T.C.
YILDIZ TEKNiK UNIVERSITESI

FEN BILIMLERI ENSTITUSU

HALOFILIiK BIR CANDIDA TURUNDEN NAD*- BAGIMLI
FORMAT DEHIDROGENAZ GENININ KLONLANMASI VE
HETEROLOG EKSPRESYONU

Ozge BASSARAC

YUKSEK LISANS TEZI
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Programi

Danigsman

Dr. Ogr. Uyesi Emel ORDU

Es Danigsman

Ars. Gor. Dr. Giinseli KURT GUR

Temmuz, 2021



T.C.
YILDIZ TEKNiK UNIVERSITESI

FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

HALOFILIK BiR CANDIiDA TURUNDEN NAD*- BAGIMLI FORMAT
DEHIDROGENAZ GENININ KLONLANMASI VE HETEROLOG
EKSPRESYONU

Ozge BASSARAC tarafindan hazirlanan tez calismasi 06.07.2021 tarihinde asagidaki jiri
tarafindan Yildiz Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Molekiler Biyoloji ve Genetik
Anabilim Dali, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Programi YUKSEK LISANS TEZI olarak
kabul edilmistir.

Dr. Ogr. Uyesi Emel ORDU Ars. Gor. Dr. Gunseli KURT-GUR
Y1ldiz Teknik Universitesi Yildiz Teknik Universitesi
Danigsman Es-Danigsman
Juri Uyeleri

Dr. Ogr. Uye Emel ORDU, Danisman
Yildiz Teknik Universitesi

Prof. Dr. Nehir Ozdemir OZGENTURK, Uye
Yildiz Teknik Universitesi

Prof. Dr. Elif Damla ARISAN, Uye

Gebze Teknik Universitesi




Danigsmanim Dr. Ogr. Uyesi Emel ORDU ve es danisman Ars. Gor. Dr. Giinseli KURT-GUR
sorumlulugunda tarafimca hazirlanan Halofilik Bir Candida Turiinden NAD+-Bag1mh Format

Dehidrogenaz Geninin Klonlanmasi ve Heterolog Ekspresyonu baslikli ¢alismada veri
toplama ve veri kullaniminda gerekli yasal izinleri aldigimi, diger kaynaklardan aldigim
bilgileri ana metin ve referanslarda eksiksiz gosterdigimi, arastirma verilerine ve sonuglarina
iliskin ¢arpitma ve/veya sahtecilik yapmadigimi, ¢alismam siresince bilimsel arastirma ve
etik ilkelerine uygun davrandigimi beyan ederim. Beyanimin aksinin ispati halinde her tirli

yasal sonucu kabul ederim.

Ozge BASSARAC

Imza



Bu ¢aligma, Y1ldiz Teknik Universitesi Bilimsel Arastirma Proje Koordinatérliigii® niin FBA-
2021-4244 numaral1 projesi ile desteklenmistir.



Sevgili Aileme ve
Dr.Mehdi Celikyay’'a



TESEKKUR

Yiiksek lisans egitim ve Ogretim siireci boyunca bana maddi ve manevi desteklerini
esirgemeyen, bilgisi, hosgoriisii ve caligkanligiyla bana bu yolda rehber olan degerli
danismanim Dr. Ogr. Uyesi Emel ORDU ve Ars. Gor. Dr. Giinseli KURT GUR’e

sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Manevi desteklerini benden esirgemeyen, varliklari ile bana gii¢ veren c¢ok degerli
arkadaslarim Mustafa Utku ALMAZ, Sena BIBERCI, Akif Can KILIC, Ayca GUNER,
Sinem KADIOGLU, Sinem GUNERI, Harbiye HACIBEKTASOGLU, Kiibra ATIK’e

tesekkiir ederim.

Her zaman yanimda olan ve desteklerini esirgemeyen, bana bu zorlu yolda rehber olan
sevgili hocam Dr. Mehdi CELIKYAY ve sevgili AILEME sonsuz tesekkiirlerimi

sunarim.

Ozge BASSARAC



iCINDEKILER

SIMGE LISTESI
KISALTMA LISTESI
SEKIL LiSTESI
TABLO LISTESI
OZET

ABSTRACT

1 GIRiS

L LIteratlir OzZeti. . .
1.2 TOZIN AMACL. .. eveeeee et e e e e e
R I & £ 010 £ PP

2 GENEL BILGILER

2.1 Halofilik Mikroorganizmalar ve Halofilik Enzimler.............................
2.2 NAD* Bagimli Format Dehidrogenaz..................cccoooiiiiiiiininennin...
2.2.1 FDH Enzimi ile NAD(P)H Rejenerasyonu.............cccovveenvenenennnnn.

2.2.2 NAD(P)*-Bagimh FDH Enzimleri ile Atmosferik CO2’in Biyolojik

fiksasyonu ve Hidrojen Yakit Uretimi....................coooiiiieniian.

3 MATERYAL VE METOD

BLMateryal. ..o
3.1.1 Kullanilan Hicreler ve VEKEOr.........oovieiiiiiiieieeeeeeea
3.1.2 Kullanilan Kitler ve Enzimler...........ooooiiiiiiiiee
.13 Kullantlan Cihazlar. ..........ooi i
3.1.4 Kimyasallar ve Malzemeler..............oooiiiiiiiiiiicea
3.1.5 Kullantlan Besiyerleri.........o.ooeieii e
3.1.6 Kullanilan Tampon Cozeltileri..............ccoooiiiiiiiiis

T2 |V =1 oo
3.2.1 Candida sp. BUyUtUIMesi..........ooviiriii e
3.2.2 Genomik DNA 1Z0laSyONU. ......co.uvniiniii i
3.2.3 Primer Dizayni Ve PZR.......oouiiii e
3.2.4 Agaroz Jel EleKtroforezi..........ccoooviiiiiiii
32 S LIgaSYON. .ttt
3.2.6 CaCl> Kompetent Hiicre Hazirlanmasi............c.cooeviiiiiiiiniininnnn.
3.2.7 TransformMasyON. ...

Vi

viii

...... 2



3.2.8 Transformasyon ANaliZi..........c.cooeiiniii i 20
3.2.9 Transformasyon Analizi icin Restriksiyon Endonukleazlarla Kesim Islemi..20

3.2.10 CdFDH Geninin Agaroz Jelden Saflastirilmasi.................cooooeiiinnn.n. 21
3.2.11 pQE-2 Ekspresyon Vektorine Klonlama...............oooiviiiiiiiinian.o. 22
3.2.12 E. coli BL21 Hucrelerinin Transformasyonu ve Transformantlarin Analizi23
3.2.13 Huicre Buyutme ve Protein EKSPresyonu............ccooovvvviiiiiiiiiiiininnn, 24
3.2.14 6xHis-Tag Sistemi Kullanilarak CAFDH Enziminin Saflastirilmasit......... 24

3.2, A5 UIRrafiltrasyon. ... ..o e 25
3.2.16 SDS-PAGE ANalizi......covieiiiiiiiii 26
3.2.07 Kararl Hal KINetigi.......c.ooviniiiii e 27

4 SONUC VE ONERILER 28
4.1 Genomik DNA Izolasyonu ve CdFDH Geninin Amplifikasyonu.................... 28
4.2 CdFDH Geninin pGEMT Vektorine Klonlanmasi ve Transformasyon............ 29
4.3 KOIONT TANAMASI. ...ttt ettt et e et eeeea e 30
4.4 DNA Dizi Analizi ve HOmoIoji BLAST ..., 31
4.5 Clustal SONUGIArT. ... 32
4.6 3-B Homoloji Modelleme. ... 35
4.7 CdFDH Geninin Ekspresyon Vektoriine Klonlanmasi................................ 35
4.8 Protein EKSPreSYONU. ... ..ouitit it 37
4.9 Rekombinant CAFDH Proteinin Saflagtiritlmasi....................coooiiiiiinnn., 38
4.10 SDS-PAGE Analizi Bulgulari..............oooiiiiiiiii e, 38
4.11 Enzim AKtivite OIGUMIEII. ... ..o, 40
B.I2 ONBIHIEI. ... 42
KAYNAKCA 45
TEZDEN URETILMIS YAYINLAR 50

vii



SIMGE LISTESI

Dk
rpm (xg)

pH

ul
uM
mm
mM
ng
oD
Sn
°C

Dakika
Dakikadaki devir sayist
Gram

Hidrojen gticu
Litre

Mikrolitre
Mikromolar
Milimetre
Milimolar
Nanogram
Optik yogunluk
Saniye

Santigrat

viii



KISALTMA LISTESI

Bp Baz Cifti

CbFDH Candida boidinii Format Dehidrogenaz
CmFDH Candida methylica Format Dehidrogenaz
CO2 Karbondioksit

DNA Deoksiriboniikleik Asit

FDH Format Dehidrogenaz

GDH Glukoz dehidrogenaz

Kb Kilo baz

kDa Kilo Dalton

NAD Nikotinamid Adenin Dinukleotid

NADH Nikotinamid Adenin Dinukleotid

NADP Nikotinamid Adenin Dinukleotid Fosfat
NCBI National Center for Biotechnology Information
PTDH Fosfit dehidrogenaz

PZR Polimeraz Zincir Reaksiyonu

RNA Ribonikleik Asit

TsFDH Thiobacillus sp. Format Dehidrogenaz

uv Ultraviole



SEKIL LiSTESI

Sekil 2.1 FDH enzimi ile NAD(P) ReJeNerasyOnu. .........c.ooviuiiniiniiiiiiaianiiennanns 6
Sekil 2.2 Kofaktor NAD(P)H kullanilarak enzimatik reaksiyonun sematik gosterimi ve
NAD(P)H rejenerasyonundan elde edilen olasi Grlinler............................ 7
Sekil 3.1 pPGEM-T veKtOr haritasi...........c.oviuiiriitit i 10
Sekil 3.2 pQE-2 vektOr haritast.........o.ovuiiiiiiii e 11
Sekil 4.1 PZR sonucu %1 lik Agaroz Jel Elektroforez gorintlsi........................... 29
Sekil 4.2 CAFDH iceren DHS5o kolonileri...........o.ooviieiiiiiii e, 30
Sekil 4.3 Sacl ve Pst1 restriksiyon enzimleri ile kesimi sonucu elde edilen trlinlerin UV
GOTUNTUSU . . .« et e e e 31
Sekil 4.4 CdFDH'in niikleotid ve amino asit diziSi...............coiiuiiiiiiiiiiiinieiinn... 34

Sekil 4.5 CdFDH, Candida boidinii ve Candida methylica’nin gosterdigi aminoasit
HOMOIOJISH. ... 35
Sekil 4.6 CAFDH dizisi ile kristal yapist bilinen CmFDH ve CbFDH ile sekonder yap1
Karsitlastirilmasi....... ..o 36
Sekil 4.7 CAFDH'in SWISS homoloji modeli: Sablon olarak CmFDH (pdb kodu:
3NAQ A, resolution 1.70A) kullanilarak olusturulan ve 6zdes iki alt iinitenin
gosterildigi CAFDH’in formu............cooiiiiiiii e, 35
Sekil 4.8 Restriksiyon enzim kesim sonrasi jel elektroforezi UV goriintiisii.............. 38

Sekil 4.9 pQE-2/CdFDH vektoriinii alan hiicrelerin tespiti i¢in yapilan restriksiyon

Enzim kesim sonrast jel elektroforezi................cooooiiii 39
Sekil 4.10 100 ml kiiltiir ile gergeklestirilen protein ekspresyonu.......................... 41
Sekil 4.11 500 ml hiicre kiiltiirii ile gergeklestirilen protein ekspresyonu sonucu SDS
PAGE Jel GOFUNTUSU .....c.oveiiiii e 41
Sekil 4.12 500 ml hiicre kiiltiirii ile gergeklestirilen protein ekspresyonu sonucu SDS
PAGE Jel GOIUNTUSU «...vvneeenie et e e 42
Sekil 4.13 FDH proteini saflastirma sonras1 SDS PAGE Jel Goriintiisii................... 42
Sekil 4.14 Rekombinant CdFDH proteinin potasyum fosfat pH 6 ve pH 7 aktivite
SOMUGIATT. ..., 43
Sekil 4.15 Rekombinant CAFDH proteinin Tris pH 8 ve 9 aktivite sonuglari............ 44



TABLO LiSTESI

Tablo 2.1 Farkli kaynaklardan izole edilmis FDH enziminin termal stabilitelerinin ve
optimum pH degerlerinin karsilastirilmast.................ocieiiiiii 9

Tablo 3.1 SDS-PAGE jelinin hazirlanmasi i¢in gerekli kimyasallarin miktarlart........ 13

Tablo 3.2 PZR igin tasarlanan primerler..............oooiiiiiiiiii e, 17
Tablo 3.3 CdFDH geninin amplifikasyonu i¢in kurulan PZR’nin bilesenleri............ 16
Tablo 3.4 PZR Termal Kosullari............coooiiiiiii e 19
Tablo 3.5 Ligasyon reaksiyonunun bilesenleri..................ooeiiiiiiiiiiiiiininnn, 18
Tablo 3.6 CdFdh+ pGEM-T plazmidinin Sacl ve Pstl restriksiyon enzimleri ile kesim

B I, . 22
Tablo 3.7 pQE-2 plazmidinin Sacl ve Pstl restriksiyon enzimleri ile kesim islemi......24
Tablo 3.8 Ligasyon reaksiyonunda kullanilan bilesenler ve miktarlari.................... 25
Tablo 3.9 CdFdh+ pQE-2 plazmidinin Pstl restriksiyon enzimi ile kesim islemi.........24
Tablo 4.1 PZR sonucu konsantrasyon degerleri..............ooviviiiiiiiiiiiiniiinnan... 29
Tablo 4.2 Konsantrasyon SONUGIATT. ... ......oiiriiiiiiiiie e, 36
Tablo 4.3 Rekombinant CAFDH’in pH (6-9) araligindaki aktivite degerleri............. 42

Xi



OZET

Halofilik Bir Candida Turinden NAD*-Bagimh Format

Dehidrogenaz Geninin Klonlanmasi ve Heterolog
Ekspresyonu

Ozge BASSARAC

Molekiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Yiksek Lisans Tezi
Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Emel ORDU

Es-Damsman: Ars. Gor. Dr. Gunseli KURT-GUR

NAD" bagimh format dehidrogenazlar (FDH, EC 1.2.1.2), kiral molekillerin sentezi
icin kullanilan ve pahali bir koenzim olan NAD(P)H' nin yenilenmesi ve CO;
indirgenmesi reaksiyonlar: icin enddstriyel énemi olan enzimlerdir. Bu enzimler daha
ayrintil yapilarin sentezinde yapi taslari olarak degerli olan saf alkollerin olusturulmasi
icin aldehitlerin ve ketonlarin enzimatik indirgenmesinde NADH'nin yeniden
tiretilmesinde kullanilabilmektedir. Enzim stabilitesi, endustriyel biyotransformasyon
islemlerinin gelisimi icin sinrlayict bir fakt6rdir. Mikroorganizmalarda bulunan
FDH’ler daha yiiksek enzimatik aktiviteye sahiptir. Bu durumdan dolay: daha ¢ok
mikroorganizma kaynakli FDH' ler Uzerine ¢alismalar gerceklesmektedir. Bu ¢alisma
kapsaminda FDH, halofilik bir mikroorganizmadan izole edilerek Escherichia coli’de

rekombinant olarak eksprese edilmistir. Rekombinant CdFDH proteinin homoloji

xii



modelinin yapilmasimin ardindan aktivite deneyleri yapilarak elde edilen CdFDH

enziminin farkli pH kosullar1 altinda enzimatik aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir.

Anahtar kelimeler: NAD* Bagimli format dehidrogenaz, Candida sp., aktivite, termal

stabilite.

YILDIZ TEKNIiK UNIiVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
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ABSTRACT

Cloning and Heterologous Expression of the NAD*-Dependent
Formate Dehydrogenase Gene from a Halophilic Candida
Species

Ozge BASSARAC

Department of Molecular Biology and Genetics

Master of Science Thesis

Supervisor: Dr. Emel ORDU

Co-supervisor: Dr. Giinseli KURT-GUR

NAD *dependent formate dehydrogenases (FDH, EC 1.2.1.2) are enzymes of industrial
importance for the regeneration of NAD(P)H and CO> reduction reactions, an expensive
coenzyme used for the synthesis of chiral molecules. These enzymes can be used to
regenerate NADH in the enzymatic reduction of aldehydes and ketones to form pure
alcohols that are valuable as building blocks in the synthesis of more detailed structures.
Enzyme stability is a limiting factor for the development of industrial biotransformation
processes. FDHs found in microorganisms have higher enzymatic activity. Due to this
situation, studies on FDH originating from microorganisms are carried out. Within the
scope of this study, FDH was isolated from a halophilic microorganism and expressed

recombinantly in Escherichia coli. After the homology model of the recombinant
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CdFDH protein was made, it was shown that the CdFDH enzyme obtained by

performing activity experiments has enzymatic activity under different pH conditions.

Keywords: NAD * dependent formate dehydrogenase, Candida sp., activity, thermal
stability.

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF SCIENCE AND ENGINEERING
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GIRIS

1.1 Literatir Ozeti

Format dehidrogenazlar (FDH, EC 1.2.1.2) metilotrofik mikroorganizmalar ve yuksek
bitkilerde yaygin olarak bulunan enzimlerdir. FDH enzimi NAD(P)" varliginda formatin
CO: ‘e oksidasyonunu katalizlerken NAD*"nin NADH’e indirgenmesini ve uygun
sartlarda  NADH  varhginda ise ters yonde, CO2’in indirgenmesini
katalizleyebilmektedir.;1;y Distik redoks potansiyeli nedeniyle, NAD* bagimli FDH'ler
endustriyel alanda daha ¢ok kullanilmaktadir. 2y FDH'lerin baslica kullanim alanlari,
kiral bilesiklerin sentezi icin gereken koenzimler olan NAD(P)H rejenerasyonu, CO>

azaltilmasi, stabilize edilmis hidrojen yakit1 elde etmektir. [3)

NAD(P)"-bagimli ve NAD(P)"-bagimsiz olmak (zere bashca iki FDH enzim grubu
bulunmaktadir. NAD(P)*- bagimsiz FDH’ler yilksek CO> indirgeyici aktiviteye sahiptir
fakat tungsten ya da molibden gibi metal iyonlari, demir-silfur gruplari, selenosistein
gibi ylksek derecede oksijenlenebilen katalitik komponentler icermelerinden dolayi
endustriyel uygulamalar icin uygun degildir. Bu nedenle son dénemde CO- indirgeme
sistemlerinde, hem atmosferik CO> seviyesinin disurulmesi, hem de hidrojen enerjisi
depolama sistemleri arastirmalarinda, NAD(P)*-bagimli FDH’ler tercih edilmektedir.

[3,4,5,6]

Format dehidrogenazin katalizledigi reaksiyonlarda substrat olarak kullanilan sodyum
format bilesiginin ¢ok ucuz maliyetinin olmasi ve kolayca elde edilebilir olmasi,
katalizlenen reaksiyon sonucu olusan karbon dioksitin (CO2) reaksiyon ortamindan
kolayca uzaklastirilabilmesi, format dehidrogenaz enziminin ¢ok genis bir pH araliginda
etkinlik gosterebilme kapasitesi ve reaksiyon sonucu olusan iiriin veriminin fazla
olmasi, format dehidrogenazin endiistriyel alanda daha fazla tercih edilmesini

saglamaktadir.

Candida boidinii FDH’i ticari olarak en kolay bulunan NAD*-bagimlh enzimdir ve ¢ift
enzimli reaksiyon sistemleri ile NADH rejenerasyonunda kullanildigi kadar CO-

indirgeyici Dbiyokatalizor olarak da tercih edilmektedir.s; Ancak CbFDH’in CO:

1



indirgeyici aktivitesi uygulamada kullanilabilmek igin ¢ok diisiik oldugundan daha etkili
ticari degeri olabilecek yeni yeni format dehidrogenaz enzimlerinin tanimlanmasi ve
karakterizasyonu yapilmas1 6nemlidir. Okaryotik ve prokaryotik farkli organizmalardan
izole edilmis FDH enzimlerinin (Ancylobacter aquaticus FDH-AaFDH, Ceriporiopsis
subvermispora FDH-CsFDH, Moraxella sp. C-1 FDH-MsFDH, Paracoccus sp. 12-A
FDH-PsFDH, Thiobacillus sp. KNK 65MA FDH-TsFDH) CO: indirgeyici etkilerine
bakildiginda Thiobacillus sp. KNK 65MA’dan izole dilen TSFDH’in (0.034)
CbFDH’den (0.0004) 84 kez ylksek Kkatalitik etkinlik gosterdigi tespit edilmistir. Ancak
ticari anlamda halen enzimin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Ayni ¢alismada
optimum pH’1 asidik olan FDH’lerin CO2 indirgenmesinde nétral ya da alkali pH’a
sahip FDH’lerden daha etkili oldugu gosterilmistir. CoFDH asidik pH’da (pH 5.5 da 1.6
mU/mg enzim) nétral pH’a (pH 7.0 de 0.5 mU/mg enzim), gore daha yiikksek CO>
indiregeyici aktivite gosterirken, notral pH’da (pH 7.0 de 6.1 U/mg enzim) asidik pH’ya
(pH 5.5 da 3.8 U/mg enzim) gore daha iyi format oksidasyon aktivitesi gostermistir.
AaFDH, CbFDH, CsFDH, MsFDH, PsFDH ve TsFDH’lerin hepsi asidik pH’da daha iyi
CO: indirgeyici aktivite gostermistir. [s]

FDH enziminin en dnemli dezavantaji endustriyel islemlerde kullanilan siradis1 pH ve
yuksek sicaklik kosullarinda ve farkli ¢ozgen sistemlerinde enzimin igermis oldugu
aktif sistein amino asitleri nedeni ile kolaylikla stabilitesini kaybedebilmesidir. Bu
nedenle bir yandan protein mihendisligi yaklagimlari ile varolan enzimlerin
gelistirilmesi ¢alismalar1 devam ederken diger yandan endistriyel sartlara dayananikli
olabilecek yeni FDH enzimlerinin izolasyonu ve rekombinant olarak eksprese

ettirilmesi galigmalar1 dGnemle devam etmektedir.(7,2)

Endustriyel, ticari ve biyoteknolojik uygulamalarda kullanim icin énemli potansiyele
sahip olan halofilik mikroorganizmalarin kullanim alanlar1 : Halomonas sp., Halomonas
venusta ve haloalkalifil Halomonas sp. Fenol’iin pargalanmasifgg) Halobackterium
salinarum, Haloferax volcanii ve Halobacterium distributum ve diger biyosurfaktan
ureten halofil ve halotolerant mikroorganizmalar Haloferax mediterranei Petrol ile

kirlenmis olan tuzlu ortamlarin remediasyonudur.jio]

1.2 Tezin Amaci

NAD"-bagimh format dehidrogenazlar endlstride sikhkla kullanilan ve pahali bir

koenzim olan NAD(P)* rejenerasyonunda oldugu kadar hem atmosferik CO:



seviyesinin dustrtlmesi, hem de hidrojen enerjisi depolama sistemleri arastirmalarinda,
6nemli enzimlerdir. FDH enziminin en Onemli dezavantaji endustriyel islemlerde
kullanilan siradist pH ve yiksek sicaklik kosullarinda ve farkli ¢6zgen sistemlerinde
kolaylikla stabilitesini kaybedebilmesidir. Bu nedenle endistrinin zorlu sentez

kosullarinda etkili olabilecek yeni FDH’lerin arastirilmast 6nemlidir.

Asidofiller, pH's1 4.0'dan duslk olan asidik ortamlarda gelisen ekolojik ve ekonomik
acidan oOnemli, hicre icindeki pH'yi dizenlemek icin hiicresel adaptasyonlara
sahiptirler. Asidofillerden gelen enzimlerin sitoplazmik pH'dan ¢ok daha disik pH'da
islevsel oldugu bilinmektedir. Amilazlar, proteazlar, ligazlar, selilazlar, ksilanazlar, a-
glukozidazlar, endoglukanazlar ve dustk pH'da stabil esterazlar gibi enzimlerin cesitli
asidofilik mikroorganizmalar tarafindan dretildigi bilinmektedir.j11; Bu tez ¢calismasinda
asidofilik mikroorganizmalarin yasamasina zemin saglayan tuzla doyurulmus halofilik
bir ortam olan sofralik zeytin fermentasyon (%8-12 NaCl, pH 3.2) ortamindan izole
edilerek 16S rDNA metodu ile bir Candida tiirii olarak tanimlanan MLP1’den halofik ve
asidik ortamda aktif kalabilme potansiyeli tasiyan yeni bir NAD*- bagimh FDH enzimi
kodlayan genin izole edilmesi ve uygun bir ekspresyon vektorine klonlanmas:

amagclanmistir.

1.3 Hipotez

Halofilik mikroorganizmalarin yasamasina zemin saglayan tuzla doyurulmus sofralik
zeytin salamura ortami (%8-12 NaCl konsantrasyonu) halofilik mikrorganizmalarin ve
dolayisiyla susuz ya da az-sulu ¢6zgen ortaminda ve siradist pH kosullarinda aktif
kalabilecek halofilik enzimlerin arastirilmasi igin uygun bir metagenomik kaynaktir.
Enzimlerin izole edildikleri organizmalarin adapte olduklari ortama parallel 6zellik
gosterebildigi bilinmektedir. Bu tez ¢alismas: pH 3-4 arasi ve halofilik bir ortam olan
zeytin salamurasindan izole edilen Candida sp’den izole edilecek olan NAD*-bagimh
FDH enziminin de asidik pH ve az sulu/susuz ¢0zgen sistemlerdinde aktif kalabilecegi

hipotezine dayanmaktadir.
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GENEL BiLGILER

2.1 Halofilik Mikroorganizmalar ve Halofilik Enzimler

Mikrobiyal kominitenin asidik, yuksek tuz ve alkali pH, yuksek basin¢ gibi ortamlarda
da bulunabilecegine dair calismalar yapilmistir. BOyle ekstrem cevrelerde yasayan
mikroorganizmalar ekstremofiller olarak adlandirilmaktadir. Halofiller, ekstremofilik

mikroorganizmalarin, yliksek tuz konsantrasyonlarinda yasayan Uyeleridirler.[io]

Yiksek tuz konsantrasyonlarina adapte olmus mikroorganizmalar (halofillerin)
islevselliklerini strdurebilmek icin cesitli enzimlere sahip olmasi, endustriyel ve

biyoteknolojik uygulamalarda 6nemini arttirmaktadir.

Ekstremofillerden elde edilen enzimler, organik ¢ozictler, yiksek sicakliklar varliginda
ve ylksek tuz konsantrasyonlarinda islevsel olma avantajina sahiptir.;13y Haloferax
volcanii, kokeniyle son derece halofilik bir arkeondur. Haloferax volcanii, alkol
dehidrogenaz gibi yiiksek oranda tuz ve organik ¢ozuciye toleransli enzimleri kodlayan
bir model halofilik arkeondur. (HvVADH2), NADPH/NADH kofaktori varliginda
aldehitlerin ve ketonun indirgenmesini katalize eder.;14; Kolayca kiltire alinabilir ve
laboratuar kosullarinda biiytitiilebilmektedir (aerobik ve 45°C). Saflastirilmis HYADHZ2,
alisilmadik derecede genis bir substrat kapsamina sahiptir ve NADPH / NADH
kofaktori varhiginda endustriyel olarak degerli kiral alkollerin Uretimini katalize

eder.qis

Halofilik mikroorganizmalar ile yapilan g¢aligmalarla bu organizmalarin ricari ve
biyoteknolojik uygulamalarda kullanilma potansiyeli oldugu belirlenmistir. Halomonas
sp., Halomonas venusta ve haloalkalifil Halomonas sp. Fenol’iin pargalanmasiyggj,
Halobackterium salinarum, Haloferax volcanii ve Halobacterium distributum ve diger
biyosurfaktan Greten halofil ve halotolerant mikroorganizmalar Haloferax mediterranei

bildirilmektedir.



2.2 NAD" Bagimh Format Dehidrogenaz

FDH kullanighligi, daha ayrintili yapilarin sentezinde yap1 taglar1 olarak degerli olan saf
alkollerin olusturulmasi igin aldehitlerin ve ketonlarin enzimatik indirgenmesinde
NADH'yi yeniden Uretebilmesinde yatmaktadir.j2o; Farmasotik, gida, kozmetik ve tarim
endustrilerinde optik olarak saf Grlnlerin sentezi icin biyokatalizorler olarak kullanilan
oksidoreduktazlar, elektron tasiyicilart olarak pahali koenzimler olan NADH veya
NADPH gerektirir. Bu koenzimlerin Gretimini gelistirmek icin farkli pek ¢ok yéntem
Onerilmistir ancak bunlar arasinda format kullanilarak enzimatik rejenerasyon en umut

verici olan yontemdir.

NAD* bagimli format dehidrogenaz enzimi ilk olarak 1950'de bezelye tohumlarindan
izole edilmistir, ancak enzimin katalitik 6zellikleri ve potansiyel uygulamalari hakkinda
arastirmacilarin ilgisini ¢ekmesi ve ¢alismalarin baslamasi 1970'lerin sonlarini bulmus
ve caligmalar Ozellikle kiral sentezin enzimatik surecglerinde NADH rejenerasyonu
Uzerinde yogunlasmustir.2122; Literatirde format dehidrogenaz enzimleri ile ilgili

onemli sayida calisma metilotrofik bakteriler ve maya kokenlidir.

FDH enzimi NAD(P)* varliginda formatin CO; ‘e oksidasyonunu Kkatalizlerken
NAD" nin NADH’e indirgenmesini ve uygun sartlarda NADH varlhiginda ise ters yénde,
CO’in indirgenmesini katalizleyebilmektedir (Sekil 2.1).

HCOO drin-2
NAD(P)*-bagimh FDH NAD(P)H-bagimli enzim
Co NAD(P)H substrat-2

Sekil 2. 1 FDH enzimi ile NAD(P) rejenerasyonury

Gergeklesen reaksiyon hiicreye daha sonra ATP sentezi i¢in kullanilan NADH saglayan
temel reaksiyonlardan biridir. Organizmalarda bulunan tim format dehidrogenazlar
homodimerler olarak mevcuttur. Kiiresel bir proteindir ve her alt birim iki Rossmann
katlanmasina sahiptir: Bir koenzim baglama alant ve bir Kkatalitik alan vardir.p23
Koenzim baglayici alan, NAD* 'y1 spesifik olarak tanir ve baglar. ilging bir sekilde, iki
katalitik alan, FDH enzim kompleksinin zit uglarinda yer alir. Alanlar, sirasiyla aA ve
08 olarak adlandirilan tek a-sarmallari araciligiyla birbirine baglanir.ps) In vivo olarak,

iki alt birim, koenzim baglama alanlar1 yoluyla birbirine sikica baglanir ve kolayca
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ayrilmaz. Bununla birlikte deneysel veriler, tek FDH alt birimlerinin katalitik aktiviteye
sahip oldugunu gOstermistir.;j Sonu¢ olarak, bir alt birimdeki konformasyon

degisiklikleri digerini etkilemez ve bu nedenle alt birimler is birligi yapmadan calisir.

Format dehidrogenazlar dogada cok yaygindir. Metilotrofik ve simbiyotik nitrojen
baglayici bakteriler gibi ¢esitli bakterilerde bulunurlar. Buna ek olarak, FDH genler
bakteriler de dahil olmak Uzere, pek c¢ok patojenik mikroorganizmalarda da
bulunmaktadir (Staphylococcus aureus, Mycobacterium avium subsp. Paratlberkiloz
str. K10, cesitli suslari Bordetella ve Legionella pneumophila, Francisella tularensis
subsp. Tularensis SCHU S4) ve mikrofungus (Histoplasma capsulatum, Cryptococcus
neoformans var. Neoformans JEC21, vb.).j24]

Literatir incelendiginde cok farkli organizmalardan klonlamis rekombinant NAD-
bagimli FDH enzimlerinin karakterize edildigi gértilmektedir: Pseudomonas sp. 101,25
Mycobacterium vaccae N10,;26; Moraxella C-2,meast Saccharomyces cerevisiae,
Hansenula polymorpha,p;; Candida methylica,2g) Candida boidinii,pg; Aspergillus
nidulans,;z0) Neurospora crassa,[31) patates mitokondri,;32 ve arpa,33 Gossypium
hirsutum FDH da bulunmaktadir.;347 Genel olarak literatiirde incelenen FDH
enzimlerinin  birbirlerine  kinetik  Ozellikleri  agisindan  benzerlik  gosterdigi
goriilmektedir. Fakat bakteriyel FDH’ler stabilite acisindan farklhidir. Cesitli
kaynaklardan FDH’lerin amino asit dizileri karsilagtirildiginda bakterilerde bulunan
FDH’lerin amino uglarinin daha uzun oldugu ve stabilitelerinin daha yiiksek oldugu

gorulmektedir.p26]

Sonu¢ olarak, endistriyel oOlgekli FDH dretimi  koenzimlerin  ekonomik

rejenerasyonunda énemli bir adimdir. 24

2.2.1 FDH Enzimi ile NAD(P)H Rejenerasyonu

NAD(P)H ve NAD(P)* yapilari arasindaki ©6nemli fark bir hidrit iyonudur.
NAD(P)Hnin rejenerasyonu, bir proton ve iki elektronun (hidrit dondrlerinden)
NAD(P)" 'ya (yani, NAD(P)" indirgenmesi) katalitik veya katalitik olmayan transferini
gerektirir. Yaygm hidrit donorleri arasinda yer alan format, glukoz, fosfit, trietanolamin
(TEOA), merkaptoetanol, propanol ve molekuler H> gazi degerli kimyasallar olmakla
birlikte rejenerasyonda tuketilirken bazilari daha fazla atik yan 0riin Uretir. Kofaktor
rejenerasyonunun aktivitesi devir frekansi ile élgtlebilir (TOF; birim zaman basina aktif

bdélgenin moll basina olusan NAD(P)H'nin mol sayisi), aslinda rejenerasyon sisteminin
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verimliligi, devir sayist (TN; birim zamanda kofaktdr molu basina olusan Grinun mol
sayisi) ve toplam yapilan is sayist (TTN; tam bir reaksiyon sirasinda bir mol kofaktor
basina olusan Grun mol sayisi) ile olgllebilir.;ss) Segicilik, NAD(P)H'nin rejenerasyonu
icin baska bir zorluk sunar cinkl inaktif yan drunler olan 1,6-NAD(P)H izomeri ve
NAD(P)2 dimeri enzimatik olarak geri dontusumstiz bir sekilde olusur ve kalici olarak
bir degerli kofaktOr kaybina yol acabilir. Nihayetinde, NAD(P)H rejenerasyonunun
gelistirilmesi, aktivite, secicilik, proses strdurulebilirligi (atitk ve yan Grin Gretimi) ve
daha onemlisi pratik uygulamalari, yani Uretim enzimleriyle uyumlulugu dikkate

alinmalidir.[36,37]

Substrat Enzim  _ Oriin
NAD(P)* * A NAD(P)H
H O 3
il H___H

g NH, B TONH
N
24 D
C NH
v Oo=C ‘ N e
R—N — N—R TONH
2
C=0 2 h
HoN R
NAD(P), dimer 1.6-NAD(P)H
(inaktif) (inaktif)

Sekil 2. 2 Kofaktér NAD(P)H kullanilarak enzimatik reaksiyonun sematik gosterimi ve
NAD(P)H rejenerasyonundan elde edilen olasi Urlnler: (A) Biyotransformasyonda
NAD (P) H tuketimi, (B) NAD(P)H rejenerasyonu icin hedef yol, (C) Enzimatik olarak
inaktif NAD(P)2 dimer olusumu, (D) Enzimatik olarak inaktif 1,6-NAD(P)H olusumu,
R adenozin difosforibozu gosterir.g)

2.2.2 NAD(P)*-Bagimh FDH Enzimleri ile Atmosferik CO2’in Biyolojik Fiksasyonu
ve Hidrojen Yakit Uretimi

Guvenli ve yenilenebilir enerji alternatiflerine olan igin lityum iyon pilleri, jeotermal
guc ve niikleer enerji gibi enerji kaynaklarinin yaninda gevreyle dost bir enerji saglayan
hidrojen enerjisi en fazla umut vaad eden alternatif olarak goriilmektedir. Ancak bu
alanda yapilan genis capli calismalara ragmen hidrojenin depo edilmesi ve tasinmasi

halen hidrojenin yakit olarak kullanilmasini sinirlayan temel nedenlerdir. Hidrojen



depolanmasi ve taginmasi konusunda gelistirilen yontemler temelde fiziksel ve kimyasal
depolama yoOntemleri olarak 2 sinifa ayrilabilir. Fiziksel yOntemler ylksek basing
altinda hidrojenin sikistirtlmasi, dlsik sicakliklarda hidrojenin sivilastirilmasi ve metal-
organik ya da zeolit gibi ylzeylere adsorbsiyon olarak siralanabilir. Ancak bu
yontemlerin maliyeti yuksek ve enerji etkinligi dusik olmakla birlikte guvenlik
eksiklikleri de mevcuttur. Kimyasal depolama yontemlerinde ise hidrojen, molekdler
formu yerine kimyasal olarak bagli formda (sodyum borohidrit, formik asit, metal

hidritleri vb) depo edilmektedir.[39

Bu bagli formlar arasinda basit bir karboksilik asit olan formik asit (HCOOQO) basta
eczacilik olmak (zere birgok endustride kullanilan degerli bir kimyasal olmanin yan
sira son zamanlarda yakit endustrisi icin hidrojen depolama materyali olarak énem
kazanmaktadir. Normal sicaklik ve basing altinda %4.4 (wt.) hidrojen iceren formik asit
buglin arastirmacilar tarafindan hidrojen depolamasinda en umut vaad eden materyal
olarak tanimlanmaktadir.;40; Hidrojen icerigi disik gibi gorllse bile volumetrik
kapasitesi buglin kullanilabilen diger hidrojen depolama materyallerine gore formik
aside avantaj saglamaktadir. Ayrica toksik degildir, ¢cabuk tutusmaz, oda sicakhginda
stv1 halde bulunur, tasinmasi ve depo edilmesi kolaydir.j41; Formik asit kimyasal olarak
cesitli yollarla elde edilebilir. Kimyasal katalizorler zor reaksiyon kosullari ve pahali
metaller gerektirmektedir. Kimyasal CO: indirgenmesinin aksine, CO2 enzimler
kullanilarak 1limli kosullarda indirgenebilmektedir. Enzimatik kataliz ile CO:
indirgenmesi sonucu formik asit Gretilmesi ucuz ve aym zamanda cevreyle dost bir

teknoloji sunmaktadir.[4342]

FDH izerinde yapilan bir ¢alismada asetojen bir bakteri olan Clostridium
carboxidivorans’nin  CO2 rediksiyonu yapabildigi  gosterilmistir.s33 Candida
boidinii’den elde edilen FDH formati okside edebilmektedir. Candida boidinii ile
asetojen bakteri olan Clostridium carboxidivorans FDH’i karsilastirildiginda asetojen
FDH’in CO2’i katalizleme Ozelliginin formata olan disik baglanma afinitesinden
geldigi dusunllmektedir.;ssy FDH enziminin en Onemli dezavantaji farkli ¢6zgen
sistemlerinde enzimin igermis oldugu aktif sistein amino asitlerinden ve ylksek pH ve
yiiksek sicaklarinda kolaylikla stabilitesini kaybedebilmesidir. FDH enzimlerini
endustriyel sartlara dayananikli hala getirmek i¢in yeni FDH enzimlerinin izolasyonu ve
rekombinant olarak eksprese ettirilmesi Uzerine gunumuzde birgok arastirma devam

etmektedir.[7,44) Literatirdeki son calismalarda7 termofilik bir fungus olan Chaetomium



thermophilium {izerine ¢alismiglardir. Bu fungustan klonlanip, tanimlanan FDH
enziminin  Tm degeri Dbeklenildiginden farkli olarak 58°C olarak o6lgtUlmustr.
Karsilastirilan sonuglara gore bu degerin mezofilik bir enzimle ayn1 Tm degerine sahip
oldugu gorilmektedir. Mezofilik enzimler olan Candida methylica (CmFDH) enziminin
Tm degeri 63°C, 51 Pseudomonas sp (PsFDH) enziminin Tm degeri 68°C*dir.jg) izole
edilmis FDH’lerin endistriyel alanda kullanilmasinin zorlugundan dolay1 birgok protein
muhendisligi yontemi de uygulanmaktadir.4s46.47,24). Thiskov ve ark. 1993 yilinda
Cys255Ser ve Cysl45Ser mutantlar1 {izerine yapilan psFDH ¢alismalarinda
gerceklestirilen mutantlarin tek basmma kimyasal stabilitede bir degisiklige sahip
olmadig1 goriiliirken, Cys255Ala /Cys145Ser ¢ift mutantinin yabani tipe gore kimyasal
kararliligi 1000 kat arttirilabilmistir.25]

FDH enzimleri izole edildigi kaynaga gore degismektedir (Tablo 2.1).

Tablo 2. 1 Farkli kaynaklardan izole edilmis FDH enziminin termal stabilitelerinin ve
optimum pH degelerinin karsilastiriimasi

FDH Kaynaklan pH Tm Referans
Gossypium hirsutum FDH | 7.0 53 (Ordu ve Kurt-Gir, 2018)
Glycine max FDH 7.0 57.1 (Alekseeva, 2011; Kargov

ve ark., 2015)

Arabidopsis thaliana FDH | 7.0 64.9 (Alekseeva, 2011)
Granulicella mallensis | 7.0 53 (Fogal ve ark., 2015)

FDH

Pseudomonas sp. 101 FDH | 7.0 67.6 (Alekseeva ve ark., 2015)
Candida boidinii FDH 7.0 64.5 (Sadykhov ve ark., 2006;

Choe ark., 2014)

Candida methylica FDH 8.0 58+0.81 | (Ordu ve ark, 2013;
Ozgiin ve ark., 2015)




3

MATERYAL VE METOD

3.1 Materyal
3.1.1 Kullanilan Hiicreler ve Vektor

Bu calismada kompetent hiicre olarak ticari Escherichia coli DH5a-T1 ve Escherichia
coli BL21(DE3) kompetent hiicreleri kullaniimastir.

CdFDH geni pGMET -T klonlama vektorl ve pQE-2 ekspresyon vektériine klonlanmis
ve rekombinant DNA tasiyan bakteri gliserol icerisinde -80°C ’de saklanmistir. VektOr
PpGEM-T ‘nin sematik gosterimi Sekil 3.1°de, pQE-2 vektorlnin sematik gosterimi
Sekil 3.2°de verilmistir

S

3000 bp ‘

Sekil 3. 1 pGEM-T vektor haritasi
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*hol (1)
EcoRI (88)
Ml {140)
Sacl (158)
Motl {151}
Eagl (161)
Sacll (167)
Kpnl (173)
Pmill {177)
Sall (180)
Aatll (4838 Psti (190)

AmpR_promaoter Hindlll (194}
\ Hﬁ-_\ Mhel (314}

CATICamR

Meol (357)
mE_T1_terminator

Ampicillin

4755 bp |
|
!
Marl (1245
Hpal {1481
EcoR\V (1537
Apal (1730
pGEX_3 primer -—}._
lacl
Bdl {1868)

Sekil 3. 2 pQE-2 vektor haritasi

3.1.2 Kullanilan Kitler ve Enzimler

PZR Plus Master Mix Il (5x) (GeneMark)
EcoSpin Plasmid Isolation Kit (ECO TECH)
EcoSpin gel Isolation Kit (ECO TECH)

Gel isolation kit (BIOMATIK)

Pstl (Biolabs)

Sacl (Biolabs)

3.1.3 Kullanilan Cihazlar

Spektrofotometre cihazi (Shimadzu, UV-1800), jel elektroferez cihazi (Thermo fisher
EC250-90), mikropipet (Eppendorf), Vortex (Heidolph, Stuart), hassas terazi (Shimadzu
ATX224), Santrifuj cihaz1 (Hettich Universal 32R), guvenlik kabini (Hedlab X-Bio
Class-11), -80 °C Dolabi1 (Thermo fisher).
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3.1.4 Kimyasallar ve Malzemeler

Agaroz (Sigma Aldrich), Akrilamid/bisakrilamid 29:1 (BIORAD), Amonyum persulfat
(BIORAD), Ampisilin (BioShop), Coomassie brilliant blue (Sigma-Aldrich),
Dipotasyum Fosfat (IsoLab), DL-Dithiothreitol (DTT) (GoldBio), Etilendiamin
tetraasetik asit (EDTA) (Sigma-Aldrich), Hidroklorik asit (HCI) (Merck), Gliserol
(Multicell ), Imidazol (Sigma-Aldrich), Lizozim (Sigma-Aldrich), Monopotasyum
Fosfat (IsoLab), NAD®* (Biomatik), Nikel nitrilotriasetik asit (Ni-NTA Agaroz)
(QIAGEN), Sodyum klorir (NaCl) (Merck), Sodyum dihidrojen fosfat (NaH2POa)
(Merck), Sodyum dodesil sulfat (SDS) (Merck), Sodyum hidroksit (NaOH) (Merck),
Tetrametiletilendiamin (TEMED) (Sigma-Aldrich), Tripton (Sigma-Aldrich), TRIS
(Sigma-Aldrich), Maya 6zutu (Sigma-Aldrich).

3.1.5 Kullamlan Besiyerleri

YPD (Yeast Extract peptone dextrose) Broth besiyeri: 1 litre icin; 10 g Maya 0zutd, 20
g pepton, 20 g glukoz igerir.

LB (Luria-Bertani) besiyeri: 1 litre icin; 10 g pepton, 5 g NaCl ve 5g Maya 6z(tu icerir.
Kat1 LB besiyeri hazirlamak igin 1 It siv1 besiyerine 15 g agar eklenereck pH:7.0” ye
ayarlanir. LB Agar besiyeri hazirlandiktan sonra otoklavda 121° C’* de 1,5 atm basingta
20 dk sterilize edilir. Ampisilin igeren kati besiyeri hazirlamak igin otoklavlanan LB
kat1 besiyeri elle tutulabilecek 1siya geldiginde 100 pg/ml ampisilin eklenerek sterilize
olan petri kaplarina, petri basina yaklasik 25 ml besiyeri olacak sekilde dokulir. LB
Agar besiyerleri yaklasik 15 dk donmaya birakilir.

SOB (Super Optimal Broth): %2 Tripton, %0,5 maya 6ziti, 10 mM NaCl, 2.5 mM
KCI, 10 mM MgCl: igerigi hazirlandiktan sonra pH 7.0’ye ayarlanir ve 121°C’de 15 dk

otoklavlanarak sterilize edilir.

SOC (Super Optimal Broth with added Glucose): 49 ml sogumus SOB’ye, 1 ml

filtreden gegirilerek sterilize edilmis 1 M glukoz soliisyonu eklenerek hazirlanir.

TB (Terrific Broth) besiyeri: 1 litre icin; 12 g Tripton, 24 g Maya ekstrat: ve 4 ml
Gliserol 900 ml distile su icerisinde ¢oziindiriiliir. Otoklavda 121° C* de 1,5 atm
basingta 20 dk boyunca sterilize edilir. Otoklavdan ¢ikan besiyerinin sicakligi yaklasik
60 °C iken 100 ml potasyum fosfat tamponu eklenir.
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3.1.6 Kullamlan Tampon Cozeltileri

10x TBE Tamponu: 1 litre TBE Tamponu i¢in; 54,0 g Tris, 27,5 g Borik Asit ve 7,44 g
EDTA tartilir ve ayn1 kapta distile suda ¢ozlliir, pH 8,3’e ayarlandiktan sonra 1 litreye

tamamlanir.
Ampisilin: 100 mg/ml stok solusyon hazirlanir ve filtre ile sterilize edilir.
TE tamponu: 100mM Tris-HCI (pH:8), 0.5mM EDTA. Otoklavda sterilize edilir.

IPTG (Isopropyl-B-D-thiogaltopyranoside): 20 mg/ml stok sollisyon hazirlanir ve filtre

ile sterilize edilir.

Protein Saflagtirma Tamponlart:

Lizis Tamponu (pH:8, 1 Litre): 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 10 mM imidazol
Yikama Tamponu (pH:8, 1 Litre): 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 20 mM imidazol
Eltisyon Tamponu (pH:8, 1 Litre): 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 500 mM imidazol

SDS-poliakrilamid Jel Elektroforezi: SDS-poliakrilamid jel, yurutme jeli ve toplama jeli
olmak (zere iki kistmdan olusur. Bir jel icin gerekli olan kimyasallarin miktarlar

asagida verilen Tablo 3.1°de belirtilmistir

Tablo 3. 1 SDS-PAGE jelinin hazirlanmasi i¢in gerekli kimyasallarin miktarlari

Kimyasallar Yuritme Toplama
jeli (%12) | jeli (%5)

dH.0 1,6 mL 1,8 mL
Tris (1.5 M, pH 8.8) 1,3mL
Tris (0.5 M, pH 6.8) - 0.313mL

SDS Soliisyonu (%10) 0,05 mL 0,025 pL

Akrilamid/Bisakrilamid 2mL 0,335 pL
29:1 (%30)

APS (%10) 0,05 mL 0,025 mL

TEMED 0,005 mL | 0,0025 mL
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SDS-PAGE jellerini hazirlamak igin:

%10’luk SDS soliisyonu, 10.0 g SDS’in 100 ml dH.0’da c¢ozdiiriilmesi ile

hazirlanmustir.
%10’luk APS 0.1 g APS’nin 1 ml dH>O’da ¢ozdiiriilmesi ile hazirlanmistir.

%12’lik ayirma jeli i¢in gerekli olan 1.5 M Tris-HCI (pH 8.8) sollsyonu, 18.15 g Tris-

bazin 100 ml dH>O’da’da ¢6zdiiriilmesi ile hazirlanmustir.

%S5’1ik toplama jeli i¢in gerekli olan 0.5 M Tris-HCI (pH 6.8) soliisyonu, 6.0 g Tris-
bazin 100 ml dH20’da ¢oziilerek hazirlanmistir.

10x SDS yiiriitme tamponunu hazirlamak i¢in 3.30 g Tris-baz, 144.0 g glisin ve 10.0 g
SDS 1 L dH20’da ¢oziilerek hazirlanmigtir (Elektroforez oncesinde 10x yiiriitme

tamponu 1x’e seyreltilmistir).

Coomassie Brillant Blue (CBB) sollisyonu, 1.0 g CBB, 500 ml metanol, 100 ml glasiyal
asetik asit ve 400 ml dH>O’da ¢oziilerek hazirlanmistir

Destaining soltsyonu, 200 ml metanol, 100 ml asetik asit ve 700 ml dH2O’un karisimi

sonucu hazirlanmistir.
50 mM DTT solusyonu, 0.77 g DTT 100 ml dH20’da ¢6ziilerek hazirlanmistir.

Kompetent hiicrelerin  hazirlanmasinda kullanilan CaCl, solisyonu, 1.47 ¢
CaCl>*2H20’nun 100 ml dH20’da ¢6ziilmesinin ardindan 121° C* de 1,5 atm basingta

20 dk boyunca otoklavlanarak sterilize edilmesiyle hazirlanmistir.

Enzim Aktivite Testi Cozeltileri: 1 M Tris HCI (pH 8.0) hazirlamak i¢in 60.870 g Tris-
baz 500 ml dH20’da ¢oziilerek ve 0.5 M EDTA soliisyonu 73.06 g EDTA’nin 500 ml

dH20’da ¢6ziinmesi ile hazirlanmustir.

3.2 Metod

3.2.1. Candida sp. Buyutilmesi
Gliserol stogundan alinan Candida sp. hicreleri 5 ml YPD broth igine ekilerek
calkalamali inkiibatorde 30°C, 160 rpm kosullarinda 48 saat inkibe edilmistir.

Inkiibasyon sonrasinda ¢oktiiriilen kiltiir genomik DNA izolasyonu igin kullanlmustir.
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3.2.2 Genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA izolasyonu igin Harju sollsyonu hazirlanmistir.is13; 48 saat boyunca
blyutulen Candida sp. hiicreleri 1,5 ml’lik 6rnek tiiptine aktarilmistir ve 20,000 x g ‘de
5 dk boyunca santrifiij edilmistir. Stiparnatant ortamdan uzaklastirilip pellet tizerine 200
ul Harju soliisyonu eklendikten sonra 2 dk boyunca kuru buz i¢inde bekletilmistir.
Ardindan 6rnek tipti 95°C’de 1 dk boyunca sicak blokta bekletilmis ve son iki
basamagin tekrarlanmasini takiben ornek 30 sn boyunca vorteksle karigtirilmistir.
Uzerine 200 pl kloroform eklendikten sonra 2 dk boyunca tekrar vorteksle karistirilmis
ve 3 dk boyunca 20,000 x g ‘de santrifiij edilmistir. Olusan Ust faz farkli bir 1,5 ml’lik
Ornek tlpine aktarilarak Gzerine 400 pl %100 etanol eklenerek oda sicakliginda 5 dk
bekletilmistir. Oda sicakliginda 20,000 g’de 5 dk boyunca santrifij edildikten sonra
olusan supernatant ortamdan uzaklastirilmistir. Pellet 0.5 ml %70’lik etanol ile
yikanarak oda sicakliginda 20,000 x g’de 5 dk boyunca santrifiij edilmistir.
Stipernatantin  ortamdan uzaklastirilmasinin ardindan Ornek tiipliniin kapagi acgik
tutularak pelletten etanolun uzaklagtirllmasi saglanmistir. 25 pl suda pelletin
¢ozlndiiriilmesinin ardindan DNA miktar1 ve Kalitesi UV-vis spektrofotometre ile 260
nm ve 280 nm dalga boylarinda yapilan dl¢iimler sonucunda belirlenmistir. Izole edilen

DNA 6rnegi daha sonraki kullanimlar igin derin dondurucuya (-20°C) kaldirilmastir.

3.2.3 Primer Dizaym ve PZR

Primerler Candida boidini NAD"-bagimli FDH gen dizi bilgisi kullanilarak spesifik
olarak tasarlanmistir (Tablo 3.2). Primer tasarlarken, primerlerin 5’ ucuna restriksiyon
enzimleri olarak kullanilacak Sacl ve Pstl endoniikleazlarina uygun tanima bolgeleri
yerlestirilmistir. Ticari olarak satin alinan primerler kullanim talimatina gore
sulandiriimistir. PZR reaksiyonlarinda bu sekilde kullanilmak zere derin dondurucuya
(-20°C) kaldirilmastir.

Tablo 3. 2 PZR igin tasarlanan primerler

Forward primer 5-CGC GTG AGC TCA AAT GAAGATCGTTTT AGT-3

Reverse primer 5-ACC GCT GCAGTT ATT TCT TAT CGT GTT TAC-3

Intronsuz genler prokaryotlarin Kkarakteristik bir 6zelligidir, ancak Okaryotlarda hala
birkac intronsuz gen vardir.;s2; Mayalardaki NAD*bagimli FDH genleri de intronsuz
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genlerdir. Bu nedenle klonlama calismalarinda genomik DNA izolasyonu sonrasi
miktar1 ve kalitesi belirlenen DNA molekiilleri kalip olarak kullanilmistir ve PZR ile
hedef gen olan CdFDH geninin ¢ok sayida kopyasi elde edilmistir. Bu islem igin “PCR
Plus Master Mix Il (5x) (GeneMark)” ve gene Ozgii primerler kullanilarak PZR
yapilmustir. PZR Tablo 3.3” de belirtilen miktarlarda hazirlandiktan sonra Tablo 3.4’ de

verilen PZR reaksiyon termal kosullar: optimize edilmistir.

Tablo 3. 3 CdFDH geninin amplifikasyonu i¢in kurulan PZR nin bilesenleri

icerik Miktar
Genomik DNA (75 ng/ul) 2u
fleri Primer (100 uM) 2ul
Geri Primer (100 uM) 1l
Master mix high proof (5X) 5ul
dH:0 11l

Toplam hacim 20 pl

Tablo 3. 4 PZR termal kosullar

PZR Reaksiyon Kosullarn

Sicaklik Sire
94.°C 2 dk
T
94.°C 1dk
55 °C 5 dk ~—— 35Doéngl
72°C 60 sn
-
72°C 5 dk
4°C 0

16




3.2.4 Agaroz Jel Elektroforezi

CdFDH enzimini kodlayan gen bdlgesini igeren PZR iiriinleri %1’ lik agaroz jelde
kontrol edimistir. Agaroz jel hazirlamak i¢in 0.4 g agaroz 40 mL 1 X TBE tamponunda
mikrodalga firinda ¢ozilmustlr. Homojen hale getirilen jel yaklasik 55-60°C’ ye kadar
sogutularak 3 pL etidyum bromar (10 mg/ml) eklenmistir. Yikleme tamponu eklenerek
kuyucuklara 3 pl marker ve 2 ul 6x yiikleme boyasi (Takara) ile karigtirilan 10ul DNA
jeldeki diger kuyucuga yiiklenmistir. Yiiklenen 6rnekler 100 V’da 30 dk yiiriitiildiikten
sonra UV 1sik altinda goruntiilenmistir. Tlgili amplikon biiyiikliigii goriildiikten sonra
jele yiiklenmeyen PZR {iriinii “PZR Purification kit (Qiagen)” ile purifiye edilmistir.

Purifikasyon asamasinda asagidaki islemler uygulanmaistir:

1. PZR iiriinii hacminin iki kat1 kadar “Binding Buffer”, ilaveden sonraki toplam

hacim kadar da izopropanol eklenerek karistirilmistir.

2. Karisim kolona aktarilmistir ve 13000 rpm’de 2 dk santrifiij edilmistir ve

toplama tiiplinde biriken s1vi ortamdan uzaklagtirilmistir.

3. Kolonun iizerine 500 pl “Wash Buffer” eklenmis, 13000 rpm’de 2 dk santrifiij

edilmis, Yikama basamagi iki defa tekrarlanmustir.

4. Kolonda “Wash Buffer” kalmis olmasi ihtimaline karsi 14000 rpm’de 3 dk bos
santrifiij yapilmis ve toplama tiiplinde biriken biriken sivi  ortamdan

uzaklastirilmistir.

5. Kolonun iizerine 55°C’de 1sitilmis 21 pl ddH20” eklenerek oda sicakliginda 2
dk inklbe edilmistir.

6. 14000 rpm’de 2 dk santrifiij sonucu siizlintiide bulunan PZR {iriinlerinin miktar
ve kalitesi UV-vis spektrofotometre ile 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda

yapilan 6l¢iimlerle belirlenmistir.

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

3.2.5 Ligasyon

NAD"-bagimh CdFDH genini tagiyan PZR (rlini pGEM-T vektorine klonlamak igin
18 saat +4°C’de bekletilmistir. Ligasyon i¢in kullanilan kimyasallar ve miktarlar: tablo

3.5’te gosterilmistir.
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Tablo 3.5 Ligasyon reaksiyonunun bilesenleri

Icerik Miktari
PZR Grind (13,1 ng / pl) 3,5ul
5x Ligasyon Buffer 5ul
PGEM-T vektdr(1082 1l
ug/ml)

T4 DNA ligaz (5U/ pl) 0,5 ul

Toplam hacim 10 pl

3.2.6 CaCl2 Kompetent Hucre Hazirlanmasi

Transformasyon icin gerekli kompetent hicrelerin hazirlanmas: asagidaki islem

siralarina gore gergeklestirilmistir.

1. Transformasyon islemi i¢in E.coli BL21-DE3 ve DH5a-T1 hicreleri

kullanilmistir.

2. -80°C’de bulunan hicre stoklari 6ze ile alinarak antibiyotik igermeyen kati
besiyerlerine azaltilarak ekimleri yapilmis ve 16 saat 37 °C’de buyutilmustur.

3. Inklibasyon sonunda her iki sus icin de tek koloni secilerek antibiyotik
icermeyen 5 ml LB sivi besiyerine ekilmistir. Daha sonra 37°C’de 220 rpm ile
gece boyu inkibe edilen hicrelerden 500 ul alinarak 250 ml’lik erlende 50 ml
antibiyotik icermeyen LB sivi besiyerine ekilmistir.

4. 37°C ve 220 rpm’de inkiibe edilen hiicrelerin 600 nm’deki optik yogunluk
degeri UV-Vis spektrometre kullanilarak belirlenmis ve 0.5-0.6 araligina
geldiginde 50 ml’lik baglangi¢ kiltirleri 50 ml’lik iki 6rnek tiipiline esit olarak
dagitilmistir.

5. 50 ml’lik o6rnek tiiplerinin buzun icerisinde 10 dk bekletilmesinin ardindan
ornekler 4000 rpm ile 4°C’de 10 dk santrifiijlenerek ¢oktiiriilmiis ve olusan

siipernatant ortamdan uzaklastirilmistir.

6. Onceden sterilize edilmis 100 mM (pH 7.0) konsantrasyonundaki CaCl,
solisyonundan 10 ml alinarak pelletlerin tizerine eklenmis ve pelletler yavasga

pipetaj yapilarak ¢oztlmustir.
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7. Pelletlerin ¢oziilmesinin ardindan 4000 rpm + 4°C’de 10 dk santrifiij edilmistir.

8. CaClyislemi ile santrifij islemi 3 kez tekrar edilmis ve CaClz‘nin kullanilmasi

ile hiicre porlarinin daha gecirgen olmas: saglanmistir.

9. Siipernatantlar 2 kez ortamdan uzaklastirildiktan sonra pellet 40 ul iist sivi ile

lyice ¢Ozllerek Gizerine steril %2100 gliserolden 200 pl eklenmistir.

10. Hazirlanan kompetent hiicreler 1,5 ml’lik 6rnek tiiplerine istenilen miktarda

dagitilmasinin ardindan daha sonra kullanilmak iizere -80°C’ye kaldirilmistir.

3.2.7 Transformasyon

pGEM-T vektorine klonlanan PZR Grlninin DH5a -T1 E. coli kompetent hiicresine

transformasyonu asagida verilen adimlar: takip ederek gerceklestirilmistir.

1. -80°C’ de saklanan 50 pL E. coli DH5a kompetent bakterileri 5 dk buz uzerinde

¢Ozlinene kadar bekletilmistir.

2. Coziinmeye baglayan bakterilerin 50 ul’ si iizerine 5 ul CdFDH PZR (rini

eklenmistir.

3.Kompetent hiicreler 30 dk buz {lizerinde bekletilmistir.
4.Kompetent hiicreler buzdan alinip 42°C’ de 1 dk bekletilmistir.
5.42°C’ den alinan bakteriler 2 dk buz tizerinde bekletilmistir.

6. Hucreler buzdan ¢ikarildiktan sonra iizerine 900 ul SOC eklenmesinin ardindan

hafifce karistirilmistr.
7. Calkalayicili inkiibatorde 37 °C’de 200 rpm’ de yaklasik bir saat inkiibe edilmistir.
8. Inkiibe edilen hiicreler 4000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir.

9. Supernatan kisimdan 850 pl ortamdan uzaklagtirilmistir. Geriye kalan 100 pl ile

pellet cozindirilmuistar.

10. 100 ul hicre, X-Gal-Amp-IPTG iceren katt LB besiyerine yayma yontemi ile

ekilmistir. Kolonilerin ¢ogalmasi igin 37 °C’ de gece boyunca inkiibe edilmistir.

11. 37°C’den alinan petriler + 4 °C’ye kaldirilmistir.
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3.2.8 Transformasyon Analizi

Transformasyon sonrasi petride gorilen kolonilerden NAD*-bagimli CdFDH genini
tastyan pGEM-T plazmidini hiicre icerisine alan bakterilerin secilimi 20 mg/mL X-gal,
1 mM IPTG ve 100 pg/ml Amp igeren kat1 LB besiyerinde gergeklestirilmis ve beyaz

renkli koloniler pozitif, mavi renkliler ise negatif olarak degerlendirilmistir.

3.2.9 Transformasyon Analizi i¢cin Restriksiyon Endonukleazlarla Kesim Islemi

Beyaz renkli kolonilerdeki “insert” varligi izole edilen plazmidlerin restriksiyon
endonukleazlariyla kesimine dayali olarak dogrulanmistir. Bu amacla ampisilinli LB
s1v1 besiyerine ekilerek 37°C’de gece boyu inkibe edilen hicrelerden EcoSpin Plazmid
Izolasyon Kiti (ECO TECH) ile plazmid izolasyonu yapildiktan sonra Sacl ve Pstl
enzimleri ile 3,5 saat 37°C’de kesim yapilmistir (Tablo 3.6). Enzim ile kesimi
gerceklestirilen 6rneklerden 45 pl, yiikleme boyasindan ise 5 ul jele yiiklenmistir.
Yiiklenen ornekler 100 V’da 30 dk yuritildikten sonra UV 1g1k  altinda
goruntiilenmistir. ilgili bant jelden geri saflastirilarak pQE-2 vektoriine klonlanmast igin
derin dondurucuya (-20°C) kaldirlmistir. FDH geni igerdigi disiiniilen koloni
Ampisilinli LB siv1 besiyerine ekilerek 37°C’de gece boyu inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda EcoSpin Plasmid Plazmid izolasyon kiti (ECO TECH) ile plazmid
izolasyonu yapildiktan sonra koloniler Sanger dizi analizi yontemi ile dizilenmistir. Dizi
analizi sonucuna gore ilgili geni tasidigi belirlenen koloni sivi LB besiyeri iginde
37°C’de 16 saat inkiibe edilmis ve hiicreler %20 oraninda gliserol eklendikten sonra
derin dondurucuya (-80°C) kaldirilmustir.

Tablo 3. 6 CdFdh+ pGEM-T plazmidinin Sacl ve Pstl restriksiyon enzimleri ile kesim
islemi.

CdFdh+ pGEM- | 21 HI

T (601 ng/ pl)

10x NEB Buffer | 5 pl
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Tablo 3. 7 CdFdh+ pGEM-T plazmidinin Sacl ve Pstl restriksiyon enzimleri ile kesim
islemi (devami)

Sacl (20 U/ pl) 1l

dH20 22 ul

Pst(20 U/ pl) | 1l

Toplam 50 pl

3.2.10 CdFDH Geninin Agaroz Jelden Saflastirilmasi

Restriksiyon enzimi ile kesim sonrasi agaroz jel (zerinde ydritilerek kontrol edilen
CdFDH geni, pQE-2 ekspresyon vektorine klonlama islemi igin asagida belirtilen

sekilde jelden geri kazanilmistir.
1. CdFDH geni iceren jel parcalar: 1.5 ml’lik ornek tiiplerine alinmastr.
2. 100 mg agaroz jel parcalarina 300 ml” Binding” soliisyonu eklenmistir.

3. Jel parcgalar1 50-60°C’de 7-10 dk boyunca 2 dk araliklarla vorteks ile karistirilarak

¢Ozlinmesi saglanmistir.

4. Agaroz jel tamamen ¢6ziindiikten sonra her 100 mg jel pargasi i¢in tizerine 150 pl

izopropanol eklenmistir.
5. Coztinms jel parcalar: Spin kolonlarina aktarilmstir.

6. Kolonlar 12,000 rpm’de 1 dk boyunca santrifiij edilerek kolonun altinda kalan sivi

ortamdan uzaklastirilmistir.

7. Kolonlara 700 pl yikama soliisyonu eklenerek 1 dk 12,000 rpm’de santrifiij

edilmistir.
8. Kolonlar bos olarak 3 dk 12,000 rpm’de santrifiij edilmistir.

9. Toplama kolonu yeni 1.5 ml’lik yeni bir 6rnek tiipiine yerlestirilmistir. 55°C’de

1sitilmig sudan 30 pl kolona eklenmistir.

10. 2 dk boyunca oda sicakliginda bekletilen kolon 1 dk 12,000 rpm’de santriflj

edilmistir.
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11. Elie edilen 6rnek daha sonraki kullanimlar igin derin dondurucuya (-20°C)

kaldirilmistir.

3.2.11 pQE-2 Ekspresyon Vektortine Klonlama

Jelden geri saflastirdigimiz CdFDH genini pQE-2 ekspresyon vektoriine yerlestirmek
icin pQE-2 vektorii LB sivi iginde 37°C’de 16 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun
sonunda htcrelerden EcoSpin Plazmid izolasyon kiti (ECO TECH) ile plazmit
izolasyonu yapildiktan sonra Sacl ve Pstl enzimleri ile 3,5 saat 37°C’de kesim
yapilmistir. pQE-2 vektorl restriksiyon endiinukleaz ile kesim kosullar1 Tablo 3.7°de

verilmistir.

Tablo 3. 7 pQE-2 plazmidinin Sacl ve Pstl restriksiyon enzimleri ile kesim iglemi

pQE-2 Vektor 10 pl
(257 ng/ pl)

10x NEB Buffer 5 ul

Sacl (20 U/ pl) 1l

Pstl(20 U/ pl) 1l
dH20 33 ul
Toplam 50 pl

Jelden eliie edilen ve derin dondurucuya (-20°C) kaldirilan NAD*-bagimhi CdFDH
geninin protein ekspresyonunu saglamak amaciyla hedef genin histidin kuyruklu bir
ekspresyon vektorl olan pQE-2 vektoriine klonlanmasi igin Tablo 3.8’de belirtilen

bilesenler bir araya getirilerek +4°C’de 18 saat boyunca ligasyon gerceklestirilmistir
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Tablo 3. 8 Ligasyon reaksiyonunda kullanilan bilesenler ve miktarlari

Ligasyon i¢in Miktar

kullanilan icerikler

Insert (22,01 ng/ul) 8 ul

5x Ligasyon Buffer 2 ul

Vektor (pQE-2) (1814 | 2 ul
Hg/ml)

dH20 7 ul

T4 DNA ligaz (5U/ ul) | 1l

Toplam 20 pl

3.2.12 E. coli BL21 Hucrelerinin Transformasyonu ve Transformantlarin Analizi

CdFDH genini tasiyan pQE-2 vektori E.coli BL21 hicrelerine 3.2.7. Transformasyon
bagligi altinda belirtilen islemler uygulanarak aktarilmistir. Ampisilin iceren katt LB
besiyerine ekilen transformasyon karistminin 37°C de 16 saat inkiibasyonunun ardindan
olusan koloniler hem ¢izgi ekim yontemiyle Ampisilinli LB kati besiyerine ekilmis,
hem de steril kosullarda ampisilinli LB sivi besiyerine inokule edilmistir. 37°C de 16
saat boyunca inkiibe edilen kolonilerin rekombinant vektorleri igerip i¢ermediginin
belirlenmesi icin ilk 6nce kolonilerden plazmid izolasyonu yapilmistir. CAFDH geninin
ekspresyon vektoriine genin agik okuma cercevesine uygun yonde klonlandigimi
dogrulamak i¢in izole edilen plazmidler Pstl restriksiyon enzimi ile Tablo 3.9°da verilen
kosullarda 37°C’de 3,5 saat boyunca kesilmistir. Restriksiyon enzimleri ile kesilen
plazmidlerin bant biyukluklerini gérmek icin agaroz jel elektroforezi yapilmis ve jel
goruntuleme ile beklenen hedef bantlar1 vererek CdFDH’in vektore diiz bir sekilde
girdigi tayin edilen koloniler tekrar ekim yapilarak gece boyunca inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda plazmit izolasyonu yapilarak Sanger dizi analizine yollanmustir.

Dogrulugu kanitlanan koloniler ile ¢aligsmalara devam edilmistir.
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Tablo 3. 8 CdFdh+ pQE-2 plazmidinin Pstl restriksiyon enzimi ile kesim islemi

CdFDH+pQE-2 | 2 ul
(352 ng/ pl)

10x NEB Buffer | 1 pul

Pstl 20U/ pl) | 05l

dH20 6.5 ul

Toplam 10 pl

3.2.13 Hucre Buyutme ve Protein Ekspresyonu

1. CdFDH genini tasiyan pQE-2 vektorind iceren E. coli BL21 hiicreleri 25 ml’lik
ampisilinli sivi LB besiyerine ekilmis ve inkiibatorlii ¢alkalayicida 37°C, 250 rpm’de
yaklasik 16 saat inkiibasyona birakilmistir.

2. Gece boyunca inkibe edilmis alt kalturi yapilan hicrelerin tamam: 500 ml
ampisilinli (100ug/ml) TB besiyerine inokile edilerek inkibatorli galkalayicida 37°C,
250 rpm’de yaklasik 2 saat inkiibe edilmesinin ardindan ODsoo degeri 0.6 ya ulastiginda
ImM IPTG (isopropyl-B-D- thiogalactopyranoside) eklenerek CdFDH gen anlatimi

indiiklenmistir.

3. IPTG ile induklendikten sonra 24 °C’ de 22 saat inkibe edilmistir. Ardindan 1ml

hicre 1,5 ml’lik 6rnek tiiplerine alinmstir.

4. Inkiibasyon sonunda geriye kalan hiicreler 15,000x g’ de 20 dk santrifiij edilerek

supernatant ortamdan uzaklastirilmistir ve pellet -80 °C’ de saklanmustir.

3.2.14 6xHis-Tag Sistemi Kullanilarak CdFDH Enziminin Saflastiriimasi

1. -80°C’de saklanan pellet tizerine 12 ml lizis tampon eklenerek sispansiyon haline

getirilmistir.

2. Hucre stspansiyonuna 12 mg/ml lizozim eklenerek buz tzerinde 30 dk calkalanarak

inklbe edilmistir.
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3. Hucre stspansiyonu 200-300 W’ da sonikasyon ile 10’ar saniye araliklar ile 6 kez

sonikasyonda parcalama islemine maruz birakilmstir.

4. Sonikasyon sonrasi parcalanmis hiicre siispansiyonundan 1 ml farkli bir 1,5 ml’lik

ornek tuplerine alinmustir.

5. Geriye kalan par¢alanmis hiicre siispansiyonu 15000xg” de 15 dk +4°C’ de santrifij

ile ¢coktlralmustr.

6. CdFDH proteini nikel-nitrilotriasetik asit (Ni-NTA) metal-afinite kromatografisi
kullanilarak saflastirilmistir. 15 ml ¢oktlrilmus hiicre slispansiyonu slipernatantinin 1

ml Ni-NTA rezin eklenerek buz tizerinde 45 dk calkalanarak karismasi saglanmaistir.

7. Karistim 1000xg’de 1 dk santrifiij edildikten sonra rezine baglanmayan proteinleri

iceren supernatant “flow-through” olarak etiketlenmis ve +4°C’ye kaldirilmustir.

8. Cokturdlen rezin 2 kez 3 ml yikama tamponu eklenerek 1000xg’de 1 dk santriflj ile
yikanmig ve her bir yikamada elde edilen siipernatantlar daha sonra analiz edilmek

tizere +4°C’ye kaldirilmstir.

9. Ni-NTA rezine baglanan CdFDH proteinleri, 1 dk boyunca 1000xg’de santrifj

edilerek 1 ml eliisyon tamponu ile 6 kez eliie edilmistir.

10. Bir araya getirilen eliisyon fraksiyonlar1 bir gece boyunca +4°C’de bekletilerek
rezininin ¢Okmesi saglanmistir. Bekletilen protein rezinden ayrildiktan sonra

ultrafiltrasyon islemi gerceklestirilip aktivite analizlerinde kullanilmistir.

11. -80°C’den alinan hiicre pelleti, sonikasyon Oncesi, sonikasyon sonrasi, yikama

sonrasi ve eliisyon sonucu edilen proteinler SDS-PAGE analizinde kullanilmastir.

3.2.15 Ultrafiltrasyon

1. Merck (MWCO 30,000 kDa) ultrafiltrasyon tlplnin st cizgisine kadar ddH>O
eklenerek 3.000xg’de 5 dk santriflij yapilmistir. Ardindan ultrafiltrasyon tiipiiniin alt

kism1 ve membran igeren hazne i¢indeki sivi ortamdan uzaklastirtlmistir.

2. Haznenin iist kismma kadar 50 mM pH 7 potasyum fosfat tamponu eklenerek
3.000xg’de 10 dk santrifiij yapilmasinin ardindan tiipiin alt kism1 ve haznesi igindeki

s1vi ortamdan uzaklastirilmistir.
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3. Saflagtirma sonucu elde edilen protein hazneye bosaltilmistir. En iist ¢izgiye kadar 50
mM pH 7 fosfat potasyum tamponu eklendikten sonra 3.000xg’de 10 dk santrifiij
yapilmistir. Alt s1v1 atildiktan sonra tekrar tampon ¢6zelti eklenmis ve 3.000xg’de 4 dk
santrifij yapilmistir. En son gergeklestirilen santrifiij isleminden sonra Ornek tlpl

haznesinde yaklasik 1 ml protein kalmistir.

4. 200 pl’lik pipet ile ultrafiltrasyon tiipi haznesinin duvarlar1 da yikanarak igindeki

protein toplanmastir.

3.2.16 SDS-PAGE Analizi

CdFDH proteininin varhgini dogrulamak icin SDS-PAGE yapilmistir. ilk olarak,
%12’1ik ayirma (separating) jeli ve %5’lik toplama(stacking) jeli hazirlanmistir
Elektroforez camlari toz kalmayacak sekilde silinmistir. Camlar dogru bir sekilde kasete
yerlestirildikten sonra ilk olarak %12’lik ayirma jeli dokulmistur. Icerikler
hazirlanirken polimerizasyonu baslatici APS ve TEMED bilesenleri en son eklenmistir.
Ayirma jeli tamamen polimerize olduktan sonra iizerine %5’lik toplama jeli dokiilmiis
ve tarak yerlestirilerek yaklasik 20 dk toplama jelinin donmasi beklenmistir. Toplama
jeli hazirlanirken de APS ve TEMED bilesenleri en son eklenmistir. Toplama jelinin
donmasiyla tarak jelden ¢ikarilmis, kuyucuklar 1X SDS-PAGE yuritme tampon
cozeltisi ile yikanmis ve cam kaset elektroforez sistemine yerlestirilmistir. IPTG ile
indiklenen hiicre pellet ve sipernatantlarda CdFDH proteinini eksprese edilip
edilmedigini gérmek igin drnekler 4 pl 4x Laemmli Sample Buffer (BIO-RAD) boya ile
muamele edilmistir. Ornekler boya ile 95°C’de 5 dk denatiire edilerek jele yiklemek
icin hazir hale getirilmistir. Marker olarak 3 pl Precision Plus Protein Dual Color
Standards (BIO-RAD) yiiklenmistir. Ornekler 10 pl olarak jel tizerindeki kuyucuklara
yuklendikten sonra elektroforez tanki 1X SDS-PAGE ylritme tampon cozeltisi ile
doldurulmustur. 30 dk boyunca 100 V’ta yiriitilen Ornekler toplama jelinden
ayrildiktan sonra 160 V’da 1 saat yiritilmustlr. YUrutme islemi bittikten sonra jel
boyama sollisyonunun igerisinde gece boyunca 25°C’de c¢alkalanarak inkibe edilmistir.
Ardindan boyama cozeltisi dokulerek jelin tzerine yuzeyini kaplayacak miktarda boya
cikarma soliisyonunda 1 saat boyunca 37°C’de galkalanmis ve protein bantlarinin

goriiniir hale gelmesi saglanmistir.

26



3.2.17 Kararh Hal Kinetigi

CdFDH enziminin aktivitesi, koenzimi olan NAD"1 NADH’a indirgediginde 340
nm’de olusturdugu absorbans ile belirlenmistir. Rekombinant CAFDH' lerin kararh
durum Kinetik deneyleri, 20 mM pH 6 Potasyum fosfat, pH 7 Potasyum fosfat, pH 8
Tris Tamponu, pH 9 Tris Tamponu, 1 mM NAD®, 12 mM ve 40 mM format ve 100 uM
enzim iceren reaksiyon karisimmin 340nm’deki absorbansinin 25°C’de o6lgtlmesiyle
gerceklestirilmistir. Elde edilen veriler Grafit 7 Kinetics Software programina

yerlestirilerek analiz edilmistir.
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A

SONUC VE ONERILER

4.1 Genomik DNA zolasyonu ve CdFDH Geninin Amplifikasyonu

NAD'- bagimli format dehidrogenaz enzimi mayalarda intron igermedigi
bilindigindenssy MLP1 kodlu hiicreden dogrudan genomik DNA izolasyonu ile
klonlama ¢alismalarina baglanabilmistir. CalismamizdaFDH enzimi gen kaynagi olarak
kullanilan MLP1 kodlu hicre, pH 3-4 arasi ve halofilik bir ortam olan zeytin
salamurasindan izole edilmis ve 16S rRNA tanimlamasina gére %99 oraninda Candida

diddensiae ile benzerlik gosterdiginden Candida diddensiae olarak tanimlanmistir.[s4]

Genomic DNA Prep (Bust ‘n’ Grab Protocol) DNA izolasyonu ile elde edilen genomik
DNA’nin miktar1 260 nm’deki absorbans degeri ile, saflig1 (kalite) ise 260 nm ve 280
nm dalga boylarindaki absorbans degerlerinin orani (Azeo/280) ile belirlenmistir.
Konsantrasyonu 75 ng/ul, safligi 1.88 ¢ikan genomik DNA PZR ile ¢ogaltilacak hedef
gen bolgesi icin kalip DNA olarak kullaniimistir.

Hedef FDH geninin ¢ogaltilmas: i¢in Candida boidinii ve Candida methylica FDH
genleri temel alinarak tasarlanan primerler ve gerekli bilesenlerle polimeraz zincir
reaksiyonuna sokulmus ve sonuclar agaroz jel elektroforezi ile degerlendirilmistir.
Rekombinant CdFDH’in PZR sonucu elektroforez jel goruntust Sekil 4.1° de
gosterilmistir. 1 numarali kuyucukta 1015 baz ciftine sahip CdFDH gen dizisinin PZR
urind beklenildigi gibi agaroz jelde ~1015 bp blyukligiinde bant vermistir. PZR 6rnegi
PZR saflastirma kiti (Qiagen) ile temizlendikten sonraki konsantrasyon degerleri Tablo

4.1°de gosterilmistir.
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CdFDH

1Kb

Sekil 4. 1 PZR Urininin %1 lik Agaroz Jel Elektroforez Gorlntlsu 1) Marker, 2) PZR
uriind

Tablo 4. 1 PZR sonucu amplifiye edilen gen konsantrayon degerleri

Konsantrasyon A0/ A2g0 Az60/A230

13,1 ng/ pul 1,90 1,62

4.2 CdFDH Geninin pGEMT Vektorine Klonlanmasi ve

Transformasyon

PZR o6rnegi PZR saflagtirma kiti (Qiagen) ile temizlendikten sonra elde edilen CdFDH
geninin  pGEM-T vektoriine ligasyonu saglanmistir. Elde edilen rekombinant
CdFDH/pGEM-T vektori E. coli DH5a0 hicresine transformasyonundan sonra
rekombinant DNA’y1 i¢ine almig kolonileri segmek amaciyla X-Gal-Amp-IPTG iceren
kat1 LB besiyerine ekim yapilmistir.

X-Gal/IPTG igeren kat1 besiyerinde yapilan taramada, plazmidin i¢erdigi marker gen
beta galaktozidaz restriksiyon enzimi ile kesilerek buraya hedef gen yerlesmisse ve beta
galaktozidaz geninin biitiinliigli bozulmugsa bu genin aktivitesi ortadan kalkar. Eger,
bdyle bir konjugat (kimerik plazmid) tasiyan E. coli, Xgal (5-bromo -4chloro -3-indolyl
-beta- D-galactopyronoside) iceren ortama aktarilirsa, E.coli’ler Urer ancak, enzim
sentezlenemedigi igin Xgal'1 ayristiramaz ve kolonilerin etrafi renksiz olarak gOruldr.

Eger beta galaktozidaz geninin biitiinliigli bozulmamissa sentezlenen enzim, Xgal'l

29



ayristirarak koloni etrafinda mavi renk meydana getirir. Istenilen gen ile diger yabanci
gen veya DNA sekanslarini tagiyan plazmidli E. coli 'leri birbirinden ayirmak igin ise
secilen kolonilerin sivi LB besiyeri i¢inde iiretilip genin ekspresyonu kontrol
edilmelidir. Calismamizda 3,10,12,13,17 ve 21 numaral1 beyaz koloniler ¢izgi ekimi ile
secilerek bu kolonilerden elde edilen plazmidler restriksiyon enzimi ile kesilerek dogru

boyutta geni tasiyip tasimadiklar kontrol edilmistir (Sekil 4.2).

Sekil 4. 2 CdFDH igeren DH5a kolonileri

4.3 Koloni Taramasi

Ligasyon reaksiyon karisimi verilen kompetent hiicrelerin X-Gal-Amp-IPTG iceren LB
agar besiyerine ekimi ve inklbasyonu sonrasi olusan beyaz kolonilerden 6 tane
secilerek steril kosullarda ampisilinli sivi LB besiyerine inokiile edilmistir. Calkalamali
inkubatorde 37°C, 250 rpm’de yaklagik 16 saat inklbe edilen kolonilerin rekombinant
CdFDH’i alip almadigim1 gérmek icin 3,10,12,13,17 ve 21 numarali Kkolonilerden
EcoSpin Plazmid Isolation Kit (ECO TECH) Kkiti ile plazmit izole edilmistir. Plazmit
izolasyonu yapildiktan sonra Sacl ve Pstl restriksiyon enzimleri ile 37°C’de 3,5 saat
kesilmistir. Kesilen plazmidler agaroz jel elektroforezi ile degerlendirilmistir. Agaroz

jel elektroforezi sonucunda 17 numarali koloniden elde edilen plazmidden CdFDH geni
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(1015 bp) bitylkligiinde parcanin ¢iktig1 goriilmiis ve insert dizinin CAFDH genine ait

olup olmadig1 Sanger dizi analizi ile dogrulanmistir (Sekil 4.3).

Koloniler
A) Marker 3 10 12 13 17 2 1 e ot
i g
i 5,000
18 — 4 000
" 3,000
L) e 3 SO0
14 2.000
1kb " 1,000
30 _— 500

1% TAE Agarose Gel

Sekil 4. 3 A) Sacl ve Pstl restriksiyon enzimleri ile kesimi sonucu elde edilen trinlerin UV
gorintisu. B) DNA marker

4.4 DNA Dizi Analizi ve Homoloji BLAST

Dizi analizi sonucunda 1015 bp uzunlugunda Cdfdh geninin NCBI’da kayitli format
dehidrogenazlarla benzerligini arastirmak amaciyla blastn uygulamasi kullanilmigtir
(Sekil 4.4). CAFDH’inin veri tabaninda en yiiksek diizeyde Candida methylica (Cm),
Candida boidinii (Cb) format dehidrogenazlarina benzerlik gosterdigi belirlenmistir.
Candida methylica ile %99,08 Candida boidinii ile %99,07 oraninda benzerlik
goriilmektedir. Ekspresyon vektoriine dogru yonde klonlandigi dogrulanan koloni

secilerek ekspresyon calismalarina bu koloni ile devam edilmistir.
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# 5'3" Frame 3
ggaaattaactatgaaacatcaccatcaccatcaccatatgcatgcgggagctcaaatgaag
K L T Mm K HHHHHUHHMMHAGAQ M K
atcgttttagtcttatatgatgctgstaagracgctgctgatgaagaaaaattatatggt
I v L v L ¥ D A G K H A A DEE K L ¥ @
tgtactgaaaataaattaggtattgctaattggttaaaagatcaaggtcatgaactgatt
C T E N K L 6 I A N WL K D g G HE L I
actacttctgatasagaaggtgaaacaagtgaattggataaacatatcccagatgctgat
T T 5 b K E 66 E T 5 E L D K H I P D A D
attatcatcaccactocctttoccatcctgcttatatcactaaggaaagacttgacaaggct
I 1 I T T P FH P A& Y I T K ER L D K A
gagaacttaaaattagtcgttgccgotogtettogttoctgatcacattgatttagattat
K N L K L v Vv A A 6 VW 6 5 DH I DL D Y
attaatcaaacaggtaagaaaatctocagtcctggaagttacaggttoctaatgttgtectet
I N Q@ T @& K K I 5 VvV L E V T @ 5 N VvV W 5
gttegctgaacacgttgtcatgaccatgcttgtcttggttagaaatttcgttoccagcacat
vV A E H WV VM T ML WY L VYV R MNF WV P A H
gaacaaattattaaccacgattegggagettectectatcgctaaggatgcttacgatatc
E Q I I W H D W E V A 4 I A KD A Y D I
gaaggtaaaactatcgctaccattgotoctogtagaattggttacagagtcttggaaaga
E @ K T I A T I @ 4 @ R I @ ¥ R W L E R
ttactcccatttaatccaaaagaattattatactacgattatcaagoctttaccaaaagaa
L L P F NP K EL LY ¥ D ¥ QO A L P K E
gctgaagaaaaagttggtgctagaagagttgaaaatattgaagaattagttgctcaagect
A E E K ¥V &8 A R RVY EMNTIETEIL VWV A& QA
gatatcgttacagttaatgctccattacacgcaggtacaaaagetttaattaataaggaa
oI ¥ 17T ¥ N A P L H A G T K @ L I N K E
ttattatctaaatttaaaaaaggtgocttggttagtcaataccgraagaggtgctatttet
L L 5 K F K K @ A W L VvV N T AU R G A I C
gttgctgaagatgttgcagragoctttagaatctggtcaattaagaggttacggtggtgat
VvV A E D WV A A A L E S @ QL R G Y G 6 D
gtttegttcccacaaccagectccaaageatcacccatggagagatatgaggaataaatat
VvV W F P O P A P KD HP W RD M RN K Y
getegctggtaatgccatgactocctcactactoctggtactaccttagacgctcaaacaaga
G A 6 N A M TPHXY 5 @ T T L D A Q T R
tTacgctgaaggtactaaaaatattttggaatcattctttaccgetaaatttgattacaga
¥ A E @ T K N I L E 5 F F T @ K F D % R
ccacaagatattatcttattaaatgotgaatacgttactaaagcttacggtaaacacgat
F Q D I I L L N @ E Y V T K A Y G K H D
aagaaataactgcagccaagcttaattagctgagctenn
K K - L g P S L I 5 - A X

Sekil 4. 4 CdFDH’in nikleotid ve amino asit dizisi

4.5 Clustal Sonuglan

Elde edilen yeni CdFDH geni veri tabanlarindaki en yakin benzerleri
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karsilagtiritlmistir. CmFDH ve CbFDH daha 6nce yapilmis dizi analizi ¢aligmalarindan
elde edilen sonuglara gore secilmistir. CmFDH, CbFDH dizisinde korunmus bolgelerde
yer alan Asnl87 residusu, NAD* baglanma residulari olan Aspl195, Tyrl96 ve

GIn197’yi igeren a-heliks ve B-zincir arasindaki dongii iizerinde bulunmakta olan ve



koenzim spesifitesinden sorumlu olan Asn187 amino asidi ile CdFDH enziminde
bulunan amino asitlerin homolog oldugu goriilmiistiir. CLUSTAL OMEGA aracilidi ile

yapilan dizi karsilastirmalar Sekil 4.5’te verilmistir.

CLUSTAL 0{1.2.4) multiple seguence alignment

CmFCH MEIVLYLYDAGKHAADEEKLYGCTENKLGIANKLKDQGHELI TTSDKEGETSELDKHIPD 68
CdFCH METVLYLYDAGKHAADEEKLYGCTENKLGIANKLKDQGHELI TTSDKEGETSELDKHIPD 68
ChFCH METVLYLYDAGKHAADEEKLYGCTENKLGIANKLKDQGHELI TTSDKEGETSELDKHIPD &8

L e e R e R e R e s ettt sy L i e e ik

CmFDH ADITITTPFHPAYITHERLDKAKNLESWVAGYGSDHIDLOYINQTGEKISVLEVTGSNY 128
CdFDH ADITITTPFHPAYITHERLDEAKNLELVWAAGYGESDHIDLOYINQTGEKISVLEVTGSNY 128
CbFDH ADIIITTPFHPAYITKERLDKAKNLELVWAGVESDHIDLDYINQTGREISVLEVTGSNY 126

FEFFFEFFEFFEFFEFEFFFEXETEE FF FEEFEFFFFFREF T FIFFFER TR R ST E

CmFCH VEVAERAMTMLYLVRNFYPAHEQT THHDWEVAATAKDAYDI EGXTIATIGAGRIGYRVL 188
CdrFCH VSVAERMTMLYLVRNFYRAHEQT TNHDWEVAATAKDAYDI EQHTIATIGAGRIGYRVL 188
ChFCH VSVAEHVVMTMLYLVENFVPAHEQI INHDVEVAATAKDAYDI EGXTIATIGAGRIGYRVL 180
R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R kR Rk R R
CmFCH ERLLPFNPKELLYYDYQALPKEAEERVGARRVENIEELVAQADINTWNAPLHAGTKGLIN 24@
CdFCH ERLLPFNPKELLYYDYQALPKEAEERVGARRVENIEELVAQADINVTWNAPLHAGTKGLIN 24@
ChFCH ERLLPFNPKELLYYDYQALPKEAEERVGARRVENIEELVAQADINTWNAPLHAGTKGLIN 24@

L e e R e R e R e s ettt sy L i e e ik

CmFDH KELLSXFEKGAWLYNTARGATCVAEIVAAAL ESGOLRGYGEDVKF POPAPKDHPHRDMEN 388
CdFDH HELLSKFKKGAWLYNTARGATCVAEIVAAALESGOLRGYREDVWFPOPAPKDHPHRDMEN 388
CbFDH HELLSKFEKGAWLYNTARGAICVAEDVAAALESGOLRGYGEINVWFPQPAPKDHPWRDMAN 308

B R R R e e s E e s L e R e s

CmFCH Y GAGNANTPHY SGTTLDAQTRYAEGTKNILESFFTGXFOYRPQDIILLNGEYVTHAYGK 368
CdrFCH Y GAGNAMTPHYSGTTLDAQTRYAEGTKNILESFFTGXFOYRPQDIILLNGEYVTEAYGK 368
ChFCH Y GAGNAMTPHYSGTTLDAQTRYAEGTKNILESFFTGKFOYRPOQDITLLNGEYWTEAYGK 368

EE e e e e iR e e e Rk

CmFCH HOKE 364

CdFCH HOEE 364

ChFCH HDEE 364
wEEE

Sekil 4.5 CdFDH, CbFDH ve CmFDH proteinlerinin gosterdigi aminoasit dizi
homolojisi
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Sekil 4.6’da CdFDH’in blast sonucu elde edilen dizisi ile kristal yapisi bilinen CmFDH
ve CbFDH ile sekonder yapi karsilastirilmast yapilmistir. Kirmizi renk ile gosterilen
bolgeler korunmus bolgeleri ifade etmektedir. Fizikokimyasal yapilart %99’dan fazla

benzerlik gostermektedir.

B1 ull nt al i K]
1 10 29 30 40 50 50
CmEDE FLVLYIDACKH RODEE AR L I AN LED O CHE LI TTEDEECETEELDEBIFD
CdEDE LYIDACKH RODEE 2 IAENLEDGCHELITTEDEECETEELDEBIFD
ChEDE TOACKH CEE IAENLEDGCHELITTEDEECETEELDERIFD
B3 a3 [ a4 ps
CmFDE — TT Qooaeg m— TT Roooneg —i TT
To B0 S0 100 110 120
CmEDE DIIITTEFFEFAY ITEERLD H LE] GQACVCEDHIDLDY INQTCEREIBVLEVTLEN
CdEDE DIIITTEFFEFAY ITEERLD i“ A CVCEDHIDLDY INQTCERI BV LEVTLEN
ChEDE DL ITTEFFEFAY I TEERLD R LK} BACVCEDHIDLDY INQTCERE ISV LEVTLEN
[ 5] e al s o
CoFDE G000 0CGRRGCoo0n Qoooeeogn QOGGR Ty —
130 140 150 1ED 170 1ED
CmEDE EVAEEVVMTMLVLVANFVFAHEQLINEDWEY KL i IATICACEICTEY.
CdEDE EVAEEBVVMTMLVLVANFVFAHEQLINEDWE KL IATICACEICYTEY.
ChEDE EVAEBVVMTMLY 3 FEABEQLINED [ ' IATLCACEICTEY.
k] i) g = ald i)
190 200 10 220 Z30 Z40
CmEDE R FFHFEELLY YDY FALEEEAEERY EEVERIEELVAQADIVITVEAFLEACTECL L
CdEDE FFEPEELLY YD Y XALE EEVCAREVENIEELVACAL TVHAFLEACTECLI
ChEDE KL FFRPEELLY Y DY XALE EEVEHIEELVAQAD TVHAFLEACTECLI
w11 Jid L] n4 all fin 1}
CoFTE L0 T Pt gnn RRRGGGG00Y & —— nonn
ZED 260 270 280 za0 o0
CmEDE EEFERECANLVETARCA ICVAEDVAI LEECDLACYZCD POFAFPEDBFWEDME
CdEDE EEFEECANLVHTARCAICVAEDY LEECQLACYSCD FQEFAFEDEFWEDME
ChEDE EEFEECANLVETARCAICVAEDVAI LEECQLACYSCD FRQEAFEDEFWEDME
paz ns ald e pil f14
CmFDE TT —r- L VL e e v el L} 0} [m— T P
210 EFT] TIO 3a0 350 2ED
CmEDE HIL FEYSCTTLOAQDTR CTENILEE EFDYRFQDLILLECEYVTERYCK
CdEDHE . TEREYSCTTLON] ECTERILEEFFTCEFDYRFODIILLECEYVTEAYCE
ChEDE : TEBYSCTTLIADTR ENTLEEFFT: FYRFQDLILLECE YTV TEAY LK
CmFDE
[= g ul- B OEE
[== g0l - N B OEE
ChEDH ciE) s

Sekil 4. 6 CdFDH dizisi ile kristal yapis1 bilinen CmFDH ve CbFDH ile sekonder yap1
karsilastirilmasi.



4.6 3-B Homoloji Modelleme

CdFDH geni 364 amino asitten olusan 38.65 kDa buyuklugunde ve homo-dimerik bir
protein kodlamaktadir. Rekombinant CAFDH’in 3-boyutlu yapisi igin SWISS MODEL
homoloji modelleme aracilig: ile, 3 boyutlu yapisi bilinen ve %99,30 dizi benzerligi
olan NAD"-bagimli Candida methylica (CmFDH, pdb code: 3NAQ_A, resolution
1.70A) FDH’inin aminoasit dizisi kalip olarak kullanilmustir (Sekil 4.7).

CmFDH ile CdFDH arasindaki ~%99’luk dizi benzerliginin yani sira elde edilen
homoloji modelinin, hedef-kalip eslesme 6zelliklerine gére model kalitesini belirleyen
“Global Model Quality Estimation” skoru 0.95 ve “Qualitative Model Energy
Analysis”e dayanan QMEAN degeri ise 0.95tiir.

Sekil 4. 7 CAFDH'in SWISS homoloji modeli: Sablon olarak CmFDH (pdb kodu:
3NAQ A, resolution 1.70A) kullanilarak olusturulan ve 6zdes iki alt iinitenin
gosterildigi CAFDH’in formu

4.7 CdFDH geninin Ekspresyon vektoriine klonlanmasi

Alt-klonlama islemine dizi analizi ile CdFDH varligi dogrulanan 17 numarali koloni
sivi LB besiyerine ekilerek devam edilmistir. 37°C’de 16 saat inkiibe edildikten sona
sonra EcoSpin Plasmid izolasyon kiti (ECO TECH) ile plazmid izolasyonu yapilmistir.

pGEM-T vektorinde bulunan PZR drinlinin pQE-2 vektorinde ekspresyonunu
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saglamak amaciyla CdFDH genini tasiyan pGEM-T plazmidi Pstl ve Sacl restriksiyon
enzimleri ile 37°C’de 3,5 saat muamele edilerek kesilmis ve agaroz jel elektroforezinde
goriintiilenmesinin  ardindan (Sekil 4.8) CdFDH gen bolgesi olan ~1015 bp
blyutklugindeki bant jelden kesilerek izole edilmistir. Jelden saflastirma sonrasi

konsantrasyon Tablo 4.2’de gOsterilmistir.

1Kb DNA Marker abx098050

8000
2000

Sekil 4. 8 Restriksiyon enzim kesim sonrasi jel elektroforezi UV gorintusi 1.Marker
2.CdFDH geni 3.CdFDH geni

Tablo 4. 2 Konsantrasyon sonuglari

Konsantrasyon Az60/ A0 Az60/A230

22,01 ng/ul 1,62 0,48

CdFDH’in ekspresyon vektorii olarak kullanilacak pQE-2’ye aktarilabilmesi igin -
80°C’de saklanan pQE-2 vektoriinii tagiyan hiicre stogu ampisilinli stvi LB besiyerinde
gece boyunca inkiibe edilmistir ve “EcoSpin Plasmid izolasyon kiti (ECO TECH) “ile
plazmid izolasyonu yapilmistir. Nanodrop ile Olgiimii yapilan pQE-2 vektorinin
konsantrasyonu 1814 ng/ul, safligi ise 1.85 ¢ikmustir. Piirifiye edilen pQE-2 vektoriniin
Sacl ve Pstl restriksiyon enzimleri ile kesilen PZR iiriinlerine baglanabilmesi i¢in ayni1
restriksiyon enzimleri ile kesilmesinin ardindan rekombinant CAFDH/pQE-2 vektoriinii
olusturmak i¢in ligasyonu yapilmistir. Ligasyon ile elde edilen pQE-2/CdFDH vektori

BL21 hiicrelerine aktarilmistir. Ampisilinli kati LB besiyerine ekimi yapilan hicreler
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37°C’deki etiivde gece boyu inkiibe edildikten sonra petride olusan kolonilerinden 11
tanesi secilerek ampisilinli sivi LB besiyerinde 37°C ve 250 rpm’de yaklasik 16 saat
inkibe edilmistir. Secilip buydtilen kolonilerde hedef gen bélgesinin pQE-2 vektoriine
girip girmediginin anlasilmasi i¢in plazmid izolasyon sonrasi Sacl ile tek tarafli kesim
gerceklestirilmistir. Kesim sonrasi agaroz jel elekteroforezinde CdFDH genini icerdigi
distinulen kolonilerin yaklasik 5,854 bp olmasi beklenmistir (Sekil 4.9). Candida
diddensiae kaynakli FDH gen bélgesinin pQE-2 vektoriine dogru bir sekilde yerlestigi
Sacl restriksiyon enzim kesimi ile anlasilan iki koloni (18 ve 19 numarali) dizinin
dogrulanmas1 ve genin vektore okuma cercevesine uygun konumda yerlestiginin

dogrulanmasi igin dizi analizine gonderilmistir.

Marker

Sekil 4. 9 pQE-2 /CAFDH vektoriinii alan hiicrelerin tespiti i¢in yapilan restriksiyon enzim
kesim sonrasi jel elektroforezi
Pozitif sonug veren 18 numarali koloni secilerek ekspresyon c¢alismalarina devam
edilmistir. Ampisilinli kat1 LB agar Gzerinde blyuyen 18 ve 19 numarali koloniler
ampisilinli sivi LB besiyerinde gece boyunca biiyiitilmesinin ardindan %20 oraninda

gliserol ile karigtirilarak sonraki ¢calismalarda kullanilmak {izere -80°C ‘de saklanmustir.

4.8 Protein Ekspresyonu

Dizi analizi ile dogrulama yapildiktan sonra CdFDH genini iceren 18 numarali koloni
icin protein ekspresyonunu tespit etmek amaciyla biiyiitiilen hiicreler lizis edilmesinin
ardindan sonikasyon yapilarak pellet ve supernatant olarak ayrilmis ve SDS-PAGE

analizi ile beklenen biyiikliikte protein bandinin varligi kontrol edilmistir. Gen
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ekspresyonu igin gece boyu buyutilen 5 ml hacimde LB besiyerindeki kiltur yapilmas,
ertesi giin 100 ml ampisilinli sivi TB besiyerine inokule edilmistir. Ampisilinli sivi LB
besiyerinde blylyen bakterilerin ODegoo degeri 0.6’ya ulastiginda gen ekspresyonunu
induklemek (zere 1 mM IPTG eklenmistir. IPTG, allolaktozun molekiler bir
analogudur. Lac represorine baglanarak tetramerik represoriin lac operatoriinden
ayrilmasini ve lac operonundaki genlerin transkript edilerek rekombinant proteinin
eksprese edilmesine olanak saglamaktadir. Indiiksiyonu gérmek igin 37°C, 250 rpm’de
4 saat inkiibe edildikten sonra sonike edilip 1,5 ml’lik 6rnek tiiplerine 1 ml alinip
santrifiij edilerek supernatant ve pelleti birbirinden ayrirarak SDS-PAGE ile
goruntulenmistir. Jel goruntusinde sonikasyon sonras: pellette ve supernatantta 38,65
kDa boyutunda beklenilen yerde bant gorilmistir. CdFDH ekspresyonunun varligi
goriildiikten sonra daha biiyiikk hacimde kiiltiir hazirlanmitir. 500 ml ampisilinli TB
besiyerinde indiklenen hucreler 24°C, 250 rpm’de 22 saat inkiibe edildikten sonra
saflagtirma oncesi 1 ml 6rnek kontrol amaciyla ayrilmistir. Total protein profili i¢in
SDS-PAGE ile bakilmak tizere sonikasyon sonrast 1ml O6rnek de kontrol amaciyla

ayrilmistir. Kalan kiiltiir protein saflastirmsi i¢in kullanilmistir.

4.9 Rekombinant CdFDH Proteinin Saflastirilmasi

Histidin kuyruklu CdFDH proteini nikel-nitrilotriasetik asit (Ni-NTA) metal-afinite
kromatografisi kullanilarak izole edilmistir. pQE-2 vektdriinde bulunan His-tag
kodlama dizisi, rekombinant FDH proteininin N-terminalinde 6 tane histidin rezidisu
ile birlikte Uretilmesini saglamaktadir. Histidin, nitriloasetik asitle kati bir matrikse
immobilize edilmis nikel iyonlarmin koordinasyon kilresindeki bos kisimlarina gucli
bir afinite gostererek baglanmaktadir. Rekombinant CAFDH proteininin baglandig:
kolondan dogal konformasyonunu kaybetmeden ayrilmasi igin dikkatle calisilmistir.
Elde edilen saf proteinin konsantrasyonu nanodrop ile A280’de 22 mg/ml olarak
Olculmustir. Saf driin, kaba o6zut ile birlikte SDS-PAGE ile goruntilenmistir.
Saflastirma adimlar1 ve en son elde edilen proteinin safligt SDS-PAGE yontemi

kullanilarak kontrol edilmistir.

4.10 SDS-PAGE Analizi Bulgular

Protein ekspresyonu i¢in IPTG ile indiiklendikten 4 saat sonra sonikasyon sonrasi pellet
ve stpernatant SDS-PAGE ile goriintiilenmistir. Eksprese edilen rekombinant CdFDH
proteinin beklenildigi iizere 38,65kDa bant vermistir (Sekil 4.10). Bu yiizden daha
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biliylik hacimde hiicrenin protein ekspresyonunu gergeklestirmek i¢in IPTG ile
indiklendikten sonra 24°C’de 22 saat sonunda sonikasyon Oncesi pellet, sonikasyon
sonrast pellet ve siipernatantlar SDS-PAGE ile analiz edilmistir (Sekil 4.11 ve Sekil
4.12). Ardindan afinite kolon kromatografisiyle saflastirilan 6rnek hazirlanarak ayri ayri
SDS-PAGE yapilmigtir (Sekil 4.13). Eksprese edilen rekombinant CAFDH proteinin
beklenildigi iizere 38,65kDa bant verdigi, inkiibasyon siiresinin artmasiyla birlikte

tiretiminin arttig1, plirifikasyon sonunda bir miktar kayip yasandig1 goriilmiistiir

A} 250 kD B)
, SokD
- 37 kD
—

Sekil 4. 10 100 ml kiiltiir ile gergeklestirilen protein ekspresyonu A)Marker: Bio-Rad
Precision Plus Protein™ Dual Color Standards B)CdFDH proteini SDS PAGE Jel
Gorlintiisii 1.Sonikasyon sonrasi pellet 2.Sonikasyon sonrasi siipernatant 3.Marker

Sonikasxon sonrasl Pge-2  Marker
supernatantlar CAFDH 1‘

At S

50kD

37kD

Sekil 4. 11 500 ml hiicre kiiltiirii ile gerceklestirilen protein ekspresyonu sonucu SDS
PAGE Jel Goruntlsu (Marker: Bio-Rad Precision Plus Protein™ Dual Color Standards)
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Sonikasyon Sonras: Pelletler

S0kD

37kD

|

éaéc‘l'm;kztﬁf FDH iceren hiicreler

Sekil 4. 12 500 ml hiicre kiiltiirii ile gergeklestirilen protein ekspresyonu sonucu SDS
PAGE Jel Goruntlisu (Marker: Bio-Rad Precision Plus Protein™ Dual Color Standards)

Marker

E5S '‘E4 E3 E2 'E1 'W2: W1 'FT

50kD.

37kD.

Sekil 4. 13 FDH proteini saflastirma sonrasi SDS PAGE Jel Goriintiisii (Marker: Bio-
Rad Precision Plus Protein™ Dual Color Standards) (W: Yikama tamponu, E: Eliisyon,
FT: Flowthrough

4.11 Enzim Aktivite Olctimleri

Saflastirma isleminden ortalama 3.685 mg/ml protein elde edilmistir. Ultrafiltrasyon
sonrasi elde edilen CAFDH proteinin aktivite varligi kuvartz spektrofotometre kiivetinde
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Olcilmustir. NAD(P)H dretimi, 340 nm'de absorpsiyondaki artis takip ederek
izlenmistir. Olglimlerde NAD(P)* sabit tutulurken degisken olarak format kullanilmistir.
Koenzim olarak NAD* kullanildiginda enzimin formata olan afinitesi ve enzim
aktivitesi degisimi karsilastirllmistir. Aktivite 6l¢iimiinden elde edilen veriler “Grafit7
Kinetics Software” programi kullanilarak analiz edilmis ve enzimlerin Km ve Keat
degerleri hesaplanmistir. Yapilan tekrarli calismalarda stpernatantta olculebilir bir
aktivite Ol¢lilmiistiir. Aktivite grafikleri Sekil 4.14, 4.15’te ve aktivite degerleri Tablo
4.3’te gosterilmektedir.

CdFDH Enzyme Kinetics

B)

CdFDH Enzyme Kinetics
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Sekil 4. 14 Rekombinant CdFDH proteinin A) potasyum fosfat pH 6 ve B)
potasyum fosfat pH 7 aktivite sonuglari
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Sekil 4. 15 Rekombinant CdFDH proteinin A) Tris pH 8 ve B) pH 9 aktivite sonuglari

Tablo 4. 3 Rekombinant CAFDH’in pH (6-9) araligindaki aktivite degerleri

pH 6 pH 7 pH 8 pH9
Km (mM) 3.5537+0.6082 | 2.6126+0.6597 | 3.7041+0.5200 | 6.6930+1.1738
Kear (sn1) 0.925 0.90 0.925 1
Keat/Km 0.26 0.34 0.25 0.15

4.12 Oneriler

Kiral bilesik sentezi biyoteknoloji alaninda hizla biiyiiyen bir alandir. NAD(P)*-bagimli
bu

Bu siirecin en Onemli dezavantaj, NADH'min ve 0zellikle

format dehidrogenazlar ve rediktazlar, tir reaksiyonlar icin en etkili

biyokatalizorlerdir.
NADPH’nin yiiksek maliyetidir.397 E. coli'nin rekombinant proteini toplam hucre
proteininin %50'sine kadar biriktirdigi bilinmektedir.[s5) Bu ¢ok ylksek protein tretim
kapasitesi nedeniyle, E. coli, tam hiicre biyotransformasyonlarinda en yaygin olarak
kullanilan konak¢1  organizmadir.[se

Son on yil icinde format dehidrogenaz

Ozelliklerinin iyilestirilmesi ve rekombinant E. coli suslar1 ile biiyiik 6lgekli iiretimin
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gelistirilmesi, hedef bilesiklerin toplam iiretim maliyetinde FDH'nin maliyetini dnemli
Olclide azaltmustir. Fakat bununla birlikte, FDH enziminin kiral olarak saf bilesiklerin
biiyiik olgekli iiretiminde dezavantajlarla karsilasilmistir.s77 Bu nedenle yeni NAD*-
bagimli FDH enzimi arayislari devam etmektedir. Bunlarin arasinda, Candida cinsine
ait mayalarin sahip oldugu enzimlerin yiiksek aktivite gosterdigi ve kararli oldugu tespit
edilmistir. Ekstremofillerden elde edilen enzimlerin avantajlar1 organik ¢dziiciiler,
yiiksek sicaklik varliginda ve yiiksek tuz konsantrasyonlarida islevsel olmalidir.[131 Bu
nedenle endiistrinin zorlu sentez kosullarinda yiiksek verim ve kararlilik ile

calisabilecek yeni enzimelrin kesfi i¢in ekstremofillere yonelim artmaktadir.

Tuzlu araziler ve kiy1 arazilerinde yetistirmek lizere tuza tolerans 6zelliklerinin tarimsal
ekin bitkilerine aktarilmasi igin H. trueperi SS1'in rekombinant genomik klonlarinin
tarandig1 bir c¢alismada H. trueperi SSI'den varsayilan c¢oklu ilag tasima ATP
baglama/gecirme proteinini kodlayan tuz tolerans geninin  izolasyonunun

gerceklestirildigi bildirilmistir.[sg]

Bu calismada ilk defa yiiksek tuzluluk ve asidk pH kosullarinda c¢ogalan bir
organizmadan elde edilen yeni bir FDH enzimi tizerine ¢alisilmistir. pGEM-T vektoriine
klonlanan CdFDH kodlayan gen dizisi ile veri tabanlarinda bulunan Candida methylica
FDH gen dizisi kiyaslandiginda %99.08 oraninda benzerlik goriilmiistiir. Calisma
kapsaminda CdFDH enzimini kodlayan genin klonlanmasi, E.coli’de heterolog
ekspresyonu ve afinite kromatografisi ile saflagtirma basariyla gergeklestirilmistir ve
yaklagik 38,65 kDa biiyiikliiglinde aktif bir enzim iretilmistir. Ayrica rekombinant
enzimin biyokimyasal karakterizasyonu igin E.coli’de bulunan CdFDH igin aktivitenin
varligr tespit edilmistir. Calisma kapsaminda basariyla {iretimi gergeklestirilen
rekombinant CdFDH’1n gelecek caligmalarda optimum sicaklik, optimum pH degerleri,
substrat spesifitesi, inhibitorler varliginda aktivite analizi ve organik solventler ve farkli
tuzlar varliginda stabilitesinin arastirilmasi sonucunda farkli endiistriyel islemlerdeki
kullanilabilirligi  degerlendirilebilecektir. Giintimiizde ilag sirketleri ¢ogunlukla
gerceklestirdikleri farmasoétik bilesiklerin tiretiminde ekonomik ve ¢evresel nedenlerden
dolay1 enzimatik kofaktor rejenerasyon yontemlerini tercih etmektedir. FDH, farmasotik
endiistrisinde optikge aktif bilesiklerin iiretimi sirasinda ana reaksiyon igin 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
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rinovirlis proteaz inhibitorlerinin  yapitaglarindan  (R)-3-(4-florofenil)-2-hidroksi
propiyonat (Pfizer) ve farmasoétik {iriinlerde kiral ara iiriin olarak kullanilan Trimetil L-
16sin (Degussa) bilesiklerinin ticari iiretiminde FDH tarafindan katalizlenen NADH
rejenerasyon yontemi ile sistem icerisinde kofaktor donilisiimii saglanmaktadir.[sg
Trikomonas vajiniti enfeksiyonunda, T. vajinalis’in iirettigi ve tanilama i¢in dnemli olan
formik asit dolayisiyla format molekiiliiniin saptanmasinda, FDH enzimi araciligiyla
iiretilen NADH o0l¢limiinii baz alarak gelistirilmistir ve tanilamada hizli1 ve ekonomik bir

yol olarak kullanilmaktadir.[s0]

Tartigma kismina Urettigimiz rekombinant proteinin daha verimli hale nasil
getirebilecegini vurgulayacak climle ekleyebilirsin demislerdi. Yani total proteinin ne
kadar1 senin iirettigin protein olmali, bunu saglamaya yonelik ne yapilabilir bunu

tartismaya ekleyebilirsin demislerdi, uygun yere eklesen iyi olur.

Ayrica endiistriyel olarak kullanilabilme potansiyeli tasiyan rekombinant CdFDH
proteinin total protein i¢indeki miktarini arttirabilmek amaciyla ekspresyon kosullarinin
optimizasyonu ve yliksek hacimde kiiltiir iiretimi c¢alismalarinin yapilmast da
amaglanmaktadir. Yiiksek miktarda iiretimi gergeklestirilecek FDH proteininin substrat
baglanma veya koenzim bolgelerine protein miithendisligi ile yapilabilecek mutasyonlar
sayesinde rekombinant protein veriminin artirilmasmin  da  saglanabilecegi

diistiniilmektedir.

Biyoteknolojik uygulamalar kadar rutin laboratuvar uygulamalarinda da kullanima aday
bir enzim olan CdFDH’1n yerli kaynaklarla endiistriyel 6lgekte tiretimin gergeklesmesi

durumunda iilke ekonomisine katki saglanacag diistintilmektedir.
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