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OZET

FUSOBACTERIUM NUCLEATUM LAKTAT DEHIDROGENAZ ENZiMINi
KODLAYAN GENIN iZOLASYONU, KLONLANMASI VE ANALIzi

Emrah SARIYER

Biyomiihendislik Anabilim Dali

Yuksek Lisans Tezi

Tez Danismani: Prof. Dr. Dilek TURGUT BALIK

Bircok iltihapl hastaliklara sebep olan Fusobacterium nucleatum fusobakteri
ailesinden, gram negatif ve obligatif anaerob bakteridir. invaziv ve pro-inflamatuar
etkiye sahip bu anaerobik bakteri kolorektal karsionama, periodontal hastaliklar ve
perikardit gibi bircok yumusak doku hastaligina sebep olmaktadir. Diinya saglik
Orgltlinin raporlarinda gore, Fusobacterium nucleatum kaynakl kolorektal kanser
vakalarinda 610.000’e yakin o6lime neden olmaktadir. Bu sebeple bakteriyel
infeksiyonu baskilamak amaciyla F. nucleatum’un metabolizmasinin bilinmesi
gerekmektedir. Laktat dehidrogenaz enzimi anaerobik glikolizis ve hiicre igi
biyomolekillerin Uretiminde 6nemli rol oynamaktadir. Bu enzim yeni ila¢ tasarim
¢alismalarinda muhtemel hedef molekil secilmistir. Bu tez c¢alismasinda laktat
dehidrogenaz enzimini kodlayan gen Fusobacterium nucleatum genomik DNA’sindan
izole edilmis, PCR ile amplifiye edilmistir ve literatlirde ilk defa standart protokol
uygulanarak pGEM-T easy vector sistemine klonlanmistir. Klonlanan Fusobacterium
nucleatum laktat dehidrogenaz (FnLDH) enzimini kodlayan gen nikleotit ve aminoasit
diizeyinde analiz edilmistir. FnLDH aminoasit dizisinin insandaki esdegeri olan LDH ile
cakistirilmasi ile 98-109 residileri arasindaki enzimin aktif bolgesi 6nemli farkliliklar
gostermistir.

Gen ifadesi icin FnLDH geni ekspresyon vektori olan pKK223-3 vektoriine alt-klonlama
yapilmis ve E. coli IM109 hiicresinde ifadesi yapilmistir. Hiicrelerin sonikasyonu sonrasi
supernatant kisminda az miktarda protein gozlemlenmis ve enzimin cogu pellet
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kisminda bulunmustur. Uygun sistemlerde gen ifadesi sonrasi aktif ve ¢ozuinebilir fazda
protein Uretimi, yapiya dayandirilmig ilag tasarim g¢alismalarinda oldukga 6nemlidir.
Yapilan SDS-PAGE analizi sonucu 34.697 Da molekiler agirhiktaki protein
gozlemlenmistir fakat yeterli miktarda tiretim ve aktif enzim olmadigindan, aLlCator LIC
ekspresyon sisteminin avantajlarindan yararlanmak amaciyla FnLDH geni pLATE31
vektorine klonlanmistir. Cozlinebilir fraksiyonda basarih bir sekilde ifade edilmis ve Ni-
NTA agaroz kolonu kullanilarak % 95 oraninda saflastirilabilmistir. Saflastirilan 34.697
Da molekul agirhgindaki FnLDH SDS-PAGE’de analiz edilmistir. Saflastirilan FnLDH
enziminin spesifik aktivitesi, NADH ve piruvat kullanilarak élgtilmustir ve daha sonraki
kinetik analizler igin yeterli aktivite gorilmustur.

Calismamizda Ug boyutlu kristal yapisi bilinen Lactobacillus casei L-laktat dehidrogenaz
kalip alinarak Fusobacterium nucleatum laktat dehidrogenaz enzimi igin bir model
olusturulmustur. Bu iki enzim arasindaki benzerlik %41’dir. Proteinlerin (¢ boyutlu
yapisini modellemek icin karsilastirmali modelleme prensibine dayanan homoloji
modelleme yoéntemi kullanilmistir. Olusturulan 3D vyapisi MODELLER programi
kullanilarak yapilandirilmistir. Bu program yapisi belirlenmek istenen yapi ile bilinen
yapilari karsilastirarak model olusturur. 3D boyutlu yapi ile ilgili degerlendirmeler ve
dizeltmeler web tabanli ERRAT, PROSA, HYPERCHEM ve RAMPAGE kullanilarak
gerceklestirilmistir. Proteindeki muhtemel ligand baglanma bdlgeleri web tabanh
SiteFinder, Pocket-Finder ve DoGSiteScorer programlari kullanilarak belirlenmistir. 98-
109 aras! residiler ligandin baglanmasi icin en uygun bdlge oldugu ve bu bdlgenin
insan kas LDH’inda esdeger bolgesinden farkllik gosterdigi tespit edilmistir.

Mevcut c¢alisma Fusobacterium nucleatum’un enerji metabolizmasinda laktat
dehidrogenaz enziminin rolliniin ve yapiya dayandiriimis ilag tasarim ¢alismalarinda
kullanilabilir uygulamalarin anlagilmasina yardimci olabilecegi distiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Fusobacterium nucleatum, laktat dehidrogenaz enzimi, gen
klonlama, homoloji modelleme, yapiya dayandiriimis ilag tasarimi
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ABSTRACT

ISOLATION, CLONING AND ANALYSIS OF THE GENE ENCODING LACTATE
DEHYDROGENASE ENZYME FROM FUSOBACTERIUM NUCLEATUM

Emrah SARIYER

Department of Bioengineering

MSc. Thesis

Adviser: Prof. Dr. Dilek TURGUT-BALIK

Fusobacterium nucleatum is a gram-negative and obligative anaerobic bacteria species
of fusobacteria phylum. This bacterium is invasive, proinflammatory and related with
bowel disease, periodontitis and pericarditis. It is also known that F. nucleatum could
be associated with colorectal cancer that is responsible for 610,000 deaths per year
worldwide, according to the World Health Organisation. F. nucleatum metabolism
needs to be further studied with the ultimate aim of blocking bacterial infection.
Lactate dehydrogenase enzyme has a key role in anaerobic glycolysis and producing
intracellular biomolecules in the bacterium. The enzyme has been chosen as a possible
target for new drug design studies. In this thesis study, the gene encoding lactate
dehydrogenase from F. nucleatum (FnLDH) has been successfully isolated from the
genomic DNA by PCR and then cloned into the pGEM-T easy vector system using the
standard protocols for the first time in the literature. FnLDH was analyzed at the
nucleotide and amino acid levels. It was determined that the gene was consisted of
957 base pairs. Alignment of amino acid sequence of FnLDH to its counterpart in
human showed a distinct sequence difference in the active site of the enzyme that is
located between residues 98-109.

FnLDH gene was then subcloned into expression vector pKK223-3 and expressed in E.
coli IM109 cells. A decent amount of protein was observed in the supernatant fraction,
but most of the protein was found to be present in the pellet fraction following the
sonication. Production of the active and soluble protein following expression of the

Xiv



enzyme in an appropriate system is essential for the structure based drug design
studies. Therefore, in this present study, 34.697 Da protein was observed on SDS PAGE
following the protein purification. Because satisfying production of FnLDH protein was
not observed by using this system, FnLDH was then cloned into the pLATE 31 vector in
order to use advantages of allCator LI/C expression system. Protein was successfully
expressed in soluble fraction and purified with over 95% purity using Ni-NTA agarose
by affinity chromatography. The purified 34.697 Da protein was analyzed by SDS-PAGE.
Specific LDH activity of purified enzyme was measured using NADH and substrate
pyruvate at 340 nm. The enzyme was made available for further kinetic
characterizations.

Homology modeling based on comparative modeling of protein three dimensional
structures was used to generate a model of FnLDH using crystal structure of L-lactate
dehydrogenase from Lactobacillus casei ldentity between two sequences were 41%.
Constructed 3D structure was built by MODELLER that models 3D dimensional
structures with known structures. ERRAT, ProSA, RAMPAGE and HYPERCHEM
softwares were used for the purpose of evaluation and refinement of 3-dimensional
structure. Probable ligand binding sites on the protein were determined using web
based software, Q-SiteFinder, Pocket-Finder and DoGSiteScorer. The region located
between residues 98 and 109 was determined as most favoured ligand binding site.
Modelling study further showed the same region being distinct from the same region
present in human muscle LDH.

Present study may help to understand role of lactate dehydrogenase enzyme in
Fusobacterium nucleatum energy metabolism and enables application of further
studies on structure based drug design.

Keywords: Fusobacterium nucleatum, lactate dehydrogenase, gene cloning, homology
modelling, structure based drug design
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BOLUM 1

GIRIS
1.1 Literatiir Ozeti

1.1.1 Hastaliklar ile Mikroorganizmalar Arasindaki iliski

insan bedeni bircok mikroorganizma icin, 6zellikle anaerob bakteriler icin biyik bir
yasam alanidir. Her bireyde yaklasik 10* mikrobiyal hiicre bulunmaktadir ve bu sayi 2
kg civari hiicre agirhigi, 1000 den fazla tiirliin var oldugunu ifade etmektedir [1]. Normal
memeli yapilari ve fonksiyonlari bu mikroorganizmalar ile kommensal bir yasam
sirdirmektedir ve bu mikroorganizmalar vicudun bircok yerinde kolonilesmislerdir
[2]. Bu ortak yasam denge halindedir ve bazen bir kosul insan icin uygun olurken bir
digeri konak organizma icin uygun olmaktadir. Hiicrelerimizin i¢ ve dis etkenlere karsi
verdigi cevap inflamasyon olarak bilinir ve eger kisa sireli olur ise tedavi edici etkiye
sahiptir fakat kronik ve uzun siireli oldugu takdirde doku hasarina ve diger hastaliklara
neden olabilmektedir. Kronik inflamasyonun sebep oldugu bircok hastalik vardir ve
bunlar; periodontitis, kolerektal kanser, metabolik hastaliklar (kardiyovaskiiler
hastaliklar, obesite, diabet), artrit, Alzheimer, otoimmun hastaliklari (alerji ve astim).
insan organ dokularinda siklikla rastlanan tiirlerden bazilan séyledir; Bacteroides
fragilis, Prevotella spp., Porphyromonas spp., Fusobacterium spp., Peptostreptococcus

spp., Clostridium perfringens’dir [3].



1.1.2 Fusobacterium nucleatum ve iltihaplh Hastaliklar

1.1.3 Fusobacterium nucleatum

Patojenik potansiyeli olan Fusobacterium nucleatum birgok yumusak doku
hastaliklarinda dnemli bir yere sahiptir. Son yillarda yapilan metagenomik ¢alismalar
sonucunda bu dokularda tespit edilmistir. Bulundugu dokudaki sayisi ve ¢ogalma hizi,
dokulari tahris edici maddeleri Gretmesi, diger bakteriler ile olan sinerjizmi, dokularda
birikme kabiliyeti ve biyofilm olusturma kabiliyeti gibi 6zelliklerinden dolayi patojenik

potansiyele sahiptir [4], [5].

1.1.3.1 Fusobacterium nucleatum’un Genel Ozellikleri, Taksonomisi ve Eneriji

Metabolizmasi

Fusobacterium nucleatum, Bacteriaceae ailesi ve Fusobacterium cinsi tirlerindendir.
Fusobacterium, fusus (spindle) kelimesinden ve bacterion (small rod) terimlerinden
turetilmistir. Nucleatum terimi ise 15tk ve elektron mikroskobu altinda c¢ekirdekli
gorinistinden dolayi tiretilmistir [4]. Bu cins mevcut 14 tiir icermektedir ve genelde
gram negatif, anaerobik oOzelliktedir ve memeli agiz dokusunda, sindirim sistemi
dokularinda gorilmektedir. Bu tirler; F. canifelinum; F. equinum; F. genomosp. C1; F.
genomosp. C2; F. gonidiaformans; F. mortiferum; F. naviforme; F. necrogenes; F.
necrophorum; F. nucleatum; F. perfoetens; F. periodonticum; F. russii; F. simiae; F.
ulcerans; F. varium tlrleridir [4], [6]. Bircok calismada diseti hastaliklari Uzerine
yogunlasilmistir. Bu tlrlerden, yumusak dokularda ozellikle disetinde Fusobacterium
nucleatum tird ve alt-tirleri izole edilmistir. Bu tlirde nucleatum, polymorphum,
vincentii, animalis and fusiforme olmak lizere 5 alt-tir bulunmaktadir [7], [8]. Spor
olusturmayan ve hareketsiz bir 6zellige sahip olan Fusobacterium nucleatum 2,4x10°
b¢ genom buyukligiine ve genomda %27-28 civarinda G+C igerigine sahiptir. Birgok
hiicre 5 ile 10 um uzunlugundadir ve oldukga keskin uclu bir gériinime sahiptir. Koloni

morfolojisi olarak bu tiire ait spesifik bir yapi yoktur [4].



Sekil 1. 1 Fusobacterium nucleatum elektron mikroskobu goriintisu [5]

Fusobacterium nucleatum, gram-negatif bakteri dis membran karakteristigine sahiptir.
Hiicre zari, peptidoglikan tabaka iceren periplasmik bosluk ile ayrilan ic ve dis
membrandan olusur. Genelde gram negatif bakterilerde ic membran simetrik fosfolipid
tabakadan olusur. Molekiler elek olarak islev géren dis membran ise fosfolipidler,
lipopolisakkaritler, lipoproteinleri ve proteinlerden olusan asimetrik bir yapiya sahiptir.

Dis membran kiitlesinin yaklasik (icte biri proteinlerden olusmaktadir [4].

Fusobacterium nucleatum karbonhidrat ve aminoasitlerinden enerjisini elde edebilir.
Enerji eldesinde tercih edilen secenek aminoasit katabolizmasi yoludur ve aminoasit
varliginda karbonhidrat metabolizmasi inhibe olur. Fusobacterium nucleatum diger
anaerob bakterilere gore diisiik dizeyde glikoz metabolizmasindan faydalanir. Glikoz,
galaktoz, fruktoz, N-asetilglukosamine, N-acetil-neuraminate, sitrat ve gliserol
metabolize edilen sekerler arasindadir. Olusan piruvat, piruvat-format liyaz ve L- ve D-
lactat dehidrogenaz enzimleri araciligiyla format ya da laktata cevrilir. Piruvat,
phosphoenolpiruvat karboksikinaz enzimi ile oxaloasetat’a ve piruvat-flavodoksin
oksidoreduktaz enzimi ile asetil koenzim A’ya cevrilir. Asetil-KoA anabolik amaclar igin

(yag asiti sentezi) kullanilabilir ya da asetat veya biitirata cevrilebilir [4], [9].

Fusobacterium nucleatum aminoasite bagli karbonhidrat tasima sistemine sahiptir ve

anaerobik kosullar altinda hiicre i¢i polisakkarit Gretimi vardir. Bu polisakkaritlerin



katabolize edilmesi de ayni enzimler ile kontrol edilmektedir ve bu polimerin

katabolizasyonu sonucu olusan Urilinler bitirik, laktik, formik ve asetik asittir [4], [10].

Fusobacterium nucleatum karbonhidrat yoklugunda enerji kaynagi olarak aminoasitleri
kullanarak gelisimini stirdirebilir. Histidine, glutamik asit, lisin ve serin enerji Gretmek
icin kullandigi aminoasitler arasindadir ve blylk peptidler yerine di-peptidleri
kullanmayi ¢ogunlukla tercih eder. Enerji metabolizmasinda c¢ogunlukla peptid
katabolizasyonu tercih etmesine ragmen bazi 6nemli endopeptidaz aktivitesinden

yoksundur. Ornek olarak kazein ve albiimin verilebilir [10].

Peptonlarin  Fusobacterium nucleatum tarafindan metabolizmasi sonucu (2-
oxoglutarate yolagl) ¢ogunlukla ana urin bitirik asittir fakat asetat, az miktarda
propianat, suksinat, format ve kisa zincirli alkoller son Urin olarak gorilebilir.
Glutamat fermentasyonu 2-oxoglutarate yolagi ile glutamatin deaminasyonu ile baslar
ve sonrasinda 2-oxoglutarate indirgenmesi ile takip eder. Glikoz fermentasyonu
metabolizmasi (Embden-Meyerhof-Parnas yolagl) sonucu piruvat, hidrojen ve asetil-

KoA son Urln olarak gorilar [9], [10].

Fusobacterium nucleatum aerobik ve anaerobik solunumu yapabilmektedir fakat
aerobik solunum metabolizmasinda 6nemli bazi protein komplekslerinden yoksundur.
Aerobik solunum zincirindeki terminal sitokrome, quinol oxidaz ya da compleks I, I,
and Il yapilari yoktur. Bu durumda bakteri normal oksijen konsantrasyonu altindaki
blylimesi icin NADH oksidazi kullanabilir. Fusobacterium nucleatum sliper oksit
dismutaz ya da katalaz enzimlerinin yoklugu yiiziinden oksidatif stresleri biriktiremez
ve bu sebeple NADH oksidaz peroksitlerin yok edilmesi mekanizmasinda énemli rol
oynar. Anaerobik kosullar altinda elektron vericisi olarak arsenat rediiktaz ve D- L-

laktat dehidrogenaz goérev alir [4], [9].
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Sekil 1. 2 Fusobacterium nucleatum glikoz metabolizmasi [11]

1.1.3.2 Fusobacterium nucleatum’un iltihapli Hastaliklar ile iligkisi

Onceki béliimlerde bahsedildigi gibi, pepton ve karbonhidrat metabolizmasinin ana
Grlnd bitirattir. Batirat hiicre fibroblast gelisimini engeller. Bu sebeple Fusobacterium
nucleatum birgok hastaligin etiyolojisinde 6nemli rol almaktadir [4], [12]. Epitel doku,
mukozal koruma bariyerine sahiptir ve mukus doku ylizeyi Gzerinde yari gecirgen bir
bariyer olusturur [13]. Mukoz salinimini dizenleyen Muc2 genidir ve bu genin
ekspresyonunu bdtirat degistirmektedir. Boylelikle mukozal denge bozularak immun
cevabi kontrolsiiz hale getirmektedir [14]. Ortamdaki bitirat histone deasetilaz
aktivitesini engelleyerek, inflamasyonu ve immun cevabi baslatan NF-kB (nuclear factor

kB) aktivitesini baskilar ve bunun sonucunda anti-inflamatuar etki olusacaktir [15].

1.1.4 Periodontitis

Periodontitis; disleri saran ve destekleyen doku olan dis eti dokusunun inflamasyonu
olarak bilinir. Diseti hastaliklari terimi periodontal dokudaki tim patolojik kosullari
kapsar ve periodontitis, gingivitis terimleri farkh anlamlar icin kullaniimaktadir.

Gingivitis, dislerde asirni plak olusumundan kaynaklanan dis epitelinde gorilen



inflamasyondur. Bu hastalikta dis firgalamasi sonucu kolaylikla dis etleri
kanayabilmektedir. Periodontitis ise daha ileri diizeyde bir dis eti hastaligidir.
Belirtilerinde dis etlerinin disin Ustline dogru cekilmesi, dis kavitesinde ve koklerinde
bakterileri kolonileri gdzlemlenmesi olarak sayilabilir. Bu belirtiler sonucunda gereken

onlem alinmadigi takdirde dis kaybi ve sistemik hastaliklar yasanabilmektedir [16].

Dis plagi yuzlerce farkli bakteri birikimi ile karmasik bir mikrobiyal biyofilmdir. Diseti
epitelinde bakteriler yogun bir sekilde kolonilesmektedir. Bunun sonucu olarak bu
hiicreler bakteri varligina, antimikrobiyal peptidler ve sitokinler Ureterek bir tepki
vermektedir. Periodontal hastalik olusan biyofilmde patojen bakteriler ile konak
bagisikhk sistemi arasindaki dengenin bozulmasindan ileri gelmektedir ve bu diseti
epiteli hiicrelerinin enflamasyonu ile sonuglanmaktadir. Savunma mekanizmasinin bir
parcasi olarak, epitel dokuya zarar veren asiri proteolitik enzim aktivitesinden korumak
icin diseti epitel hicrelerinden spesifik endojenik serin proteaz inhibitorleri salgilanir

[17].

Fiziksel ve anatomik bariyerler genellikle patojenlerin dokulara saldirisini 6nler. Dis
epitel doku ilk savunma basamagidir ve daha alttaki dokulara karsi koruma saglar.
Hicrelerin cevreyle iliskili hiicre sinyallerini diizenleyen mukozal epitel hiicreler dogal
bagisiklik sisteminde 6nemli rol oynamaktadir. Disleri ¢cevreleyen ¢cok katmanli bir dis
eti epitel dokusu vardir ve bu doku dis plaginda patojenik mikroorganizmalara karsi
koruyucu bir bariyer olarak gérev alir. Epitel hiicrelerinin salgiladiklari antimikrobiyal
peptidler hastalikli ve saglikli durum arasindaki dengenin sirdiiriilmesinde 6nemli katki

saglar [18] [19].

1.1.4.1 Periodontitis Epidemiyolojisi, Etiyolojisi ve Risk Faktorleri

Epidemiyoloji; bir poplilasyondaki hastalikh ve saglikh bireylerde cesitli biyolojik,
demografik, cevresel ve hayat bicimi calismalaridir. Bir calisma metodu olarak
epidemiyolojinin  temel o©zellikleri, klinik arastirmalar ve vaka c¢alismalar
karsilastirildiklarinda; calismalar bireylerden ¢ok gruplara odaklidir, hastalardan ziyade
belirli bir hastalik grubuna dahil olan ve olmayan, tedavi goren ve gérmeyen Kkisiler ile
ilgilidir. Epidemiyolojik calismalar, popllasyonun saglik durumunu tanimlamak, hastalik

etiyolojisini aciklamak, risk faktorlerini belirlemek, hastaligin gortilme sikligini tahmin
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etmek, hastaligi onleme ve kontrol yontemlerini belirlemeye yardimci olmak gibi

basliklari icermektedir [20].

Diinya nufusunda vyaklasik olarak % 30-50 arasi siklikta periodontal hastaliklar
gorilmesine ragmen % 5-15 arasi popllasyonda ileri diizeyde bu hastalik devam

etmekte ve dis kaybina neden olmaktadir [21].

Periodontitis, diinyada en yaygin ikinci hastalik olarak bilinmektedir. Her yas grubunda
olusmakla beraber yetiskin ve yasllarda daha sik rastlanmaktadir. Kronik periodontitis
demografik yapiya gore cesitlilik gostermektedir. Bu cesitlilik bolgelerin mikrobiyal
etiyolojisi ve olusan risk faktorleri ile ilgilidir. Cocuklar arasinda bati Avrupa’da ve kuzey
Amerika’da dusik dizeydedir fakat Afrika’da ve Latin Amerika’da daha fazla
gozlemlenmistir. 11-15 yas grubunda; Bati Avrupa’da % 1-3, Kuzey Amerika’da % 2-5,
Guney Amerika’da % 4-8, Asya’da % 5-8 ve Afrika’da % 10-20 sikhiginda bu hastaligin
etkiledigi gdrilmustir. Etnik gruba gore; % 1-3 Kafkas, % 5-8 Asyali, % 5-8 ispanyol ve
Latin Amerikan, % 8-20 afrikali ve Amerikan afrikan irklarini etkilemektedir. Atasman
kaybi (disetinde gekilme) > 4-5 mm arasinda olan yetiskinlerde (18-64 yas ) % 24-14,
yaslilarda (65 yas ve Ustli) % 68-52 sikliginda gozlemlenmistir. Sondalama derinligi ise
> 4-5 mm arasinda olan yetiskinlerde (18-64 yas) % 14-4, yasllarda (65 yas ve Ustl) %
22-8 sikhginda gozlemlenmistir. Ayrica yetiskinlerin %84’lnde, yaslilarin %89’unda dis
tasi olusumu tespit edilmistir [21] [22].

Kronik periodontitis multifaktoriyel bir hastaliktir. Dental plaktaki mikrobiyal atiklar ve
mikroorganizmalar, dis kaybindan neden olan inflamasyonun baslamasindan sorumlu
temel etiyolojik faktorlerdir. Periodontal hastaligin etiyolojisinde 3 temel faktor oldugu
Ongorulmisttr. Bunlar; konak dokunun mikroorganizmaya duyarlihgl, patojenik
turlerin varligi ve yararli mikroorganizmalarin varhgl olarak tanimlanabilir. Saghkli dis
etinde olusan biyofilmde gram pozitif bakteriler (Streptococus spp. ve Actinomuces
spp) cogunluktadir. Ayrica, zorunlu anaerob, gram negatif ve hareketli
mikroorganizmalar hastaligin derecesi ile orantili olarak sayilari artmaktadir. Dis eti alti
mikrobiyal florasinda ise patojenik tiirler yer almaktadir. Tespit edilen gram negatif
turler soyledir; Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Bacteroides forsythus,

Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Fusobacterium nucleatum, Capnocytophaga



species, Campylobacter rectus. Bu mikroorganizmalar direkt olarak dokuya saldirarak

veya dolayli olarak bakteriyel enzimler ve toksinler ile hastalik olusturabilir [23].

Risk faktorleri; sonradan olusacak hastaliklarin artis orani ile iliskilendirilen
karakteristigi olarak tanimlanabilir. Risk faktorleri degistirilebilir ve degistirilemez
olarak siniflandirilabilir. Degistirilebilir faktorler genellikle ¢evresel ve davranigsal
etkenlerdir. Oysaki degistirilemez faktorler genellikle bireye 6zgidir ve kolaylikla
degistirilemezler. Degistirilebilir risk faktorleri sigara, diyabet, oral hijyen, spesifik
mikroorganizmalar, fizyoloji faktorler, obezite, genetik faktorler, yashlik ve cinsiyettir

[20], [20], [22].

Sigara; bircok calismada atasman kaybi (dis eti ¢cekilmesi) ile iliskilendirilmistir. Sigara
icen grubunda kronik periodontal hastaliginin olusma orani yiksektir. Yapilan
calismalar sigara icenlerin sigara icmeyenlere gore hastaligi 2 ile 7 kat arasinda
artirdigini gostermistir. Diyabet gibi sistemik hastaliklar atasman kaybini artirdig
bildirilmistir. Diyabet tedavi edilememesine ragmen, kontrol altina alinabildigi igin
degistirilebilir faktordlr. Dental plak ve oral hijyen; dental plak blylimesi ve dis eti
doku inflamasyonu popiilasyonun yasi, cinsiyeti ve irki ne olursa olsun iliskisi bircok
calismada kanitlanmistir. Ayni zamanda popdlasyonlar oral hijyen ile gingivitis arasinda
da dogrusal bir iliski vardir. Oral hijyen agizdaki mikrobiyal flora ekolojisini etkileyerek
bu hastaligini baslamasini veya ilerlemesini direkt olarak etkilemektedir. Spesifik
mikroorganizmalar; periodontal hastaliklarin baslamasi ve ilerlemesi icin oral biyofilm
birikmesi ve gelisimi olmasi gerekmektedir. Yapilan galismalarda bakteri tirlerinin
kolonilesmesi bu hastaliklarin patogenezinde onemli rol oynadigi belirtilmektedir.
Fizyolojik faktorler; bireyler fizyolojik stres altindaki bireylerde atagsman ve alveolar
kemik kaybinin gelistigi klinik olarak ispatlanmistir. Bu baglamda artan fizyolojik stres
IL-6 (Interleukin 6) Uretimini tetiklemektedir. Obezite; modern toplumlarda yaygin
olarak gorulen obezite periodontal hastaliklarin patogenizinde 6nemli bir faktor oldugu
gozlemlenmistir. Obeziteye bagli hastaliklarin (hipertansiyon ve diyabet) olusmasi ile
periodontal hastaliklar olusmaktadir. Degistirilemeyen risk faktorleri, genetik faktorler;
periodontal hastaliklarda etiyolojik ajan olarak bakteriyel enfeksiyonlar olmasi ile
birlikte konak dokudaki faktorlerde hastaligin olusmasinda 6énemli rol oynamaktadir.
Konakta var olan birka¢ gen polimorfizmi ile periodontal hastaliklarin iliskili oldugu
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bulunmustur. IL-1 gen bdlgesindeki polimorfizm bu hastaligin ilerlemesine neden
oldugu tespit edilmistir. Yaslilik; yas ile periodontal arasindaki iliski direkt baglantili
degildir. Fakat yasam boyunca biriken hastaliklar ile hastaligin arttig bildirilmistir. Dis
dokusunda gergeklesen yikim ve kayiplar ile ilerleyen yaslarda periodontal hastaliklarin
gerceklesme oranlari arttigi gézlemlenmistir. Cinsiyet; bazi ¢alismalarda yetiskinlerde
cinsiyet ile atasman kaybinin iliskisi periodontal dokunun yikimi erkeklerde daha fazla
oldugu seklinde belirtilmistir. Cinsiyete bagh genetik yatkinlik ve diger davranigsal
faktorler olarak bildirilmistir [20], [21], [22], [23], [24].

1.1.4.2 Periodontitis Kontrol ve Tedavi Yontemleri

Periodontal hastaliklar insanda ¢ok yaygin kronik bir rahatsizliktir ve birincil etiyolojik
faktorl immun cevap olusturan mikrobiyal dental plaktir. Toplumun % 10-60 goriilme
sikhigl olan periodontal hastaliklar dis dokusunun yikimina ve sonrasinda dis kaybina
neden olabilmektedir. Bu hastaligin, kolaylikla tedavi edilebilen tirinden ¢ok siddetli
geri donisi olmayan ¢ok siddetli tiirine kadar ¢ok gesitli evreleri ve durumlari vardir.
Periodontal hastaliklara sebep olan tiim durumlar bir 6nceki bélimde agiklanmistir ve
buna ek olarak konak antibakteriyel savunma mekanizmasini tetikleyen medikal
kosullar soylenebilir. Notrofil bozukluklari ve HIV virlis enfeksiyonu 6rnek verilebilir

[25].

Periodontal hastaliklarin tanisi igin, sondalama derinligi (probing depth) hastaligin ne
kadar ilerledigi hakkinda en iyi bilgiyi vermektedir. Saglikli bir dis eti dokusunda dis
etinden herhangi bir cekilmenin olmamasi ve sondalama derinliginin en fazla 1-3 mm
arasi olmasi gerekmektedir. Sondalama derinligini 4 mm fazla olan hastalar igin
periodontitis ve 6 mm den fazla olan hastalar igin ise siddetli ve ilerlemis periodontitis

tanisi konmaktadir [22].

Erken tani bircok periodontal hastaliklar icin 6nem tasimaktadir ve basarili bir tedavi ile
sonlanmaktadir. Tedavi edici hedefler bakterileri ve diger risk faktorlerini ortadan
kaldirmaktir ve hastaligin yenilenmemesi icin bu faktorleri kontrol altinda tutmaktir.
Cok siddetli durumlarda dis eti dokusunun yenilenmesi zorunlu hale gelmektedir.
Cerrahi olmayan tedaviler 6zel temizleme teknikleri ile olmaktadir. Destekleyici tedavi

araclari olarak antiseptik agiz temizleme sulari, iyilesme sirecine yardimci olan ve
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inflamasyonu baskilayici ya da enfeksiyonu daha ileri diizey kontrol yontemleri
sayilabilir. Bu tedavilerde daha c¢ok antibiyotiklere basvurulmaktadir. Daha ¢ok

kullanilan tetrasiklin, amoksilin, metronidazol antibiyotikleridir [25].

1.1.4.3 Fusobacterium nucleatum’un Periodontitis’deki Rolu

Fusobacterium nucleatum periodontal patojen olma potansiyeli yiliksek anaerob
bakteri tlrlerindendir ve bu bakterinin en o6nemli 6zelliklerinden biri toksik
metabolitler tGretmesidir. Uretilen bu toksik metabolitler konak organizmanin dis eti
epitelinde direkt olarak hastaliga sebep olmaktadir. Fusobacterium nucleatum
tarafindan Uretilen bitirat, propionat ve amonyum iyonlari insan dis eti fibroblast
olusumunu engeller ve dokuya penetre olarak koloni olusumuna neden olur. Toksik
metabolitlerin yanisira Fusobacterium nucleatum konak dokuya baglanir ve konak

dokunun membranini yikabilir [4].

Epitel hiicreler bakterilere karsi su yollar ile cevap verirler; monosit ve nétrofilleri
aktive eden kemokinler olarak bilinen antimikrobiyal peptidler Greterek immun sistemi
harekete gegirirler. Antimikrobiyal peptidler saglikli ve hastalikh durum arasindaki
dengeyi saglamada katki saglarlar. Epitelde salgilanan a-defensin ve notrofilde
salgilanan katelisidin LL-37 tliklriikte var olan antimikrobiyal peptidlerdir. Periodontal
hastaliklarda en fazla c¢alisilan bakterilerden olan Fusobacterium nucleatum
periodontal epitelde dominant bakteridir. Dis eti epiteli bakteriyel biyofilme maruz
kaldiginda periodontal saghigin korunmasi icin bazi antimikrobiyal peptidlerin 6nemi
vardir. Bu peptidler arasinda defensinler oral epitelde ilk tanimalanan antimikrobiyal
peptidlerdir ve dogal bagisikhgin temelini olustururlar. Defensinler, dentritik ve hafiza T
hlcrelerini uyaran ve sonradan kazanilan immun sistemine de katilirlar. hBD-2 geni
niikleer transkripsiyon faktorii NF-kB ‘ne cevap verir ve lipopolisakkaritleri ve
proinflamatuar sitokinleri ( Tumor nekroz faktor alfa (TNFa) interlokin 1B(IL-1B)) aktive
eder. PB-defensinler dogal ve sonradan kazanilan bagisiklik arasinda bag
olusturmaktadir. Bu peptidler 41-50 aminoasitten olusur ve 3 dislllfid bagi ile g
boyutlu yapisini kazanirlar. B-defensinler insanda 4 farkh tip olarak yer almaktadir
(hBD 1-4). Yapilan calismalarda, erken koloni olusumunda bakteriler bu peptidlere karsi

duyarhdir. in vitro calismalarda, hBD-2 ve hBD-3 peptidlerine, anaerob bakterilere gore
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aerob bakteriler daha duyarhdir. Fakat Fusobacterium nucleatum bazi turlerinin hpD-3

antimikrobiyal peptidine asiri duyarh oldugu tespit edilmistir [19].

Fusobacterium nucleatum proinflamatuar mediatorleri Gretimini tetikler. Bunlar;
interlokin (IL)-1, IL-6, IL-8 timor nekroz faktor alfa (TNFa) dir. Bu bakteriyi konak
organizmalar Toll benzeri reseptérler ((TLRs)-2-4) ile tanimlayabilmektedir. in vitro
calismalarda, TLR-2 aktivasyonu antimikrobiyal peptid olan B-defensinler-2 ve 3 (

salinimini artirdigl gézlemlenmistir [26].

1.1.4.4 Biyofilm Olusumu ve Fusobacterium nucleatum

Agiz mikroflorasinda 500 den fazla mikroorganizma taksonu tanimlanmistir ve
¢ogunlugu anaerobik gram-negatif tirleridir. Erken kolonilesmede dis ylizeyi gram
pozitif, non-patojenik bakteriler olan Treptococcus gordonii, Streptococcus sanguis ve
Streptococcus oralis tirlerinden olusan bir biofilm vardir. Bu baslangi¢ kolonilesmesi
gram negatif anaerob (Fusobacterium nucleatum ve Porphyromonas gingivalis)
bakterilerin daha etkin bir sekilde kolonilesmesine yardimci olur. Konak organizmanin
savunma mekanizmlarina dayanikli olan anaerobik bakteriler dokulara baglanarak
kolonilesmeye neden olmaktadirlar. Periodontal hastaliklarin ilerlemesinde en 6nemli

etken bu kolonilesmedir [17], [27].

Biofilm olustuktan sonra mikroorganizmlar konak organizmanin savunma sistemini
karsi direngli olmakla birlikte antimikrobiyal ajanlara karsi da direngli hale gelirler.
Konak bagisiklik sisteminin bakterilere olan cevabi enflamasyon ve ¢evre dokunun
yikimi ile sonuclanir. Bu yikim sonucu bakteriler periapikal (dis kokl) bolgeyi infekte
eder ve burada biofilm olusutururlar. Buradaki biofilmi yok etmek zorlasir ve tedavilere
cevapsiz kalmaktadir. Periapikal lezyonlarda tespit edilen Fusobacterium nucleatum,
Porphyromonas gingivalis, Bacteroides forsythus, Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Treponema denticola, ve Streptococcus spp anaerob
bakterileri bu mikroorganizmlarindan bazilaridir. Fusobacterium nucleatum bu tirler
arasinda képrii organizma olarak adlandirilir. Ozellikle Fusobacterium nucleatum ve

Porphyromonas gingivalis arasinda spesifik bir iliski vardir [9] [28].
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Kolonilesme, bakterilerin ylzey proteinlerinden olan adhesin proteini tarafindan
kontrol edilir ve kolonilesmenin ilk basamagidir. Karbonhidrat baglayan lektinler bu
ylizey proteinlerindendir. Fusobacterium nucleatum hemaglutunasyon aktivitesi
gostererek kiimelesir ve oral epitele baglanirlar. Baglandiklari dokuda sonrasinda
hemolitik etki gosterirler [4]. Fusobacterium nucleatum ve Porphyromonas gingivalis

kolonilesmesi laktoz baglayan adhesinler ile kontrol edilir [9].

1.1.5 Antibiyotik Duyarlihgi ve Direngliligi

Fusobacterium nucleatum yaygin olarak kullanilan bir¢ok antibiyotige duyarlihgi vardir
fakat bazi antibiyotiklere karsi duyarlilk azdir yada direnglidir. Bu antibiyotikler
vankomisin, neomisin, eritromisin, amoksilin, amfisilin ve fenoksimetilpenisilin.
Fusobacterium nucleatum bazi soylar penisilaz ve B-laktamaz Uretetirler. Biapenem,
imipenem ve trospektomisin Fusobacterium nucleatum’a karsi aktif olarak

kullanilabilirler fakat yaygin olarak kullanilan kloramfenikol ve metronidazol.

Antimikrobiyal ajanlar, periodontal tedavide tek basina yada gelenekler tedavi
yontemleri ile beraber kullanilabilirler. Tedaviye yardimci olarak en yaygin kullanilan
ajan genis spektrumlu bakterilerde protein sentezini inhibe eden tetrasiklin
antibiyotigidir. Uzun donemli kullanimlarda bu antibiyotige karsi direnglilik
olusmaktadir. Periodontal hastalardan alinan orneklerde tetrasikline direngli
Fusobacterium nucleatum soylari bulunmustur ve bu soylar tetrasikline karsi
ribosomlari koruyan proteini kodlaya tetM geni tasirlar. Fusobacterium nucleatum dis
membran proteinleri B-laktam grubu, tetrasiklin, kloramfenikol ve hidrofilik kuinolonlar

gibi antibiyotiklerin hiicre igine girisini diizenlerler [4], [9].

Klorheksidin dental plak olusumunu engelledigi kisa ve uzun doénemli klinik
calismalarda gosterilmistir ve Fusobacterium nucleatum’a efektif olarak kullanilabilir

oldugu ifade edilmistir [4], [29].

Sadece belirli dokularda olusan bakterilerde tetrasiklin gibi bakteriyostatik
antibiyotiklerin  kullanimi  periodontal hastaliklara karsi 6nerilmemistir. Clinki

antibiyotige karsi direncli soylarin gelisimi artma olasiligi vardir [4], [9].
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Fusobacterium nucleatum heterojenik bir tlrdir ve B-laktamaz Ureten tirleri ve
Uretmeyen tirleri ayni komensal florada bulunabilir. Yapilan g¢alismalarin sonucunda,
cocuklarda yaygin olarak kullanilan penisilin antibiyotigi bu tedavide kullanildiginda, B-
laktamaz Ureten soylari gelisecektir ve antibiyotik tedavisi sonugsuz kalacaktir [30]

[31].

Periodontitis hastalikh kopek agzinda izole edilen Fusobacterium nucleatum
hicrelerine eritromisin (8mg/mL) ve klaritromisin (8mg/mL) antibiyotikleri muamele
edilerek yapilan calismada bu antibiyotiklere karsi Fusobacterium nucleatum direnclilik

gosterdigi belirlenmistir [32].

Antibiyotikler % Direnglilik

Amoksilin 0

Amfisilin 3,8
Amoksilin/klavunat 0
Sefoksitin 0

Klaritromisin %96
Klindamisin 0

Eritromisin %96
Metronidazol 0
Penisilin 0
Tetrasiklin 0

Sekil 1. 3 Fusobacterium nucleatum’un antibiyotik duyarhhgi [32]

1.1.6 Metabolik Enzimlerin Yeni ila¢ Hedefi Olarak Kullanimi

Geleneksel olarak, yeni ila¢ adaylari dogal Urinlerin biyolojik etkilerinin kazara
gozlemlenmesi sonucu olusmaktadir. Yani, ila¢ arastirmalarinda daha ok tesadfler 6n
planda olmaktadir. Daha sonraki asamada endojen efektér molekil yapilari, yeni
reseptor agonistleri ve antogonistlerinin dizayni icin sablon olarak alinir. 1973 lerde ilk
olarak protein ligandlarinin yapiya dayandirilmis dizaynlari denenmistir. Yapilan
calismada 2,3 difosfogliserat (2,3-DPG) hemoglobin kompleksinde yararlaniimis ve
allosterik bir molekiil olan 2,3-DPG molekdiliniin fonksiyonlarini taklit eden basit bir

aromatik dialdehit tiretilmistir. Molekiiler temelli ila¢ tasarimindaki ilk basarili deneme
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antihipertansiyon ilaci anjiyotensin-donustiriicii enzim inhibitdéri olan captopril

molekaltdir [33], [34].

3-boyutlu yapisi bilinen proteinlerin sayisi glinimizde hizla artmaktadir. Bu artis
protein kimyasi, gen teknolojileri ve yapi belirleme tekniklerinin gelismesi ile paralel
gerceklesmektedir. Bu metodolojik gelismeler ile istenilen proteinlerin yapilarinin
belirlenmesini yada homoloji modellemesi ¢ok kisa zaman iginde yapilabilmektedir. Bu
calismalar hastalik tedavilerinde yeni potansiyel hedefler olusturmaktadir. Ginimiuz
calismalarinda proteinlerin dizi-yapi-fonksiyon ¢alismalari hiz kazanmistir ve 3-boyutlu
yapisi bilenen yapilarin sayisini arttiracaktir. insan genom projesinin sonlanmasi ile
proteomik ve yapisal genomik calismalari hiz kazanmistir ve bilgi teknolojilerindeki
gelisim molekiler hedefli ilag dizayni ¢alismalarina ivme kazandirmistir. Bu gelismeler
ile beraber, bu hedef icin genler hizl bir sekilde klonlanabilmekte, protein ekspresyonu
ve saflastirmasi yapilabilmektedir. Ayrica kristalografideki tim basamaklardaki
otomasyon, daha yogun senkrotron radyosyunu ve faz belirlemedeki yeni gelismeler
gibi ilerlemeler yapi tayininindeki streyi kisaltmistir. Yapi tayininde kullanilan nikleer
manyetik rezonans (NMR) metodundaki gelismeler ise daha buyik yapilari tayin

etmede yardimci olmaktadir [35], [36].

Molekiler hedefli ilag tasarimindaki basamaklar; klonlama, ekspresyon, saflastirma ve
hedef proteinin yapisini belirleme seklindedir. Yapi tayininde ¢ temel metod vardir ve
bunlar kristalografi, NMR ve homoloji modellemedir. Bilgisayar algoritmalari
kullanarak, bir databazdan alinan bilesiklerin yapinin segilen bdlgesinde konumlanmasi
saglanir. Bu bilesikler, onlarin sterik ve hedef bdlge ile elektrostatik etkilesimler temel
alinarak siniflandirilir ve en iyi bilesik biyokimyasal yéntemler ile test edilir. ikinci
olarak; ilk basamakta elde edilen sablon yapinin yapisinin belirlenmesi ve in vitro
kosullarda en az bir inhibisyon belirlenmektedir. Ek olarak bu yapilarin optimizasyonu

yapilmasi gerekmektedir [35].

Bu calismalar sonucu protein-ligand komplekslerinde molekiler tanima prensipleri
anlasilmis olur. En hizli yol olan homoloji modelleme ile belirlenen 3-boyutlu yapi
kullanilarak yeni ligandlar tasarlanir. Ligand ile hedef molekiildeki baglanma bdlgesi

arasinda geometrik olarak mikemmel bir uyum olmasi, molekiler elektrostatik
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potensiyel uyumlulugu, fonksiyonel gruplar arasindaki ve lipofilik ylzeyler arasindaki
hidrofobik etkilesimler hidrojen bag formasyonu gibi 6zelliklerin olmasi gerekmektedir.
Hidrofobik etkilesimler baglanma afinitelerini daima artirir iken, hidrojen baglarinin
toplam serbest enerjiye katkisi yeni olusan hidrojen baglarinin enerijilerine baglidir [33],

[36].

1.1.7 Laktat Dehidrogenaz Enzimi

Laktat dehidrogenaz glikoliz sonucu olusan piruvati laktata cift yonli katalizleyen bir
enzimdir. Bu reaksiyon ile glikoliz sonrasi olusan NADH NAD*a yiikseltgenerek
anaerobik glikolizin devamhhgl saglanmaktadir (Sekil 1.4). Bu reaksiyon
Plasmodium’larin temel enerji yolagidir ve yasam dongisiinde hayati bir 6neme
sahiptir. Bu nedenle ila¢ tasarim galismalarinda bu enzim hedef olarak secilmistir [37],

[38].

o OH
| LDH
CHB_—C—CDDH ——r CH3— CH —COOH
NADH NAD+
Piruvat Laktat

Sekil 1. 4 Piruvatin laktata ¢ift yonli olarak ¢evrilme reaksiyonu

Bu calismalarda parazitin LDH enzimi ile konak LDH’I arasindaki farkliliklarin analizi
gerceklestirilmistir. Plasmodium falciparum icin yapilan analizde serin-108 ve arjinin-
109 arasinda ilave 5 aminoasitin enzimin katalitik halkasina yakin ylizeyinde cok
belirgin bir yarik olusturdugu ve fakat konak organizma insandaki esdegeri olan
LDH’da ise ayni bolgede higbir ilave amino asit olmadigl tespit edilmistir [39]. Bu
farkhliktan faydalanilarak gossipol tirevi olan gossilik nitril-1,1" diasetat’in (GNDA)
malarial LDH’In belirlenen bu aciklik ile etkilesebilecegi fakat konak organizma olan
insan LDH’larinda bu aciklik bulunmadigi icin bu inhibitoriin LDH ile etkilesemeyecegi
belirlenmistir [40]. Bu inhibitér kullanilarak konak organizma icin laktat dehidrogenaz
piruvati katalizleyerek laktata c¢ift yonli olarak dontsimi ile NAD* rejenerasyonu

devam ederken Plasmodium falciparum gelisimi baskilanmis olmaktadir [40].
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Bir diger ¢alisma olarak, inhibitér molekil olarak azol bazh bilesikler Plasmodium
falciparum laktat dehidrogenaz enziminin NAD* kofaktoriiniin nikotinamid halkasini
hedef alarak enzimin aktif bolgesine yerlestigi kristalografik calismalar ile gosterilmistir.
Invitro ¢calismada, azol bazl bilesiklerin Plasmodium falciparum laktat dehidrogenaz
enzimini inhibe ettigi gosterilmistir fakat konak organizma olan insan laktat
dehidrogenaz enzimini inhibe etmesi icin yaklasik 100 kat konsatrasyonda azol bazl

bilesikler ile muamele edilmesi gerekmektedir [41], [42].

1.2 Tezin Amaci

Bu tez calismasinin amaci, Urettigi metabolitler ile dokularda inflamatuar etkisi olan
Fusobacterium nucleatum’un neden oldugu hastaliklardan periodontal hastaliklara
karsi yeni alternatif tedaviler icin aday olabilecek 6neriler sunmaktir. Aday molekl
olan laktat dehidrogenaz geninin klonlanmasi, ekspresyonu, saflastirilmasi, aktivite
tayini yapilmis ve 3 boyutlu yapisi homoloji modelleme yontemleri ile tanimlanmistir.
3-boyutlu yapisi belirlenen Fusobacterium nucleatum laktat dehidrogenaz enziminin
aktif bolgeleri ve konak organizmadan farkhliklari belirtilmistir. Bu bilgilerden
yararlanilarak ileriki calismalarda yapiya dayandiriimis ila¢ tasarimlarinda bir modelin

olusturulmasi icin 6ncil bir calismasi olmasi hedeflenmektedir.

1.3 Hipotez

Bu c¢alhsma ile laktat dehidrogenaz enzimini kodlayan gen Fusobacterium
nucleatum’dan izole edilerek dizi analizinin yapilmasi sonucunda vyeni bir ilag
tasarimina  yonelik  hedeflerin  belirlenmesi igin  yaklagimlar  sunabilecegi
ongorulmektedir. Bu ¢alismada 6nerilen 3-boyutlu yapi temel alinarak enzim inhibisyon
calismalarinin yapilabilecegi ve bu inhibitorlerin in vitro calismalarda test edilip,
Fusobacterium nucleatum neden oldugu periodontal hastaliklar i¢in bir ilag tasariminin

onind acacagl tahmin edilmektedir.
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BOLUM 2

MATERYAL VE YONTEM

2.1 MATERYAL

2.1.1 Kimyasal Maddeler, Enzimler ve Kitler

Plazmid DNA izolasyonunda QlAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN), PCR Grlnlerinin jelde
yurataldukten sonra saflastirlmasinda Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System

(Promega) kullaniimistir.

Polimeraz zincir reaksiyonunda (PCR) kullanilan dNTP (deoksi nikleotid trifosfat),
primerler, Pfu DNA Polimeraz enzimi (Fermentas), Tag DNA polimeraz, ligasyon igin
kullanilan T4 DNA Ligaz enzimi (Promega) ve bu enzimler igin tampon ¢ozeltiler, MgCl,,

MgSOa.

Agaroz jel elektroforezi metodunda DNA marker olarak O’GeneRuler DNA Ladder Mix
(Fermentas), DNA konsantrasyonu tayininde kullanilan Lambda DNA Hind Il Digest
(Amersham Pharmacia Biotech) kullanilmistir (Sekil 2. 1). SDS-PAGE sonrasi analizde
protein ladder olarak Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder (Thermo

Scientific) kullanilmistir (Sekil 2. 2).
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GeneRuler™ DNA Ladder Mix Lambda DNA/Hindlll Marker, 2

0’GeneRuler™ DNA Ladder Mix, bp.ng5ug__ %
ready-to-use

— 23130* 2384 477
9416 971 194
— 6557 676 135

— 4361* 450 9.0

36
36
36
36
36 523
1%8 = - 2322 239 438
&3 = 2027 209 42
3.2 E
: :
2 120 2
ETS 34 < . .
= 34 < — 564 58 12
8 34 i
§ 34 %
- 120 z — 125 13 03
(G} % =
w 40 =
L 40 £
“§ 40 0.5 pgflane, 8 cm length gel,
E. 1XTAE, 7 Vicm, 45 min
2 Range
0.5 pgflane, & cm kength gel, 8 fragments (in bp): 23130*%, 9416, 6557,
1XTAE, 7 Viem, 45 min 4361*, 2322, 2027, 564, 125.

Sekil 2. 1 O’GeneRuler DNA Ladder Mix ve Lambda DNA Hind Il Digest

Proteinin saflagtiriimasinda kullanilan nikel nitrilotriasetik asit (Ni-NTA) Agaroz QIAGEN

kullanilmistir.

Deneysel ¢alismalarda kullanilan diger bitin kimyasallar BDH, Sigma, Bio-Rad, Roche

ve Merck’ten saglanmistir.

|
fat

& &=
4-20% Tris-glycine SDS-PAGE

Sekil 2. 2 Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder
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2.1.2 Deneylerde Kullanilan Cihazlar

Jel Gorlintuleme sistemi Biorad
Saf Su Cihazi GFL
Termal Dondurici Eppendorf
Sarjli Pipet Unitesi Hirschmann
Hassas Terazi Ohaus
Dikey Elektroforez Sistemi Biorad
Sonikator Bandelin
pH Metre Eutech
Su Banyosu Kerman
Manyetik Karistirici Heidolph
Yatay Elektroforez Sistemi Biorad
PCR Calisma Kabini Esco
Jel Kurutma Unitesi Biorad
Mikrosantrifij Sigma
UV Visible Spectrophotometre Thermo
Otoklav Systec
Calkalamali inkiibator GFL
Sogutmali Santrifdj Sigma
Etlv Binder
Vorteks Heidolph

2.1.3 Genomik DNA

Fusobacterium nucleatum genomik DNA’si; Dr. Mike Milward ve Dr. Paul R. Cooper

tarafindan The School of Dentistry, University of Birmingham, Birmingham,

ingiltere’den temin edilmistir.
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2.1.4 Klonlama ve ifade Vektorleri

pPGEM®-T Easy klonlama vektor sistemi, her iki ucunda da 3"-terminal timidin iceren ve
PCR Urunlerinin klonlanmasinda elverisli lineer bir vektordir (Sekil 2. 3). Klonlama
bolgesindeki T-kuyrugu, vektor ile polimeraz enzimleriyle Gretilmis uyumlu kuyruga
sahip PCR urinunin ligasyon veriminin artirmaktadir ve yeniden sirkiiler hale gelmesini

engellemektedir (Promega) [43].

Xmnl 2009
i 1 start
Scal 1890 Nael 2707 ol "
) Aatll 20
1 ori Sphl 26
BstZl | 31
Ncol 37
Ampf Elst‘Z\ 43
PGEM™-TEasy  facz Sooi | 4
Vector ! EcoRl | 52
(3015bp)
Spel 64
EcoRl 70
Notl 77
BstZ| 77
Pstl 88
ori Sall 90
Ndel 97
Sacl 109
BstXl 118 §
Nsil 127 g
T 141 %
SP6 5

Sekil 2. 3 pGEM®-T Easy klonlama vektérii

11 4584 4552

I
3- TCCTTTGTCTTAAGGGCCCCTAGGCAGCTGGACGTCGGTTCGAA -5

5- AACAGAATTCCCGGGGATCCGTCGACCTGCAGCCAAGCTT -3
L | L I L |

l
EcoRIL—— 1 L— Psti Hind 11l

Sma | - Sall*
e BamH | Acc I
Hinc 1I*

Hinc Il (68)"

BamH | (256)*
Hinc I1 (3785)*

Pvu | (3613)

Sph | (443)

Sal | (532)*
Acc I”
Hinc 1I*

pBR322

pKK223-3
4584 bp

pBR322

Pvu Il (1945)
*Site not unique Acc | (2125)* oni

Sekil 2. 4 pKK223-3 ifade vektori
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Protein ekspresyonu icin pKK223-3 PharmacialLKB Biotechnology (isveg) vektéri (Sekil
2. 4) ve allCator™ LIC Klonlama ve Ekspresyon Kit 3 (C-terminal His-tag) sistemi ile
birlikte kullanilan pLATE31 vektorii(Thermo Scientific) kullaniimistir (Sekil 2. 5) [44],
[45].

G-,_',‘mhedef genaG

>

l Annealing
Oxkes
RBS

” Nef ".”?..gf?chedefgencc

Sekil 2. 5 pLATE31 ifade vektori

2.1.5 Mikroorganizmalarin Gelisimi i¢in Gerekli Besiyerleri

LB (Luria-Bertani) Buyyon

Maya Ekstrakti 0,5 g/100 ml
Tripton 1g/100 ml
NacCl 0,5 g/100 ml

Bilesenler 100 ml dH,0 icinde ¢dziindikten sonra 121 °C de otoklavlanir.

LB (Luria-Bertani) Agar

Maya Ekstrakti 0,5 g/100 ml
Tripton 1gg/100 ml
NacCl 0,5 g/100 ml
Agar 1,5 g/100 ml

Bilesenler 100 ml dH,0 icinde ¢oziindukten sonra 121 °C de otoklavlanir.
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Mavi-Beyaz secim icin LB agar (Amp/X-gal/IPTG)

Amfisilin (100 mg/ml) 100 pl
X-gal (20 mg/ml) 160 ul
IPTG (20 mg/ml) 160 pl

Belirtilen miktarlar 100 ml LB agar igine eklenir.

Cift Kuvvetli Yeast-Tripton (2xYT) Agar

Maya Ekstrakti 1 g/100 ml
Tripton 1,6 g g/100 ml
NacCl 0,5 g/100 ml
Agar 1,5 g/100 ml

Bilesenler 100 ml dH,0 icinde ¢dzlindiikten sonra 121 °C de otoklavlanir.

Cift Kuvvetli Yeast-Tripton (2xYT) Buyyon

Maya Ekstrakti 1g/100 ml
Tripton 1,6 g/100 ml
NacCl 0,5 g/100 ml

Bilesenler 100 ml dH,0 icinde ¢6zlindiikten sonra 121 °C de otoklavlanir.

SOC Buyyon (10 ml icin)

Maya Ekstrakti 50 mg
Tripton 0,2g
1 M NaCl stok sollisyonundan 0,1 ml
1 M KCl stok solisyonundan 25
2 M Mg*? stok soliisyonundan (Filtre ile sterilize edilir) 0,1 ml
0,1 ml

2 M Glikoz stok soltisyonundan (Filtre ile sterilize edilir)
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Tripton, maya ekstrakti, 1 M NaCl ve 1 M KCI solisyonlarindan gerekli miktarlar
eklenerek distile su ile 9 ml'ye tamamlanir. Karisimin pH’si 7,0 olarak ayarlanir.
Otoklavda sterilize edilir. Oda sicakligina getirilir. 2 M Mg*? ve 2 M Glikoz soltisyonlari
son konsantrasyonlari 20 mM olacak sekilde karisima ilave edilir. Son hacim steril

distile su ile 10 ml’ye tamamlanir.

2.1.6 Stok Soliisyonlar ve Tamponlar

Agaroz Jel igin Ornek Uygulama Tamponu (EtBr-SAB, Sample Application Buffer)

Suikroz 4g/10 ml

2 M Tris HCI 0,5 ml/10 ml
0,5 M EDTA 2 ml/10 ml
Bromfenol mauvisi 4 mg/10 ml

Kristal Viyole (CV) Stok Soliisyonu
dH,0 ile 5 mg/ml stok soltisyonu hazirlanir. Karanlik bir ortamda muhafaza edilir.

Kristal Viyole Jel igin Ornek Uygulama Tamponu (Cv-SAB)

Gliserol 500 pl/ml
1XTAE 500 pl/ml
Kristal viyole (stok 5 mg/ml) 10 pl/ml

Karanlik bir ortamda muhafaza edilir.

50x TAE Tampon Cozeltisi (Tris-Asetat-EDTA)
Trizma Base 24,2 g/100 ml
Asetik Asit 5,71 ml/100 ml
0,5 M EDTA (pH:8.0) 10 ml/100 ml

CaCl; Soliisyonu

100 mM CaCl,.6H,0

5 mM MgCl,.6H,0

2,19 g/100 ml

102 mg/100 ml
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5 mM Tris-HCI (pH:7.6) 1 ml/100 ml (0,5 M pH’si 7,6 olan stok Tris-HClI

¢Ozeltisinden)

Sollsyon hazirlandiktan sonra 121°C’'de 15 dakika siire ile otoklavda sterilize edilir.
Amfisilin

100 mg/ml stok sollisyon hazirlanir ve filtre ile sterilize edilir.

IPTG (Isopropyl-B-D-thiogaltopyranoside)

20 mg/ml stok sollisyon hazirlanir ve filtre ile sterilize edilir.

X-GAL (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactopyranoside)

20 mg/ml konsantrasyonu ayarlamak icin 0,02 g X-Gal tartilir, N,N-dimetilformamid

(DMF) ile 1 mI’'ye tamamlanir. Filtre ile sterilize edilir.
Mg*? Stok Soliisyonu ( 10 ml )

MgCl2.6H20 203 g

MgS04.7H,0 2,465 g

Distile su ile 10 mlI’'ye tamamlanir. Filtre ile sterilize edilir.

SDS-PAGE i¢in Ornek Uygulama Tamponu (SDS-SAB)

%10 SDS 1g/10 ml

0,5 M Tris HCI (pH: 6.8) 0,6 g/10 ml

% 5 Gliserol 0,5 ml/10 ml
% 25 B-Merkaptoethanol 0,25 ml/10 ml
% 0,05 Bromfenol mavisi 0,005 g/10 ml

5x SDS-PAGE Tank Tamponu

0,025 M Trizma Base 1,5g/100 ml
0,192 M Glisin 7,2 g/100 ml
% 0,1 SDS 0,5 g/100 mi

Jel ylritme asamasinda dH,0 ile 1x’e seyreltilerek ¢alisma sollisyonu hazirlanabilir.
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% 30 Akrilamid/Bis-akrilamid Soliisyonu
Akrilamid 29 gr/100 ml
N, N'-Metilen-Bis-Akrilamid 1gr/100 ml

Protein Boyama Soliisyonu

Coomassie Brillant Mauvisi 280 mg /100ml
Metanol 45,2 ml/100 ml
Glasiyal Asetik Asit 9,2 ml /100 ml

Belirtilen bilesenler eklendikten sonra 100 ml’ye tamamlanir.
Boya Uzaklastirici Soliisyon

Metanol 75 ml / litre dH,0

Asetik Asit 50 ml / litre dH,0

Tris-KCl (pH: 7.5) Tampon Cozeltisi

50 mM Trisma Base

50 mM KCI

Bu bu bilesikler eklendikten onra HCl ile pH ayarlanir.

Ni-NTA Saflastirma icin tamponlar

Lizis tamponu (1 litre)

50 mM NaH;PO4 6,90 g NaH2P0O4-H20 (MW 137.99 g/mol)
300 mM NacCl 17,54 g NaCl
10 mM imidazole 0,68 g imidazole

NaOH kullanilarak pH : 8,0’a ayarlanir.

Yikama tamponu (1 litre)

50 mM NaH3POq4 6,90 g NaH2P0O4-H20 (MW 137.99 g/mol)
300 mM Nadl 17,54 g NaCl
20 mM imidazole 1,36 g imidazole
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NaOH kullanilarak pH : 8,0’a ayarlanir.

Eliisyon Tamponu (1 litre)

50 mM NaHPO4 6,90 g NaH2P0O4-H20 (MW 137.99 g/mol)
300 mM NacCl 17,54 g NaCl
250 mM imidazole 17,00 g imidazole

NaOH kullanilarak pH : 8,0’a ayarlanir.

Enzim aktivite tayini icin stok bilesenler

50 mM NADH (MW : 709,4 g/mol)

0,5 M Piruvat (MW : 110,04 g/mol)

2.1.7 Primerler

Fusobacterium nucleatum Laktat dehidrogenaz enzimini kodlayan genin DNA’dan
cogaltilmasi ve dizileme igin kullanilan asagida verilen 7 adet spesifik primer

tasarlanmistir.

Fnl: 5 ATGTTACAAACAAGAAAAGTTGG 3’ Tm: 53.5°C
Fn2: 5’ TACTATTTTATAAGATTTTCC 3’ Tm: 46.2 °C
Fn3: 5 CGACCCGGAATTCATGTTACAAACAAG 3’ Tm: 63.4°C

Fn4: 5 TTTTCTGCAGTTAGTGATGGTGATGGTGATGTACTATTTTATAAGA 3 Tm: 68.5 °C

Fn5: 5 GCAGGATTTAATG 3’ Tm: 36.0 °C
Fn6: 5 AGAAGGAGATATAACTATGTTACAAACAAG 3’ Tm: 57,9 °C
Fn7: 5 GTGGTGGTGATGGTGATGGCCTACTATTTTATAAGA 3’ Tm:65,49 °C
2.2 YONTEM

Tim yontemler Sambrook, J. ve Russell, D.W. molekiiler klonlama laboratuvar
metotlarina uygun olarak tasarlanmistir [46]. Aksi belirtilmedigi takdirde baska bir

metot uygulanmamistir.
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2.2.1 Genomik DNA’dan Amplifikasyon

Fusobacterium nucleatum genomik DNA’dan laktat dehidrogenaz enzimini kodlayan
genin ¢ogaltilmasi PCR kosullari séyledir; 95°C'de 5 dakika 6n denatiirasyon, 94°C’de
1,5 dakika denatiirasyon, 44 °C’de 2 dakika baglanma, 72 °C’'de 2 dakika uzama ile 45
dongli ve 72 °C'de 10 dakika son uzama olarak gerceklestirilmistir. PCR bilesenleri ise
Cizelge 2. 1 deki gibidir.

Cizelge 2. 1 Fusobacterium nucleatum genomik DNA’dan laktat dehidrogenaz enzimini
kodlayan genin ¢ogaltiimasi, PCR bilesenleri

Bilesenler Miktar

10X Pfu tamponu 5 ul

dNTP karigimi 5 ul (Her bir nikleotid icin 2mM igeren
stoktan)

Fn1 primeri 2,5 ul (20 uM stoktan)

Fn2 primeri 2,5 ul (20 uM stoktan)

Kalip DNA 1l

Pfu DNA Polimeraz 1 ul (2,5 U/ul stoktan)

Steril dH,0 33 ul (Son hacim 50 pl olacak sekilde)

Toplam hacim 50 ul

2.2.2 Etidyum Bromiir Agaroz Jel Elektroforezi
% 1’lik agaroz jel hazirlanigi basamaklar halinde soyledir;

1x TAE tampon c¢Ozeltisi ile agaroz karistirilip kaynatilmaktadir. Agaroz tamamen
¢Ozlindikten sonra oda sicakliginda sogumaya birakilir. Tepsiye dokilmeden 6nce EtBr
eklenir ve agaroz jel tepsiye dokilir. Tepsiye taraklar yerlestirildikten sonra jellesme
icin 30 dk kadar beklenmektedir. Jel olustuktan sonra taraklar gikarilarak tepsi tankin
icerisine yerlestirilir. istenilen miktarda drnekler kuyucuklara yiiklendikten sonra 40-60
mA’de cihaz calistirilir ve orneklerin jelde yirimesi beklenir. Son asamada ise baz

sayisina gore ayrilan 6rneklerimiz UV isik altinda goriintilenir [46].
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2.2.3 Kristal Viyole ile Boyanan Agaroz Jel Elektroforezi

% 1’lik agaroz jel icin 1x TAE tampon ¢ozeltisi ile agaroz karistirilarak mikrodalga firinda
kaynatilir. Agaroz tamamen ¢6ziindikten sonra oda sicakliginda sogumasi igin beklenir
ve son konsantrasyon 2 ug/ml olacak sekilde kristal viyole (CV) ilave edilir. Jel tepsiye
dokildikten sonra taraklar yerlestirilir ve jellesmesi icin 30 dk kadar beklenir. Jel
tepsisi 2 pg/ml kristal viyole iceren 1x TAE tampon c¢o6zeltisi bulunan elektroforez
tankina yerlestirilir. Uygun sekilde taraklar g¢ikarildiktan sonra olusan kuyucuklara
ornekler ylklendikten sonra 30-40 mA de cihaz calistirilir ve 6rneklerimizin ylriimesi

beklenir. Elektroforez sonrasi jel beyaz isik altinda gorintilenir.

2.2.3.1 DNA’nin Jelden Geri Kazanilmasi

Elektroforez sonrasinda istenilen bant bisturi yardimiyla jelden kesilerek 1,5 ml’lik
mikrosantriflij tlpine alinir ve DNA Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System

(Promega) kullanilarak geri kazanilir.

2.2.4 FnlLDH Geninin Klonlama Vektoriine (0GEM-T) Aktariimasi

2.2.4.1 Amplifiye Edilen PCR Uriiniine Adenin Kuyrugu Eklenmesi

Fusobacterium nucleatum genomik DNA dan FnLDH geni amplifiye edildikten sonra
adenin kuyrugu eklenmektedir. Cizelge 2. 2 belirtilen bilesenler eklenerek 70 °C de 30

dk. inkiibe edilerek adenin kuyrugu eklenmistir.

Cizelge 2. 2 Adenin kuyrugu ekleme reaksiyonu

Bilesenler Miktar

10X Taq tamponu 1l

dATP 2 ul (1mM stok/son kons. 0,2 mM)
PCR drinii 5,2 ul

Taq DNA Polimeraz 1ul

MgCl, 0,8 ul

Toplam hacim 10 ul
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2.2.4.2 Ligasyon

Adenin kuyrugu eklenen PCR Uriinimiz ile klonlama vektori olan pGEM-T vektor ile
ligasyon Cizelge 2. 3 deki gibi reaksiyon gece boyu +4 °C inkiibe edilerek

gerceklestirilmistir.

Cizelge 2. 3 Ligasyon reaksiyonu

Bilesenler Miktar
2X rapid ligation buffer 5 ul
PGEM-T easy vektor 1l
PCR iiriinii (A-tailing) 3ul
T4 DNA ligaz 1l
Toplam hacim 10 pl

2.2.4.3 Kalsiyum Klorir Muamelesi ile Kompetant E. coli DH5a Hiicrelerinin

Hazirlanmasi

Kompetan hiicre hazirlamak icin -80 °C’deki E. coli DH5a soyu hiicre stogundan slirme
ekim yontemi ile LB agara ekimi yapilir ve gece boyu 37 °C’ de inkiibe edilir. Gelisen
kolonilerden tek koloni segimi yapilarak 5 ml LB buyyona aktarilir ve bir gece 37 °C 120
rpm de inktibe edilir. Gelisen kilttirden 500 ul alinarak 50 ml buyyona aktarilir ve 37 °C,
120 rpm’de ODsoo’deki hiicre yogunlugu 0,3-0,4 arasinda bir degere ulasincaya kadar
inkiibe edilir. istenilen hiicre yogunluguna ulastiktan sonra 25 ml’lik iki tiipe béliinir ve
+4 °C ve 5000 rpm’de 5 dakika santrifljlenerek hicrelerin toplanmasi saglanir.
Supernatant kismi atildiktan sonra, pellet 25 ml CaCl; ile yavasca ¢ozillr ve sonrasinda
30 dk buzda bekletilir. 5000 rpm’de 5 dakika +4 °C’de santriflij edilir ve supernatant
dokalar ve her bir tipteki pelet 1ml CaCl; sollisyonunda yavasca ¢ozillr. Tipler 2 saat

buzda bekletildikten sonra hiicrelerimiz kompetan hale gelmis olur. [46].

2.2.4.4 Rekombinant DNA Plazmidinin E. coli DH5a Hiicrelerine Transformasyonu

Vektor ile amplifiye edilen DNA'nin ligasyonu yapildiktan sonra drnegin (izerine 200 pl
kompetant E. coli DH5a hiicrelerinden aktarilir ve hafifce karistirilir ve sonrasin 30 dk
buzda bekletilir. Bu bekleme asamasindan sonra 42 °C’deki su banyosunda 90 saniye

boyunca 1si sokuna maruz birakilir. Isi sokundan sonra hiicreleri sarsmada 2 dk buzda
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bekletilir ve pesi sira 100 pl/ml amfisilin iceren SOC buyyondan 800 pl ilave edilir.
Tipler hafifce sarsmadan karistirilir ve 37 °C de 45 dakika etiivde bekletilir. inkiibasyon
sonrasi 100 ul/ml amfisilin, 20mg/ml X-gal ve 20 mg/ml IPTG igceren BSA LB-agara 100
pl, 200 pl, 200 pl ve 500 ul 6rnek olacak sekilde ekim yapilir ve 37 °C’deki etiivde bir

gece inkibe edilir.

2.2.4.5 Gen Klonlamasinin PCR ile Kontrolii

BSA-LB petrisine yayma ekim yontemi ile ekimi yapilan transformasyon sonrasi
orneklerimiz mavi-beyaz koloni segimi ile tek koloniler segilmis ve 5 ml amfisilin iceren
LB buyyona ekim islemi yapilmistir ve gece boyu inkiibasyona birakilmistir. Gece boyu
inklibe edilen kiltirden plasmid DNA izolasyonu DNA QlAprep®Miniprep (QIAGEN) kit
yardimi ile yapilmistir. izole edilen plasmid DNA’dan FnLDH geni Cizelge 2. 1 deki PCR
kosullari ve bilesenleri ile amplifiye edilmistir. Klonlama isleminin basarisinin kontroli

2.2.2 de belirtilen agaroz jel elektroforez yontemi ile yapiimistir.

2.2.5 FnLDH Geninin ifade Vektoriine (pKK223-3) Aktarilmasi

2.2.5.1 FnLDH Geninin Klonlama Vektoriinden Amplifikasyonu

FnLDH geninin ifadesi igin ilk segilen ifade vektori pKK223-3 vektoridir. Genin segilen
vektdre uygun sekilde aktarilabilmesi icin restriksiyon analizi yapilmis, geni ve vektori
kesmeyen restriksiyon enzimleri belirlenerek uygun primerler tasarlanmistir. Bu amacgla
EcoRI enzim kesim bolgesini iceren 5' Fn3 ve Pstl enzim kesim bdlgesini iceren 3' Fn4d
primerleri  sentezlenmistir. Klonlama isleminin ardindan protein Grininin
saflastiriilmasi amaciyla 3' primerine histidin amino asitine ait 6 adet kodon (6 His-tag)
sentez sirasinda eklenmistir. Sentezlenen bu primerler ile FnLDH geni Cizelge 2. 4
bilesenler ve 95°C'de 5 dakika 6n denatirasyon, 94°C’de 1,5 dakika denatlirasyon, 44
°C'de 2 dakika baglanma, 72 °C'de 2 dakika uzama ile 45 dongi ve 72 °C'de 10 dakika

son uzama PCR kosullarinda amplifiye edilmistir.
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Gizelge 2. 4 FnLDH Geninin Klonlama Vektoriinden PCR

Bilesenler Miktar

10X Pfu tamponu 5ul

dNTP karisimi 5 ul (Her bir niikleotid igin 2mM igeren
stoktan)

Fn3 primeri 2,5 pl (20 uM stoktan)

Fn4 primeri 2,5 ul (20 uM stoktan)

Kalip DNA 1l

Pfu DNA Polimeraz 1 ul (2,5 U/ul stoktan)

Steril dH,0 33 ul (Son hacim 50 pl olacak sekilde)

Toplam hacim 50 pl

2.2.5.2 FnLDH Geni ve pKK223-3 ifade Vektoriiniin Restriksiyon Endoniikleaz ile

Kesimi

Polimeraz zincir reaksiyonu sonucu elde edilen triin Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up
System (Promega) kullanilarak jelde kosturulmaksizin dogrudan saflastiriimistir.
Saflastirilan Griin ve plazmid izolasyonu yapilan vektor EcoRl ve Pstl restriksiyon

endoniikleaz enzimleri kullanilarak kesilmis ve yapiskan uglar elde edilmistir (Cizelge 2.

5).

Cizelge 2. 5 FnLDH Geni ve pKK223-3 ifade vekt6riinin restriksiyon kosullari
Bilesenler FnLDH pKK223-3
DNA 20 ul 20 ul
10x Tampon O 3wl 3ul
Pstl 2l 2 pl
EcoRlI 2ul 2 ul
Steril dH20 3ul 3ul

Toplam 30 pl 30 pl

Restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile DNA'nin kesilmesi islemi 37°C'de 2 saatte
gerceklestirilir. Kesim sonrasi ornekler, kristal viyole ile boyanmis agaroz jelde
kosturulur ve DNA oOrnekleri Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega)
kullanilarak jelden geri kazanilr.
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2.2,5.3 Ligasyon

Kesim sonrasi elde edilen PCR drinli ve ifade vektoriinlin konsantrasyonlarini
belirlemek igcin ornekler (1 pl) agaroz jel elektroforezinde yiratilmastir.

Konsantrasyonlar belirlendikten sonra ligasyon sartlarda gergeklestirilmistir.

Bilesenler 1:1 orani
10x Ligasyon Tamponu 2 ul
insert (FNLDH) 10 pl
Vektor (pKK223-3) 3,2l
T4 DNA ligaz (3U/pl) 2 ul
Steril dH20 2,8 ul
Toplam 20 pl

2.2.5.4 Rekombinant DNA Plazmidinin E. coli JM109 Hiicrelerine Transformasyonu

2.2.4.4 deki yontem ile rekombinant DNA 6rnegimiz 2.2.4.3 deki metot kullanilarak

hazirlanan kompetan hiicrelere transforme edilmistir.

2.2.6 FnLDH Geninin ikinci ifade Vektoriine (pLATE31) Aktariimasi

2.2.6.1 PCR Primerlerinin Tasarimi

aLlCator LIC Klonlama ve Ekspresyon Kit 3 (C-terminal His-tag) klonlama protokoliinde
belirtilen primer tasariminda 5 ucu primeri pLATE31 vektoriine spesifik diziler
icermekte ve ilgili gen ile ¢cakisan yeterli bir 3’ ucu icermektedir. Alti cizili olan bazlar
pPLATE31 vektoriine spesifik yapiskan uclar olusturmaktadir. Protein saflastirmasi icin
olmasi gereken 6 his-taq kuyrugu pLATE31 vektoriinde yer almaktadir. Tasarlanan

primerler Fn6 ve Fn7’dir.

2.2.6.2 FnLDH''n Klonlama Vektoriinden Amplifikasyonu ve PCR Uriiniiniin

Saflastiriimasi

Kalip DNA olarak FnLDH genini klonladigimiz pGEM-T vektori alinarak, 95°C'de 5
dakika ©n denatiirasyon, 94°C'de 1,5 dakika denatlirasyon, 44 °C'de 2 dakika
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baglanma, 72 °C’'de 2 dakika uzama ile 45 dongi ve 72 °C’de 10 dakika son uzama PCR
kosullarinda amplifiye edilmistir (Cizelge 2. 6). Elde edilen PCR urinl Wizard® SV Gel

and PCR Clean-Up System kullanilarak jelde kosturulmaksizin dogrudan saflastirilmistir.

Cizelge 2. 6 FnLDH'in Klonlama Vektériinden Amplifikasyonu

Bilesenler Miktar

10X Pfu tamponu 5 ul

dNTP karisimi 5 pl (Her bir nlkleotid icin 2mM igeren
stoktan)

Fn6 primeri 2,5 pl (20 uM stoktan)

Fn7 primeri 2,5 ul (20 uM stoktan)

Kalip DNA 1l

Pfu DNA Polimeraz 1 ul (2,5 U/ul stoktan)

Steril dH20 33 ul (Son hacim 50 pl olacak sekilde)

Toplam hacim 50 ul

2.2.6.3 LIC Reaksiyonu ve Rekombinant DNA Plazmidinin E. coli BL21(DE3)

Hiicrelerine Transformasyonu

aLlCator LIC Klonlama ve Ekspresyon Kit 3 (C-terminal His-tag) protokoliinde verilen,
gen buylkligine gbre reaksiyona girmesi gereken insert DNA miktari hesaplama
tablosu esas alinarak 957 bc¢’lik FnLDH saflastirilmis Grlinin konsantrasyonu 65 ng

olarak ayarlanmasi gerekmektedir.

Vektor ile saflastirilmis PCR Grindnin ligasyonu icin oda sicakhiginda reaksiyonu
hazirlanmistir (Cizelge 2. 7). Reaksiyon karisimi oda sicakhginda 5 dk inkibe
edilmektedir. Reaksiyonu durdurmak icin 0,6 ul 0,5 M EDTA ile iyice karistirilir. Vektor
ile birlesme asamasinda ise lineer pLATE31 vektorinden 1 ul (60 ng) ve T4 DNA
polimeraz ile muamele edilmis PCR lrlini hafifce vortekslenir ve 3-5 saniye santrifij
edilir. Birlestirme karisimi oda sicakhginda 5 dakika inkiibe edilir. Birlestirilen karisim
transformasyona uygun hale gelmistir. E. coli BL21(DE3) hiicreleri kompetan hale

getirildikten sonra (2.2.4.3) ve transformasyon gerceklestirilir.
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Gizelge 2. 7 pLATE31 ekspresyon vektori ve FnLDH geni ligasyon reaksiyonu

Bilesenler Hacim

5X LIC tamponu 2 ul

Saf PCR iiruinii 1 ul (65 ng)

Steril distile su 6 ul

T4 DNA polimeraz 1 ul (1 U/ pl stoktan)
Toplam 10 ul

2.2.6.4 Gen Klonlamasinin koloni PCR ve dizileme ile kontrolii

FnLDH geni pLATE31 ekspresyon vektorl ile ligasyonu yapip E. coli BL21(DE3)
hiicrelerine transformasyonu yapilmistir. Transformasyon sonrasi LB agar besi yerine
ekilen hiicrelerimizden 10 tane pozitif koloni segilmistir. Segilen bu koloniler 5 ml
(amp’li) LB buyyona ekilmistir. FnLDH geni koloni PCR yontemi ile amplifiye edilmistir.
Bu yontemde; besi yerinden 100 pl alinarak 7 dk 12000 rpm de santrifiije edilmistir ve
sipernatant atilmistir. Pellet 100 ul ile ¢ozildikten sonra 10 dk kaynatilmistir.
Sonrasinda 15 dk 12000 rpm de santrifiijlenerek stipernatant kismi alinarak kalip olarak
kullanilmistir. 95°C’de 5 dakika 6n denatlirasyon, 94°C’de 1,5 dakika denatlirasyon, 44
°C'de 2 dakika baglanma, 72 °C'de 2 dakika uzama ile 45 dongi ve 72 °C'de 10 dakika
son uzama PCR kosullarinda amplifiye edilmistir (Cizelge 2. 8). Amplifikasyonu
gerceklestirilen gen Urinlinin tamami EtBr ile boyanan agaroz jel elektroforezinde
yurutulerek gen klonlamasinin 6n kontrolli yapilmistir ve PCR sonucu pozitif olarak

gorilen drnekler dizilenerek dizinin dogrulugu kontrol edilmistir.
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Gizelge 2. 8 Koloni PCR

Bilesenler Miktar

10X Tag tamponu 5 ul

dNTP karisimi 5 ul (Her bir nutlziifni)gin 2mM iceren
Fn6 primeri 2,5 pl (20 uM stoktan)

Fn7 primeri 2,5 ul (20 uM stoktan)

Kalip DNA 10 pl

Taqg DNA Polimeraz 1 ul (2,5 U/ul stoktan)

Steril dH,0 24 ul (Son hacim 50 ul olacak sekilde)
Toplam hacim 50 pl

2.2.7 Fusobacterium nucleatum Laktat Dehidrogenaz Enziminin Ekspresyonu Ve

Saflastiriimasi

2.2.8 Fusobacterium nucleatum Birinci ifade Vektorii (pKK223-3) Aracihigiyla E.

coli'de Ekspresyonu ve Enzimin Saflastirilmasi

FnLDH geni ekspresyon vektorli olan pKK223-3 vektorine aktarihp E. coli JM109
hiicresine transforme edildikten sonra genin ekspresyonu gerceklestirilmistir. Bunun
icin FnLDH genini iceren E. coli JM109 hicreleri 100 pg/ml amfisilin iceren 5ml LB
buyyona ekilmistir. 37 °C’'de ve 180 rpm’de gece boyu inkiibe edilmistir. Ayni kiltir
FnLDH genini icermeyen E. coli JIM109 hiicreleri iginde yapilmistir. 5 mI’lik besiyerinden
500 pl alhinip 100 ml lik amfisilinli LB besiyerine aktarilmistir. 37 °C’de inkibe edilmeye
devam edilip, ODsoo’deki hiicre yogunlugu 0,6’ya ulasincaya kadar inkiibe edilir. Hicre
yogunlugu istenilen miktara ulastiktan sonra, 100 ml kiltlr ikiye bolinerek 50 ml’lik
kiiltiir son konsantrasyonu 0,1 mM olacak sekilde IPTG ile hiicreler indiiklenir. Diger 50
ml ise indiklenmeden inkiibe edilmeye devam edilir. Ayni islemler FnLDH genini
icermeyen E. coli IM109 hiicreleri icinde yapilmistir. Devam eden inkiibasyon siiresince
3 saat, 5 saat ve gece boyu inkiibasyonda sonra 3 ml’'lik 6rnekler alinmistir. Bu 6rnekler
5000 rpm’de 15 dakika santrifiijlendikten sonra slipernatant kisimlari atilarak pellet -20
OC saklanabilir. Pellet (izerine 500 pl Tris-KCl (pH 7,5) eklenir ve pellet ¢dziiniir. Hiicre
tamamen homojen hale geldikten sonra sonikasyon ile hiicrelerimiz pargalanir. % 20
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gug, 10 sn sonikasyon ve 20 sn bekleme olmak Uizere sonikator ayarlandiktan sonra 6
doéngl halinde hiicreler pargalanir. Tim basamaklar buzun iginde yapilmasi
gerekmektedir. Sonikasyondan sonra hiicreler 14.000 rpm’de 20 dk 4 °C’de santrifij
edilir. Stpernatant kisimlari alinarak temiz bir tipe aktarilir. Pelletler ise distile su ile

¢ozulerek SDS-PAGE de kosturulmak igin hazirlanir.

SDS-PAGE sonucuna gore karar verilen en iyi ekspresyon ornegimizin kosullarini
uygulayarak saflastirma islemine gecilecektir. pKK223-3 vektoriinde genin ifadesini
istenilen diizeyde olmadigi gézlemlendigi igin bir diger ifade vektori olan pLATE31 ile

devam edilmistir.

2.2.9 Fusobacterium nucleatum ikinci ifade Vektorii (pLATE31) Araciligiyla E. coli'de

Ekspresyonu ve Enzimin Saflagtirilmasi

FnLDH geni ekspresyon vektorl olan pLATE31 vektoriine aktarilip E. coli BL21(DE3)
hiicresine transforme edildikten sonra genin ekspresyonu igin 2.2.8 deki gibi

basamaklar ayni sekilde uygulanmistir.

SDS-PAGE sonucu gece boyu inklbe edilen 6rnegimizde ekspresyonun en iyi diizeyde
oldugu gozlemlendiginden saflastirma isleminde bu Ornegimizin kosullari ile devam
edilecektir. izlenen basamaklar sdyledir; 5 ml FnLDH genini iceren E. coli BL21(DE3)
kiltirden 500 ul ahnarak 100 ml LB buyyona aktarilmistir ve OD600’deki hiicre
yogunlugu 0,6’ya ulasincaya kadar inkiibe edilmistir. istenilen yogunluga gelindikten
sonra son konsantrasyonu 0,5 mM olacak sekilde IPTG ile hiicreler indiiklenmistir. 30
°C’'de ve 180 rpm’de gece boyu inkiibe edilmistir. Gece boyu inklbe edilen 6rnek 5000
rom’de 15 dakika santrifljlendikten sonra supernatant kisimlari atilarak pellet -20 OC
saklanabilir. Pellet 3 ml lizis buffer ile ¢ozlindikten sonra % 20 glic, 10 sn sonikasyon ve
20 sn bekleme olmak lizere sonikatoér ayarlandiktan sonra 6 déngi halinde hiicreler
parcalanir. Tum basamaklar buzun icinde yapilmasi gerekmektedir. Sonikasyon sonrasi
14.000 rpm’de 20 dk 4 °C'de santrifiij edilir. Supernatant kisimlari alinarak temiz bir
tlpe aktarilir. Saflastirmaya gecilmeden dnce SDS-PAGE de yiritmek icin 1 ml hiicre
lizati alinir. Saflastirma isleminde ilk olarak 1 ml His-tag ilaveli eklenmis FnLDH ile Ni-
NTA agarozun etkilesimini saglamak icin, elde edilen stpernatant 1 ml Ni-NTA agaroz

ile 1 saat boyunca +4 °C'de 120 rpm hizla karistirilir. Karisim kolona eklenmeden 6nce
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kolon ve tipler distile su ile yikanir. 1 saat sonunda bu karisim kolona aktarilarak ilk
stiziintli (flow-through) alinir. ilk siiziintii alindiktan sonra 8 ml yikama soliisyonumuz
ile yikanir ve 3 tane 1 ml’'lik 6rnekler alinir. Yikama islemi bittikten sonra 5 ml ellisyon
solisyonumuz kolona aktarilir. Kolondan 10 tane 0,5 ml’lik saflastiriimis ornekler

toplanir.

2.2.9.1 Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Toplanan ornekler ve saflastirdigimiz enzim SDS-PAGE de analiz edilmistir. BIO-RAD
Mini-PROTEAN® 3 Cell jel elektroforez sistemi kullanilmistir. Jel asagida belirtildigi gibi

hazirlanmistir.

Ayirma jeli (% 12)

dH20 3,35ml
1,5 M Tris HCI (pH:8.8) 2,5ml
% 10 SDS 100ul
% 30 Akrilamid/ Bis 4dml

% 10 Amonyum persulfat 75ul
TEMED 15 pl

Yiikleme jeli (% 4)

dH20 6,1ml
0.5 M Tris HCI (pH:6.8) 2,5ml
%10 SDS 100ul
%30 Akrilamid/ Bis 1,3ml
% 10 Amonyum persulfat 60ul

TEMED 12 pl

Ornekler jele yiiklenmeden 6nce yiikleme ¢ézeltisi ile karistirilarak 5 dk kaynatilir ve
kuyucuklara yiklenir. Ylritme tamponu elektroforez tankina eklenerek 80 mA de
ylritilmeye baslanir. Yirttme islemi tamamlandiktan sonra boyama ¢ozeltisi ile jel
gece boyu boyandiktan boya cikarici ¢ozeltiye alinir ve bantlar belirginlesinceye kadar

bekletilir.
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2.2.10 Protein Konsantrasyon Tayini

Saflastirilan 6rnekler 50 kat seyreltilerek Azso deki absorbans degeri okunmustur.
Okunan bu deger ile Beer-Lambert formiiline gbre protein konsantrasyonu
bulunmustur. Bu formildeki molar absorbsiyon katsayisi (g; Extinction Coefficient) ve
molekiler agirhgr web tabanli programlar (Peptide Property Calculator) yardimiyla
bulunabilir. Formiildeki L ise 151k yolu uzunlugudur ve standart spektrofotometreler 1
cm genigliginde 6rnek kivetlerinin kullanimi igin uygun oldugundan L degeri genellikle

1 cm’dir. Bulunan deger seyreltme katsayisi ile carpilarak mg/ml olarak bulunmaktadir.

A280 x MW
c (mg/ml) = f XL denklem2.1

2.2.11 Spektrofotometrik Yontemle Enzim Aktivitesi Tayini

FnLDH enziminin aktivitesi 340 nm deki NADH’In NAD+’a yikseltgenmesi ile olusan
absorbans deger farki ile tespit edilmistir. Reaksiyon hacmi 1 ml ve siresi 1 dk olacak

sekilde tasarlanmistir ve bilesenler optimize edilmistir [37].

Cizelge 2. 9 FnLDH enzim aktivitesi tayini

Bilesen Miktar

Tris-KCl (pH 7,5) 966 ul

NADH (stok 50 mM) 4 ul (son konsantrasyon 200 mM)
Piruvat (stok 0,5 M) 20 ul (son konsantrasyon 10 mM)
FnLDH 10 ul

Toplam hacim 1ml
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2.3 Fusobacterium nucleatum Laktat Dehidrogenaz Enziminin Homoloji

Modellemesi

Saflastirilan ve enzim aktivitesi tayini yapilan FnLDH enziminin 3-boyutlu yapisi,
karsilastirmali modelleme prensibine dayanan homoloji modelleme yontemi ile
olusturulmustur. MODELLER programi 3-boyutlu yapisi bilinen ve bilinmeyen proteinler
ile karsilastirma yaparak tahmini olarak bir model olusturur [47]. Kalip yapinin
belirlenmesi 3-boyutlu yapisi bilinen proteinler ile karsilastirilarak belirlenmistir.
Benzer vyapilari belirlemek igin web tabanli program olarak PROTEIN BLAST
kullanilmistir. Olusturulan 3-boyutlu yapinin dogrulugu, HYPERCHEM programi ile
enerji minimizasyonu vyapildiktan sonra web tabanh programlar yardimiyla
degerlendirilmektedir. RAMPAGE yardimiyla ramahandran grafigi cizilmistir, ERRAT ve
PROSA programlari ile yapinin dogrulugu degerlendirilmistir. Enzimin aktif bélgelerine
muhtemel baglanacak olan ligandlari Q-site Finder, Pocket-Finder ve DoG-Site Scorer

web tabanli programlar ile tespit edilmistir.
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BOLUM 3

SONUGLAR VE TARTISMA

3.1 Fusobacterium nucleatum Laktat Dehidrogenaz Enzimini Kodlayan Genin

(FnLDH) pGEM-T Vektoriine Klonlanmasi

3.1.1 FnLDH Geninin Genomik DNA’dan Amplifikasyonu

Genomik DNA’dan amplifikasyon igin 23 bg uzunlugundaki Fnl ve 21 bg¢ uzunlugundaki
Fn2 primerleri NCBI (The National Center for Biotechnology Information) kayitlarindan

alinan FnLDH dizisi temel alinarak tasarlanmistir (2.1.7).

Fusobacterium nucleatum genomik DNA’sindan Cizelge 2. 1 deki kosullar saglanarak
amplifiye edilen laktat dehidrogenaz geni EtBr agaroz jelde yiiritilmis ve baz cifti

uzunlugu kontrol edilmistir (Sekil 3. 1).

Elektroforez sonucu elde edilen jel gorintisinde amplifiye ettigimiz FnLDH 1000 bg¢
bant hizasinda bulunmaktadir. NCBI (The National Center for Biotechnology
Information) kayitlarindan alinan bilgilerde FnLDH baz biyukligi 957 bg¢ olarak
gorilmektedir (NCBI Reference Sequence: NZ_CM000440.1) .
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57 be

500 be

Sekil 3. 1 PCR sonrasi EtBr agaroz jel gorintisi. Hat M: GeneRuler DNA Marker, Hat 1
ve 2: PCR urina

3.1.2 FnlDH Genini igeren Klonlama Vektoriiniin Kompetan Hiicreye

Transformasyonu

Amplifiye edilen FnLDH genine Adenin kuyrugu eklendikten (Cizelge 2. 2) sonra
klonlama vektérine (pGEM-T) ligasyonu (Cizelge 2. 3) saglanmistir. FnLDH genini igeren
PGEM-T vektorld 2.2.4.4 protokolii ile E. coli Dh5a kompetan hiicresine transforme
edilmektedir. LB agar besi yerine ekim yapildiktan sonra olusan mavi-beyaz
kolonilerden pozitif koloni olan mavi koloniden secilip 5 ml amfisilinle besi yerine
ekilmistir. Gece boyu inklbe edilen kiltirden plazmid DNA izolasyonu DNA
QlAprep®Miniprep (QIAGEN) ile yapilmis ve Cizelge 2. 1 de belirtilen kosullar ile
plazmid DNA’dan Fnl ve Fn2 primerleri kullanilarak FnLDH geni amplifiye edilmistir.
Amplifikasyon sonrasi PCR (rlinleri EtBr jelde yiritilmis ve 5. 6rnegin pozitif sonug
oldugu gozlemlenmistir (Sekil 3. 2). Bu drnegin pozitif klon icerdigi DNA dizilemesi ile

de dogrulanmistir.
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3000 bg

1000 be

500bg

Sekil 3. 2 Plasmid DNA’dan amplifikasyon sonrasi EtBr jel goriintlsi. Hat M: GeneRuler
DNA Marker, Hat 1,2,3,4,6,7,8 ve 9: Negatif PCR sonucu, Hat 5: Pozitif PCR sonucu

3.2 Fusobacterium nucleatum Laktat Dehidrogenaz Enzimini Kodlayan Genin

Analizi

3.2.1 Niikleotid Diizeyinde Analiz

Elde edilen dizileme sonuglari analiz edildigi zaman FnLDH’1 kodlayan genin klonlandigi
ve tek bir acik okuma cercevesi iceren genin 957 baz ciftinden olustugu tespit edilmistir
(Cizelge 3. 1). Dizileme sonuglarina ait kromatogram verilen dizinin dogrulugunu
desteklemektedir (EK A). Bu tezde klonlanan FnLDH dizisi, NCBI'daki esdeger referans
dizisi ile ¢akistirildigi zaman her iki dizinin tamamen ayni oldugu tespit edilmistir (Sekil

3. 4).

Cizelge 3. 1 Klonlanmis olan FnLDH geninin nikleotit dizisi

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901

atgttacaaa
ttatctatgt
aaagcaaaag
attattagtg
ggaagtttaa
aaaagttttg
aatccagttg
gttattggaa
acaaatattg
gttgctaact
catccagaac
gcttgggata
aatttagtga
gatggtgaat
ggaatagaag
gcttgtgctg

caagaaaagt
tattacaagg
ctcatgcaat
atggaggaat
caaaaaatga
tccectgatgt
atatagtaac
caggaacagg
atagccaagt
tttcaagtgc
aatttaaagg
ttatttctgg
aagcaatatt
atggatattc
aaattttaga
taatgaaaaa

tggaatagtt
tgtatctgat
agattgtatg
acaagagctt
acaaagattg
tgtaaaagca
ttattttgta
cttagatagt
tattcaagca
tacaatacaa
aatagaactt
aaaaaattgt
ccataatgaa
aggtttctat
acttcctcta
atatattgaa

ggagttgggc
gaaatggttt
gatactataa
tctaaaatgg
gaagaattaa
ggatttaatg
agagagcttt
gcaagactta
tatatgttag
ggagttccat
tctgttttag
acagagtttg
agaagagtcc
acaggagttc
gatgaaagag
attggaaaat

atgttggaag
taatggatat
gttttcttcc
atgtcattgt
aaggctcatt
gaatttttgt
caggtttccc
aaagaatttt
gagaacatgg
ttttaggtta
aaaaacaagt
gaataggttg
taccttgtag
cagctattat
aaagaaaagg
cttataaaat

tcattgtgcecc
tattccagaa
tcatagagct
aatcagtgtt
agaagctata
tacaataact
taaaaataaa
aagtgaagtt
agacactcaa
tatgaaaagt
agttagaaca
tacttgctct
tgcctattta
tggaagtaat
ctttgaagct
agtataa
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3.2.2 Restriksiyon Enzim Kesim Profilinin Analizi

FnLDH geni restriksiyon haritasi web tabanl bir program kullanilarak tanimlanmistir.
Belirtilen restriksiyon haritasina gore geni i¢c bolgeden kesmeyen restriksiyon enzimleri
klonlama c¢alismalarinda kullaniimak lzere tespit edilmistir. Geni icten kesmeyen
restriksiyon endoniikleazlar; Aarl, Aatll, Absl, Accl, Acll, Acyl, Aflll, Afllll, Agel, Ajul, Alfl,
Alol, AlwNI, Apal, Apall, Arsl, Ascl, Asull, Aval, Avall, Avrll, Bael, Ball, BamHI, Barl,
BbvCl, Bcgl, Bcll, Bdal, Bfil, Bgll, Bglll, Bpll, BpulOl, BsaAl, BsaBl, BsaXl, BseMIl, BsePI,
BseRl, BseSl, BseYl, Bsgl, Bsml, BspHI, BspMI, BsrBI, BsrDI, BstEll, BstXl, BtgZl, Btrl, Btsl,
Cfrl, Cfr10l, Clal, CspCl, Drall, Dralll, Drdl, Eam1105I, Ecil, Eco31l, Eco47Ill, Eco57I,
Eco57MI, EcoNI, EcoP15l, EcoRlI, EcoRlIl, EcoRV, Esp3l, Fall, Faul, Fsel, FspAl, Gsul, Haell,
HaelV, Hgal, Hin4l, Hindll, Hindlll, Hpal, Hpy99I, Kpnl, MauBl, Mfel, Mlul, Msll, Nael,
Narl, Ncol, Ndel, Nhel, NmeAlll, Notl, Nrul, Olil, Pacl, Pasl, PfIMI, Pfol, PmaCl, Pmel,
Ppil, PpuMI, PshAl, PI-Pspl, PspXI, Psrl, Pstl, Pvul, Pvull, Rsrll, Sacl, Sacll, Sall, SanDI,
Sapl, Scal, PI-Scel, Sdul, SexAl, SfaNl, Sfil, Sgfl, SgrAl, SgrDI, Smal, SnaBl, Spel, Sphl, Srfl,
Sse8387I, Stul, Styl, Swal, Taqll, Taul, Tfil, Tsp45l, TspGWI, Tstl, Tth111l, Vspl, Xcml,
Xhol, Xholl, Xmnl enzimleridir. FnLDH genini i¢ bolgeden kesen restriksiyon

enzimlerinin haritasi ise Sekil 3. 3’de gosterilmistir.

11 1 1 1 | 1 1 1 1 1 | 1 1 1 1 1 | 1 1 L 957
I | | | | | | | [l I |
Boivl EzmFI -Bzrl Ddel Dral B=ril Hphl Pzil
Hpuwlssl TepRl E=1l MIyl Mwal
Mzpl BtzIMutlI amll Plel FrudHI
BsmAl Hinfl Apekl
Bcoll Earl Tsel
EpuEl EhbwI

Bfal
¥hal

Sekil 3. 3 FnLDH restriksiyon enzimi kesim haritasi
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Sekil 3. 4 Tez galismasinda belirlenen dizileme sonucu (2.sira) ile FnLDH geni NCBI

in (1.sira) cakistirilmasi
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3.2.3 Aminoasit Diizeyinde

Karsilastirmali dizi analizleri klasik tedavi yontemlerine alternatif olarak yapiya
dayandirilmis ila¢ tasarimlarinda ¢ok énemli rol oynamaktadir. Bu karsilastirmalar ile
sadece primer yaplya bakilarak aktif bolge, koenzim baglanma ve substrat baglanma

bolgesi hakkinda fikir edinilebilir.

Bu amagla; bu tezde klonlanmis olan Fusobacterium nucleatum laktat dehidrogenaz
enziminin aminoasit dizisi web tabanl NCBI blastp programi kullanilarak insan human
LDHA (pdbbank erisim kodu: 1110) ve LDHB (pdbbank kodu:110Z), Bacillus
stearothermophilus (pdbbank kodu:1LDB), Staphylococcus aureus (pdbbank
kodu:3D0O0), Tannerella forsythia (NCBI erisim kodu: WP_014223968.1), Prevotella
intermedia (NCBI erisim kodu: WP_014709500.1) ve Porphyromonas gingivalis (NCBI
erisim kodu: WP_021679623.1) laktat dehidrogenaz enzimi ile karsilastiriimistir (Sekil
3.6).

Laktat dehidrogenazin katalitik bolgesi substratlarin (piruvat ya da laktat) baglandigi ve
kofaktorlerin baglandigi (NADH ya da NAD+) bdlge olmak Uzere iki domainden
olusmaktadir. Substrat baglanmasini katalizleyen residueler Arg-171, Arg-109, His-195,
Asp-168, Thr-246 aminoasitleridir [48], [49]. Yapilan karsilastirmada verilen tiim tirler
icin bu residilerin korundugu belirlenmistir (Sekil 3. 6). Aktif bolgedeki Arg-109 keto-
asitlerin karbonil baglarini polarize eder ve karbona hidrid transferi, oksijene proton
transfer edilmesini saglar. Arg-171 ise karboksillenmis substrat ile iki dnemli etkilesim
noktasi olusturur ve substratin yonlendirilmesini saglar. Ayrica lle-250 hidrofobik ortam
olusturarak Arg-171 ile substrat etkilesimi glclendirir ve NADH NAD+ c¢evrimini
stabilize eder. His-195 aktif bolgede proton alici verici olarak davranir ve substrati
yonlendirir ve substrat enzime baglandigl zaman Asp-168 His-195 ile etkilesime girerek
protonlanmis formunu stabilize eder [50]. Glu-102 ve Thr-246 residileri substratin
ayrilmasindan sorumludurlar. Katalitik bolgedeki piruvat, NADH enzim etkilesimi gorsel

olarak gosterilmistir (Sekil 3. 5).

45



ARG=171
N 2 1
27
‘og 5
\ /
N N\-i?. PR fo >\ 74
asplieg™ N\ fea, o ERe NADY
001 3_-.6 a3
ob, ’ e
‘2\ er N

ARG;109
HIS-195 /

L

Sekil 3. 5 LDH enziminin aktif bélgenin gosterilmesi (Arg-171, Arg-109, His-195, Asp-
168, Thr-246, piruvat ve NADH gosterilmistir)

Thr-246 FnLDH, human LDHA ve LDHB, Bacillus stearothermophilus Staphylococcus
aureus tirlerinde korunmustur. Glu-102 ise FnLDH human LDHA ve LDHB ye gore
kiyaslandiginda Glu-102 aminoasiti Leu olarak degismistir. Aktif bélgedeki aminoasit
farkhliklarini belirtmek igin FnLDH, human LDHA ve LDHB Kkarsilastirilarak analiz
edilmistir (Sekil 3. 7). FnLDH human LDHA ve LDHB ye gore kiyaslandiginda Gly-61 Ala,
Glu-102 Thr, Tyr-237 Asp aminoasitlerine donlismistir. Katalitik bélge olan 163-173
aminoasitleri arasinda bir insersiyon, diger katalitik bolge olan 98-109 aminoasitleri
arasinda baz degisimleri gerceklesmistir (Sekil 3. 7 bu bolgeler kare icine alinarak

gosterilmistir).
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Sekil 3. 6 FnLDH ile diger LDH’lar ile karsilastirmali analizi
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Sekil 3. 7 FnLDH ile Gg¢ boyutlu yapisi bilinen insan kas ve kalp kasi LDH’lari

ile karsilastirmali analizi
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3.2.4 Filogenetik analiz

Yapilan filogenetik analiz sonucunda, dis florasinda patojen olarak bilinen
Staphylococcus aureus, Tannerella forsythia, Prevotella intermedia ve Porphyromonas
gingivalis tirlerinin Fusobacterium nucleatum laktat dehidrogenaz ile farkli grupta
oldugu belirlenmistir. Bacillus stearothermophilus ve Staphylococcus aureus ile
Fusobacterium nucleatum laktat dehidrogenaz evrimsel koken olarak diger tiirlere gore

daha yakindir (Sekil 3. 8).

| Human_|L DHA
' Human_LDHB
| 5.aureus
— ' B.sterao
FnLDH
B.forsythus
P.gingivalis

P.intermedia

Sekil 3. 8 Filogenetik analiz

3.3 Fusobacterium nucleatum Laktat Dehidrogenaz Enzimini Kodlayan Genin

Ekspresyon Vektoriine (pKK223-3) Klonlanmasi

3.3.1 FnLDH Geninin Klonlama Vektoriinden Amplifikasyonu

pKK223-3 ifade vektoriine aktarim 6ncesi ligasyona uygun FnLDH geninin ¢ogaltiimasi
gerekmektedir. Bu amagla forward Fn3 ve reverse Fn4 primerleri tasarlanmistir.
pKK223-3 ifade vektorinin klonlama bolgesinde vektorii kesen restriksiyon enzimleri
gosterilmistir (Sekil 2. 4). Vektordeki bu bolgeler ile FnLDH enzim kesim bolgelerini
(3.2.2) karsilastirdigimizda EcoRI ve Pstl restriksiyon enzimlerinin kullanilmasina karar
verilmistir. Bu iki enzim FnLDH enzimin i¢ bélgeden kesmemekte ve vektoriin klonlama
bolgesinde kesim bodlgeleri bulunmaktadir. Fn3 primeri icin yesil ile gosterilen enzimin
baglanma olasiligl artiran bazlar ve sari ile gosterilen bazlar enzim kesim bdlgesini
(EcoRl) ifade etmektedir. Fn4 primeri icin yesil ile gosterilen bolge enzimin baglanma

olasilig artiran, sari ile gosterilen bazlar enzim kesim bolgesini (Pstl), turkuaz sonlanma
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kodonunu ve pembe ile gosterilen bazlar ekspresyon sonrasi saflastirma icin 6-histag

iceren bolgeyi ifade etmektedir.

3’

Fn3: 5’ CGACCCGGAATTICATGTTACAAACAAG

Fna: 5 FTTICTGCAGTTAGTGATGGTGATGGIGATGTACTATTTTATAAGA

FnLDH geni, ifade vektoriine aktarilmak Uzere (pKK223-3) rekombinant pGEM-T

3’

vektérinden Cizelge 2. 4 deki kosullar gbéz 6nlne alinarak amplifiye edilmistir.
Amplifikasyon sonucu PCR {riinG EtBr jelde kosturulmus ve 957 baz ciftlik Griinin

dogru bir sekilde amplifiye edildigi gorilmustir (Sekil 3. 9).

M 1

-~ 957b¢

Sekil 3. 9 FnLDH geninin plasmid DNA’dan amplifikasyonu sonrasi EtBr jel goriintis.
Hat M: GeneRuler DNA Marker, Hat 1: PCR Grin(

3.3.2 FnlLDH Genini iceren Ekspresyon Vektoriiniin (pKK223-3) E. coli JM109

Kompetan Hiicrelerine Transformasyonu

ifade vektéri (pKK223-3) ile FnLDH geninin ligasyonu gerceklestirildikten sonra E. coli
JM109 kompetan hiicresine aktarilmistir ve LB agar besiyerine ekim yapilmistir. Gece
boyu inklibasyon sonucu petrilerden pozitif oldugu distnilen 2 tane koloni segilmistir.
Bu koloniler 5 ml (amfisilinli) LB buyyona alinmis ve gece boyu inkiibasyondan sonra
plasmid DNA izolasyonu DNA QlAprep®Miniprep (QIAGEN) ile yapilmistir. Cizelge 2. 4
de belirtilen kosullar ile amplifikasyon sonrasinda PCR (irtini EtBr jelde yuratilmustir

ve jel gortntusiine gore 2 kolonide pozitif olarak belirlenmistir (Sekil 3. 10).
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1000 bg 957 be

500 bg

Sekil 3. 10 pKK233-3 ifade vektoriine klonlanan FnLDH geninin
amplifikasyonu sonrasi EtBr jel goériintlsi. Hat M: GeneRuler DNA Marker, Hat 1 ve 2:
PCR urinu

3.3.3 Gen Klonlanmasinin Dizi Analizi ile Kontrolii

Klonlamanin pozitif sonu¢ oldugu tahmin edilen 6rneklerin dizi analizi yapiimistir. Dizi
analizi i¢in 13 bg uzunlugundaki Fn5 primeri tasarlanmistir. Bu dizileme sonucu ile
ekspresyon sonrasi saflastirma icin gerekli olan 6-histaq bolgesi gosterilmistir (Sekil 3.

11).

Bir sonraki basamak olarak ekspresyon asamasindan sonra FnLDH enzimi Ni-NTA
kolonu ile saflastirilacaktir. Bu saflastirma basamaginda histidin aminoasiti Ni-NTA
matriksine affinite gosterip kolonda tutunacag icin klonlamanin bu basamagi kontrol
edilmesi gerekmektedir. Bu sebeple yapilan dizileme sonucu klonlanan FnLDH geninin

sonuna 6-histidin basari ile eklendigi gosterilmistir.

3.4 Fusobacterium nucleatum Laktat Dehidrogenaz Enzimini Kodlayan Genin ikinci

Ekspresyon Vektoriine (pLATE31) Klonlanmasi

pKK223-3 ekspresyon vektorine klonlanan FnLDH geninin ifadesi yapildiktan sonra
enzim aktive sonuglarina ve SDS-PAGE sonuglarina bakildiginda ifadenin
gerceklesmedigi gbézlemlenmistir. Bu sebeple diger bir ifade vektéri olan pLATE31

vektoriine klonlanmistir.
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Gen dizisi Sonlanma kodonu
-

CATCACCATCACCATCAC

6- histidin

Sekil 3. 11 FnLDH Geninin ekspresyon vektoriine (pKK223-3) klonlanmasi sonrasi analizi

3.4.1 PCR Primerlerinin Tasarimi

aLlCator LIC Klonlama ve Ekspresyon Kit 3 (C-terminal His-tag) kitap¢iginda belirtilen
primer tasarimi protokoliine gore forward Fn6 ve reverse Fn7 primerleri tasarlanmistir.
Genin 5’ ve 3’ ucu dizieleri dikkate alinarak, tasarlanan primerlerin 5' ucuna pLATE31
vektoriine komplementer spesifik bazlar eklenmistir. Fné primerinde yesil ile gosterilen
vektore komplementer bolgeyi ve Fn7 primerindeki turkuaz ile gosterilen bdlge 6-
Histaq bolgesine ifade etmektedir. 6-histidin ekspresyon sonrasi saflastirma icin 6nemli

oldugundan primer tasariminda bu kisima énem gosterilmistir.

Fn6: 5’ AGAAGGAGATATAACTATGTTACAAACAAG 3’

Fn7: 5 GTGGTGGTGATGGTGATGGCCTACTATTTTATAAGA 3’

3.4.2 FnlLDH Geninin Klonlama Vektoriinden (pGEM-T) Amplifikasyonu

FnLDH geni pLATE31 vektori ile ligasyonu Oncesi Cizelge 2. 6 daki kosullar ile amplifiye
edilmistir. Elde edilen PCR Urlini EtBr jelde yiritilmis ve jel goérintisiine gére FnLDH

geni Fn6 ve Fn7 primerleri ile amplifiye edilebilmistir (Sekil 3. 12).
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3000 bg

1000 bg 957 b

500 bg

Sekil 3. 12 FnLDH geninin plasmid DNA (pGEM-T)’dan amplifikasyonu sonrasi EtBr jel
goruntisi. Hat M: GeneRuler DNA Marker, Hat 1: PCR Urin(

3.4.3 FnlLDH Genini iceren Ekspresyon Vektoriiniin (pLATE31) E. coli BL21 (DE3)

Kompetan Hiicreye Transformasyonu

Elde edilen PCR urdni PCR rind Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System
kullanilarak dogrudan saflastirilmistir. Saflastirma sonrasi pLATE31 ifade vektori ile
FnLDH Cizelge 2. 7 deki reaksiyon ile ligasyonu gergeklestirilmis ve 2.2.6.3 de belirtilen
protokol ile E. coli BL21 (DE3) hiicrelerine transforme edilmis ve LB agar besiyerine
ekilmistir. Gece boyu inkiibasyon sonrasi gelisen kolonilerden 10 tane alinip 5 ml LB
buyyon (amfisilinli) besi yerine aktariimistir. Gece boyu inklbe edilen kiltirlerden
plasmid DNA izolasyonu DNA QlAprep®Miniprep (QIAGEN) ile yapilmis ve Cizelge 2. 8
deki kosullar saglanarak FnLDH geni amplifiye edilmistir. Elde edilen PCR Uriini EtBr
jelde yuratilmus ve 10 6rnegin dogru baz bliylkligini gésteren bant hizasinda oldugu

gozlemlenmistir (Sekil 3. 13).
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3000 bg

1000 b — 957 b

500 bg

3000 bg

1000 bg 957 b¢

500 bg

Sekil 3. 13 FnLDH genini iceren pLATE31 ifade vektorinin E. coli BL21(DE3) kompetan
hlcreye transformasyonu sonrasi amlifiye edilen FnLDH geninin EtBr jel gorlintlisi. Hat
M: GeneRuler DNA Marker, Hat 1,2,3,4,5,6,7,8,9 ve 10: Pozitif PCR Sonucu

3.4.4 Gen Klonlanmasinin Dizi Analizi ile Kontrolii

FnLDH genini iceren pLATE31 ifade vektorlii Fn6 primeri kullanilarak dizilenmistir.

Dizileme sonucu 3 ' ucunda 6-histidin oldugu dogrulanmistir (Sekil 3. 14)
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Sekil 3. 14 pLATE31 ekspresyon vektoriine klonlanan FnLDH geni analizi

3.5 Fusobacterium nucleatum Laktat Dehidrogenaz Enzimini Kodlayan Genin

Ekspresyonu (pKK223-3 ifade vektorii)

Belirtilen enzim kesim bolgelerini iceren primerler ile amplifiye edilip pKK223-3 ifade
vektoriine klonlanan FnLDH geni igin ekspresyon galismalari yapiimistir. 0,1 mM IPTG
indiiklemesi ile gergeklestirilen ekspresyon sonrasi gece boyu, 5 ve 3 saat inkiibasyon
sonrasi alinan orneklerin SDS-PAGE analizinde yeterli enziminin ifade edilemedigi
gozlemlenmistir (Sekil 3. 15). Rekombinant olmayan ve olan E. coli IM109 6rneklerinin
kiyasladigimizda bir farkhlik gérilememektedir. Bu sebeple aLlCator™ LIC Klonlama ve

Ekspresyon kitinin avantajlarindan yararlanmak icin, bu sistem ile beraber kullanilan

pLATE31 ifade vektoriine klonlama yapilmistir.
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100 kDa

50 kDa

40 kDa
35kDa

Sekil 3. 15 FnLDH enziminin ekspresyonu sonrasi SDS-Page jel goriintiisii. Hat M:
Protein Marker, Hat 1: FnLDH geni icermeyen indlklenmis E. coli JIM109 hiicresi 5
saatlik inklibasyon sonrasi supernatant, Hat 2: FnLDH geni icermeyen indliklenmis E.
coli JM109 hiicresi 5 saatlik inkiibasyon sonrasi pellet, Hat 3: FnLDH geni iceren E. coli
JM109 hiicresi 5 saatlik inkiibasyon sonrasi supernatant, Hat 4: FnLDH geni iceren E.
coli JM109 hiicresi 5 saatlik inkiibasyon sonrasi pellet, Hat 5: FnLDH geni icermeyen
indliklenmis E. coli IM109 hiicresi gece boyu inklibasyon sonrasi supernatant, Hat 6:
FnLDH geni icermeyen indlklenmis E. coli IM109 hiicresi gece boyu inkiibasyon sonrasi
pellet, Hat 7: FnLDH geniiceren E. coli IM109 hiicresi gece boyu inkiibasyon sonrasi
supernatant, Hat 8: FnLDH geni iceren E. coli JM109 hiicresi gece boyu inkiibasyon
sonrasi pellet

3.6 Fusobacterium nucleatum Laktat Dehidrogenaz Enzimini Kodlayan Genin

Ekspresyonu (pLATE31 ifade vektorii)

Fn6 ve Fn7 primerleri ile FnLDH geni iceren pGEM-T vektoriinden amplifiye edilen gen
Cizelge 2. 7 deki kosullar saglanarak pLATE31 vektoriine klonlanmistir. 0,5 mM IPTG ile
indiiklenen rekombinant hiicrelerden geceboyu, 3 ve 5 saat sonra alinan 6rnekler SDS-
page ile analiz edilmistir (Sekil 3. 16). 34,5 kDa molekiler agirligi olan FnLDH enziminin

ekspresyonu kontrol edilmistir.
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100 kDa

50 kDa

40kDa

35kDa

Sekil 3. 16 FnLDH geni ekspresyonunun SDS-page analizi. Hat M: Protein Marker, Hat 1:
FnLDH geni icermeyen indiklenmis E. coli BL21(DE3) hiicresi 5 saatlik inklibasyon
sonrasli supernatant, Hat 2: FnLDH geni icermeyen indiklenmis E. coli BL21(DE3)

hicresi 5 saatlik inklibasyon sonrasi pellet, Hat 3: FnLDH geni iceren E. coli BL21(DE3)
hiicresi 5 saatlik inkiibasyon sonrasi supernatant Hat 4: FnLDH geni iceren E. coli
BL21(DE3) hiicresi 5 saatlik inklibasyon sonrasi pellet, Hat 5: FnLDH geni icermeyen
indiklenmis E. coli BL21(DE3) hiicresi gece boyu inklibasyon sonrasi supernatant, Hat
6: FnLDH geni icermeyen indiklenmis E. coli BL21(DE3) hiicresi gece boyu inkiibasyon
sonrasi pellet, Hat 7: FnLDH geni iceren E. coli BL21(DE3) hiicresi gece boyu inkiibasyon
sonrasli supernatant, Hat 8: FnLDH geni iceren E. coli BL21(DE3) hiicresi gece boyu
inklibasyon sonrasi pellet

3.7 Fusobacterium nucleatum Laktat Dehidrogenaz Enziminin Saflastiriimasi,

Protein Miktar ve Aktivite Tayini

E. coli BL21(DE3)'te ekspresyonu saglanan FnLDH enziminin saflastirilmasi Ni-NTA
agaroz kolonu kullanilarak yapilmistir. Saflastirma 6ncesi SDS-page analizi ve aktivite
tayini icin sonikasyon sonrasi hiicre lizati 6rnegi alinmistir. Saflastirma sirasinda ise ilk
stzuntd (flow-through), yikama ve ellisyon 6rnekleri alinmistir ve érnekler SDS-PAGE
ile analiz edilmistir (Sekil 3. 19). Analiz sonucu saflastirma sonrasi saf protein 4.
elisyondan sonra toplanabildigi icin ilk 3 elisyonda bant goézlemlenememistir.

Saflastirilan 6rnekler protein marker ve kontrol 6rneklerine goére kiyaslandiginda
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basarili bir sekilde saflastinldigi gérilmektedir ve 35 kDa bant hizasindadir. Diger jelde
ise 35 kDa bant hizasinda hiicre lizatinda bant goziikmekte, ilk stzilintiide ve yikama
orneklerinde ise bant gdzikmemektedir. Bu karsilastirmalara gore histidin ile isaretli
rekombinant enzim olan FnLDH ile Ni-NTA agaroz etkilesime girdigi (Sekil 3. 17) ve
kolonda tutundugu, kolon yikama asamalarinda diger proteinlerin elimine edildigi ve
sonrasinda ellisyon asamasinda ise rekombinant enzimin kolondan saflastirildigi

soylenebilir.

Ni-NTA ile histidine ¢ok zayif bir bag olusturur ve ayni sekilde imidazol ile de
baglanabilir ortama imidazol eklendiginde histidin ile imidazol kolon ile etkilesim igin
yarisirlar. Eger ylksek konsantrasyonda imidazol eklenirse Ni-NTA kolona tamamen
imidazol baglanacaktir ve histidin isaretli protein ellisyon c¢o6zeltisi ile kolondan

alinabilecektir [51].

2
No- .
“¢o, "o’(- o-a-THZO

Kolon dolgu
malzemesi

Sekil 3. 17 Ni-NTA ile histidin isaretli proteinin etkilesimi sematik diyagrami [51]
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S0 kDa

40 kDa
35kDa

4 kDa

Sekil 3. 18 Saflastirma sonrasi jel gériintiisii. Hat M: Protein Marker, Hat 1: ilk siiziint,
Hat 2: Hiicre lizati, Hat 3,4 ve 5: Yikama 6rnekleri, Hat 6: Kontrol protein érnegi

100 kDa
70kDa

50kDa

40 kD
35kDa

Sekil 3. 19 Saflastirma sonrasi jel goriintlsid. Hat M: Protein Marker, Hat 1,2,3,4,5,6,7
ve 8: Elisyon ornekleri, Hat 9: Kontrol protein 6rnegi (34 kDa)

2.2.10 protein konsantrasyon tayini yontemine gore ellisyon Orneklerimiz igin
kullanilarak miktar tayini yapilmistir. Web tabanh program kullanilarak FnLDH
ekstinsiyon katsayisi 18050 cm™ M ve molekiler agirhg 34697 Da olarak
bulunmustur. AAzso nm de ellsyonlarin verdigi absorbans degeri 6lclilmistir ve

konsantrasyon degerleri hesaplanmistir. Saflastirilan ornekler ve hicre lizati igin

59



Cizelge 2. 9 daki kosullar saglanarak spektrofotometrik yontemle enzim aktivitesi
Olcilmustlr (Cizelge 3. 2). Elde edilen bu sonuglara gére FnLDH enziminin <%95
saflikta elde edilmesi saglanmis ve protein ile ilgili olarak yapilacak olan ileriki deneysel

analizlerin yapilmasinin 6ni agiimistir.

Cizelge 3. 2 Saflastirma sonucu enzim miktar ve aktivite tayini (AA2so miktar ve AAszao
aktivite tayini yapilmistir. HL: hiicre lizati, E1-10: ellisyonlar)

. Konsantrasyon
Ornek Adi AAzs0 AAzs0/dk degeri
(mg/ml)

HL - - 0,281
El 0,002 0,192 0,001
E2 0,002 0,192 0,001
E3 0,002 0,192 0,001
E4 0,005 0,480 0,072
E5 0,010 0,960 0,186
E6 0,015 1,440 0,163
E7 0,017 1,632 0,151
E8 0,012 1,152 0,198

3.8 Fusobacterium nucleatum Laktat Dehidrogenaz Enziminin Homoloji

Modellemesi

FnLDH aminoasit dizisi ile 3-boyutlu yapisi bilinen proteinleri PROTEIN BLAST
yardimiyla karsilastiriimistir ve yapilan sorguya gore Lactobacillus casei L-lactate
dehydrogenase %41 aminoasit benzerligi, toplam dizi ¢akistirma skoru 243, E degeri ise
2e-77 dir. E degeri iki dizinin ¢akistirilmasindaki anlamhlik degerini ifade etmektedir bu
deger ne kadar kiictik olursa o kadar iki dizi benzerdir denebilir. Bu sonuglara gore en
fazla benzerlik 2ZQY pdb kodlu Lactobacillus casei L-lactate dehydrogenase enzimidir
(Sekil 3. 20). MODELLER programi ile homoloji modellemede kalip yapi olarak alinarak
FnLDH icin tahmini bir 3-boyutlu yapi olusturulmustur ve bu yapi PyMOL pdb

goruntileyicisi ile cizilmistir (Sekil 3. 21).

60



score | score cver iy B Accos5r
Chain A, Penta Mutant Of Lactobacillus Casei Lactate Dehydrogenase 243 243 95% 1e77 MM% VKU A
Chain A, T-State Structure Of Allosteric L-Lactate Dehydrogenase From 943 943 95% 2e-77 41% 270Y A
Chain A, Structure Determination Of The Allosteric |-l actate Dehydrog 239 239 95% TeTE 40% 1LLC A
Chain &, Crystal Structure Of Mon-Allosteric L-L actate Dehydrogenase 231 231 98% 1e-72? 40% 4E74 A
Chain A, Crystal Structure Of L-l actate Dehydrogenase From Bacillus 220 220 9% 1e-B8 38% 2POD A
Chain A, Crystal Structure Of L - actate Dehydrogenase From Bacillus 219 219 9% 5e-F8 38% 2PCQE A
Chain A, Crystal Structure Of Lactate Dehydrogenase From Staphyloco 207 207 94% 2e-63 37% 2000 A
Chain A, Crystal Structure Of Lactate Dehydrogenase Mutant (A85r) Frc 206 206 94% 2e-63 37% 3H3J A

Sekil 3. 20 FnLDH ile 3-boyutlu yapisi bilinen enzimlerin karsilagtiriimasi

Sekil 3. 21 FnLDH’in PyMOL ile olusturulan 3-Boyutlu yapisi

Olusturulan bu yapinin enerji minimizasyonu HYPERCHEM programi ile yapilmistir ve

ramahandran grafigi RAMPAGE ile olusturulmustur. Programin verdigi ¢iktilara gore

aminoasit dizisinin % 95,6 (302 rezidiu) tercih edilen bdlgede, % 3,5 (11 rezidd) izin

verilen bolgede ve %0,9 (3 rezidli) dis bolgede yer almaktadir. Bir polipeptitde ana
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zincirde N-C alfa ile C-C alfa nispeten serbest olarak donebilirler. Bu dénmeler yapidaki
tim residiler igin phi-psi ({- &) itme agilarini (dihedral) gosterir. Her bir konformasyon
icin yapl, atomlar arasindaki yakin etkilesimler icin test edilmektedir. ideal olarak, eger
%90 residue izin verilen bolgede ise yapinin stereokimyasal kalitesi yiliksek oldugu

soylenebilir [52].

| 316 LYS
x
*
2. »®
* = 56 2
8D
180 4 180
Lter = GansmlPrs- Pro/Polins Fevoursd - a GensmlPre- Pro/Prolins Aliowsd
* Glydns Favounsd > Glycine Alowsd

Sekil 3. 22 FnLDH RAMPAGE ile olusturulan ramahandran grafigi

Web tabanl ERRAT programi yardimiyla homoloji modelleme ile olusturulan 3-boyutlu
yapinin glvenilirligi test edilmistir. Bu program bag yapmamis atomlar arasindaki
etkilesim istatistiklerini analiz eder ve glvenilir ylksek ¢ozliniurlikteki protein yapilari
ile karsilastirir [53]. ERRAT programi yardimiyla elde edilen ciktida olusturulan yapinin
dogrulugu % 90,615 olarak verilmistir (Sekil 3. 23). Alinan bu ciktiya gore deger

guvenilebilir sinirlar (%90 ve lizeri) igerisindedir.
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Overall quality factor**: 90.615

Sekil 3. 23 ERRAT program ¢iktisi
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Web tabanli ProSA programi ile 3-boyutlu yapinin dogrulu degerlendirilmistir. Bu
program teorik ve deneysel olarak tanimlanan yapilari karsilastiran bir programdir.
Duisik ¢ozundrlakteki yapilar ile ylksek ¢ozunarlikteki yapilar ile karsilastirarak elde
edilen 3-boyutlu yapinin hizli bir sekilde potansiyel hatalari belirlenir [54]. Elde edilen
¢iktiya gore calismamizdaki Fusobacterium nucleatum laktat dehidrogenaz enzimi X-ray
kristalografi ile yapisi tanimlanan vyapilara benzemektedir (Sekil 3. 24). Eneriji
grafiginde pozitif degerler o modelin problemli ve hatali bir model oldugu yontinde fikir
verir. Verilen enerji grafiginde olusturulan 3- boyutlu yapinin givenilir yapi oldugu

soylenebilmektedir (Sekil 3. 25).

X-ray
mam MMR

—20

0] 200 400 e00 200 1000
Mumber of residues

Sekil 3. 24 ProSA program ciktisi
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—  window size 10
—  Wwindow size 40

Knowledge-based energy

318

Sequence position

Sekil 3. 25 Aminoasit dizisi pozisyonlarinin ProSA ile gosterilen enerji grafigi

3.9 Protein-Ligand Etkilesimleri

Bir protein lzerinde ligand baglanma bdlgelerinin tanimlanmasi, molekiiler docking
(yanastirma/yerlestirme) calismalari ve de novo ilag tasarimi i¢cin 6nem tasimaktadir.
Proteinlerin fonksiyonu proteinlerin diger ligandlar ile nasil etkilestigi belirler. Ayrica
fonksiyonel boélgelerin belirlenmesi yapiya dayandiriimis ilag tasarim c¢alismalarinda
spesifik bolgelerin hedeflenmesi igin 6nemlidir ve tedavi edici yontemlerin gelisimine

yardimci olmaktadir [55] [56].

Genelde ligand baglanma bdlgeleri tahmin metotlari protein ylizeylerini analiz eder.
Gahsmamizda ligand baglanma bolgelerinin tahmini icin web tabanli Q-SiteFinder ve
Pocket-Finder yazilimlari kullanilmistir. Bu yazilim proteinler ile basit van der Waals
problar arasindaki etkilesimleri kullanir ve enerji olarak favori bolgelerini belirler [55]

[56].

Homoloji modellemesi ile 3 boyutlu yapisi olusturulan Fusobacterium nucleatum laktat
dehidrogenaz enzimi icin muhtemel ligand baglanma bolgeleri Q-SiteFinder yazilimi ile

10 bolge bulunmustur (Sekil 3. 26) .

64



Sekil 3. 26 Protein ligand etkilesimleri. Bu sekilde liganlar mavi ile gosterilmistir. 8, 9 ve
10. bolgelerin gosterimi icin model kendi ekseninde 180 ° dondUirtilmustur.

Bu bolgeler ligand baglanma bolgelerinin olasilik derecelerine gore siralanmistir. 1.
Bolge daha ayrintili incelendiginde, Sekil 3. 29 de ligandin etkilestigi rezidiler ve Sekil 3.
28 da ise ligandin etkilestigi bolge ve ligand gosterilmistir. Belirtilen bu bdlgelerin insan
kas ve kalp kasi laktat dehidrogenaz enzimlerinin aktif bolgesi ile uyusmaktadir. 98-109.
rezidlleri arasindaki bélge konak organizma olan insandan ¢ok farkhlik géstermektedir.

Bu farkhliga ragmen ligand baglanma bdlgesinde farklilik gostermedigi gorilmustir.

Q-SiteFinder yaziliminin yani sira DoGSiteScorer programi ile paralel olarak ayni
islemler yapilmistir. Bu programin verdigi ¢iktilarda 10 bolge belirlenmistir, bu bolgeler
ligand baglanma olasiliklari siralanmistir ve en yiiksek skorun 1. Bolge oldugu tespit
edilmistir (Sekil 3. 27). Belirlenen bolgenin ilag skoru 1’e yakin oldugu ve bu nedenle

model proteinin cep bélgelerinin ilag tasarimina uygun oldugu gérilmektedir [57].
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Name| Volume [A9]| Surface [A7| Liposurface [A7| Depth[A]| Drug Score
[P0 [ 75226 [ 101566 742.90 #3 [N
Bl e 54465 32742 1260 | 08 | K
[ P2 | 3us 548.61 32535 1084 [ 04T ;Ir \
B 30976 37215 35284 1398 | 082 - f '
[ P2 | 3023 528 81 20192 1283 | 086 ‘
B 2513 546.06 42801 106 [ 04T { ; \§¢
DB 24013 47997 35701 1081 [ 043 % ‘ ,”5*"?
B 7o 416.00 22078 1% [ 043 ‘ S}\ o
[ B8 | 13574 200,04 164.76 1000  [OSZNN N )
P9 | 10739 308.34 19216 845 [N /‘! R
Clicking on the name of = single pocet opens  separate window u \
containing further calculated pocket properties \
legend: undruggsble = druggable L
I . C9

Sekil 3. 27 Model proteinin aktif bolgelerinin DoGSitescorrer goriintisi

Sekil 3. 28 Muhtemel ligand baglanma bolgesi. Ligand turuncu, ligandin etkilesimde
bulundugu rezidiler mavi ile gosterilmistir.
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man-m ATLEDQLIYNL.LEEEQTPQNEITYVGVGA GMRCAISILMKDLADELALVDVIEDKLKGEMMDLQHGSLELRTPKIVSGKDYNVTRNSKLVI
man-h ATLEEKLIAPVAEEEATVENNRITYVGVGQYGMACATSILGRSLADELALVDVLEDKLEGEMMDLOHGSLFLOT PRIVADKDY SVTANSEIVY

FnIDH ...ovvvvivnnnanns MLQTREVG]

58 109110 11s 140 143 156 163 188171 173
man-m |(ITAGARQQEGELSRLNLVOENVNIFEFIIPNVVEYSPNCELLIVENPW ILTYVAWEISCFPENRVIGSGLNLDSARE . RILMGERLGVEP
man-h [VTAGVRQOEGESRLNLVORNVNVERFIIPQIVEYSPDCIIIfVANPYDILT YVTWELSGLPEHRVIGS GENLDSARF . R{IMAERLGIHP
FnLDH [ISVGSLTEN.EQRLEELKGSLEATKSEVEDVVRAGFNGIEVE ITNEYDIVIYEVRELSGFPRNEVIGT G GLDSARLERYLS . EVINIDS

18 195 204 237 43246
man-m  LSCHEWVLGEHGDS{VEVWSGMNVAGVS . LKTLEPDLGTDKDKE QWREVHEQVVE SAYEVIFLEGYTS
man-h  SSCHEWILGEHGDSYVAVWSGVNVAGYS . LOELNPEMGTDNDSENHKEVERMVVE SAYEVIRLKGYT
FnlDH QVIQRYMLGEHGDTQVANFSSATIQGVPFLGYMKSHPEQFKGIELSVLEKQUVRTARD. 115

280 290 311 318 322
man-m IKGLYGIKDDVFLEVPCILGONGISDLVEVILTSEEEARLKESADTLWGIOKELQE. ...
man-h VEGMYGIENEVFLELPCILNARGLTSVINQKLEDDEVAQLEKSADTLRDIQRDLEDL. . .
FnILDH LDGEYGYSGEYTGV.PAIIGSNGIEEILELPLDERERKGFEAACAVMERYI.EIGKSYRIV

Sekil 3. 29 Protein ligand etkilesim bolgeleri

Sekil 3.30 98-109 residuleri arasi bolgenin konak organizma olan insan kas laktat
dehidrogenaz enzimi ile karsilastiriimasi (Yesil: FnLDH Turuncu: insan kas LDH )
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3.10 Tartisma ve Oneriler

Bircok inflamasyonda cevresel faktorler, fiziksel ve kimyasal stres, yiyecek faktorleri ve
mikroorganizmalar énemli rol oynamaktadir. Bu etkenler ile tedavi edilebilir akut ve
patolojik kronik inflamasyon olusmaktadir. Diyabet, kardiyovaskiler hastaliklar, kanser,

artrit, otoimmun ve periodontal inflamasyonlar patolojik hastaliklardandir [3].

Bu calismada periodontal dokuda olusan inflamasyon etiyolojisinde 0Onemli
faktorlerden olan Fusobacterium nucleatum calsilmistir. Bu tir hastalikli ya da saghkl
periodontal dokuda metagenomik calismalar ile tespit edilmistir ve periodontal

hastaliklarda dominant tiir oldugu belirlenmistir [58].

Fusobacterium nucleatum dokularda hizli bir sekilde kolonilesme 6zelligine sahiptir ve
bu ozelligi ile periodontal biyofilm olusumunda koéprii mikroorganizma olarak ifade
edilmektedir. Bu bakteri dinlenme halinde enerjisini glikoz metabolizmasi ile
saglamaktadir ve bu metabolizma sonucu laktat, bitirat ve format kisa zincirli yag
asitleri olusmaktadir. Olusan bu metabolitler dokularda inflamasyona ve kokuya sebep
olmaktadir. Daha 6nceki ¢alismalarda Fusobacterium nucleatum Urettigi metabolitler
ile konak organizmanin NF-kB (nuclear factor kB) gen ekspresyon ve notrofil

transkripsiyon dizeyi belirlenmistir [15], [26].

Periodontal hastaliklarin  glinimizdeki tedavisinde konvansiyonel yontemler
kullanilmaktadir. Dental plak olusumunu ortadan kaldirmak icin genis spektrumlu
antibiyotik tedavileri uygulanmaktadir. Bu tedavide kullanilan antibiyotikler B-laktam
grubudur ve bu antibiyotiklere karsi duyarlilik test calismalari bulunmaktadir. Bu
calismalarda Amoksilin, Amfisilin, Amoksilin/klavunat, Sefoksitin, Klaritromisin,
Klindamisin, Eritromisin, Metronidazol, Penisilin, Tetrasiklin antibiyotikleri test
edilmistir. Eritromisin ve Klaritromisin antibiyotiklerine karsi % 98 ve Amfisilin’e karsi %
3,8 oraninda direncgli oldugu belirtilmistir. Eritromisin ve klaritromisin bakterinin
protein sentezine miidahale ederek, amfisilin ise hlicre membran gelisimini durdurarak
bakterinin gelisimi durdurdugu bilinmektedir. Fakat bazi calismalarda Fusobacterium
nucleatum alt tarlerinin B-laktamaz Ureterek bu gruptaki antibiyotiklere direncli hale

geldigi belirtilmektedir [32].
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Periodontal hastaliklarda kullanilan bu yéntemlerin inflamasyona 6zgl olmadig ve
cogu kez yetersiz kaldig1 bilinmektedir. Kullanilan antibiyotigin tim bakterilere etki
ettigi distndldiginde viicuttaki mikroorganizma-konak arasindaki kommensal yasam
dengesine etki edecegi de tahmin edilmektedir. Bu sebeple yapiya dayandirilmis ilag
tasarimina yol gosterecek calismalara ihtiyaci duyulmaktadir. ila¢c tasariminda hedef
mikroorganizmanin metabolik yolaklari hedef alinarak c¢alismalar yapilmistir. Bu
calismalarda Plasmodium falciparum glikolitik enzimi laktat dehidrogenaz enziminin
konak organizmadan aktif bolgedeki farkli rezidilerin oldugu tespit edilmistir. Bu

farkhliktan faydalanilarak bu bélge hedef olarak kullanilmistir [37], [39], [59].

Bu tezde glikoz metabolizmasinda piruvatin laktata cevrilmesini katalizleyen laktat
dehidrogenaz enzim ile ¢alisiimis ve gen ilk defa bu tez ¢alismasinda klonlanarak analiz
edilmistir. Laktat dehidrogenaz enzimini kodlayan 957 bg¢ uzunlugundaki gen
Fusobacterium nucleatum’dan amplifiye edilmistir. Beklenen biylkliikte dogru bant
elde edilmistir ve daha sonra DNA saflastirilarak hedef parca pGEM-T Easy vektor
sistemine klonlanmistir. Hedef genin ekspresyonu icin pLATE31 ifade vektoriine
klonlanmis ve ifadesi saglanmistir. 34697 Da molekil agirhgindaki Fusobacterium
nucleatum laktat dehidrogenaz enzimi Ni-NTA kolonu kullanilarak % 95 saflikta basarih

bir sekilde saflastirilmistir ve aktivite tayini yapiimistir.

lleri calismalar olarak protein 3-boyutlu yapisi homoloji modelleme ile olusturularak
enzim katalitik bolgesi, konak organizma enziminden farkliliklari belirtilmistir. Bu
sonuclara gore, konak organizmada aktif bolgede yer alan 98-109 arasi rezidiiler
Fusobacterium nucleatum laktat dehidrogenaz enziminde tamamen farklilasmistir ve
diger bolgeler ise ¢ogunlukla korundugu belirlenmistir (Sekil 3. 29). Bu farkhlk ilag

tasarim calismalarinda hedef bolge olarak gosterilebilmektedir.

Bir protein Uzerinde ilag baglanabilir bolgeler web tabanl araglar ile bulunmus ve
bolim 3.9 da belirlenmistir. Belirtilen bdlgeler aminoasit diizeyindeki analizler ile
ortiismektedir ve bu bolgelerden 1. Bolge bir ligandin baglanmasi icin enerjisi en disiik
bolge oldugu gosterilmistir. Bu bolgenin enzim katalitik bolgesi oldugu deneysel

calismalar ile belirlenmistir [48].
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ileriki calismalarda Fusobacterium nucleatum laktat dehidrogenaz enzimi ifadesinin
optimizasyonunun vyapilmasi 6ngorilmektedir. Bu amagla gen ekspresyonunu
maksimum degere ulastiracak optimum IPTG konsantrasyonunun, optimum pH ve

sicaklik degerlerinin belirlenmesi 6ngorilmektedir.

Bu c¢alismada konak organizma ile Fusobacterium nucleatum laktat dehidrogenaz
enziminin aktif bélgeleri karsilastiriimis ve farkliliklar belirlenmistir. ileriki calismalarda
bu farkhliklardan faydalanarak belirlenmis olan hedef bdlgenin ydnlendirilmis
mutagenez calismalari ile analiz edilip enzim aktivitesi Uzerindeki Oneminin

belirlenmesi 6ngorilmektedir.

Bu farklihklardan faydalanarak enzim inhibisyonu ¢alismalari  yapilmasi
hedeflenmektedir. Bu ¢alismalarda homoloji modelleme yontemi ile 3-boyutlu yapisi
tahmin edilen protein ile molekiler docking calismalari ve devaminda tespit edilen

inhibitorler ile in vitro ¢alismalarinin yapilmasi 6ngorilmektedir.

Yapilan bu calismalar ile bircok dokuda, biyofilm olusumunda képri mikroorganizma
olan ve inflamasyona sebep olan Fusobacterium nucleatum’un gelisimi
baskilanabilecektir. Ozellikle periodontal hastaliklarda salgiladig hiicre disi proteolitik
enzimler ile doku hasarina sebep olan Porphyromonas gingivalis bakterisinin dokuda
kolonilesmesinde birincil rol oynamaktadir [28]. Fusobacterium nucleatum’un
gelisiminin baskilanmasi ile periodontal hastaliklar igin, konvansiyonel tedavi olan
antibiyotik tedavisine alternatif olarak, hedefe yonelik ve molekiler temelli bir tedavi
yontemi tanimlanabilecektir. Bu tedavide Fusobacterium nucleatum’un sebep oldugu
kolorektal karsinoma, endokartidis, artrit, beyin, karaciger ve deri apseleri gibi

hastaliklarinda tedavisinde hastalara yeni yontemler sunulabilecektir.
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