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OZET

Enzimleri istenen miktarlarda elde etmek ve fonksiyonlarini incelemek igin
cesitli protein ifade sistemleri kullanilabilir. Polihistidin etiketi eklemek, endiistriyel
uygulamalar i¢in FDH’ler gibi ¢esitli enzimleri elde etmenin yararli bir yoludur.
Chaetomium thermophilum’dan (CtFDH) elde edilmis olan NAD" bagimli format
dehidrogenaz, NAD"”nin NADH’ye indirgenmesiyle birlikte formatmn ve
karbondioksite dontistiiriilmesi igin kullanilir. Bu ¢alisma, N-terminal Histidin
etiketli CtFDH (N-CtFDH) ve C-terminal Histidin etiketli CtFDH (C-CtFDH)’1n,
Histidin etiketinin konumunun enzimin etkinligi ve kinetik parametreleri iizerindeki
etkisini dgrenmek icin yapilmustir. Ilgili proteinlerin  ¢dziiniirliigi, etiket
konumundan etkilenmemis, ancak N-terminal bolgesindeki Histidin etiketi, sipesifik
aktivitede ve enzimin kinetik yeteneginde bozulmaya neden olmustur. Elde edilen
sonuglar, enzimin C terminalinin polihistidin etiketi i¢cin uygun bdlge oldugunu
gostermistir. C-CtFDH yaklasik olarak N-CtFDH’den ii¢ kat daha biiylik 6zgiil
aktivite ve iki kat daha yiiksek katalitik verimlilige sahiptir. Sonuglar, CtFDH’nin N-
terminal veya C-terminal ucuna bir Histidin etiketinin eklenmesinin protein iizerinde
farkli etkilere sahip oldugunu proteinin amino ucunun CtFDH’nin fonksiyonu i¢in

cok dnemli oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Chaetomium thermophilum, format dehidrogenaz, N- veya

C-terminal, His etiketi pozisyonu, katalitik 6zellik, ¢oziiniirliik.



SUMMARY

Several protein expression systems can be used to get enzymes in required
quantities and study their functions. Incorporating a polyhistidine tag is a beneficial
way of getting various enzymes such as FDHs for industrial applications. The NAD*
dependent formate dehydrogenase from Chaetomium thermophilum (CtFDH) can be
utilized for interconversion of formate to carbon dioxide coupled with the conversion
of NAD" to NADH. In this study, N-terminal His tagged CtFDH (N-CtFDH) and C-
terminal His tagged CtFDH (C-CtFDH) was constructed to learn the effect of His tag
location on the activity and kinetic parameters of enzyme. The solubility of proteins
was not affected by tag position, however, an interference on N-terminal region
caused to a deterioration in specific activity and kinetic ability of enzyme. The
obtained results indicated that the C-terminus of enzyme is appropriate region for tag
engineering. The C-CtFDH has approx. three fold larger specific activity and two
fold higher catalytic efficiency than N-CtFDH. The results suggest that insertion of a
His-tag at the N-terminal or C-terminal end of CtFDH has different effects on the
protein and the N-terminal fragment of protein is crucial for function of CtFDH.

Keywords: Chaetomium thermophilum, formate dehydrogenase, N- or C-

terminal, His- tag position, catalytic property, solubility.
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SIMGELER ve KISALTMALAR DIZiNi

Simgeler ve Aciklamalar

Kisaltmalar

°C : Santigrat derece

Keat : Turnover sayisi; birim zamanda bir enzimin tek bir aktif

bolgesi tarafindan iirline doniistiiriilen substrat sayis1

Km : Substrat afinitesi

pH : Asitlik ya da bazlik derecesi
u . Mikro

ug : Mikrogram

pL . Mikrolitre

um :  Miktometre

uM . Mikromolar

dk . Dakika

g : Gram

L . Litre

kDa . Kilodalton

kg . Kilogram

mg : Miligram

mL . Mililitre

mM . Millimolar

C . Karbon

CO; :  Karbon Dioksit

dH,0 : Damitilmis saf su

rpm :  Dakikadaki devir sayist

HCI : Hidroklorik Asit

NaCl : Sodyum kloriir

NAD" : Nikotinamid Adenin Diniikleotid
NAD (P)* : Nikotinamid Adenin Dinukleotid Fosfat
NaOH : Sodyum Hidroksit

NaPi : Sodium Fosfat

nm : Nanometre
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1. GIRIS

Rekombinant proteinlerin tiretimi, biyoteknolojik uygulamalar igin esastir. Bu
proteinler aragtirmalarda kullanilmalart ve faydali olmalart igin yiiksek miktarda
ifade edilmeli ve saflastirilmalidir. Pek ¢ok rekombinant protein, saflagtirma igin
proteinin N veya C terminaline 6zgiil bir dizinin (veya etiketin) eklenmesiyle
modifiye edilebilir [1]. Glutatyon S-transferaz, FLAG-etiketi, maltoz baglayici
protein, Strep-etiketi, S-etiketi, tioredoksin ve Histidin (His) etiketleri bilinen
etiketlerden bazilaridir [2]. Bunlarin arasinda His-etiketleri, diisiik molekiiler
agirliklarindan dolay1 yaygin olarak kullanilir [3].

Polihistidin etiketi tipik olarak ardisik 6 Histidin’den olusur, ancak bu say1 2 ile
10 arasinda degisebilir. Histidin’de ki imidazol halkasi, Cu *2, CO*?, Ni*? veya Zn *2
gibi matrikse immobilize metal iyonlari ile baglar olusturarak protein saflagtirmasini
kolaylastirir [2]. Kullanimlari, hiicre lisatlarindan protein eldesini arttirmada faydali
olmustur. Baz1i durumlarda, bu etiketler yalnizca protein saflastirmasin
kolaylagtirmakla kalmayabilir, ayn1 zamanda protein ifadesini, katlanmasini veya
¢cozlinirligiini de indikleyebilir [4]. His etiketlerinin avantajlari olmasina ragmen,
bu uzantilar protein konformasyonunu bozmak, aktiviteyi ve enzimlerin stabilitesini
azaltmak gibi istenmeyen bazi sonuglara neden olabilir [5]-[7].

Format dehidrogenaz, NAD "’nin NADH’ye indirgenmesiyle birlikte formatin
CO02’e doniisiimiinii  katalize eden bir oksidorediiktazdir. Bu enzimler, farkli
endiistrilerdeki ¢esitli biyoteknolojik uygulamalar1 nedeniyle biiyiik ilgi gérmektedir.
FDH, farmasétik endiistrisinde, 6-hidroksibispiron (Buspiron’un ana metaboliti,
anksiyete / depresyon tedavisinde kullanilan bir ilag), -N-boc-adamantan glisin,
(Saxagliptin’in dikkat ¢ekici bir bileseni, tip 2 diabetes mellitus ilaci) [8]-[10] gibi
kiral ara maddelerin enzimatik sentezinde pahali kofaktorler (NAD (P) H) i¢in bir
geri donligim araci olarak kullanilmaktadir. Ayrica, sera gazlarimi azaltmak icin
kullanilabilir. FDH, metanol zehirlenmesi, nefrolitiyazis ve patojenik
prootozoanlarin teshisi gibi farkli tibbi uygulamalarda bir format algilayicis1 olarak
kullanilabilir [11]-[14].



1.1. Enzimler

Enzimler biyolojik mekanizmalardaki katalizorlerdir ve canli organizmalardaki
tim metabolik olaylardan sorumludurlar. Metabolik kimyasal tepkimelerin
Ozgiilliigiinti ve hizin1 yaklasik 12 kat arttirirlar. Enzimlerin ¢ogu protein yapisinda
olmasma ragmen, bunlarin kiiciik bir grubu ribozimler gibi katalitik RNA’dir.
Enzimlerin birincil, ikincil, {gilinciil, kuaterner yapi iceren protein yapisindaki
konformasyon Katalitik aktivitelerini etkiler. Bazi1 faktorler enzimlerin katalitik
aktivitesini etkileyebilir. Ornegin, enzimler sicaklik, pH vb. ile bozunmus veya alt
tinitelerine ayrilmigsa, islevlerini kaybedebilirler. Ek olarak, enzimler kendilerini
olusturan aminoasitlere pargalandiginda, etkinlikleri de olumsuz yonde etkilenebilir
[15].

Herhangi bir yan gruba ihtiya¢ duymayan bazi enzimler tek baslarina
calisabilirken, digerleri Fe*?, Mg, zn*? gibi kofaktdr olarak adlandirilan veya
biyositin, koenzim A gibi koenzimler ad1 verilen organik molekiillere ihtiyag duyar.
Koenzimler ve kofaktorler enzimlere sikica baglanabilir veya kovalent baglar
olusturabilir. Metal iyonuna koenzime baglandiginda katalitik olarak aktif olan
enzime, holoenzim denir. Holoenzimlerde bulunan protein yapilarina apoenzim veya
apoprotein denir. Enzimlerin substratlarini nasil bagladigin1 agiklayan iki model
vardir. Bunlardan ilki, enzim ve substratin tamamlayici bolgelerinin yardimi ile
birbirine baglandigini iddia eden “kilit ve anahtar” modeldir. Bu model, 1894 yilinda
Emil Fischer tarafindan Onerilmistir. Ancak, bugiinlerde, 1958’de Daniel E.
Koshland tarafindan kesfedilen “indiiklenmis uyum modeli, 1958’de “kilit ve
anahtar” modelinden ¢ok daha fazla tercih edilmektedir. Bu model, bir substrat,
enzimlerin  sipesifik  aktif  bolgelerine  baglandiginda,  aktif  bdlgenin
konformasyonunun degisecegini ve daha sonra enzimin substrati kapsayacagini ileri
stirer [15].

1.2. Enzimlerin Simiflandirilmalar:

Uluslararas1 Biyokimya Derneginin enzim komisyonunca kabul olunan

esaslara gore enzimler baslica alt1 biiylik sinifa ayrilmaktadir. Bu siniflar:



Oksidorediiktazlar: Oksidasyon rediiksiyon tepkimelerini katalize eden

enzimler.

Transferazlar: Grup transferi tepkimelerini katalize eden enzimler.
Hidrolazlar: Hidrolitik tepkimeleri katalize eden enzimler.

Liyazlar: Cifte baglara grup ekleyen veya bunlardan grup ayiran enzimler.
Izomerazlar: izomerizasyon tepkimelerini katalize eden enzimler.

Ligazlar: ATP veya diger fosfatlardan yararlanarak, bunlardaki pirofosfat

baginin pargalanmast sonucu iki molekiil arasindaki yeni baglarin meydana

gelmesine olanak saglayan enzimler seklindedir [16], [17].



2. FORMAT DEHIDROGENAZ ENZIMI

Format dehidrogenaz, oksidorediiktaz ailesine ait bir enzimdir. NAD" ~bagimli
format dehidrogenaz (EC 1.2.1.2, FDH) enzimi, format iyonlarim CO’e
yiikseltgeyip ayn1 zamanda NAD (P)" molekiiliinii NAD (P)H formuna indirgeyen
degerli bir enzimdir [18] (Sekil 2.1).

HCOOH = - CO,

7N

NAD(P)* NAD(P)H

Sekil 2.1: NAD" bagimh format dehidrogenaz tepkimesi.

2.1. Dehidrogenazlar

Dehidrogenazlar organizmada oksidasyon-indirgeme mekanizmasini katalize
eden oksidorediiktazin alt smifidir. Bu tip enzimler, enzimatik tepkimelerde NAD" ,
NAD (P)", FAD, FMN kofaktérleri kullanir [18].

2.2. Format Dehidrogenaz Enziminin Genel Ozellikleri

FDH’ler D- o6zgii 2-hidroksi asit dehidrogenazlarsiiper familyasina aittir.
Dogada, ti¢ tip FDH bulunur. Birinci tip FDH’ler, karmagsik bir kuaterner yapiya
sahip heterooligomerler igeren ark ve anaerobik mikroorganizmalardan elde edilir.
Bu tip FDH’ler ayrica yiiksek molekiiler agirliga sahiptir ve aktif bolgelerinde demir-
kiikiirt kiimeleri, molibden, tungsten iyonlar1 gibi bazi prostetik gruplarin varlig ile
tarif edilebilir. Ayrica, oksijene kars1 ¢cok fazla duyarlilik gosterirler [19]. Kompleks
NAD" bagiml format dehidrogenazlar, ikinci tip FDH’lerdir ve ayrica molibden,
demir ve selenyum gibi agir metallere ihtiya¢ duyarlar. Ugiinciisii en basit olanidir ve
NAD" bagimli FDH olarak adlandirilir. Bu enzim grubu iki aktif bdlgeye sahiptir ve
ayrica yapilarinda metal iyonlar1 veya prostetik gruplar icermezler [19]. NAD*
bagimli FDH’ler, format anyonunun karbon dioksite oksidasyonunun katalizlenmesi

acisindan ¢ok Onemlidir. Ayni1 zamanda, maya ve bakteri hiicrelerinde C;

4



bilesiklerinin katabolizmasimin son asamasinda meydana gelen NAD1n NADH’e
indirgenmesini gerceklestirilirler [20]. 1921°de, ilk once Phaseolus vulgaris adi
verilen bir tesiste format dehidrogenaz bulundu [21]. Ilk olarak 1951°de Davison,
bezelye ve fasulye tohumlarinda etanol, siiksinat ve glutamat ile NADH olusumu
tizerine ¢alist1 [22]. 1970’lerin basinda, FDH enzimleri maya, bakteri ve mantar gibi
mikroorganizmalarda calisildi. FDH’lerin mikroorganizmalar ve bitkiler iizerinde
onemli bir rolii vardir. Biyosentezi arttirilmis bitkilerde FDH’ler mitokondride stres
altindaki kosullarda bulunurken, metanol kullanan bakteri ve maya gibi
mikroorganizmada FDH’ler farkli oOzellikler gosterebilir. Patojenik bakteri ve
mantarlarda FDH, stres proteini olarak bulunur [20]. FDH’nin 6nemli bir avantajt,
%100 verim elde etmeyi saglayan geri doniisiimsiiz tepkimeleri katalizlemesidir.
FDH’lar, 6 ila 9 arasinda degisen farkli pH araliginda en verimli sekilde
caligilabilirler [23].

2.3.NAD"” Bagmmh Format Dehidrogenaz Enziminin
Yapisal Ozellikleri

NAD" bagimli FDH’ler herhangi bir prostetik veya metal iyonu igermez.
Okaryotik organizmalar ve baz1 metilotrofik bakteriler de enzimin molekiiler kiitlesi
70 kDa ila 100 kDa arasinda degismektedir [20]. NAD" bagimli FDH’ler genellikle
homodimerler olusturur ve iki kimyasal olarak 6zdes alt birimden olusur ve FDH’ler
hem format hem de NAD™a kars1 oldukga &zgiildiir. Alt birimler, “NAD" baglayici
etki alan1” ve “katalitik etki alan1” olmak tizere iki alandan olusmaktadir [23]. Tiim
FDH’ler iki gruba ayrilabilir; Bakterilerden ve bitkilerden elde edilen FDH’ler
birinci gruptur ve maya ve mantarlardan elde edilen FDH’ler diger gruptur. Aym
grubun enzimleri arasindaki tiirdeslik yaklasik %80-85’dir ve farkli gruplardan iki
enzim arasinda %50-55 daha fazladir [24]. Ozellikle, substrat ve koenzimin
baglandig1 ve katalitik aktivitenin meydana geldigi amino asit kalintilari, evrimsel
donemden beri biiyiik 6l¢iide korunmaktadir. Popov [24], kalintilarin Fenilalanin 98,
[zolézin 122, Asparajin 146, Alanin / Glisin 198, Glisin 200, Glisin 203, Arginin
284, Glutamin 313 ve Histidin 332’nin katalitik olarak 6nemli oldugunu gostermistir.



2.4.NAD"” Bagmh Format Dehidrogenaz Enziminin
Katalitik Ozellikleri

Genellikle, kinetik olarak siniflandirilmis FDH’ler NAD"’nin ilk substrat
oldugu Bi-Bi iki-substrat kinetik semas1 sirasini izler. Hem substrat hem de ko-enzim
bolgeleri onceden mevcuttur ve substratlardan birinin baglanmasi, digerinin
afinitesini 3,5 kat arttiir. FDH gesitli organizmalarda benzer kinetik ozellikler
gosterir, tim enzimler format (3-10 mM) ve NAD" (35-90 uM) icin benzer K,
degerlerine sahiptir ve rekombinant FDH’ler dogal enzimlerden biraz farklidir.
NAD"’ya bagimli FDH’lerin cogunlugu NAD"’a oldukga sipesifiktir ve sadece NAD
(P) ™’yi koenzim olarak kullanmayan bir psddomonas istisnas1 disginda FDH ¢ift
koenzim 6zgiilliigii sergiler ve NAD (P)"’ya kars1 yiiksek aktivite gosterir. FDH’ler
tepkimeleri 6.0 ve 9.0 arasindaki pH degerlerinde katalize edebilirler. FDH oldukca
genis bir pH araliginda calisabilse de, yiliksek sicakliklarda aktivitesini kaybetmeye
aciktir [20]- [24].

2.5.NAD"” Bagimh Format Dehidrogenaz Enziminin
Pratikteki Uygulamalar:

2.5.1. Kofaktor Yenilenmesi

Optik olarak aktif bilesikler, kimya ve ila¢ endiistrisi i¢in ¢ok Onemlidir.
Bununla birlikte, FDA’ya gore, ilag olarak kullanilan tiim kiral bilesiklerin optik
saflig1 %99’dan fazla olmalidir. Bu sebeple, ila¢ endiistrisindeki enzim uygulamalari
artmaktadir.  Oksidorediiktazlar, ozellikle dehidrogenazlar, kiral olmayan
bilesiklerden optik olarak aktif bilesikler iiretmek i¢in kullanilabilir ¢iinki
dehidrogenaz substrat ve koenzim arasinda hidrit iyonunun transferinde son derece
stereospesifiktir. Bu nedenle, bu enzimler ¢ok yiiksek optik safliga sahip (%99.9-
99.99) aktif bilesiklerin tiretimi i¢in umut vaat etmektedir. Ancak, dehidrogenazlar,
pahali koenzimlerin NAD (P)H (> 12.000 ABD Dolar1 / kg) yenilenmesi sebebiyle
kullanilmaktadir. Bu nedenle, azalan nikotinamid koenzimlerinin (NAD (P)H)
yenilenmesi kimya endiistrisinde kiral bilesiklerin sentezi i¢in ¢ok Onemli hale
gelmistir. Bu koenzimlerin yiiksek maliyeti nedeniyle, indirgenmis (NAD (P)H)

koenzimlerin yenilenmesi i¢in kimyasal, elektrokimyasal, fotokimyasal ve enzimatik
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yontemler gibi ¢esitli yontemler gelistirilmistir. Koenzim yenilenmesi i¢in format,
glikoz ve fosfit dehidrogenaz sistemleri uygulanmigtir. Enzimatik NAD (P)H
yenilenmesi i¢in format dehidrogenaz avantajlari nedeniyle en uygun yenilenme
sistemdir [25]. NAD (P)H yenilenmesinde FDH, tepkimede ki biitiin kriterleri saglar;

e FDH ile tepkime, ana tepkimenin kaymasi i¢in termodinamik basing saglayan
tepkimenin geri doniisiimsiizliigii nedeniyle nihai {iriiniin %99-100’{inii verir.

e FDH genis bir pH (6.0 - 9.0) araligin da katalitik aktivite sergiler, bu nedenle
FDH bu aralikta en uygu aktiviteye sahip olan herhangi bir dehidrogenaz ile
birlikte kullanilabilir.

e Tepkimenin substrat1 (format iyonu) nispeten ucuzdur ve tepkime iiriinii, CO»,
tepkime karisimindan kolayca ¢ikarilabilir ve nihai iriiniin saflagtirilmasini
engellemez.

e Cesitli kaynaklardan elde edilen FDH’ler oldukg¢a kararli enzimlerdir ve
sistemde uzun siire kullanilabilir.

e FDH’ler ucuzdur, ayrica metilotrofik bakteri veya mayalardan, nispeten diisiik

tiretim maliyeti ile yiiksek 6lgekli bir enzim tiretimi saglanabilir.

FDH tarafindan katalizlenen tepkime, NADH yenilenme sistemi i¢in uygundur.
Bununla birlikte, dogal olarak olusan tiim FDH’ler NAD" ‘a oldukca &zgiildiir. Diger
yandan, NAD (P)H yenilenmesi kimya endiistrisi igin kritik 6neme sahiptir. Bu
nedenle, koenzim ozgiilliigi”nii (NAD (P)" ve NAD") degistirmek amaciyla FDH
cok 6nemli hale gelmistir [23],[24], [26]-[28].

2.5.2. CO, Miktarimin Diisiiriilmesi

COy’den format tretimi, CO,’in sera etkisini ortadan kaldirir ve bunun
sonucunda degerli bir kimyasal hammadde olan formatin tiretimini saglar. FDH’lerin
CO; azalumin1 katalize etme potansiyeli vardir, ancak bunlar genellikle ters
tepkimeyi, yani format oksidasyonunu tercih ederler. Ote yandan, asetojenlerden elde

edilen FDH’lerin tercihen CO,’in azaltilmasini katalize ettigi bulunmustur [29], [30].



2.5.3. Metanol Zehirlenmesi Tespitinde Kullanim

Metanol insan vucudunda karacigerde alkol dehidrogenaz tarafindan
formaldehite yiikseltgenir. Olusan formaldehit, formaldehit dehidrogenaz tarafindan
hizla formik asite dondisiir [31]. Formik asit, format ve bir hidrojen iyonuna ayrilir.
FDH enziminin varliginda ortamda bulunan format iyonu NAD**yi indirger. Uretilen
NADH miktar1 6rnekte bulunan formik asit miktariyla orantili oldugundan zehirlenme

kolaylikla anlasilabilmektedir [32], [33].

2.5.4. Bobrek Tas1 Saptanmasinda Kullanim

Yapilan ¢alismalardan elde edilen verilere gore bobrek tasina neden olan ve en
sik karsilasilan tas tipi kalsiyum okzalat taslaridir [34]. Idrardaki okzalatin tespiti i¢in
standart olarak okzalat oksidaz ve okzalat dekarboksilaz enzimleri kullanilmaktadir.
Okzalat, okzalat oksidaz enziminin katalizledigi tepkimeyle formata doniisiir.
Sonrasinda format FDH enzimi ile NAD® tarafindan yiikseltgenir. Pargalanan
okzalatin olusturdugu formatin yiikseltgenmesi ile artan NADH’in absorpsiyonu
oOlgiilerek okzalat analizi yapilir [35]. Bu yontemle idrardan kolaylikla bobrek tasi
tespiti yapilabilmektedir.

2.5.5. Trichomonas Vaginalis Kaynakl Vajinitis Teshisi

Trichomonas vaginalis, cinsel yolla aktarilan tedavi edilebilir bir enfeksiyon
¢esididir. Yapilan calismalarda Trichomonas vaginalis’in son iiriin olarak ¢ok
miktarda formik asit {irettigi goriilmiistiir. Trikomonas vaginalis, vajinal 6rnekteki
format ile belirlenebilmektedir. Gelistirilen bu yontem, FDH’in hastadaki 6rnekte
bulunan format iyonlarim COy’e yiikseltgeyip aym1 zamanda NAD™ molekiiliinii
NADH formuna indirgermesi sonucunda olusan NADH nitel ya da nicel olarak
saptanmasina veya Ol¢iilmesine dayanmaktadir. Hizl1 ve basit bir yontem olmasinin
yaninda, formatin tespiti i¢in canli hiicrelere ihtiya¢ duyulmamasi ve FDH enziminin
aktivitesinin 6rnekte bulunan diger maddelerden etkilenmemesi bu yontemin 6nemli
avantajlarimdandir [4]. FDH enziminin s6z konusu uygulamalarda daha verimli
kullanilabilmesi i¢in rekombinant DNA teknolojisinin avantajlarin1  kullanmak

gerekmektedir.



2.6. Rekombinant DNA Teknolojisi

2.6.1. Genel Olarak Rekombinant DNA Teknolojisi

Rekombinant DNA teknolojisi, farkli DNA molekiillerinin farkli biyolojik
tiirlerden kesilmesini ve genetik miithendislik teknolojisi ile bir araya getirilmesini
iceren bir teknolojidir. Farkli tiirlerden molekiiller birlestirilerek olusturulan DNA
molekiillerine rekombinant DNA denir. Endontikleaz analizleri, DNA dizilimi ve
yonlendirilmis evrim c¢aligmalart gibi genetik analizler rekombinant DNA iizerinde
yapilabilir. Bu teknolojinin bilimsel temeli, dogada goriilen cesitliligin Onemli
nedenlerinden biri olan rekombinasyon olarak adlandirilmaktadir. Rekombinant
DNA teknolojisi, bir gen veya DNA dizisi ayirimi, niikleotit dizisini tanimlamayz,
transkriptlerini incelemeyi, onu olduk¢a 6zgiil sekillerde degisimi ve uyarlanmis
DNA’y1 canli bir organizmaya tekrar yerlestirmeyi mimkiin kilar [36]. Bu
teknolojide bir diger uygulamada kopyalanacak genin basina 6 tane Histidin
kodlayacak kodonun eklenmesidir.

2.6.1.1. His-Tag Etkisi

His-tag ifade sistemleri His-etiketlerinin molekiil agirligi diisiik oldugundan
yaygin olarak kullanilir ve baglandig1 protein yapisini ve fonksiyonlarmi etkilemez.
His-etiketini proteinden ayirmaya gerek yoktur. Dahasi, His-etiketli fiizyon
proteinleri Ni-NTA afinite reginesi ile kolayca saflastirilabilir [3].

Chen ve ark. [37] yaptiklar1 ¢alismalarda His etiketinin katalitik verim
tizerinde bazi olumsuz etkileri oldugunu ve ayrica, Kondroitinaz ABC 1 enziminin
termostabilitesini 30 °C ve 35 °C’de iken arttirdigin1 ve 40 °C ve 45 °C’de ise
azalttigin1 gdzlemlemislerdir.

Yeon ve ark. [38] C ve N-terminal His-etiketlerinin 3 hydroxybutyrate
dehydrogenase enziminin kinetik parametreleri iizerine yaptiklari arastirmada N-
terminal His-etiketli enzimin katalitik veriminin, C-terminal His-etiketli enzimin
katalitik veriminden 1200 kat daha yiiksek oldugunu bulmuslardir.

Horchani ve ark. [39] yaptiklar1 calismada, N-terminalinde bir His-etiketi
bulunan rekombinant Staphylococcus aureus lipaz ’1 E. coli’ye ifade etmisler ve his
etiketli lipazin tributirin hidrolizi i¢in dogal lipaza gore daha diisiik bir 6zgiil

9



aktiviteye sahip oldugunu gézlemlemislerdir. N-terminal His etiketinin eklenmesinin
sipesifik aktiviteyi olumsuz etkilemesinin disinda zincir uzunlugu segiciligi ve
termostabiliteyide olumsuz etkiledigi belirlenmistir.

Alpdagtas ve ark. [40] yaptiklar1 ¢alismada FDH enzimine eklenen N-terminal
His etiketinin enzimin ¢Oziiniirliigi ve aktivitesini o6nemli Olgiide azalttig:
gbzlemlenmislerdir.

Yapilan diger ¢alismalarda da, His etiketli Staphylococcus xylosus lipaz, E.
coli’de ifade edilmis, elde edilen bulgular dogal lipazla karsilastirildiginda Kinetik
parametrelerin, stereoselektivitesinin, regioselektivitenin ve termostabilitenin
degistigi gozlemlenmistir [41], [42]. Genel olarak literatiirde Histidin etiketinin

eklenmesinin hedef proteinin biyokimyasal 6zelliklerinde;

e Protein verimini arttirdig1 [43],[44],

e Proteolizi onledigi [45],

e Proteinin yeniden katlanmasini kolaylastirdigi [46],

e Fiizyon proteinin antijenligini korudugu [47],

e Coziinirlighi arttirdign  [48]-[51] gibi  pozitif etkilerinin  oldugu

gozlemlenmistir.
Ote yandan, His etiketi eklemenin,

e Protein konformasyonunda degisiklik [52],

e Diisiik protein verimleri [53],

e Enzim aktivitesinin inhibisyonu[54], [55],

¢ Biyolojik aktivitede degisiklik [56],

e Yapisal calismalarda istenmeyen esneklik [57],

e Toksisite [58].

gibi hedef proteinin biyokimyasal oOzellikleri iizerinde olumsuz etkileri oldugu

gozlenmistir.
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2.7. Gen Kopyalanmasi

Molekiiler kopyalama, rekombinant DNA molekiillerini bir araya getirmek ve
bu molekiillerin konak organizmalarda ¢ogaltilmasini saglamak igin kullanilan bir
molekiiler biyoloji yontemidir. Kopyalama, ayni1 genetik materyale sahip bir hiicre
toplulugunu {iiretmek i¢in bir DNA molekiiliiniin kopyasini yapma islemidir.
Molekiiler kopyalama genellikle iki farkli tiirden DNA molekiillerini kullanir:
kopyalanacak DNA molekiiliiniin kaynagi olan tiirler ve kopyalanmis DNA’nin
replikasyonu i¢in canli konak olarak Kkullanilacak tiirler. Molekiiler kopyalama

adimlar1 asagidaki gibidir:

e Konak organizma ve uygun vektor se¢imi

o Kopyalanacak DNA’ya ve vektore kesim endoniikleazlari ile muamele.

o DNA molekiiliinii ve vektorii ligazlar ile birlikte baglama

e Rekombinant DNA’nin konak organizmaya transformasyonu.

e Rekombinant DNA iceren organizmalarin antibiyotik direnci vb. ile segimi.

e Istenilen transforme edilmis DNA uglarinin ayrilmasi [36].

2.8. Protein Saflastirmasi

Protein saflagtirmasi genellikle bir veya daha fazla proteinin diger protein ve
protein olmayan kisimlarin karisimindan izole edilmesini amacglayan bir islemdir.
Protein saflastirmasi, bir protein fonksiyonunun karakterizasyonu, yapi ve diger
molekiillerle etkilesimi anlamak i¢in ¢ok Onemlidir. Proteinler; proteinin boyut,
baglanma afinitesi ve fiziko-kimyasal ozelliklerinin farkliliklarina gore ayrilabilir.

Protein saflagtirmasi i¢in kullanilan yontemler asagidaki gibidir:

o Kromatografi teknikleri: immiinoafinite, hidrofobik etkilesim, afinite ve iyon
degisimi; yiiksek performansli sivi kromotografisi

e Metal baglama-Polihistidin-etiketi

Afinite etiketlerinin kullanimi, saflastirma islemini basitlestirerek rekombinant

proteinlerin saflagtirllmasini saglar. Bu yontem, afinite kromatografisine dayanur.
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Nikel-nitrilotriasetik asit (Ni-NTA) saflastirma sistemi, 6 adet histidin etiketi tasiyan
proteinlere olaganiistii bir segicilik ve afiniteye sahiptir. Imidazol, Histidinin yan
zincirinin  bir parcasidir. Protein saflastirmasi i¢in imidazol Ni*? atomlarina
baglanmadan sorumludur. Yiiksek konsantirasyonlar da serbest imidazol
kullanilmasi, Histidin imidazol halkasinin baglanmasini geride birakmaktadir [36].
His-etiketleri siklikla rekombinant NAD" bagimli FDH’lerin ifadesi icin
kullanilir, ancak His etiketinin FDH’nin fonksiyonu ve yapis1 iizerindeki etkisi
genellikle teorik seviyede kalir. Bu nedenle, bu ¢alismada His-tag pozisyonunun
CtFDH aktivitesi ve kinetik degerleri lizerindeki etkilerini aragtirilmistir. Bu amagla,
N-terminusunda veya C-terminusunda 6 His-ctiketi igeren bir rekombinant FDH olan
CtFDH i¢in iki farkli His-tag ifade sistemi ayri ayrt Genscript tarafindan
olusturulmustur. Daha sonra bu rekombinant plazmitler, protein ifadesi igin
kullanmilmistir. His-tag konumunun, N-terminal His-etiketli CtFDH’in Katalitik
aktivitesi ve c¢Oziniirligi {izerindeki etkisi, C-terminalinde etiket iceren ile
karsilastirilarak incelenmistir. Sonuglar, His etiketinin pozisyonunun, enzimin uygun
sekilde c¢alismasi igin 6nemli oldugunu ve CtFDH’nin N-terminal bdlgesinde bir
etkilesimin, aktivitede azalmaya ve kinetik degerlerin bozulmasina neden

olabilecegini gostermistir.
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Laboratuvar Ekipmanlar

Tez ¢alismasinda kullanilan cihazlarin listesi Tablo 3.1 dedir.

Tablo 3.1: Kullanilan cihazlarin listesi.

Cihaz Ad: Marka
Otomatik pipetler Eppendorf
Ultra saf su cihazi Milli-Q®

Otoklav Vertical
Analitik terazi And

Santrifiij
Vorteks
Buzdolabi(+4 °C)
Isitic1 blok
Derin dondurucu (-80 °C)
pH metre
Manyetik 1siticili karistirict
Su banyosu
Orbital ¢alkalayict
Inkiibatorlii calkalayici
Etiiv
Sonikator

SDS-Page Elektroforez sistemi

Mikroplaka absorbans okuyucusu

Allegra, Rotina
VWR
Vestel
Stuart
Arctiko
Hanna Instruments
ka
Stuart
Stuart
N-Biotek
Niive
Bandelin
Bio- Rad

Biotek
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3.1.2. Kimyasallar, Ticari Kitler ve Enzimler

Tez galismasinda kullanilan kimyasallar, ticari kitler ve enzimlerin listesi Tablo

3.2’ de yer almaktadir.

Tablo 3.2: Kullanilan kimyasallar, ticari kitler ve enzimlerin listesi.

Adi Marka
Imidazol Sigma-Aldrich
LB-Agar LAB M
LB-Broth LAB M

NAD* Sigma-Aldrich
SDS-PAGE Jeli CBS Scientific

APS Fisher Bioreagents

TEMED Sigma-Aldrich
Brilliant blue Fisher Bioreagents
Bis Akrilamid Fisher Bioreagents

Betamercaptoethanol Alfa Aesar
Sodyum kloriir Isolab
Sodyum Format Sigma-Aldrich

Sodyum fosfat dibazik
Sodyum dihidrojen fosfat monohidrat
Di- Sodyum hidrojen fosfat
Tris-Bazi
Isopropoanol
aD laktoz monohidrat
Potasyum fosfat monobazik
Tripton

Dekstroz

Fisher Scientific

Millipore Corporation

Millipore Corporation

Fisher Bioreagents
Fisher Bioreagents
Acros organis
Fisher Bioreagents
LAB M

LAB M
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Tablo 3.2: Devam.
Adi Marka
Asetik asit Sigma-Aldrich
Gliserol Fisher Bioreagents
PMSF Sigma-Aldrich
Lizozim Serva
Ampisilin Serva
Maya eksrakti Multicell
Sodyum asetat Multicell
Hidroklorik asit Sigma-Aldrich

Plasmit izolasyon Kkiti
BCA Assay Kit
Filtreler
Konsantratorler

Ni- NTA His-trap stitunu

Macherey- Nagel
Thermo Scientific
Sartorius
Sartorius

GE Healthcare Life Sciences

3.1.3. Mikroorganizmalar ve Rekombinant Plazmitler

Rekombinant plazmitler, Genscript’ten satin alinmustir.

e Escherichia coli NEB®5a kompetan hiicreleri (New England Biolabs)

kopyalama konakgis,

e Escherichia coli BL21 (DE3) hiicreleri (New England Biolabs) protein ifade

konakgis1 olarak kullanilmistir.

3.1.4. Protein Belirteci

Protein belirteci olarak “Thermo Scientific PageRuler™ Prestained Protein

Ladder (#26616)” kullanilmistir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1: Protein belirtecinin jeldeki goriintiisii.

3.1.5. Tamponlar ve Cozeltiler

3.1.5.1. Besiyeri Cozeltileri

3.1.5.1.1. LB Agar Besiyeri Hazirlama

4 g LB Agar 100 ml distile suda ¢oziildi. 121 °C’de 20 dk otoklavlandi.
3.1.5.1.2. LB Broth Besiyeri Hazirlama
25 g LB broth 1 L distile coziildii.121 °C’de 20 dk otoklavland:.

3.1.5.1.3. Ampisilin Stok Cozeltisi Hazirlama

0.5 g ampisilin 5 mL distile suda ¢oziildii. Filtreden gegirilerek 1°er mL’lik

hacimlere ayrilarak -20 °C’de depolandi.

3.1.5.1.4. Otoindiiksiyon icin Besiyeri Hazirlama

1 Lt suda,5 g yeast ekstrakt, 20 g tripton, 5 g Sodyum Kiloriir, 6.67 g Sodyum
Dihidrojen Fosfat Monohidrat, 3 g Potasyum Fosfat Monobasic, 0,5 g Dekstroz, 6.87
mL %87 lik Gliserol, 3.16 g Alfa D Laktoz Monohidrat ¢oziildi. 121 °C’de 20 dk
otoklavland:.
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3.1.5.2. Protein Saflagtirma Tamponlar

Proteinlerin saflastirilmasi, HisTrap protein saflastirma kolonlar1 kullanilarak

yapildi. Tamponlar ve igerikleri agagida verilmistir:

e Tampon A: 2.76 g NaH,P04.H,0 (20 mM), 29.22 g NaCl (500 mM) ve 2.04 g
Imidazol (30 mM), 1 L dH.0 igerisinde ¢oziindiiriildii ve pH, NaOH kullanilarak
7.4’ e sabitlendi.

e Tampon B: 2.76 g NaH,Po4.H20 (20 mM), 29.22 g NaCl (500 mM) ve 34.04 g
Imidazol (500 mM) 1 L dH,O iginde ¢dziilmiis ve pH NaOH kullanilarak 7.4’ e
sabitlenmistir.

e 100 mM Imidazol (50 mL) ile Tampon A: 42.55 mL Tampon Ave 7.45 mL
Tampon B karistirildu.

e 200 mM Imidazol (50 mL) ile Tampon A: 31.9 mL Tampon A ve 18.1 mL
Tampon B karistirildu.

e 400 mM Imidazol (50 mL) ile Tampon A: 10.6 mL Tampon A ve 39.4 mL
Tampon B karistirildi.

3.1.5.3. Enzim Aktivite Tamponlari

3.1.5.3.1. Sodyum Asetat Hazirlanisi

2.72 g Sodyum asetat (20 mM) 1 L distile suda c¢oziilerek Asetic Asit
kullanilarak pH 5’e sabitlendi.

3.1.5.3.2. NAD" Tampon Cozeltileri

Ozgiil aktivite i¢in 10 mM NAD" hazirland1. Kinetik dl¢iimleri i¢in; Sodyum
Format yonii icin 4 mM NAD, NAD yonii igin sirastyla 0.1-0.2-0.3-0.4-0.5-0.6-0.7-
0.8-1-2-3-4-5-6-7-8 mM NAD" hazirlandu.
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3.1.5.3.2. Sodyum Format Tampon Cozeltileri

Ozgiil aktivite igin 200 mM Sodyum Format hazirlandi. Kinetik 6l¢iimleri igin;
Format yonii i¢in sirastyla 0.5-1-2-2.5-3-3.5-4-5-10-15-20-25-30-35-40 mM Sodyum
format, NAD yonii i¢in 40 mM Sodyum Format hazirlandu.

3.2. Metod

3.2.1. Rekombinant Plazmitlerin Yapis1

Chaetomium thermophilum kaynakli fdh geni (DSM 1495, GenBank Erisim
Numaras1 EGS17433.1) amino asit sekansina (UniProt erisim numarasi: GOSGU4)
gore Genscript tarafindan kodon optimizasyonu yapilarak sentezlenmistir. Ardindan,
yaklasik 1.1 kb fdh geni, Pstl ve Xhol kopyalama bdlgeleri arasinda pET45b (+)
vektoriine yerlestirilmis ve N-terminal His etiketli CtFDH (N-CtFDH) elde
edilmistir. Daha sonra, C-terminal His etiketli CtFDH (C-CtFDH) eldesi i¢in kesim
bolgeleri Ncol ve Xhol olarak belirlenmistir. Bu islemlerin her ikisi de ayr1 ayri

Genscript tarafindan gergeklestirilmistir.

3.2.2. Chaetomium thermophilum FDH Enziminin E.coli’ye
Transformasyonu

CtFDH igeren plasmit, E. coli nin NEB® 5a kompetent hiicresine transforme
edilmesi i¢in 80 °C de muhafaza edilen kompetent hiicre alinmistir. Buz kovasinda 5
dk bekletilerek tavlama iglemi yapilmistir. DNA’lar santifuriijden gegirilerek 5 dk
beklemis olan competent hiicrelere 1.5 ul eklenmistir. 30 dk boyunca buz igerisinde
bekletilmis sonrasinda 42 sn boyunca 42 °C’de sicak su banyosuna birakilmig ve
ardindan 5 dk buzda bekletilmistir. 5 dk buzda bekletme isleminden sonra her bir
kompetent hiicrenin tizerine 250 ul LB Broth eklenmistir. 37 °C’ye ayarlanmis
calkalamali inkiibatorde bir saat kulugkaya birakilip kulucka sonrasinda LB agar
+ampisilin (100 pg/mL) ile petriler hazirlanmigtir. 1 saat sonunda calkalamali
inkiibatérden alinan hiicrelerden 150 pl alinarak petrilere dokiilmiis ve cam boncukla
yayma islemi yapilmistir. Petriler 37 °C’ye ayarlanmis inkiibatérde 16 saat
kulugkaya birakilmistir.

18



Sekil 3.2: Konakgr hiicre E. Coli NEB® 5a’e transforme edilen N-CtFDH plazmidini
igeren transformant koloniler.

3.2.3. Pilazmit izolasyonu

Inkiibasyon sonucunda elde edilen kolonilerden bir tanesi segilip ampisilin
(100 pg/mL) igeren 10 mL LB medium igerisinde 24 saat kulugkaya birakilmistir.
Dibe ¢oken tortudan Macherey Nagel Nucleo Spin Plasmid kitiyle plazmit
izolasyonu yapilmutir. Kit protokoliine gore izolasyon asamasinda asagidaki islemler

uygulanmigtir:

e Kiiltir ortamindan alinan hiicreler, oda sicakliginda 4500 rpm’de 20 dk
santrifiij edilmis ve olusan siipernatant kisim atilmistir.

o Geride kalan pellet iizerine 250 pL “Nucleo Spin Plasmid Al Resuspend
Buffer” eklenip askiya alma iglemi yapilmistir.

e Karigimin iizerine 250 pL ”Nucleo Spin Plasmid A2 Lysis Buffer” eklenmis
karistirilip, 5dk inkiibe edilmistir.

e Karigimin iizerine 300 pL. ”Nucleo Spin Plasmid A3 Neutralization Buffer”
eklenmig 15000 rpmde 5 dk santfriijden gegirilmistir. “Nucleo Spin Plasmid
Column” kolonuna transfer edilen karisim, oda sicakliginda 15000 rpm’de 1 dk
santrifiijlendikten sonra toplama tiipiinde biriken siiziintii atilmistir.

e Kolonun tizerine 500 pL “Nucleo Spin Plasmid A4 Wash Buffer ” eklenip oda
sicakliginda 15000 rpm’de 2 dk santrifiijlendikten sonra toplama tiiptinde biriken
stizlintli atilmistir.

e Kolon oda sicakliginda 14000 rpm’de 2 dk santrifiijlendikten sonra toplama

tiipiinde biriken siizlintii atilmistir.
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e Kolon, 1.5 mL’lik steril bir eppendorf tiipe alindiktan sonra iizerine 60 °C ‘ye
isittlmig olan 50 puL “Nucleo Spin Plasmid Elution Buffer” eklenerek oda
sicakliginda 1 dk inkiibe edilmistir. 15000 rpm’de 1 dk santrifiijden sonra kolon
ortadan kaldirilmistir.
e Eppendorf tiipte bulunan ornekteki DNA dizi analizi Euro Finsgenomic
tarafindan yapilmistir.

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

3.2.4. CtFDH’lerin E. Coli’de ifade Edilmesi

Her iki CtFDH yapis1 (N-CtFDH ve C-CtFDH), konakg1 hiicre E. Coli BL21
(DE3)’e aktarildi. LB plakalarindaki transformantlar, baslangi¢ kiiltiirlerinin (100
ug/mL ampisilin igeren LB ortaminda) ayri ayri asilanmasi i¢in kullanildi gece
boyunca 37 °C’de 225 rpm’de kulugkaya birakildi. Daha sonra, bu kiiltiirler,
otoindiiksiyon ortammda 30 °C’de 16 saat boyunca inkiibe edilerek protein
ifadelendirilmesi saglanmistir [59]. Inkiibasyon sonrasinda, hiicreler 5800 rpm’de 10

dakika santrifiij edilerek toplanmig ve -20 °C’de saklanmustir.

Sekil 3.3: Konakg1 hiicre E. Coli BL21 (DE3)’e transforme edilen N-CtFDH
plazmidini i¢eren transformant koloniler.
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Sekil 3.4: Konakei hiicre E. Coli BL21 (DE3)’e transforme edilen C-CtFDH
plazmidini i¢eren transformant koloniler.

3.25. Metal Afinite Kromatografisi yoluyla CtFDH’lerin
Saflastirilmasi

Toplanan hiicre pelletleri Tampon A (20 mM NaH,PO4, 500 mM NaCl, 30 mM
imidazol pH 7,4), 139 mg PMSF ve 0.8 mg lizozim igeren lizis tamponunda yeniden
siispanse edilmistir. Ardindan, kimyasal olarak pargalanan hiicreler sonikasyonla
kiritlip elde edilen hiicre lizat1 11000 rpm’de 30 dakika santrifiijlenmistir.
Siipernatant(dibe ¢oken tortu disindaki sivi) 0.45 um’lik bir filtreden siiziilmiis,
ardindan siiziinti bir Ni-NTA His-Trap kolonuna uygulanmistir. CtFDH’ler (N-
CtFDH ve C-CtFDH), farkli imidazol derisimleri igeren (sirasiyla 200 mM ve 400
mM) bir dizi Tampon A ile kolondan saflagtirillmistir. Her iki CtFDH igin biitiin
saflagtirma fraksiyonlari, ekspresyon seviyesi proteinin ¢oziintrligini ve safligini
belirlemek igin SDS-PAGE’de goriintiilenmiistiir (Sekil 3.5, 3.6). Saflastirilmis
proteinlerin derisimleri, BCA Test Kiti ile belirlenmistir.
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Sekil 3.5: Saflastirilmig N-CtFDH’in SDS PAGE ‘de gosterimi. M: Marker
(Thermo Scientific™ PageRuler™), P:Pellet, FT: Kolon ¢ikisi, Eliisyon
fraksiyonlari; 1: 100 mM, 2-3: 200 mM, 4: 400 mM imidazole.

Sekil 3.6: Saflastirilmig C-CtFDH’in SDS PAGE ‘de gosterimi. M: Marker
(Thermo Scientific™ PageRuler™), P:Pellet, FT: Kolon Cikisi, Eliisyon
fraksiyonlari;1: 200 mM, 2-3: 400 mM.

3.2.6. Enzim Aktivitesi ve Kinetik Deneyler

CtFDH’lerin 6zgiil aktivitesi, saflastiritlmis enzim igeren 20 mM sodyum asetat
tamponu pH 5.0° da 200 mM sodyum formatina karsi Ol¢iilmustiir. Oksidasyon
tepkimesi, 25 °C’de NAD" (son derisimde 5 mM) ilavesiyle baslatilmis ve 340
nm’de NADH olusumunun izlenmesi ile 6lgiilmiistiir [60].

Kinetik deneyler, ayn1 kosullar altinda optimize edilmis tamponda (20 mM
asetat pH 5.0) saflastirilmig CtFDH’lerle gerceklestirilmistir. Format icin kinetik
parametreler elde etmek icin, format derisim araligt 0-40 mM arasinda
degistirilmistir. Kofaktér (NAD") icin kinetik parametreleri belirlemek amaciyla,
sodyum format sabit bir derisimde (40 mM) kullanilmis ve NAD" i¢in derisim aralig1
0.1-8 mM arasinda degistirilmistir. Michaelis-Menten Kinetik sabitleri dortlii
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Olgtimlerle elde edilmistir. Her tepkimede, ilk substrat gesitli derisimlerde ve ikinci
substrat doygunluk derisiminde kullanilmigtir. Enzimlere ait doniisiim sayist (Kcar) Ve
Michaelis sabitleri (Ky,), Origin V.8 yazilimi1 (OriginLab, Northampton, MA)
kullanilarak hiperbolik regresyon analizi ile belirlenmistir.

%64.54 6zdeslige sahip Candida boidinii FDH (PDBID: 5DN9) kullanilarak
SWISS-MODEL (http://swissmodel.expasy.org/) araciligiyla bir CtFDH tiirdeslik
modeli iiretilmis ve c¢izimler PyMOL (Molekiiler Grafik Sistemi, Siirim 2.0
Schrodinger, LLC) programi ile gergeklestirilmistir.
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4. SONUCLAR ve TARTISMA

4.1. Rekombinant Plazmitlerin Yapisi

Plazmid pET45b (+), amino terminalinde heterolog gen ile kaynasacak alti
ardisik His koduna sahiptir. Ct kaynakli, kodon ile optimize edilmis fdh geni, 1113
baz ¢ifti icerir. Bu gen fragmani, Genscript tarafindan sirastyla N-CtFDH ve C-
CtFDH yapilarinin eldesi igin ilgili plazmitte Pstl ve Xhol kesim bolgeleri ve Ncol ve
Xhol kesim bolgeleri arasina yerlestirilmistir. Her iki yapida niikleotid dizisi ve
histidin uzantisinin pozisyonu Sanger dizilimi yoluyla (Eurofin Co.) dogrulanmistir.
Ctfdh geni, 370 amino asit kodlamaktadir ve ifade edilen proteinin teorik molekiiler
agirlign 40.845 kDa’dir. PET vektor sistemleri nedeniyle, dogal proteine birkag
aminoasit kalintist eklenebilir ve bu durum dogal proteinin molekiiler kiitlesini
degistirir. Bu nedenle, kopyalama isleminden sonra, CtFDH’in molekiiler agirliklari,
N-CtFDH ve C-CtFDH i¢in sirasiyla 44.302 kDa ve 41.668 kDa’ya degismistir.

4.2. Proteinlerin ifade Edilmesi ve Saflastirilmasi

Protein  ekspresyonu  optimize edilmis  kosullar altinda  E.coli
BL21(DE3)’susundagergeklestirilmistir. Her iki CtFDH (N-CtFDH ve C-CtFDH)
¢Oziiniir proteinler olarak ifadelendirilmis ve saflastirilmistir. Ayrica hiicre oziitleri
ile format dehidrogenaz enzim aktivitesi arastirllmistir. Sirasiyla enzim
konsantirasyonlari C-CtFDH ve N-CtFDH i¢in 50 mg / L ve 24 mg / L idi. Her bir
histidin etiketli enziming¢oziiniirliigli neredeyse benzer bulunmustur. Her bir protein
bandinin SDS-PAGE’deki goriintiisii, proteinlerin beklenen molekiiler agirliginda
oldugunu dogrulamistir (Sekil 3.5, 3.6). Onceden yapilan ¢alismalarda, bir
bakteriyel FDH’in N terminal bolgesi ile birlestirilen histidin etiketinin enzimde
diisiik aktiviteye neden oldugu tespit edilmistir [40]. Bununla birlikte, Takacs ve ark.
[61] maya Candida boidinii’den sirasiyla N veya C-terminal His etiketli formuyla
FDH proteinini elde edebilmek icin pMCSG49 vektoriive pET28a vektoriini
kullanarak kopyalama islemi gergeklestirmislerdir. Her iki yapiy1 da E. coli’de
¢oziinlir ve aktif proteinler olarak ifade ettirmislerdir. Bilindigi tizere, tim FDH’ler
iki gruba ayrilir. Birinci gruptaki FDH’ler bakteri ve bitkilerden, diger FDH grubu

ise maya ve mantarlardan elde edilenidir. Bunlarin arasinda, bakteriyel FDH’ler,
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mantar, maya benzerlerinden daha uzun N-terminal bélgesine sahiptir ve bu bolge,
altbirimler arasi1 etkilesimlerin olusumunda rol oynar [62], [30], [24]. Enzim
kokenleri arasindaki farklilik, Histidin eklenmesi durumunda ¢oziiniirliik ve aktivite
ile ilgili bu farkli sonuglara yol agmis olabilir.

Bakteriyel FDH’ler genellikle karboksil uglarinda [63], [64] polihistidin etiketi
ile veya rekombinant sistemler vasitasiyla etiket olmadan ifade edilebilir [65], [66].
Etiketleme i¢in amino terminalinden uzak durulmasi, bu bolgenin bakteriyel FDH’ler
icin 6nemi nedeniyle bilingli bir tercih olabilir. Bununla birlikte, maya [67] ve
mantarlardan [68], [69] rekombinant FDH’lerin iiretimi ile ilgili yapilan arastirmalar,
N veya C terminal bolgelerinin, etiketleme i¢in kullanilabilecegini gostermektedir.
Bu calismalar arasinda sadece bir tanesi Histidin pozisyonunun CbFDH (Maya
Candida boidinii 'den bir FDH) aktivitesi tizerindeki etkisine iliskin bir karsilastirma
icermektedir. Bahsedilen ¢alismada yazarlar, N-terminal Histidin etiketli CoFDH’1n,
C-terminal Histidin uzantili CbFDH’den daha iyi 6zgiil aktiviteye sahip oldugunu
bildirmistir [61].

4.3. Etiket Pozisyonunun CtFDH’nin Katalitik Ozellikleri
Uzerine Etkisi

Her iki flizyon protein kinetik karakterler yoniiyle de karsilastirilmistir.
Saflastirllmig CtFDH’lerin 6zgiil aktivite degerleri ve kinetik parametreleri, 20 mM
asetat tamponunda (pH 5.0) substrat olarak sodyum format kullanilarak belirlenmistir
(Tablo 4.1).

Tablo 4.1:N-CtFDH ve C-CtFDH enzimlerine ait kinetik parametreler.

NAD* Formate
Km Keat Keat! Kin Km Keat Kead K Ozgiil
(mM) (s (s* (mM) (s (st Aktivite
mM™) mM™)  (U/mg)
N- 0.12+0.01 0.14+0.001 1.17 3.01£0.04 0.22+0.000 0.07 0.16
CtFDH 1

C- 0.16£0.01 0.36+0.01 2.25 4.05+0.28  0.56+0.01 0.14 0.40
CtFDH
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Ayni tepkime kosullarinda N-CtFDH 6zgiil aktivite degeri C-CtFDH’nin 6zgiil
aktivite degerinin ii¢ katidir. Ozgun ve ark. [68] nin gergeklestirdigi CtFDH
tizerindeki molekiiler modelleme ¢alismalari, CtFDH’in Pseudomonas sp. 101 FDH
ile ayn1 aktif bolge yapisina sahip oldugunu gostermektedir [62], [68], [70]. Bu
nedenle, N-terminustaki 6 Histidin kalintisinin aktif bdolge etkilesimlerini
engelleyebilecegini ve CtFDH’in katalitik 6zelliklerinin bu durumdan etkilenmis

olabilecegini tahmin edilmektedir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1: Candida boidinii FDH’nin yapisi ile iist iiste CtFDH’nin tiirdeslik modeli.
a) CtFDH monomeri, b) 6ngoriilen substrat baglanma bdolgesi.

C-CtFDH’in her iki substrat (NAD" ve format) acisindan Kinetik parametreleri
belirlenmis ve Tablo 1 de 6zetlenmistir (Tablo4.1). Elde edilen kinetik degerler C-
CtFDH’in aym1 zaman diliminde N-CtFDH’den daha fazla format iyonunu CO;’e
doniistiirebilecegini gostermektedir. Format i¢in NAD" bagimli FDH enzimlerinin
tipik Ky, sabiti araligi 1.5-15 mM arasindadir [68]. C-CtFDH ve N-CtFDH igin bu
aralikta kalan Ky, sabitleri sirasiyla 4.05 mM ve 3.01 mM idi. Bu sonug, N-CtFDH’in
aktif bolge kalintilarinin, formata daha yiiksek ilgi gosterdigini belirtmektedir. Cesitli
FDH’lerin kcat degerleri, 0.3-8.5 s arasindadir [27]. C-CtFDH ve N-CtFDH’in Kga
degerleri ise sirastyla 0.6 ve 0.2 s ~ ' bulunmustur (Sekil 4.2, 4.3, 4.4, 4.5).
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Sekil 4.2: N-CtFDH enzimi igin Format yoniinde Michaelis Menten egrisi.
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Sekil 4.3: N-CtFDH enzimi i¢in NAD" yoniinde Michaelis Menten egrisi.
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Sekil 4.4: C-CtFDH enzimi i¢in Format yoniinde Michaelis Menten egrisi.
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Sekil 4.5: C-CtFDH enzimi i¢cin NAD" yoniinde Michaelis Menten egrisi.

Bu sonuglar Histidin uzantisinin konumunun, bu enzimin (CtFDH) Katalitik
kabiliyeti iizerinde kayda deger etkiler olusturdugunu ortaya koymustur. Histidin
etiketlerinin, genel olarak enzim fonksiyonuyla onemli bir sekilde etkilesime
girmedigi farz edilir [4], [71]. Bununla birlikte, bu varsayimla zit sonuglar1 igeren
birkag calisma vardir [6], [7]. Polihistidin etiketi, bazi 6zgiil enzimlerin ve ayni
zamanda FDH’lerin ¢ozinirliginde ve katalitik aktivitesinde gozle goriiliir
azalmaya sebep olmaktadir [40], [61], [72].

Pseudomonas FDH vahsi tip ile yapilan calismada, enzimin amino asit
dizisinin N- ve C-terminallerine His-etiket eklenmis ve enzim modellenmesinden
elde edilen sonuglarda; N-terminal His-etiketinin enzimin aktif bolgesinden uzakta
yer almasindan dolay1 protein kiiresi ile etkilesime girmedigi ve serbest dolastigi, C-
terminal His-etiketi ise protein globiilii ile etkilesime girmedigi, ama koenzimin
baglanma alan1 bolgesindeki aktif sitenin girigsinde lokalize oldugu goriilmustiir.
Koenzimin baglanma alani bolgesinde birka¢ pozitif yiik grubu, aktif bolgede
koenzim baglanmasinin bozulmas1 ile NAD" ' nin negatif yiiklii pirofosfat grubu ile
etkilesime girebilecegini diisiindiirmektedir [73]. Ogataea parapolymorpha DL-1
FDH iizerine yapilan ¢alismada C-ucundaki His etiketi ilavesinin bir sonucu olarak
His kalintilarinin ek pozitif yiiklerinin varligindan dolayi, format i¢in KM degeri
vahsi tip enzime kiyasla yar1 yarrya azaldigi ve NAD" icin Michaelis sabiti 7 kat
artig1 gozlemlenmistir [74],[75].

Mantar FDH’leri ile ilgili ¢alismalar olduk¢a nadirdir [69], [70], [71], [72],
[76] ve bunlardan biri ¢6ziiniir ve aktif bir enzim olan Myceliophthora thermophila
(MtFDH)’den N-terminal His etiketli FDH’nin rekombinant tiretimi ile ilgilidir. Bu
calisma ile karsilastirildiginda CtFDH’in her iki Histidin etiketli enzim de (N / C-His
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etiketli), format doniistirme acisindan MtFDH’den daha iyi kinetik degerlere
sahiptir.

4.4, Sonuglar

Bu calismada, N-veya C-terminalindeki His-tag pozisyonunda farkli olan iki
CtFDH enzimlerinin ¢oziiniirliikleri, 6zgiil aktivitelerini ve kinetik parametrelerini
karsilastirilmistir. His-etiketinin CtFDH’in N-ucu veya C-ucu ile birlestirilmesi,
enzimin Katalitik Ozellikleri lizerinde farkli etkilere sahiptir. Sonuglar, N-terminal
CtFDH’in her iki substrat agisindan C-terminal CtFDH’den daha disiik katalitik
verime, Kq: sayisina ve ozgil aktiviteye sahip oldugunu gosterdi. Bu nedenle,
CtFDH’in N-terminal bolgesi His-etiketi fiizyonu i¢in uygun degildir. Bahsedilen
tiim calismalarin sonuglarin1 ve bu calismayr degerlendirdigimizde, FDH etiketinin
tim canli gruplarindaki format dehidrogenaz enzimleri i¢in uygun konumu hakkinda
genel bir sonugtan s6z edemeyiz. Bu nedenle, bu uzantinin etkileri hakkinda genel
bir ¢cikarim elde etmek i¢in benzer ve farkli organizmalardan daha fazla FDH icin

ayr1 ayr1 calismalar gerceklestirilmelidir.
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