde yiiriitiilmiis, UV 151k altinda
goriintiilenmistir. Secilen on {i¢ koloniden yedi tanesi beklenen ~1100 bp’lik banti

gostererek pozitif sonug vermistir.

Segilen kolonilerdeki plazmidlerin izolasyonu “Genejet Plasmid Miniprep Kit
(Thermo Fisher Scientific, #K0502)” ile gergeklestirilmis, plazmidlerin miktar1 UV-
vis spektrofotometrede Azeo degeri ile, safligi ise Azeorzgo ile belirlenmistir. Kolonilerin

konsantrasyonlar1 118-154 ng/ul, saflig1 ise 1.78-1.84 araliginda ¢ikmustir.
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Segilen kolonilerde, PCR iirlinlerinin vektdrlerin igine diiz mii ters mi girdigini
saptamak i¢in izole plazmidlerin Ndel ve Scal restriksiyon enzimleri ile kesimi
yapilmstir. PCR iirlinlerinin vektore diiz girmesi halinde bu endoniikleazlarin
aktivitesi sonucu 1091 ve 2901 bp, ters girmesi halinde ise 1805 ve 2187 bp olarak iki
bant olusturmasi beklenmistir. Se¢ilmis yedi koloniden dort tanesi istenilen diiz giris
bantlarini vermis, bu dort koloniden de miniprep sonrasit 151 ng/ul ve 154 ng/ul olarak

yiiksek konsantrasyonda elde edilen iki koloni ile ¢alismalara devam edilmistir.

4.4 PCR Uriiniiniin pET-14b Vektériine Alnmasi Bulgular

pTZR57R/T  vektoriine Kklonlanan PCR  dirlinlerinin  pET-14b  vektoriinde
ekspresyonunu saglamak amaciyla, pTZR57R/T+FDH plazmidi Ndel ve BamHI
restriksiyon enzimleri ile muamele edilmis ve agaroz jel elektroforezinden sonra hedef
gen bolgesi olan ~1100 bp biiyiikliigiindeki bant jelden kesilerek izole edilmistir
(Sekil 14).

DNA
markori Koloni 1 Koloni 2

FDH
1200 bp geni,
1000 bp 1104 bp

Sekil 14: pTZR57R/T+FDH vektoriiniin Ndel ve BamHI restriksiyon enzimleri ile kesimi sonucu
elde edilen tirlinlerin UV goriintiisi.

67



“GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific, #K0691)” ile piirifiye edilen
DNA 6rneginin miktart UV-vis spektrofotometrede Azeo degeri ile, safligi ise Azeo2s0
ile belirlenmistir. Koloni 1 i¢in DNA konsantrasyonu 10.38 ng/ul, saflik 1.76; koloni
2 i¢in DNA konsantrasyonu 8.2 ng/ul, saflik 1.77 ¢ikmistir. Konsantrasyonu nispeten

yiiksek olan koloni 1 ile ligasyona devam edilmistir.

izole edilen PCR iiriiniiniin ekspresyon vektdrii olarak kullanilacak pET-14b’ye
aktarilabilmesi i¢in vektér ampisilinli LB broth besiyerinde ¢ogaltilmis ve “Genejet
Plasmid Midiprep Kit (Thermo Fisher Scientific, #K0481)” ile izole edilmistir. UV-
vis spektrofotometre ile 6l¢iimii yapilan pET-14b vektoriiniin konsantrasyonu 1814
ng/ul, safligi ise 1.85 ¢ikmustir. Piirifiye edilen pET-14b vektoriiniin Ndel ve BamHI
restriksiyon enzimleri ile kesilen PCR iriinlerine yapisarak baglanabilmesi igin ayni
restriksiyon enzimleri ile kesimi ve vektoriin PCR iriinlinii almadan kendi iizerine
kapanmamas1 i¢in alkalin fosfataz ile defosforilasyonu gerceklestirilmis, ardindan
rekombinant pET-14b/FDH vektoriinii olusturmak i¢in ligasyonu yapilmistir
(Sekil 15).

EcoRI-5765-G'AATT_C  zral . 75 . GAC'GTC
Clal - 5741 - AT'CG_AT 4al1-77-G ACGT'C
Bmil - 5538 - G_CTAG'C Sspl - 191 - AAT'ATT
Nhel - 5534 - G'CTAG_C Scal - 515 - AGT'ACT
BspEl - 5383 - T'CCGG_A Pyul - 627 - CG_AT'CG

BamHI - 5253 - G'GATC_C Pstl - 754 - C TGCA'G
Neol - 5028 - C'CAT (I_(! Asel - 821 __\l' A Al
Pst] - 4955 - C_TGCA'G R
Pacl - 4864 - TTA_AT'TAA
Sspl - 4790 - AAT'ATI

Agel - 4494 - A'CCGG_T
'GATC_A - dam methylated!
Mfel - 4241 - C'AATT_G
Ndel - 4147 - CA'TA_TG
Neol - 4087 - C'CATG_G
Xbal - 4048 - T'CTAG_A
Ase]l - 4009 - AT'TA_AT
Bglll - 3990 - A'GATC_T
Sphl - 3801 - G_CATG'C

Sall - 3708 - G'TCGA_C

Peil - 1884 - A'CATG_T

BstZ171 - 2117 - GTA'TAC

Eagl - 3420 - C'GGCC_G Pyull - 2297 - CAG'CTG

Nrul - 3389 - TCG'CGA
Msel - 2917 - TGG'CCA - dem methylated! BspEl - 2695 - T'CCGG_A - dam methylated!
Sekil 15: Ligasyon sonucunda elde edilen rekombinant pET-14b/FDH vektorii.

Ligasyon ile elde edilen pET-14b/FDH vektori, “TransformAid Bacterial
Transformation Kit (Thermo Fisher Scientific, #K2710)” ile E. coli One Shot®
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Mach1™-T1R hiicrelerini transforme etmistir. Ampisilinli LB agar petri kaplarina
ekimi yapilan bakteri hiicreleri 37°C’deki etiivde gece boyu inkiibe edildikten sonra
(+) kontrol grubunda olusan kolonilerinden on alt1 tanesi se¢ilerek ampisilinli LB broth
besiyerinde 37°C, 250 rpm’de yaklasik 5 saat inkiibe edilmistir. Segilip biiyiitiilen
kolonilerde hedef gen bolgesinin pET-14b vektoriine girip girmedigini gérmek igin
“Phusion Flash High-Fidelity PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific, #F-548S)”
ile koloni PCR yapilmis ve on altt koloninin hepsinin hedef rekombinant plazmidi

aldig1 gortlmustiir (Sekil 16).

DNA

. Koloniler
markori

FDH geni,
1104 bp

9 10 11 12 13 14 15 16

-/ W N e e e

Sekil 16: pET-14b/FDH vektoriinii alan hiicrelerin tespiti i¢in yapilan koloni PCR elektroforezi
sonrast UV goriintiisii.

Hepsi pozitif sonug veren kolonilerden rastgele ii¢ tanesi secilerek “Genejet Plasmid
Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific, #K0502)” ile plazmid izolasyonu yapilmustir.
UV-vis spektrofotometre ile konsantrasyonlar 12.60 ng/ul, 15.96 ng/ul ve 35.67 ng/pul;
safliklar 1.77, 1.78 ve 1.86 olarak Ol¢tilmiistiir.

Herhangi bir kontaminasyondan dolay1 koloni PCR’in yanlis pozitif sonu¢ vermis

olmasi ihtimaline karsi verifikasyon amaciyla pirifiye edilen plazmidler Ncol
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restriksiyon enzimi ile kesilmis, kesim sonrasi ornekler agaroz jele yiiklenerek
elektroforez yapilmistir. Kesim sonrasi jel goriintiileme sisteminde 941 bp ve 4826 bp
olarak goriilmesi beklenen bantlarin elde edildigi ve boylelikle koloni PCR esnasinda

herhangi bir kontaminasyon olmadigi goriilmiistiir (Sekil 17).

DNA
markdri

Koloniler

4826 bp

941 bp

Sekil 17: pET-14b/FDH vektoriinii alan hiicrelerin verifikasyonu igin Ncol restriksiyon enzim kesimi
UV gorintisii.

4.5 Dizi Analizi Bulgular:

C. boidinii kaynakli FDH gen bélgesinin pET-14b vektoriine dogru bir sekilde
yerlestigi Ncol restriksiyon enzim kesimi ile de onaylanan iki koloni dizi analizine
gonderilmistir. Dizilemesi yapilan klonlanmis FDH gen bolgesi ile GenBank veri
bankasindaki FDH gen dizisi karsilastirildiginda her iki kolonininde yiiksek oranda
benzerlige sahip oldugu gorilmiistiir. Pozitif sonug¢ veren kolonilerden rastgele bir
tanesi segilerek ekspresyon g¢alismalarina bu koloni ile devam edilmistir (Sekil 18,

Sekil 19).
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AGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATAT
GAAGATCGTTTTAGTCTTATATGATGCTGGTAAGCACGCTGCTGATGAAGAAAAAT
TATATGGTTGTACTGAAAATAAATTAGGTATTGCTAATTGGTTAAAAGATCAAGGT
CATGAACTAATTACTACTTCTGATAAAGAAGGTGAAACAAGTGAATTGGATAAACA
TATCCCAGATGCTGATATTATCATCACCACTCCTTTCCATCCTGCTTATATCACTA
AGGAAAGACTTGACAAGGCTAAGAACTTAAAATTAGTCGTTGTCGCTGGTGTTGGT
TCTGATCACATTGATTTAGATTATATTAATCAAACAGGTAAGAAAATCTCAGTCCT
GGAAGTTACAGGTTCTAATGTTGTCTCTGTTGCTGAACACGTTGTCATGACCATGC
TTGTCTTGGTTAGAAATTTCGTTCCAGCACATGAACAAATTATTAACCACGATTGG
GAGGTTGCTGCTATCGCTAAGGATGCTTACGATATCGAAGGTAAAACTATCGCTAC
CATTGGTGCTGGTAGAATTGGTTACAGAGTCTTGGAAAGATTACTCCCATTTAATC
CAAAAGAATTATTATACTACGATTATCAAGCTTTACCAAAAGAAGCTGAAGAAAAA
GTTGGTGCTAGAAGAGTTGAAAATATTGAAGAATTAGTTGCTCAAGCTGATATCGT
TACAGTTAATGCTCCATTACACGCAGGTACAAAAGGTTTAATTAATAAGGAATTAT
TATCTAAATTTAAAAAAGGTGCTTGGTTAGTCAATACCGCAAGAGGTGCTATTTGT
GTTGCTGAAGATGTTGCAGCAGCTTTAGAATCTGGTCAATTAAGAGGTTACGGTGG
TGATGTTTGGTTCCCACAACCAGCTCCAAAGGATCACCCATGGAGAGATATGAGAA
ATAAATATGGGGCTGGGAATGCCATGACTCCTCACTACTCTGGTACTACTTTAGAC
GCTCAAACAAGATACGCTGAAGGTACTAAAAATATTTTGGAATCATTCTTTACCGG
TAAATTTGATTACCGACCACAAGATATTTATCTTATTAAATGGGGGAATACGTTAC
TAAAAGCTTACGGGAAACCCGATAAAGAAATAAGCTTTAAATCGGGATCC

Sekil 18: pET-14b/FDH plazmid vektoriiniin dizileme sonucu.

PKRISSRIILFTLRRRYTMGSSHHHHHHSSGLVPRGSH
MKIVLVLYDAGKHAADEEKLYGCTENKLGIANWLKDQGHELITTSDKEGETSELDK
HIPDADITIITTPFHPAYITKERLDKAKNLKLVVVAGVGSDHIDLDYINQTGKKISV
LEVTGSNVVSVAEHVVMTMLVLVRNEVPAHEQIINHDWEVAATAKDAYDIEGKTIA
TIGAGRIGYRVLERLLPEFNPKELLYYDYQALPKEAEEKVGARRVENIEELVAQADT
VTVNAPLHAGTKGLINKELLSKFKKGAWLVNTARGAICVAEDVAAALESGQLRGYG
GDVWEFPOQPAPKDHPWRDMRNKYGAGNAMTPHYSGTTLDAQTRYAEGTKNILESEET
GKFDYRPODIYLIKWGNTLLKAYGKPDKE

Sekil 19: Dizileme sonucuna gore elde edildigi varsayilan rekombinant FDH protein dizisi.

4.6 Gen Ekspresyonunun IPTG ile indiiklenmesi ve Protein Piirifikasyon

Bulgular:

Dizileme sonuglarma gére dogru klonu veren pET-14b/FDH vektorii ile proteinin
eksprese edilecegi kompetan E. coli One Shot® BL21 (DE3) hiicreleri “TransformAid
Bacterial Transformation Kit (Thermo Fisher Scientific, #K2710)” kullanilarak
transforme edilmistir. Ampisilinli LB agar iizerinde biiyliyen transforme hiicrelerden
iki tanesi segilerek ampisilinli LB broth besiyerinde biiyiitiilmiis ve kolonilerden biri
daha sonra kullanilmak tizere 1:1 oraninda gliserollenip derin dondurucuya (-80°C)

kaldirilirken digeri gen ekspresyonunu indiiklemek iizere ilk olarak 50 ml hacimde alt
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kiiltirii yapilmis, ardindan 500 ml antibiyotiksiz LB broth besiyerine inokiile
edilmistir. Bakteriler biliylirken besiyerine adaptasyon sagladiklar1 lag fazini
tamamladiktan sonra hizla boliindiikleri ve ¢ok miktarda protein tirettikleri logaritmik
bliylime fazina gegmektedir. 600 nm dalga boyunda olgiilen optik yogunluk 0.4°e
ulastiginda hiicrelerin logaritmik biiyiime fazina girdigi varsayilmaktadir. Bu
caligmada, antibiyotiksiz LB broth besiyerinde biiyliyen hiicrelerin ODegoo degeri
0.53’¢ ulastiginda indiiksiyonu baglatmak tizere 0.7 mM IPTG eklenmistir. IPTG,
allolaktozun molekiiler bir analogudur. Lac represoriine baglanarak tetramerik
represoriin lac operatdriinden ayrilmasinit ve lac operonundaki genlerin transkript
edilerek rekombinant proteinin eksprese edilmesine olanak saglamaktadir.
Indiiksiyonun basarisin1 gérmek icin 37°C, 250 rpm’de 3 saat inkiibe edilen 6rnekten
her saat basi 1’er ml alinmis, piirifikasyon yapilmadan kaba 6ziit olarak proteinin
ekspresyonuna SDS-PAGE ile bakilmak iizere santrifiijle pelet haline getirilmistir. 3
saatin sonunda geride kalan biiyiik hacimli 6rnek sonike edilip “Ni-NTA Fast Start Kit
(Qiagen, #30600)” ile piirifiye edilmistir. pET-14b vektoriinde bulunan His-tag
kodlama dizisi, rekombinant FDH proteininin N-terminalinde 6 tane histidin rezidiisii
ile birlikte iiretilmesini saglamaktadir. Histidin, nitriloasetik asitle kat1 bir matrikse
immobilize edilmis nikel iyonlarmin koordinasyon kiiresindeki bos kisimlaria giiglii
bir afinite gostererek baglanmaktadir. Rekombinant FDH proteininin baglandigi
kolondan dogal konformasyonunu kaybetmeden ayrilmasi kit protokoliinde tarif
edilen sekilde gergeklestirilmis ve elde edilen saf proteinin konsantrasyonu nanodrop
ile Azgo’de 1.103 mg/ml olarak Olgiilmiistiir. Saf iiriin, kaba 6ziit ile birlikte SDS-

poliakrilamid jel elektroforezinde goriintiilenmistir.

4.7 SDS-PAGE Analizi Bulgulan

Protein ekspresyonu IPTG ile indiiklenmeden 6nce (0. saat), indiiklendikten sonra 1.,
2. ve 3. saatlerde alinan ornekler ve indiiksiyonun 3. saatinin tamamlanmasinin
ardindan afinite kolon kromatografisiyle saflastirilan 6rnek hazirlanarak ayri ayri
SDS-PAGE yapilmistir. Eksprese edilen rekombinant proteinin beklenildigi tizere 41
kDa bant verdigi, 0. saatte ¢ok az miktarda bazal ekspresyon diizeyinde tiretildigi,
inkiibasyon siiresinin artmasi ile birlikte liretiminin arttig1, piirifikasyon sonunda bir

miktar kayip yasandigi goriilmiistiir (Sekil 20, Sekil 21).
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Sekil 20: pET-14b/FDH vektoriinii alan bakteri hiicrelerinin IPTG ekspresyon sistem kontrolii igin
SDS-PAGE analizi. M: Protein markérii, 1: IPTG indiiksiyonundan 6nce alinan kontrol 6rnegi (0. saat),
2: IPTG indiiksiyonundan 1 saat sonra aliman 6rnek (1. saat), 3: IPTG indiiksiyonundan 2 saat sonra
alinan 6rnek (2. saat), 4: IPTG indiiksiyonundan 3 saat sonra alinan érnek (3. saat).

55 KDa s

FDH
proteini,
41 kDa

35kba =—>

Sekil 21: pET-14b/FDH vektoriinii alan bakteri hiicrelerinin IPTG indiiksiyonu sonrast kaba 6ziit ve
saflagtirilmig 6rnek olarak SDS-PAGE analizi. M: Protein markorii, 1: 20 pl saf drnek yiikli kuyucuk,
2: 10 pl saf 6rnek yikli kuyucuk, 3: 2 pl saf 6rnek yiikli kuyucuk, 4: IPTG indiiksiyonundan 6nce
alinan kontrol 6rnegi (0. saat), 5: IPTG indiiksiyonundan 1 saat sonra alinan 6rnek (1. saat)
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4.8 Western blot Analizi Bulgusu

Western blot, SDS-PAGE ile molekiil agirligina gore ayrilan saflastiriimis
rekombinant FDH proteinlerini  “Penta-His” birincil antikoruyla histidin
rezidiilerinden yakalayarak hedef proteinin varligini dogrulamak amaciyla yapilmustir.
Nitroseliiloz membran {izerinde belirli markdr proteinler isaretlenmis ve goriintiileme
sistemine tanitilmistir. Beklenildigi iizere 41 kDa’luk bant goriilmiis ve FDH

proteininin varligi bu yontemle de ispatlanmistir (Sekil 22).

-8 55 kDa
L FDH
B <= proteini,
41 kDa
TR 35 kDa
SRR
\

™

Gel
B!

Sekil 22: Western blot uygulanmis nitroseliilloz membranin UV gériintiisii. M: Protein markord, 1: 20
ul saf 6rnek yiiklii kuyucuk, 2: 10 pl saf 6rnek yiiklii kuyucuk, 3: 2 pl saf 6rnek yiikli kuyucuk.

4.9 Enzim Aktivite Testleri Bulgular:

Piirifiye edilen rekombinant FDH enziminin en verimli c¢alistigt substrat
konsantrasyonu, tampon ¢ozelti, pH ve sicaklik degerlerini bulmak i¢in aktivite testleri
yapilmistir. FDH enziminin aktivitesi, katalizlenen reaksiyonda koenzim NAD™’1n
NADH’a indirgendiginde 340 nm’de olusturdugu absorbans ve pik ile belirlenmistir.
Bu dalga boyunda okunan absorbans degeri FDH aktivitesi sonucu iiretilen NADH
konsantrasyonu ile dogru orantili oldugundan yapilan testlerin sonucunda maksimum
absorbanslarin elde edildigi parametre degerleri %100 verimli kabul edilmis, diger
sonuclar bunlarla kiyaslanarak relatif aktivite (%) cinsinden degerlendirme

yapilmustir.
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4.9.1 Substrat konsantrasyonunun enzim aktivitesi iizerindeki etkisi

Saflastirilmis rekombinant FDH enziminin optimum aktivite gdstermesi i¢in gereken
minimum substrat konsantrasyonunu belirlemek amaciyla enzimin substrati olan
format farkli konsantrasyonlarda reaksiyon karigimlarina ilave edilerek enzim
aktivitesi 6l¢lilmiistiir. 6.66 mM (2 ul), 13.33 mM (4 ul), 20 mM (6 ul), 26.66 mM (8
ul), 33.33 mM (10 pl) ve 40 mM (12 pl) konsantrasyonlarindaki format ¢ozeltisi
reaksiyon karisimlarma eklenmis, 25°C’de 30 dk inkiibe edilmis ve 340 nm’deki
absorbans degerlerine bakilarak ideal substrat konsantrasyonunun 40 mM oldugu

saptanmugstir (Sekil 23).

0,45 -
0,4 -
0,35 -
0,3 -
0,25 -
0,2
0,15 -
0,1 -
0,05 -
0 . . . . .

0 10 20 30 40 50

Format konsantrasyonu (mM)

340 nm'de NADH absorbansi

Sekil 23: Format konsantrasyonunun enzim aktivitesi tizerindeki etkisi.

4.9.2 Tampon cozelti ve pH’1n enzim aktivitesi iizerindeki etkisi

Rekombinant FDH enziminin optimum aktivite gosterecegi tampon ¢ozelti ve pH
degerini bulmak i¢in pH 7.0, 7.5, 8.0, 8.5, 9.0 olan potasyum fosfat ve Tris tamponlari
hazirlanmistir. 20 mM tampon ¢ozelti, 40 mM format, 1 mM NAD, 5 ul rekombinant
FDH enzimi ve distile su ile toplam 300 pl hacimde hazirlanan reaksiyon karigimlari
25°C’de 10 dk inkiibe edilmistir. Orneklerin 340 nm’deki absorbanslarina bakilarak
yapilan degerlendirmede en yliksek absorbansin 0.584 degeriyle pH 8.0 Tris tampon
¢ozeltisinden elde edildigi goriilmiistiir (Sekil 24). Ideal pH’I1 tampon segilen bu

¢Ozelti yapilan aktivite testlerinde temel tampon olarak kullanilmistir.
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Sekil 24: Tampon ¢6zelti ve pH’1n enzim aktivitesi lizerindeki etkisi.
4.9.3 Sicakhi@in enzim aktivitesi iizerindeki etkisi

Sicakligin rekombinant FDH enzim aktivitesine olan etkisini gormek i¢in pH 8.0 Tris
tamponunda, 40 mM konsantrasyonlu format substratinin varliginda hazirlanan
reaksiyon karisimlar1 22°C, 25°C, 30°C, 35°C, 40°C, 45°C, 50°C, 55°C, 60°C, 65°C
sicakliklarinda 10 dk inkiibe edilmis ve 340 nm’deki absorbans degerlerine
bakilmigtir. 22°C-60°C sicaklik degerleri arasinda absorbansin arttigi, 60°C’da
maksimum absorbans degerine ulasildig1 ve bu sicakliktan sonra absorbans degerinin

diismesi ile birlikte aktivitenin azaldig1 tespit edilmistir (Sekil 25).
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Sekil 25: Sicakligin enzim aktivitesi tizerindeki etkisi.
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5. TARTISMA

Bu calisma, farmasotik endiistrisi ve rutin biyokimya laboratuvarlari i¢in 6nemli olan
NAD*-bagimli FDH enziminin rekombinant yontemlerle liretilerek aktif bir sekilde
kullanilmasmi saglamak ve biyokimyasal molekiillerin tayininde kullanilmasi

planlanan tani kiti i¢in gereken FDH enzimini tedarik etmek amaciyla yapilmistir.

NAD"-bagimli FDH; format iyonunun CO2’ye yiikseltgenmesini, NAD" molekiiliiniin
NADH’a indirgenmesini katalizleyen, metilotrof mikroorganizmalarda bulunan
metanol yolaginin son enzimidir. Cesitli metilotrof bakteri ve mayalardaki NAD"-
bagimli FDH enzimleri dizi analizleri ve aktivite testleri ile incelenmis ve
tanimlanmistir. Bunlarin arasinda, Candida cinsine ait mayalarin sahip oldugu
enzimlerin yiiksek aktivite gdsterdigi ve kararl oldugu tespit edilmistir. FDH enzimin
ticari tiretimine ge¢ildiginde C. boidinii sahip oldugu avantajli 6zellikleri ile model

organizma secilmistir.

Gliniimiizde, ¢esitli ilag sirketleri biiyiik olgekte gergeklestirdikleri farmasotik
bilesiklerin iiretiminde ekonomik ve ¢evresel nedenlerden dolayr enzimatik kofaktor
rejenerasyon yontemlerini tercih etmektedir. FDH, farmasotik endiistrisinde optikge
aktif bilesiklerin Uretimi sirasinda ana reaksiyon i¢in gereken kofaktorlerin geri
doniistiiriilmesini saglayan ikinci enzim olarak kullanilmaktadir. HIV tedavisinde
antiviral etkiye sahip Atazanavir (Bristol-Myers Squibb), sitma tedavisinde
antimalaryal etkiye sahip Amorphadiene (Sanofi ve Amyris), antiviral ajanlardan
rinoviriis proteaz inhibitorlerinin yapitaslarindan (R)-3-(4-florofenil)-2-hidroksi
propiyonat (Pfizer) ve farmasotik triinlerde kiral ara iiriin olarak kullanilan Trimetil
L-16sin (Degussa) bilesiklerinin ticari iiretiminde FDH tarafindan katalizlenen NADH
rejenerasyon yontemi ile sistem igerisinde kofaktor doniisiimii saglanmaktadir [115].
Medikal alanda, biyokimyasal tanilamada kullanilan FDH enzimi birgok ticari kitin
iceriginde yer almaktadir. Metanol zehirlenmesi teshisi i¢in piyasaya siiriilen kitler
(Sigma Aldrich, BioAssay Systems) idrar, serum, tam kan gibi biyolojik 6rneklerdeki

metanol metabolizasyon iiriinii olan formatin FDH enzimiyle ylikseltgenmesi sonucu
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olusan NADH’1n saptanmasina olanak saglayan, rutin uygulamalarda kullanilan pratik
araglardir. Uriner sistemde birikerek tas olusturan kalsiyum oksalat bilesiklerinin
tespiti i¢in gelistirilen, patenti alinan (US 5604111 A) ve yaygin olarak kullanilan bir
yontemde, FDH enzimi, oksalat dekarboksilaz tarafindan formata doniistiiriilen
oksalatin tayinini indirgenme {irliinii olan NADH deteksiyonu ile saglamaktadir [116].
Trikomonas vajiniti enfeksiyonunda, 7. vajinalis’in {irettigi ve tanilama i¢in 6nemli
olan formik asit dolayisiyla format molekiiliiniin saptanmasinda, FDH enzimi
araciligiyla tiretilen NADH 0l¢limiinii baz alarak gelistirilen ve patenti alinan yontem
(Patent EP0556685A2, Patent CA2089186A1), tanilamada hizli ve ekonomik bir yol
olarak kullanilmaktadir [99].

Bu caligmada, aktivitesi ve stabilitesi ticari FDH’a yakin olan bir enzim iiretilmek
istendiginden gen kaynagi organizmasi olarak C. boidinii mayas1 (ATCC 18810 susu)
secilmigtir. Organizmada FDH kodlayan gen intron igermediginden dogrudan
genomik DNA izolasyonu ile klonlama galismalarina baslanabilmistir. FDH enziminin
klonlanmasi, pTZR57R/T ve pET14-b vektorleri kullanilarak iki asamada
gerceklestirilmistir. Ilk olarak, yaygin bir klonlama teknigi olan TA klonlama ile 3°-A
kuyrugu eklenmis PCR firiinleri pTZRS57R/T klonlama vektoriine aktarilmistir. Bu
klonlama basamaginda, PCR {iriinlerindeki adenin eklentisi ile vektor lizerinde hazir
bulunan timin ¢ikintisinin birbirine gosterdigi afinite ile birlesme gerceklesmistir. Elde
edilen rekombinant pTZR57R/T+FDH vektorii Ndel ve BamHI restriksiyon enzimleri
ile kesilmis, hedef gen bolgesi agaroz jelden izole edilmis, ayn1 enzimler ile kesilerek
hedef gen bélgesi i¢in komplementer hale getirilmis pET14-b ekspresyon vektoriine

aktarilmistir.

Klonlama agamalarinda konak organizma olarak igerdigi lacZAM15 mutasyonu ile
rekombinant vektorii i¢ine almayan hiicreleri kromojenik olarak gosteren ve
duplikasyon siiresini kisaltan modifikasyonlar igeren E. coli One Shot® Mach1™-

TI1R hiicreleri kullanilmistir.

PET14-b vektoriine klonlanan FDH gen dizisi ile veri bankalarinda bulunan C. boidinii
FDH gen dizisi kiyaslandiginda %92 oraninda benzerlik yakalandigi, farklilik gosteren
niikleotitlerin durdurma kodonu olusturmadig:1 ve fonksiyonel bir protein liretimine
engel olmadig goriilmiistiir. Veri bankalarinda FDH enzimini olusturdugu belirlenen
aminoasit dizisi ile dizileme sonucuna gore proteinde olmasi beklenen aminoasit dizisi

karsilastirildiginda %94 oraninda benzerlik bulunmustur. Elde edilen bu varyant
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formun enzimin aktivitesini engelleyecek bir etkide bulunmadig: aktivite testlerinde

anlagilmistir.

Rekombinant pET14-b/FDH vektoriiniin ekspresyonun indiiklenecegi E. coli One
Shot® BL21 (DE3) hiicrelerine aktarimi yapilmistir. Bu hiicreler, hiicredisi ve yabanci
proteinleri degrede eden Lon ve OmpT proteazlarini igermeyecek sekilde modifiye
edilen en ¢ok tercih edilen ekspresyon konakgilarindan biridir [117, 118]. Sahip

oldugu bu avantajli 6zelliklerinden dolay1 bu ¢calismada da kullanilmistir.

Rekombinant proteinlerin tiretiminde en sik karsilasilan problemlerden biri inkliizyon
cisimcigi olusumudur. Sitoplazmada veya periplazmada ¢oziinmeyen protein
agregatlart olan inkliizyon cisimciklerinin olusmasinda promotdr cinsi, protein
biiyiikliigii, yetersiz disiilfid bag1 olusumuyla diizgiin katlanmanin olmamasi, yiiksek
sicaklik ve IPTG konsantrasyonlarinda proteinlerin dogru katlanmaya firsat
bulamamasi gibi faktorlerin etkili oldugu diisiiniilmektedir [119]. Bu ¢alismada, FDH
geninin ekspresyonu IPTG ile indiikklenmistir. pET14-b vektoriiniin temin edildigi
firmanin IPTG indiiklemesi i¢in onerdigi konsantrasyon araligina uygun olarak 0.7
mM IPTG ile 250 rpm, 37°C’de 3 saat inkiibasyon sonunda elde edilen proteinde

inkliizyon cisimcigi olusumu gibi bir sorunla karsilagiimamaistir.

Eksprese edilen FDH proteini, pET14-b vektoriindeki His-tag kodlama dizisi
sayesinde N-terminalinde 6 adet histidin rezidiisii ile birlikte tiretilmistir. Histidin
etiketi iceren rekombinant proteinlerin saflastirilmasinda immobilize metal afinite
kromatografisi yaygin olarak kullanilan metotlardan biridir [120]. Histidin
aminoasitlerinin nikel iyonlarina gosterdigi afiniteden faydalanarak, tek basamakta,
proteinin dogal yapisinin bozulmadigi kosullarda, minimum diizeyde protein kaybiyla
FDH proteininin hiicrede bulunan diger proteinlerden ayrilmasi saglanmistir. Saf
olarak elde edilen proteinden histidin etiketi kaldirilmamis ve bu durumun enzimin iig

boyutlu yapisin1 degistirerek aktivitesini olumsuz etkilemedigi goriilmiistiir.

IPTG ilavesinin ardindan 3 saatlik inkiibasyon siiresince birer saat araliklarla alinan
kaba 6ziit 6rneklerindeki ve piirifikasyon isleminden sonra saf olarak elde edilen FDH
proteinleri denatiire edilerek SDS-PAGE ve Western blot analizleri yapildiginda gen
ekspresyonunun IPTG ile basarili bir sekilde indiiklendigi ve beklenen 41 kDa
bliytikliiglindeki bantlarin elde edildigi goriilmiistiir. IPTG eklenmeden 6nce alinan
ornekte (0. saat), hedef protein icin beklenen bant biiylikliigli bolgedesinde ince bir
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¢izgi olarak protein bandi goziikmiistiir. Bu durum, indiikleme olmadan 6nce proteinin
bazal ekspresyon seviyesinde iiretildigini isaret edebilir. Sizintili ekspresyon olarak
bilinen bu durum BL21 (DE3) hiicrelerinde ve lac operonunun kullanildigi sistemlerde
karsilasilabilen bir durumdur [121]. Lac represor proteininin DNA’daki operatorlere
%100 verimle baglanamamasi1 sonucu lac operon promotdriindeki gen transkripsiyonu
durdurulamadigindan ekspresyon oldugu diisiiniilmektedir. IPTG ilavesinden sonra
artan inkiibasyon siiresiyle birlikte genisleyen protein bantlarinin goriilmesi protein
{iretiminin arttigin1  gdstermistir. Indiiksiyondan once ve sonra bant genislikleri
acisindan belirgin bir fark gézlendiginden ve tiretilen FDH proteininin hiicre lizerinde
toksik bir etkisi olmadigindan sizintinin bir sorun teskil etmedigi sonucuna varilmaistir.
Rekombinant proteinin tasidigi histidin etiketini taniyan anti 6-histidin antikoru

aracilifiyla FDH proteininin varligit Western blot yontemiyle de kanitlanmstir.

FDH enziminin aktivitesi, enzimatik reaksiyon iiriinii olan NADH molekiiliiniin 340
nm’de gosterdigi absorbans ile belirlenmektedir. Absorbans artisi, FDH aktivitesi
sonucu iretilen NADH konsantrasyonu ile orantilidir. Bu caligmada, maksimum
diizeyde absorbansin goriildiigli reaksiyonlar 40 mM format substrati ve 1 mM
koenzim NAD® ¢ozeltisi iceren karisimlarla gergeklestirilmistir. 6.66 mM format
konsantrasyonu 1ile baglatilan aktivite testinde yaklastk 26 mM substrat
konsantrasyonuna kadar absorbansin hizla arttigi, bu noktadan itibaren artisin
yavagladigi, yaklasik 30 mM’den sonra artan substrat konsantrasyonun absorbans
artisina yol agmadigr goriilmiis ve muhtemel sebep olarak enzimlerin baglanabilecegi

kadar substrata baglanarak doygunluga erismis olabilecegi diisiintilmiistiir.

Yapilan ¢alismalarda rekombinant olarak elde edilen FDH enzimlerinin aktivite
Ol¢iimlerinde siklikla kimyasal kararliligi yiiksek, biyokimyasal olarak inert, pH
aralig1 7.5-8.5 arasinda degisen potasyum fosfat, sodyum fosfat, sodyum asetat, Tris
asetat ve Tris hidrokloriir ¢ozeltilerinin kullanildig1 goriilmektedir. Bu calismada
iiretilen enzime uygun tamponu bulmak i¢in pH 7.0-9.0 arasinda 0.5’lik araliklarla
artan potasyum fosfat ve Tris ¢ozeltileri hazirlanmistir. Absorbansin, dolayisiyla
aktivitenin en fazla pH 8.0 Tris ¢ozeltisinde oldugu goriilmiis ve yapilan testlerde
temel tampon olarak kullanilmistir. Elde edilen bu sonug literatiirdeki sonuglari

destekler niteliktedir.

80



Yapilan ¢aligmalarda C. boidinii mayasinin farkli suslarindan dogrudan elde edilen
FDH enziminin optimum aktivite gosterdigi sicakligin 45-55°C araliginda oldugu,
genellikle 55°C’¢ kadar reaksiyon hizinin dogrusal olarak arttig1, yaklasik 57°C’de 20
dakikalik inkiibasyondan sonra aktivitenin %50’sinin kayboldugu goriilmiistiir. C.
boidinii maya kaynakli FDH geni rekombinant olarak E. coli bakterilerinde
tiretildiginde ideal sicakligin 57°C civarinda oldugu saptanmustir. Belirli aminoasit
rezidiilerinin mutasyona maruz birakilmasi sonucu ideal aktivite sicakliginin 62°C’ye
kadar ¢iktig1 goriilmiistiir. Bu calismada da literatiirdeki bilgilere benzer sonuglar elde
edilmistir. 22°C’den baglayarak 25°C, 30°C, 35°C, 40°C, 45°C, 50°C, 55°C, 60°C’a
kadar ¢ikan sicakliklarda 340 nm’deki absorbans degerleri siirekli artmig, 60°C’da

maksimum absorbans goriildiikten sonra aktivite diismeye baslamistir.

Sonug olarak, bu ¢alismada C. boidinii mayasindaki FDH geni E. coli hiicrelerinde
basarili bir sekilde klonlanmis, eksprese edilmis ve aktif bir enzim {iretilerek
karakterize edilmistir. Uretilen bu enzim rutin biyokimya laboratuvarinda hasta
ornekleri ile test edildiginde, tanilamada kullanilan ticari enzimin basarisina yakin
sonuglar elde edilmistir. Yapilacak daha ileri optimizasyon c¢aligmalari sonrasi
rekombinant FDH’in rutin laboratuvar uygulamalarinda kullanima aday bir enzim
oldugu sonucuna varilmistir. Yerli kaynaklarla endiistriyel Olgekte {iretimin

gerceklesmesi durumunda iilke ekonomisine biiytik katki saglanacag: agiktir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu tez ¢alismasinda; C. boidinii ATCC 18810 mayasindaki 1104 bp uzunlugundaki
NAD*-bagimli FDH geni E. coli hiicrelerinde basarili bir sekilde klonlanmis, eksprese
edilmis ve yaklasik 41 kDa biiyiikliigiinde aktif bir enzim {iretilmistir. Uretilen bu
enzimi kodlayan genin niikleotit dizisi veri tabaninda ilgili genin niikleotit dizisi ile
kiyaslandiginda %92 benzerlik, niikleik asit dizilimine gore olusmasi beklenen
aminoasit dizisi ile veri tabanindaki aminoasit dizisi ise %94 benzerlik gostermistir.
Farklilik gosteren kisimlar aktif bir enzim iiretimine engel olmamistir. Aktivite icin
onemli olan sicaklik ve pH gibi karakteristik enzim 6zellikleri literatiirde bulunan
diger C. boidinii suslarindan belirgin bir fark géstermemistir. Bazik bir ortam olan pH
8.0 Tris tampon ¢ozeltisinde sicaklik 60°C’a ulasana dek aktivite gosteren bir enzim

olmustur.

Yurtdisindaki kaynaklardan pahali bir sekilde alimi gergeklestirilen bu enzimin
laboratuvar 6lgeginde ucuz bir maliyetle ve yiiksek etkinlikle rekombinant olarak
uretilebildigi goriilmistlir. Pilot ve sonrasinda endiistriyel Olcekte iiretime
gecilebilmesi i¢in enzimin kinetik 6zellikleri ayrintili bir sekilde ¢alisilmali, gerekirse
aktivasyonu ve stabilizasyonu artiracak genetik modifikasyonlar yapilmali; kiltiir
sartlar1, indiiksiyon ve enzimin aktivite gosterdigi reaksiyon kosullar biiyiik dlcege

gore optimize edilmelidir.

FDH, klinik tanilama ve endiistri i¢in olduk¢a kullanighi ve gerekli oldugundan daha
kaliteli ve stabil bir sekilde eldesi icin hala iizerinde ¢alisilan bir enzimdir. Enzimin
aktif sistein aminoasitlerinden kaynaklanan diisiik dayanikliligi, endiistri
kosullarindaki ¢ok yiiksek sicakliklarda inaktive olmasi, NAD" kofaktoriine yiiksek
ilgi gosterirken NADP™ kofaktoriine ilgisinin olmamasi gibi durumlar iyilestirmek
icin protein mithendisligi teknikleriyle enzim iizerinde ¢esitli modifikasyonlar ve
mutasyonlar olusturularak mevcut enzimlerden daha iyi bir enzim iretilebilir mi

sorusunun cevabi aranmaya devam etmektedir.
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