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OZET

Protein miihendisligi ¢alismalar ilerledikce biyokatalistlerin endiistriyel 6nemi
artmaktadir. Bu artisin sebebi biyokatalistlerin yliksek oranda segici ve temiz {iriin
eldesinde kullanilma potansiyelidir. Buna bagli olarak endiistriye uygun ozellikte
enzimlere olan ihtiya¢ her gecen giin artmaktadir. Son yillardaki genom sekanslama
teknolojisinin gelismesi ve zengin veri tabanlarinin olusmasi sebebiyle 6nemli enzim
dizileri = taranarak  tahmini enzim analoglart igeren  veri  bankalar
zenginlestirilmektedir. Bu tahmini enzimler klonlama teknikleriyle elde edilmekte ve
yiikksek saflikta rekombinant olarak sentezlenebilmektedir. Sentezlenen enzimlerin
karakterizasyonu ve yapi-fonksiyon c¢alismalar1 yapilarak amaca uygun enzimlere
ulasilabilmektedir.

Bu tez calismasinda farmosotik kimyada ve ince kimyasallar sentezinde oncii
madde olarak kullanilan 6nemli alkol bilesiklerinin biyosentezi igin ikili enzim
sistemi ¢aligmasi yapilmistir. Enzimlerden birincisi olan alkol dehidrogenaz
(BtADH) Bacillus thuringiensis serovar israelensis organizmasindan klonlandi.
Klonlanan enzim rekombinant olarak E.coli BL21(DE3) hiicresine aktarilarak
laboratuar 6l¢eginde tiretimi saglandi. Saf ve aktif olarak elde edilen BtADH fiziksel
ve biyokimyasal karakterizasyonu calismalari yapildi. Bu yeni enzim peptid
uzunlugu bakimindan orta O6l¢ekte (340 amino asit), ¢inko iceren ve mezofilik
ozelliktedir. ilaveten, BtADH primer alkollerin kisa ve orta uzunluktaki iiyelerini
tercth etmekle birlikte sekonder alkoller, aldehid ve keton bilesiklerinin de
biyodoniisiimiinii saglamaktadir. BtADH’in aktivitesi i¢in gerekli olan kofaktor
(NADH) rejenerasyonu ikinci bir enzim olan Candida methylica kaynakli format
dehidrogenaz (CmFDH) yardimiyla gergeklestirildi.

Ikili enzim sisteminin endiistriyel kullanimi i¢in BtADH ve CmFDH kovalent
olarak Eupergit C 250 L’ye immobilize edildi. Immobilizasyon karakterizasyonu her
iki enzim i¢in yapildi. BtADH 1 aktivite gosterdigi tiim substratlarin kararli hal
kinetik ¢alismalar1 spektroskopik olarak ve iiriin analizleri gaz kromatografi (GC)

kullanilarak yapildi.

Anahtar Kelimeler: Alkol dehidrogenaz (ADH), kofaktor rejenerasyonu, ikili
enzim sistemi, biyoindirgenme, biyoyiikseltgenme, enzim immobilizasyonu.
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SUMMARY

The use of biocatalysts in industrial applications has been rising sharply. The
reason for this increase is due to inherent properties of enzymes being highly
selective and environmentally benign; resulting in clean reaction products.
Application of enzymes for the synthesis of high-value compounds requires suitable
biocatalysts for relevant industries. Developments in genome sequencing technology
have resulted in creation of rich data bases. To exploit such rich sources, many
studies performed using recombinant DNA technology to access enzymes in the
recombinant forms.

In this thesis, a coupled enzyme system was developed for the synthesis of
important alcohol compounds in which a novel alcohol dehydrogenase and formate
dehydrogenase have been utilized. Alcohol dehydrogenase (hamed as BtADH) was
cloned from Bacillus thuringiensis serovar israelensis, and high level of expression
was achieved in the recombinant form. BtADH was investigated for physical and
biochemical properties, and found to be a zinc-containing and being a medium-chain
length of dehydrogenase. This enzyme shows remarkable activities with the members
of primary alcohols short to medium-length. BtADH also shows activity with
secondary alcohols, aldehydes and ketones.

Cofactor (NADH) that is required for the activity of BtADH was regenerated
by the second enzyme of formate dehydrogenase from Candida methylica (CmFDH).
For the purpose of industrial use, coupled enzyme system of CmFDH and BtADH
were co-immobilized to Eupergit C-250L by covalent linking. Characterization of the
coupled enzyme system was completed in both free and immobilized forms. Steady-
state kinetics and product analysis were performed by Uv-vis spectrophotometer and

gas chromatography (GC) respectively for many substrates of interest.

Keywords: Alkol dehydrogenase (ADH), cofactor recycling, coupled enzyme

system, bioreduction, biooxidation, enzyme immobilization.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZINI

Simgeler_ve Aciklamalar

Kisaltmalar

°C : Derece santigrat

Da : Dalton

g : Gram

kDa : Kilo dalton

M : Molar

mL > Mililitre

mM : Milimolar

MM : Mikromolar

pH : Hidrojen iyonu konsantrasyonunun negatif logaritmasi
Mg : Mikrogram

ADH : Alkol dehidrogenaz

APS - Amonyum persulfat

BSA : Bovine serum albumin

BtADH : Bacillus thuringiensis kaynakli ADH

CmFDH : Candida methylica kaynakli FDH

EDTA : Etilen diamidin tetraasetik asit

FDH : Format Dehidrogenaz

GLY : Glisin

IPTG : Isopropil B-D-1-thiogalaktopiranosid

MALDI-TOF : Matriks-yardimli lazer desorbsiyonu/iyonizasyonu-‘Time off
NADH : Nikotinamid adenin diniikleotid (indirgenmis)
NADPH : Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (indirgenmis)
ODsg0o : 600nm’de optiksel yogunluk

PCR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PMSF : Fenilmethilsulfonil florid

PBtADH : BtADH genini tastyan pET14b plazmidi
SDS-PAGE : Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel eletroforezi
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1.GIRIS

Endiistriyel biyokataliz prosesleri bir¢ok alanda ilgi odagi olmaktadir [Koeller
and Wong, 2001], [Schmid et al., 2001]. Bu ilgi daha segici, giivenli ve temiz
reaksiyonlara olan ihtiyacla birlikte genomik ve genetik mithendisligi alanlarindaki
son gelismelerden kaynaklanmaktadir. Biyokatalistler endiistriyel proseslerin
ihtiyaclarinin ¢ogunu karsilamaktadirlar. Su anda kullanilan biyokatalistlerin ¢ogu,
basit kimyasal aktivite gosteren hidrolazlar gibi kofaktor bagimsiz enzimlerle
sinirlanmistir. Buna karsin oksidorediiktaz ve transferazlar gibi kofaktér bagimli
enzimler daha kompleks kimyasal reaksiyonlari katalizlerler. Bu reaksiyonlarin ¢ogu
sentez c¢alismalar1 yoniinden faydalidir. Oregin alkol ve aminlerdeki karbonil
gruplarinin asimetrik indirgenmesini katalizleyen NADH bagimli
oksidorediiktazlardir [Li et al., 2002], [Stewart, 2001]. Ama bu enzimlerin kofaktore
ihtiya¢ duymasi sebebiyle biiyiik 6l¢ekli uygulamalarda daha az kullanilmaktadir.

NAD gibi kofaktorler diisiik molekiil agirligina sahiptirler ve ¢cogu enzimatik
reaksiyonlar i¢in gereklidirler. Adenosilkobalamin, pridokal fosfat, biyotin ve
flavinler enzimlere sikica baghdirlar ve cogu durumda kendi kendine regenere
olurlar. Ama pridin diniikleotidler (NAD(P)(H)) ve niikleozidtrifosfat (NTP) gibi
diger kofaktorler daha ¢ok yardimci substrat olarak davranirlar. 1 mmol NAD nin 30
$ gibi yiiksek maliyeti sebebiyle bu kofaktore bagli reaksiyonlar endiistride sinirli
kullanima sahiptir. Bu yliksek maliyet kofaktorlerin sitokiyometrik olarak
kullanilmasini imkansiz kilar. Béylece herhangi biiyiik 6l¢ekli reaksiyon igin in situ
regenere edilmelidir. Kofaktor rejenerasyonu, sentez maliyetlerinin azaltilmasina,
kofaktor inhibisyonunun dnlenmesine ve {irlin izolasyonunun kolaylasmasina imkan
saglamaktadir [Chenault and Whitesides, 1987].

Kiral bilesikler; kimyasal ve farmosotik endiistride kimyasal katalistler, sivi
kristaller, aromalar, tarim kimyasallar1 ve/veya ila¢ gibi maddelerin liretimi i¢in
kullanilan ¢ok Onemli yap1 elemanlaridir. Kiral bilesiklerin sentezinde
oksidorediiktazlar veya ketorediiktazlar gibi indirgeyici enzimler gérev almaktadir

[Goldberg et al., 2007].
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Sekil 1.1: Kiral bilesiklerin sentezi i¢in ikili substrat sistemi.

Bu enzimlerde kofaktér bagimli olduklarindan ortamda siirekli kofaktor
bulunmasi gerekir. Bu ise pahali bir prosesi gerektirmektedir. Reaksiyon
maliyetlerinin diistiriilmesi amaciyla ya Sekil 1.1°de gorildigti gibi ikili substrat
veya Sekil 1.2°de gorildigi gibi ikili enzim metodu kullanilmaktadir. Alkol
dehidrogenaz (ADH) grubu enzimler alkol-keton/keton-alkol reaksiyonlarini ileri ve
geri yonlii olarak gergeklestirebilirler. Eger ortama kofaktor rejenerasyonu igin ucuz
bir ikinci substrat (izopropanol) ilave edilirse tek bir enzimle ortamda kofaktor
ithtiyact ¢0zlilmiis olmaktadir. Aynt zamanda izopropanol sayesinde substratlarin

¢Oziiniirliiglide artmaktadir.
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Sekil 1.2: Kofaktor rejenerasyonu igin ikili enzim sistemi.

1.1. Tezin Amaci, Katkis1 ve Icerigi

Bu tezde ikili enzim sistemi ile kiral bilesik sentezi i¢in iki farkli enzim
kullanilmas1 amaclamistir. Tezin 6nemli amaclarindan biri de kullanilan enzimlerin
kofaktor bagimliliklar1 sebebiyle, rediiktif reaksiyonlar igin proses gelistirilmesinde
kofaktdr rejenerasyonu igin etkili bir yontem bulmaktir. FDH, NAD" kofaktdriine

hidrat (H") transferi yapmaktadir. Bunun igin gerekli olan proton ve elektronlar,



format (HCOOH) tan karsilanmakta, format karbon dioksite doniistiiriiliirken,
NADH sentezlenmektedir (Sekil 1.2).

Candida methylica’dan elde edilmis format dehidrogenaz genini tasiyan
plazmid Dr. Clarke’dan (Bristol Universitesi) temin edildi.

Ikinci enzim olan alkol dehidrogenaz GYTE molekiiler biyoloji béliimiinden
temin edilen Bacillus thuringiensis serovar israelensis organizmasindan klonlanarak,
fiziksel ve biyokimyasal karakterizasyonu gerceklestirildi. Klonlanan BtADH’in
substrat spesifitesinin ayrintili olarak belirlenmesi i¢in hem ileri hem geri yo6nli
reaksiyonlar bir¢ok substratla ¢alisildi. Aktivite gézlenen substratlarin iiriin analizleri
gaz kromatografi cihaz1 yardimiyla yapildi.

Elde edilen ikili enzim sisteminin endiistriyel olmasi ve verimliliginin
artirilmast igin Eupergit C 250 L matriksine immobilize edilerek karakterizasyonlari
gerceklestirildi. Kovalent immobilizasyon teknigi ile ortamdan enzim kaybi
minimuma indirilerek tekrarli aktivite deneylerinde aktivite ve immobilizasyon

verimi artirilarak endiistriyel kullanim i¢in uygun hale getirildi.



2. BIYOKATALISTLER ve KULLANIM
ALANLARI

2.1. Biyokatalistler (Enzimler) ve Biyokataliz

Enzimler ekonomik degeri yiiksek olan organik maddelerin sentezlemesinde ve
daha bir¢ok alanda kullanilabilen biyokatalizorlerdir (Slade and Kennedy, 1986)].
Hiicrelerde gerceklesen biyokimyasal reaksiyonlar enzimler tarafindan katalizlenir.
Enzimler, endiistriyel 6l¢ekli caligmalarda yiiksek secicilik, yan iiriin olusumunun
engellenmesi ve ilimli sartlarda reaksiyon verebilme gibi ozellikleri nedeniyle de
kullanim alan1 bulmaktadirlar. Gilinlimiizde birgok enzim, biiyiik 6lcekli sentez
proseslerinde kullanilmaktadir [Stephanie et al., 2002].

Biyokataliz genellikle endiistriyel sentetik kimya icin biyokatalist olarak enzim
veya tiim hiicre uygulamalarmin kullanimi olarak tanimlanmaktadir. Biyokatalistler
slit proteinlerinin enzimatik parcalanmasiyla peynir ve fermantasyon yoluyla da alkol
tiretiminde yiiz yillardir kullanilmaktadir. Gegen birkag on yil boyunca protein yapi-
fonksiyon iligkisini anlamamizdaki biiyiik ilerlemeler biyokatalitik uygulamalarin
oramini artirmustir. Ozellikle rasyonel dizayn ve yonlendirilmis mutasyon gibi protein
dizayn araglarindaki yeni gelismeler 6zel kimyasal prosesler i¢in hizli bir Sekilde
biyokatalistlerin modifiye edilmesini saglamaktadir. Stabilite, aktivite, selektivite ve
substrat spesifitesi gibi enzim 6zellikleri laboratuvarlarda rutin olarak miihendislik
uygulamalar1 ile Sekillendirilmektedir. Giiniimiizde 100 farkli biyokatalitik proses
besin endiistrisi, tarim, kimyasal ve ilag sanayinde kullanilmaktadir [Zaks, 2001].
Aragtirma kimyasallarindan hammadde kimyasallarina kadar degisen oranlarda
irlinler ve bunlarin uygulamalart hizli bir Sekilde artmaktadir. Bu basariya ragmen
biyokatalizin biiyiikk potansiyeli hala tamamen fark edilmemistir [Johannes et al.,
2006].

Diger katalistler gibi biyokatalistler reaksiyonun termodinamiklerini
degistirmeden reaksiyonu hizlandirirlar. Ama onlarin diger geleneksel katalistlere
gore bazi Karakteristik Ozellikleri bulunmaktadir (Tablo 2.1). Biyokatalistlerin en
biiyiilk avantaji yliksek segicilie sahip olmasidir. Bu secicilik genellikle kiral
(0rnegin, stereoselektivite), pozisyonel (regioselektivite), fonksiyonel grup ozel

(kemoselektivite) olmaktadir. Bu gibi yiiksek segicilik daha az gevresel problem,
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kolay ayirma, minimize olmus yan reaksiyonlar, indirgenmis veya koruyucu
gruplarin kullanilmamasi gibi birka¢ faydali 6zellikler sunmasi sebebiyle kimyasal
sentezde c¢ok tercih edilmektedir. Diger avantajlar yiiksek katalitik verimlilik, 1liman
operasyonel sartlar ve ticari uygulamalarda ¢ok ¢ekici olmalaridir.

Biyokatalistlerin sinirli operasyonel sakincalari ise substrat ve iiriin inhibisyonu
ve reaksiyonlarin sulu ¢ozeltilerde olmasi siklikla rastlanan en ciddi engelleri olarak
gorilmektedir. Fakat bu engellerin ¢ogu yanlis ve 0nyargi olarak ortaya ¢ikmaktadir
[Faber, 1997], [Rozzell, 1999]. Ornegin ¢ogu ticari olarak kullanilan enzimler proses
sartlarinda aylarca hata yillarca yar1 Omriinii koruyarak miikkemmel stabilite
gostermektedirler. Cogu enzim dogal olmayan substratlart kabul eder ve onlari
istenen lriine doOniistiirir. Daha da Onemlisi biyokatalistlerin biitiin bu
karakteristikleri istenen proses sartlarinda metabolik miihendislik metodlar1 ve
protein miihendisligi ile degistirilebilmesidir.

Gilinlimiizde antibiyotik amoksisilin ve diigiik kalorili tatlandirici olan aspartam
olarak cok iyi bilinen iirlinler gibi begyilizden fazla ticari iirlinlin sentezinde enzimler
kullanilmaktadir. Endiistriyel enzimlerin ¢ogunlugu (yaklasik %65) hidrolitik etki
gostermektedirler ve yaygin olarak tekstil, nisasta, meyve 6zii, kagit, deri, kisisel
bakim ve deterjan endiistrilerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Geriye kalanlar ise
gida isleme (%25) veya hayvan besin katkilar1 (%10) tiretiminde kullanilmaktadir
[Johannes and Zhao, 2006)]. Enzimler biyobozunur olma, yiiksek selektivite,
(stereoselektivite, regioselektivite ve kemoselektivite; bdylece enantiyomerik olarak
saf iirin elde edilir.) iliml sicaklik, pH ve basingta calisabilme 6zellikleri sebebiyle
geleneksel kimyasal katalistlerden bazi 6nemli avantajlara sahiptirler. Sahip olduklar:
potansiyele ragmen hala kullanilmayan bir¢ok enzim bulunmaktadir; bu durum
enzimlerin  stabilite, aktivite, spesifite ve kofaktdr rejenerasyonu gibi

gereksinimlerinden kaynaklanmaktadir.



Tablo 2.1: Biyokatalistlerin kimyasal katalistlere gore avantaj ve dezavantajlari.

Avantajlar Dezavantajlar

Genellikle daha verimli (diisiik enzim Substrat veya iiriin inhibisyonu
konsantrasyonlarinda)

Stabilite, se¢icilik ve aktiviteyi artirmak igin Solvent olarak su kullanilmasi

modifiye edilebilmesi (yliksek kaynama noktasi ve 1s1
buharlasmasi)

Daha segici olmasi (kemo-selektivite, regio- Dogada bulunan enzinlerin sadece

selektivite, distereoselektivite ve bir enantiyomerik formda bulunmasi

enantiyoselektivite)

Daha 1liml1 reaksiyon sartlarinda c¢alisabilme Operasyon bogesi sinirlanmasi

(tipik olarak pH 5-8 ve sicaklik 20-40 °C) (Enzimler tipik olarak yiiksek pH ve
sicaklikta bozunurlar.)

Cevreye dost olma (gevrede tamamen Enzimlerin alerjik reaksiyonlara

bozunabilme) sebep olmasi

2.2. Enzimlerin Simiflandirilmasi

Enzimler alt1 ana sinifa ayrilmistir. Bu siniflar oksidorediiktazlar, transferazlar,
hidrolazlar, liyazlar, izomerazlar, ve ligazlar’dir. Enzimler normalde fonksiyonel
gruplarin, elektron veya atomlarin transferini gergeklestirirler. Enzim gruplarina
verilen isim katalizledigi reaksiyon tipinden kaynaklanmaktadir. Her enzim
tanimlanabilmek i¢in bir EC (Enzyme Commission) numarasina sahiptir.
Siniflandirilma yapilmadan Once enzimin gergeklestirdigi reaksiyon bilinmelidir

[Berg, 2007].

2.3. Oksidorediiktazlar

Oksidorediiktazlar elektron transfer ile oksidasyon rediiksiyon reaksiyonlarini
katalizlerler. Bu elektronlar genellikle hidrojen atomlar1 veya hidrid iyonlar: seklinde
olur. Substrat okside oldugunda hidrojen verir. En ¢ok dehidrogenaz olarak bilinirler
bazen rediiktaz olarak da kullanilabilirler. Oksidaz oksijen atomunun akseptor oldugu
anlamina gelmektedir. Oksidorediiktazlar, kiral bilesiklerin (kiral alkollerin) ve
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polimerlerin sentezinde, biyosensdr yapiminda ve ¢evresel kirliliklerin yikiminda
gorev alan, kofaktor bagimli enzimlerdir. Cesitli organik bilesiklerin hidroksilasyonu
ve fonksiyonlandirilmasi ile kiral olmayan bilesiklerden kiral bilesiklerin sentezi gibi
bircok reaksiyonu, yiiksek bolgesel, enantiyo ve stereo segicilik gostererek
gerceklestirirler. Aktiviteleri i¢in kofaktor molekiillerine ihtiyag duymalari ve bu
kofaktorlerin pahali olmasi, oksidorediiktazlarin endiistriyel anlamda kullanimlarini
sinirlamaktadir. Kullanilacak kofaktér molekiilleri, cogu kez sentezlenmek istenilen
iiriinden daha pahali olmakta, {iretim maliyetini artirmaktadir. Bu sorunun asilmasina
yonelik  olarak c¢esitli  kofaktéor miihendisligi c¢aligmalart  (fotokimyasal,
elektrokimyasal, kofaktér immobilizasyonu vb) olmakla birlikte, en ¢ok tercih edilen

protein mithendisligi (enzimatik kofaktor rejenerasyon) yontemidir.
2.4. Kofaktor Rejenerasyonu

Kofaktdor rejenerasyonu icin enzimatik, kimyasal, elektrokimyasal ve
fotokimyasal gibi bircok metod bulunmaktadir (Wichmann and Vasic-Racki, 2005)].
Enzimatik metod genellikle laboratuar dlgeginde, kimyasal metod ise pilot Olgekli
reaksiyonlarda kullanilmaktadir. Reaksiyonu kurarken ikinci bir enzim ve kofaktor
rejenerasyonu i¢in yardimci substrat kullanilmaktadir. Kofaktor rejenerasyonu igin
format dehidrogenaz (Groger et al., 2004; Rissom et al., 1999)], NADH oksidaz
(Riebel et al., 2002)], alkol dehidrogenaz (Findrik et al., 2005)], fosfit dehidrogenaz
(Johannes et al., 2007)], glukoz dehidrogenaz (Kosjek et al., 2008)], glutamat
dehidrogenaz (El-Zahab et al., 2008)] gibi enzimler kullanilmaktadir. Bu enzimler
arasinda en fazla kullanilan format dehidrogenazdir.

Uriin olarak sadece karbondioksit iiretmesi sebebiyle iiriinlerin ayrilmasina
gerek yoktur ve vyiiksek rejenerasyon verimliligine sahiptir. Ikili enzim
reaksiyonlarinda kofaktdér rejenerasyonu i¢in kullanilabilen bu reaksiyonlarda
enzimler gorev almaktadirlar. Fakat enzimatik kofaktdr rejenerasyonunun sinirh
reaksiyon sartlari, enzim stabilizasyon kaybi1 ve yiiksek enzim maliyeti gibi

dezavantajlar1 vardir.



Tablo 2.2: Enzimlerin siniflandirilmasi.

Enzimler Reaksiyon tipleri Altsiniflar

Bir substrattan diger bir substrata | Oksidazlar, oksijenazlar,
Oksidorediiktazlar | hidrojen veya oksijen; atom veya peroksidsazlar,

elektron transferi gergeklestirme dehidrogenazlar
Grup transfer reaksiyonlari Glikoziltransferazlar,
gerceklestirme transketolazlar,

metiltransferazlar,

Transferazlar
transaldolazlar,

agiltransferazlar,
transaminazlar
Hidrolitik reaksiyonlari Esterazlar, lipazlar,
Hidrolazlar gergeklestirme proteazlar, glikozidazlar,
fosfatazlar
[zomerizasyon reaksiyonlarini Dekarboksilazlar,
Liyazlar gerceklestirme aldolazlar, ketolazlar,
hidratazlar, dehidratazlar
. Izomerizasyon reaksiyonlarini Rasemazlar, epimerazlar,
Izomerazlar ) .
gerceklestirme izomerazlar
Enerji tasiyan molekiillerin Sentetazlar, karboksilazlar
ligazlar yardimuiyla cesitli baglarin

sentezini gergeklestirme

Elektrokimyasal kofaktér rejenerasyonu elektrokimyasal bir aparat
gerektirmesine karsin basit ve etkili proses maliyetine sahiptir. Kofaktor
rejenerasyonu igin enzim yerine ucuz elektrik kullanilir. Yardimci substrat
gerektirmemesi sebebiyle istenen {riiniin geri kazanilmasini kolaylagtiran bu
sistemde herhangi bir yan {riin elde edilmez. Bu avantajlarinin yaninda
elektrokimyasal aracili sistemlerin bazi problemleri vardir. Ornegin enzimin
deaktivasyonuna yol agan bazi araci (mediator) cesitlerinin enzimler ic¢in toksik
oldugu bilinmektedir. Ayrica aracilarin stabilizasyonu biitiin reaksiyon prosesinin
stabilitesini ve performansini etkilemektedir [Hollmann and Schmid, 2004]].

Dogada kiral bilesikler genellikle prokiral merkezlerin (ketonlarin kiral
indirgenmesi, keto fonksiyonlarin indirgeyici aminasyonu) indirgenmesiyle
olusturulur. Eger gerekli olan kofaktoériin (NADH;) stokiyometrik miktarlari
kullanilirsa bu gibi reaksiyonlar ekonomik degildir. Kofaktér rejenerasyonu
basarilmak zorundadir. Dogada bunun i¢in bir ¢ok imkan mevcuttur (Sekil 2.1)

Bu gibi indirgenmeler kimyacilar i¢in klasik olarak bilinirler. indirgeyici ajan
olarak izopropanoliin kullanimi Meerwein-Pondorf indirgenmesi olarak bilinir
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[Wilds, 1944)]. Formik asit ise klasik hidrojen transfer reaksiyonlarinda kullanilir
[Fujii et al., 1996], [Hashiguchi et al., 1995]. Hidrojen ise laboratuar 6lgeginde klasik
indirgeyici biyohidrogenasyon ajani olarak hala kullanilmaktadir [Mertens et al.,
2003].

Sekil 2.2 kofaktorlerin stokiyokiyometrik olarak kullaniminin ekonomik
olmadig1 agik¢a gostermektedir. Sodyum borohidrid’in kullanimi da (genellikle
Klasik indirgemede) ekonomik olarak oldukga talep gérmektedir. Formik asit ve
izopropanol oldukg¢a ucuz indirgeyici ajanlardir. Glukozun oldukg¢a ucuz hidrojen
kaynagi olmasi da dikkati ¢eken bir durumdur (maya indirgemeleri). Hidrojen ve
elektronlar da ¢ok ekonomik indirgeyici ajanlardir.

Format/format dehidrogenaz sisteminin ¢ok ekonomik olarak oldukga dikkati
ceken bir sistem oldugu kanitlanmistir. Stirekli kofaktdr rejenerasyon sistemi igin
format dehidrogenazin gelistirilmesi Dr. Maria-Regina Kula ve Dr. Martina Pohl’a
2002 Alman baskanlik 6diliinii kazandirdi [Bundesprasidialamt, 2002]. Endiistriyel
Olgekte kurulan kofaktor rejenerasyonuna ornek L-tert 16sinin tiretimidir (Sekil 2.3)
[Bommarius and Riebel, 2005]. Bu proses (pinakolonun oksidasyonuyla elde
edilebilen) prokiral substrat olan trimetil piruvat ile baslayarak Degussa tarafindan
ton bazinda iiretimi gerceklesirilerek ticarilestirilmistir. Bu reaksiyon membran
reaksiyon i¢inde gerceklestirilmistir (Sekil 2.3). Bu teknik biiylik dlgekte kofaktor

rejenerasyonu i¢in ikili enzim sisteminin kullanildig ilk ¢alismadir.

2.5. Kiral Bilesikler

Bugiin kiral bilesikler kimyasal katalistler, siv1 kristaller, tatlandiricilar, toprak
kimyasallar1 ve ilaglar gibi kimyasal ve farmosotik endiistri igin Onemli yap1
maddeleri olan bilesiklerdir [Daumann et al., 2006]. Endiistride genellikle ¢ok iyi
hazirlanmis kimyasal metodlar kullanilmaktadir [Blaser et al., 2003] fakat son on
yilda wuygulamali biyokatalitik metodlar tarafindan stereojenik merkezlerin

olusturulmasina olan ilgi artmaktadir [Breuer et al., 2004], [Liese, 2006].



NADH,

NAD
Ho N

HLC H Alkol dehidrogenaz
izopropanol (ADH)

NAD NADH,
o=
OH

Format dehidrogenaz

(FDH)
formik asit
NAD  NADH
H — —— -
hidrojen Hidrogenaz

HC

HC

Aseton

O=C=0
Karbon dioksit

(-)

Sekil 2.1.: izopropanol, formik asit ve hidrojen ile kofaktdr rejenerasyonu.

Ozellikle endiistriyel proseste alkol dehidrogenazlarin kullanimi artmaktadir,

Izole enzim veya tiim hiicre olarak kullanilan bu biyokatalistler dikkate deger

oranlarda kemo-, regi- ve stereoselektiviteye sahip prokiral ketonlarin iretilmesini

katalizlerler [Wandrey, 2004].
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Sekil 2.2: Kofaktor rejenerasyonunda redoks esitliginde her bir mol i¢in US$
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FDH: Format dehidrogenaz, LEUDH: Lésin dehidrogenaz
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Sekil 2.3: L-tert’in tiretimi igin siirekli kofaktor rejenerasyonu.
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2.6. Format Dehidrogenaz

Format dehidrogenaz (FDH; EC 1.2.1.2) NAD bagmmli olarak formatin
oksidasyonunu kataliz eder ve boylece karbondioksit ve NADH tiretir(2.1).

HCOO + NAD" — NADH + CO, (2.1)

Format dehidrojenaz, ilk olarak bezelye tohumlarinda (pea seed) bulunmustur
[Mathews and Vennesland, 1950]. 1970’lerde bu enzimle ilgili ¢alismalar daha ciddi
bir boyuta ulagmis, metilotropik bakteriler ve mayalardan elde edilen FDH’lar
calisilmustir [Tishkov et al., 1993]. FDH larin pratikteki uygulamalari, NAD" bagimli
dehidrogenazlarla, kiral bilesiklerin sentezi i¢in kullanilan enzimatik proseslerdeki
NADH rejenerasyonunu saglamalari nedeniyle 6nem kazanmistir [Wichmann et al.,
1981], [Wichmann, 2005]. Yildan yila FDH’larla ilgili yayinlanan g¢alismalarda bir
artis olmakta ve bu calismalarin biiyiik boliimii, FDH’larin kiral bilesiklerin sentez
proseslerinde, kofaktor rejenerasyonu igin kullanimlarini konu almaktadir [Tishkov
and Popov 2006].

FDH’1n enzim teknolojisindeki en biiyiik kullanim alan1 6nemli kimyasallarin
enzimatik sentezinde NADH rejenerasyonudur [Aleksey et al., 1979]. NADH’in
reaksiyon ortaminda tekrar kullanimi i¢in kimyasal ve enzimatik olarak pek ¢ok
metot gelistirilmistir. Enzimatik metotlar substrata yonelik segicilikten dolay: tercih
edilmektedir. Bu enzimatik metodlar igerisinde format/format dehidrogenaz (FDH)
sistemi endiistriyel olarakta kullanilmaktadir. Degussa yiiksek kalitede ilag maddesi
sentezinde (AIDS ve Kanser ilaglar1) kullanilan L-tert 16sin {iretiminde bu sistemi
kullanmaktadir ve ton iiretim kapasitesi ile ¢aligmaktadir. Bu sistemde kullanilan,
NAD" bagimli format dehidrogenaz (FDH, EC 1.2.1.2), optikge aktif bilesiklerin
dehidrogenaz bazli sentezinde, NADH rejenerasyonu i¢in kullanilan en iyi
enzimlerden biridir (Tishkov and Popov, 2006];[Wichmann, 2005].

Bir¢ok calisma indirgenmis kofaktor rejenerasyonu igin en iyi enzimlerden
birinin FDH oldugunu gostermistir [Burton, 2003], [Hummel and Kula, 1989],
[Shaked and Whitesides, 1980], [Wichmann R, 2005]. FDH tarafindan katalizlenen

reaksiyon NADH rejenerasyonu igin biitiin kriterlere uymaktadir. Bunlar;
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e Reaksiyon normal sartlar altinda geri doniisiimsiizdiir. Bu durum son iiriiniin %
99-100 verimle sonuglanmasini ve temel reaksiyon dengelerini degistirecek
termodinamik basinci saglar.

e Format iyonu ucuz bir substrattir ve reaksiyon iiriinii CO, reaksiyon karisimindan
kolaylikla uzaklastirilarak son {iriiniin saflastirilmasi ile karigmaz.

e FDH optimum katalitik aktiviteyi genis bir pH araliginda gerceklestirir (6.0-9.0)
[Mesentsev et al., 1997].

e Metanol kullanan maya ve bakteri diisiik iiretim maliyeti ile yiiksek 6l¢ekte enzim
iretimi saglarlar.

o Bakteriyel ve maya FDH’lar siirekli akiskan reaktor sistemlerinde belli bir siire
kullanilabilecek yeterlilikte kararhidirlar.

Yukaridaki biitiin faktorler ‘Degussa’ tarafindan fark edilen dehidrogenaz ile L-
tert 16sin’in kiral sentezinin ilk ticari prosesinde NADH rejenerasyonu i¢in Candida
boidinii’den elde edilen yeast FDH’in kullanimiyla belirlenmistir (Bommarius and
Riebel, 2005)]. Bu proses dehidrogenazlar yardimiyla optik¢e aktif bilesiklerin
tiretiminde kullanilan diger metodlar arasinda iiretim hacmi olarak en biiyiiklerinden
birisidir. Profs. M.R. Kula ve C. Wandrey’in [Kula, 1987] liderliginde C. Boidinii’nin
tiretim metodlar1 ve milyanlarca aktif unit seviyesinde saflagtirma ic¢in gelistirildi
[Botz et al., 1994].

Format dehidrojenazlar iizerindeki yonlendirilmis bazli protein miihendisligi
caligmalart yapilarak, NAD(P)H rejenerasyonu igin gelistirilmis ve yeni kinetik
ozellikler sergileyen, artirilmig sicaklik ve kimyasal stabilite ve disiik iiretim
maliyetine sahip yeni biyokatalizorlerin gelistirilmesine ¢alisilmistir [Karaguler et
al., 2001].

2.7. Alkol Dehidrogenaz

Alkol dehidrogenaz (ADH) primer alkollerin aldehidlere ve sekonder alkollerin
ketonlara oksidasyonunu geri doniisiimlii olarak Kkatalizleyen enzimlerdir. ADH
elektron akseptorii olarak NAD" veya NADP™’yi kullanarak karacigerde etanol
metabolizmasinin ilk asamasi olarak etanoliin oksidasyonuyla asetaldehidin
olusumunu katalizleyen fonksiyonuyla birlikte insan viicudunda pek ¢ok rol oynarlar
[Edenberg, 2007 ].
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[lk ADH 1937 yilinda Negelein ve Wuluff tarafindan Saccharomyces
cerevisaie veya bira mayasindan izole edilmistir [Negelein, 1937]. 1948 yilinda
Bonnichsen ve Wassen at karacigerinden ADH’mn kristallendirilmesini basardilar
[Bonnichsen, 1948]. Hayvan ve bakteri ADH’larin 6zelliklerinin ¢ok farkli oldugu
bulundu. Yeast ADH’lar1 hayvan ADH’larindan 2 kat daha biiyiik ve 100 kat daha
aktif oldugu ve maya enziminin daha fazla spesifik oldugu bulundu. Protein dizileme
teknolojisi gelisiminde 6nemli bir Ozellige sahip aminoasit dizi ve 3D yapi
belirlemede ilk kullanilan enzimlerden biri ADH tir [Cannon, 1969].

Su anda 150.000 niikleotid’den fazla dizi dehidrogenazlar olarak bilinmektedir
[Stewart, 2007]. Alkol dehidrogenazlar (ADH) dehidrogenazlar familyas: iginde en
cok aragtirilan enzim grubudur. Bu enzimler dogada hazir bulunurlar ve bakteri,
mantar, bitkiler ve bazi memeli tiirlerinin dokularini igeren degisik kaynaklardan
karakterize edilmislerdir [Eklund and Ramaswamy, 2008)]. ADH’lar tim
organizmalar ic¢inde zorunlu prosesler arasinda uygun kofaktorlerin karsilikli
rediiksiyonu ile alkollerin keton ve aldehitlere karsilikli doniistimlerini katalizlerler.
Nikotinamid kofaktor bagli ADH’lar (NAD(P)-ADH) biiyiikliiklerine ve metal
iceriklerine gdre en az {i¢ alt enzim siiperfamilyasina ayrilabilen biiylik bir enzim
grubudur: (I) kisa zincirli dehidrogenazlar/rediiktazlar (SDR), (II) orta zincirli (veya
¢inko igeren) dehidrogenazlar/rediiktazlar (MDR) ve (IIT) demirle aktive olan alkol
dehidrogenazlardir.

At karacigerinden elde edilen ADH yapisi belirlenen ilk dehidrogenazlardan
biridir [Branden et al., 1973], [Eklund et al., 1976a]. Bilgilerin ¢ogu 1970 ve 1980’li
yillar boyunca elde edilen genel yapi, koenzim baglama, substrat baglama ve
konformasyonel degisimlerle ilgilidir [Eklund, 1983], [Eklund et al., 1984]. Yapisal
ozelliklerle ilgili bilgiler at karacigeri ADH’in (ADH1E) etanol aktif ile
kristalloSekil ¢alismalarindan elde edilmistir [EKlund et al., 1974], [EKlund et al.,
1976a], [Eklund et al., 1982]. Bu enzim tetramerik fungal, yeast ve bakteriyel
ADH’larin aksine smnif 1 MDR-ADH ve dimerik yapidadir. Simdiye kadar birkag
tetramerik MDR-ADH’a karsin protein data bank’ta elde edilebilir dimerik MDR-
ADH’tan 70 koordinat set vardir [EKlund and Ramaswamy, 2008].

ADH subunit’i genellikle iki domaine ayrilir; koenzim baglanma domaini ve
aktif merkezinde ¢inko iyonu bulunduran uzun derin bir yarik ile ayrilan katalitik

domain [Eklund et al., 1976a]. Koenzim baglanma bdlgesi enzimin yarisinda C
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terminalinde yerlesmis yaklasik 150 rezidii ve C terminalden yaklasik 50 rezidii ve
enzimin yarisini igeren N terminalden toplam 170 rezidiiden olusmustur (Sekil 2.4).

Koenzim baglama domainin genel yapis1 diger dehidrogenazlarin ilgili
domainine benzerdir. Bu 6zellik ilk kesfedildiginde ¢ok dikkat ¢eken etkileyici bir
durumdu [Eklund, 1989]. Ozellikle koenzim baglama domaininin kesfi farkli
dehidrogenazlarda farkli bir Sekilde yerlesmistir ve su anda c¢ok iyi bilinen ¢ogu
mozaik proteinler sebebiyle bu enzim familyalarinin lego benzeri molekiiler olusumu
olan diger domainlerden tamamen farkli bir Sekilde kombine olmustur [Rossmann et
al., 1974].

Katalitik domain orijinal olarak ti¢ B-yapisal motif ve birka¢ heliks olarak
aciklanan karmasik bir diizenlemeye sahiptir [Eklund et al., 1976a]. Bu domain
koenzim baglama domaini ile ilgili rezidiilerle ayrilan dizilerin oldugu daha kiigiik C-
terminal kism1 ve daha biiylik N-terminal kismini igeren iki kisimdan meydana gelir.

Memeli MDR ADH’lart normalde herbir subunittteki katalitik domaine
baglanan iki ¢inko iyonu igerirler [EKlund et al., 1976a]. Bunlardan birisi 4 sistein
rezidiisii tarafindan baglanan yapisal ¢inkodur [Drum et al., 1967] . Diger ¢inko aktif

bélgede bulunur. Bu kataliz i¢in gereklidir ve iki sistein rezidiisii (Cys*® ve Cys'"™

) ve
histidin (His®") ile koordine edilmistir. Dérdiincii pozisyon substrat veya bir su
molekiilii ile koordine olmustur.

Substrat baglama orijinal olarak aromatik alkol ve aldehidlerle ve trifloroetanol
benzeri bilesikler olan substratlarla incelenmistir [Eklund et al., 1982]. Alkol/aldehid
islevselligi Ser*®e bir hidrojen baglama mesafesinde ¢inko atomunu baglar.
Substratin geriye kalan kisimlar1 nikotinamid halka ve katalitik ve koenzim baglama
domainlerinin her ikisindeki rezidiilerle hidrofobik bir yarik icinde baglanir. Bu
substrat paketinin i¢ kisimlari Ser*®, Phe®, Phe'® ve Leu* tarafindan olusturulan
aktif merkezdeki ¢inko iyonuna yakindir. Substrat yariginin dis ylizeyinde Phe™®,
Met®® ve Leu®® yerlesmistir.

Katalizdeki genel olaylar ilk kez Theorell ve arkadaslar tarafindan calisilmistir
[Theorell, 1967]. Yapisal veriler molekiiler anlamda biitiin katalitik olaylarin
aciklanmasi i¢in elde edilebilir kinetik bilgiler ile birlestirilebilir. ADH’larin ¢ogu
i¢in mekanizma substrattan once koenzimin baglanmasi seklinde siralanmaktadir. Bu

substrat baglama bdlgesinin nikotinamid kismi sebebiyle yapisal 6zellikler tarafindan

agiklanmaktadir.
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Alkol substrati i¢in NAD"’nm nikotinamid halkasinin pozitif yiikii alkol
protonunun deprotonasyonuna etki eder ve aktif bolgedeki ¢inko iyonuna
baglanmasini saglar. Substrat ve nikotinamid halka hidrid transferini kolaylastirmak
i¢in birbirlerine yakin Sekilde yerlesmislerdir.

Memeli MDR-ADH’lar dimerik olmasina karsin bazi fungal ve bakteri
enzimleri tetramerdir. Cogu biyokimyasal calisma farkli yeast enzimlerinde ama
tetramerik MDR-ADH’larin  yapisal ¢alismalar1 termofilik organizmalardaki
enzimlerde yapilmistir. E.coli’den elde edilen tetramerik ADH’in etanol ile
indiiklenen ii¢ boyutlu yapist NAD"’nin varligi ve yoklugunda belirlenmistir
[Karlsson et al., 2003]. Sinif 1 ADH’larla ilgili olarak biiyiik fark E.coli ADH yapisi
at karaciger ADH 1n 118-139 rezidiileri ile ilgili 21 rezidiisiinden yoksundur. Bir [3-
turn ve iki B-strand iceren bu uzun yapi substrat baglanma boélgesinde bir tirozin
rezidiisii ile karsilagsacak Sekilde kisa bir doniisle yerdegisirir. Bununla birlikte ikincil
yapt elementleri arasinda bir veya iki rezidii farkliligi zincir uzunlugundaki
farkliliklardir.

Holoenzimin yapisi siirpriz bir Sekilde NAD" ile bag kuran hicbir altbirim
olmazken 4 altbirimin {igli ile koenzim baglanmasina sahiptir. Kaba bir Sekilde at
karacigeri ADH’ta oldugu gibi ayni bumerang yapili konformasyonda koenzim
baglanir. NAD® enzime baglandiginda enzimin kapali konformasyonu katalitik
domainlerin donmesi ile belirlenir. Katalitik domainin doniisiindeki biiytiklik at
ADH’1 gibi E.coli ADH’inda genis olan koenzim domaini ile ilgilidir ama doniis
ekseni farkli bir Sekilde yerlesmistir. E.coli ADH ve at ADH’inin merkezi koenzim
baglama domainleri {ist liste cakistirilirsa, katalitik domainler molekiiliin uzun ekseni
boyunca kaba bir Sekilde donerler. Bu E.coli ADH’1n 60 rezidiilik uzun delesyonu
ile miimkiin olabilir. Katalitik domainin bu doniisii tetramer olusumu i¢in avantajli ve
diizglin olan molekiiliin arka yiiziinii olusturur [Sulzenbacher, 2004].

Clostridiim beijerinckii’nin NADP(H) bagli ADH apo ve holoenzim formu ve
Thermoanaerobacter brockii’nin holo ADH’1 E.coli tertarmerik ADH’1 ile benzer
yapidadir [Korkhin et al., 1998]. Tetramerler iki dimerden olusmustur ve her biri
yapisal olarak omurgali ADH’larinin dimerine homologdur. Iki bakteriyel ADH’1n
NADP(H)’a kars1t 6zgilinliigii koenzimin 2’ fosfat oksijen atomu ile son igiiniin
hidrojen bag1 yaptigi G1y198, Ser'®®, Arg200 ve Tyr218 rezidiileridir. Termofilik enzim
daha hidrofilik dis yiizey, daha hidrofobik i¢ ylizey, daha kiiciik yiizey alani, daha

fazla prolin ve alanin rezidiileri, mezofilik C. beijerinckii enziminden daha az serin
16



rezidiileri ve subunitler aras1 artan etkilesime sahiptir [Bogin et al., 2002], [Li et al.,
1999a].

Sekil 2.4: Bacillus stearothermophilus LLD-R soyundan (HtADH) elde edilen
NAD" bagimli alkol dehidrogenazin X 1s1n1 kristal yapisi. A, B,C ve D enzimin
subunitlerini gostermektedir.

Subunitler A, B, C, D, dimerler A/D, B/C, katalitik ¢inko atomlar1 sar1 renkli,
yapisal ¢inko atomlar1 eflatun renkli, 150-285 rezidiileri kofaktor baglanma domaini,
1-149, 286-339 rezidiileri katalitik domain [EKlund et al., 1976b].

Sicaklik kararliligi olarak gii¢lendirilmis mezofilik enzim mutantlari dortli
yapida daha giiclii etkilesimlere sahiptir [Bogin et al., 2002]. Orta zincirli tetramerik
ADH’larin diger yapilar1 hipertermofilik arkeonlar olan Aeropyrum pernix [Guy et
al.,, 2003], [Littlechild et al., 2004], Sulfolobus solfataricus, Bacillus
stearothermophilus, Bacillus subtilis yhfP proteini (pdb-kod:1tt7), Thermotoga
maritima (pdb-kod:1vj0) ve yeast (pdb-kod:2hcy) ile belirlenmistir. ADH’da klasik
aktif merkez ¢inko iyonu 2 sistein, 1 histidin ve su molekiiliiniin dort yiizli

koordinasyonuna sahiptir. Katalitik aktivite boyunca su molekiilii substrat tarafindan
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degistirilir. Digerleri glutamik asit koordineli ¢inkoya sahip iken apoenzimde her bir
tetramerdeki bir subunit klasik koordinasyona sahiptir [Karlsson et al., 2003].

2.7.1. Bacillus thuringiensis serovar israelensis Kaynakli ADH
(BtADH)

BtADH’in Bacillus stearothermophilus ile dizi eslesmeleri yapildiginda % 50
dizi benzerligi oldugu bulunmustur. BtADH’in Bacillus stearothermophilus ADH
(pdb kod: 1rjwA) yapist ile Swiss-model programi kullanilarak modellendiginde her
bir subunitte iki ¢inko metali oldugu ve aktif merkezde Cys'*’, His®® ve Thr*
aminoasitlerinin  substrat ve inhibitér etkilesimleri gdsterilmistir. Bacillus
stearethermophilus MDR siiperfamilyas: iginde ¢inko igeren bakteri alt
familyasindan oldugundan Bacillus thuringiensis ile yapisal benzerlik oldugu
diistiniilmektedir [Auld and Bergman, 2008].

Bacillus stearethermophilus thermostabil bir enzim iken BtADH mezofilik bir
karakterdedir. Termofilik 0Ozellikten yapisal motifler sorumludur. Bu yapisal
motiflerle ilgili yapilan ¢alismalarda [Bogin et al., 2002], [Ceccarelli et al., 2004],
[Fiorentino et al., 1998], [Wallon et al., 1997] ¢esitli faktorler belirlenmistir. Bunlarin
arasinda Prolin aminoasitinin say1 ve lokasyonu, tuz kopriileri ve hidrojen baglar
sayilabilir. HtADH daki Pro®* rezidiisiiniin termostabiliteden sorumlu oldugu G.
Fiorentino’nun mutasyon ¢alismasinda gosterilmistir [Fiorentino et al., 1998].
HtADH’in aminoasit dizisindeki 50-59 arasindaki 10 aminoasitten 4 tane prolin
tespit edilmistir [Ceccarelli et al., 2004]. BtADH’ta 50-59 arasinda higbir prolin
molekiilii bulunmamaktadir ve 242. dizide de prolin yerine lizin aminoasiti
bulunmaktadir. Yapisal benzerlik olmasina ragmen konformasyonel diizenlemede
termostabiliteden sorumlu prolin aminoasitlerinin olmamast BtADH’in neden

mesofilik karakterde oldugunu agiklamaktadir.
2.8. Enzim Iimmobilizasyonu

Enzimler yillardir besin endiistrisinde ve ¢ok yakin zamanlarda da farmasotik
ve kimya endiistrisinde kullanim alani bulmaktadir. Immobilize enzimlerin
kullaniminin artmasinda Katchalski-Katzir’in 1971 yilinda enzim miihendisligi

kongresinde “enzim fiziksel olarak katalitik aktivitesini koruyarak bos bir alanda
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lokalize olup tekrar tekrar ve siirekli bir Sekilde kullanilabilir” ifadesinin 6nemli bir
katkist olmustur [Katchalski-Katzir and Kraemer, 2000]. Immobilize enzim
kullanmanin bir¢ok avantaji bulunmaktadir. Bunlardan bazilar1 enzimlerin tekrar
tekrar kullanilmas1 (Uretimi zor ve pahali enzimler i¢in &nemlidir), matriksin enzimi
ortam sartlarindan korumasi, iirlin saflastirilmasinda enzim kontaminasyonunun
olmamasi, ayni anda birgok enzim immobilize edilerek birden fazla reaksiyonun
gergeklestirilmesidir.

Temelde enzim immobilizasyonu bir matrikse baglanma, hapsetme (tutuklama,
entrapment) ve c¢apraz baglama seklinde ii¢ geleneksel metoda ayrilir. Matrikse
baglanma fiziksel (hidrofobik ve Van Der Waals etkilesimleri), iyonik veya kovalent
olabilir. Fiziksel baglanma yiiksek iyonik gii¢, yiiksek {irin ve substrat
konsantrasyonuna sahip endiistriyel kosullarda enzimi matrikse baglamada yetersiz
kalmaktadir. Iyonik baglanma daha giicliidiir ve kovalent baglanma ise enzimin
matrikse daha kuvvetli baglanmasini saglar ve enzimin yiizeyden uzaklagmamasi
avantajina sahiptir. Matriks sentetik rezin, biyopolimer veya silika gibi inorganik
polimerler olabilir. Tutuklama (entrapment) ise organik polimer ve silika sol jel gibi
polimer bir ag i¢inde enzimin hapsedilmesidir. Enzimin tamamen uzaklagmasini
engelleyecek fiziksel kuvvet genellikle cok zayiftir. Boylece ilave bir kovalent
baglanma gereklidir. Tutuklama ve matriks baglama arasindaki fark ¢ok agik degildir.
Enzimin ya i¢ yiizeyine ya da dig yiizeyine yerlestigi onceden hazirlanan matrikse
enzimin baglanmasi matrikse baglanan immobilizasyondur. Tutuklama ise enzim
varliginda polimerik bir agin varligin1 gerektirir. Tagiyict olmayan makropartikiillerin
hazirlanmasinda biyofonksiyonel maddeler kullanilarak elde edilen c¢apraz bagh
enzim agregatlart ve kristalleri kullanilir [Sheldon, 2007].Ozetle enzimler
gluteraldehit ile ¢capraz baglanarak, kati bir matrikse adsorbe olma, ¢apraz bagl kati
bir matrikse adsorbe olma, kati matrikse kovalent baglanma, fiberlere,
mikrokapsiillere veya membranlara hapsolunma, mambranlara veya membran
reaktorlerdeki bir kompartimana adsorbe olma ve ¢apraz bag olmaksizin enzim
kristallenmesiyle immobilize olabilirler.

Kovalent immobilizasyon ile ilgili birgok protokol vardir. Bunlardan bir ¢ogu
matriks aktivasyonu ve immobilizasyonu beraber kullandiklari i¢in mililitre matriks
basina ¢ok az miktardaki proteinleri de immobilize edebilirler. Enzimler 6nce matriks
yiizeyine adsorbe olurlar sonra proteinlerdeki niikleofilik gruplarla (amino, thio,

hidroksil) ve matriks yiizeyindeki fonksiyonel gruplarla kovalent bag olustururlar. Bu
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“intramolekiiler” kovalent immobilizasyon “adsorbe olmamis proteinler ve tek
fonksiyonlu  epoksi  matriksler  arasindaki  intermolekiiler”  kovalent
immobilizasyondan daha hizlidir. Bu iki asamali immobilizasyon mekanizmasi ¢ok
yiiksek stabilitesi olan ve enzimle ¢ok saglam kovalent baglar olusturabilen epoksi
gruplarinin kullanilmasina olanak saglar [Mateo et al., 2008].

Entrapment bosluk veya bir ag icinde enzimin fiziksel sinirlandirilmasi olarak
adlandirilan immobilizasyon tekniklerinden biridir. Enzim entrapment’da basit ve
yaygin metot multi valent zit iyonlarin ilavesiyle polianyonik veya polikatyonik
jellesmenin olmasidir. Alginate’ler toksik olmayan normal jellesme Ozelliklerine
sahip olmasi sebebiyle siklikla kullanilan polimerlerden biridir. Alginate 1,4 — bagh
B-D-mannuronic acid ve a-L-guluronic acid’in apolar dogrusal kopolimerlesmesiyle
olusur. Biokatalist ve sodyum alginate ¢ozeltisi Ca®* ¢ozeltisine damla damla ilave
edilerek enzimlerin hapsolunmasi saglanir. Katyonlar ¢apraz baglayici bir ajan olarak
alginate biopolimerlerine etki eder ve damlalar bir bead olarak bir ag icgerisinde
biokatalistleri alarak ¢Okerler [Won et al., 2005]. Enzimlerin immobilizasyonunda
poliakrilamid jellerin kullanimi 1960’11 yillarda baglamisti. Bu jeller kendi
yapilarinda yiiklenebilecek baz1 6zel karakteristiklere sahiptirler. Akrilamid zincirleri
akrilik asit orijinli gruplarla reaksiyon verecek kapasitededir. Bu sartlar altinda enzim
cogu sentetik tasiyici iyonize karboksil gruplarla yiiksek negatif yiiklii tic boyutlu
olusumu i¢ine gomiiliirler. Enzim bdylece hareketini etkileyecek giiglii elektrostatik
bir alana maruz kalir [Gonzalez-Saiz and Pizarro, 2001].

Eupergit C gibi akrilik rezinler matriks olarak yaygin Sekilde kullanilmaktadir.
Eupergit C N,N--metilen-bis-metakrilamid, glisidil metakrilat, allil glisidil eter ve
metarilamid’in koplimerizasyonuyla olugmus, 100-250 pm c¢apli ¢ok delikli
beadlerden olugsmustur. Eupergit C pH 0-14 araliginda kimyasal ve mekanik olarak
stabildir ve bu pH araliginda kesinlikle sisme ve biiziilme gozlenmez. Eupergit C
yiiksek oranda reaktor uyumludur. Eupergit C sahip oldugu epoksi gruplariyla
protein molekillerinin amino gruplart alkali ve noétr pH da reksiyona girerek
protenlere baglanirlar. Eupergit C asidik notr ve alkali pH’da enzim molekiillerine
karboksil ve siilfidril gruplariyla baglanabilirler [Katchalski-Katzir and Kraemer,
2000].

Bu calismada Eupergit C matriksi iizerine kovalent immobilizasyon
gerceklestirildi. Yukarida acgiklanan avantajlar1 ve yiiksek verimlilikleri sebebiyle

matriks olarak Eupergit C 250 L ve yontem olarak kovalent immobilizasyon tercih
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edildi. Immobilizasyonda yeni konsept nanopor silika icinde tek bir enzim
nanopartikiil (SENS) uygulamasi olarak goriilmektedir [Kim et al., 2006]. Bununla
birlikte olduk¢a farkli matrikslerin kullanimin1 igeren bu yeniliklerin ¢ogu
immobilize edilecek enzimden daha pahali olmaktadir. Sonug¢ olarak bu yenilikler
endistriyel biyotransformasyon uygulamalart i¢in kullanilamaz ama biyosensor
uygulamalar1 veya enzim maliyetlerinin ilgili konudan daha diisiik maliyetli oldugu
durumlarda tercih  edilebilir. Ayrica aktivite ve stabilite de enzim
immobilizasyonunun etkileriyle ilgili 6nemli bilgiler saglayabilir.

Endiistriyel biyotransformasyon uygulamalari i¢in immobilize enzimin
maliyeti ¢ok onemlidir. Agik¢ast immobilizasyon metodu aktif ve stabil biyokatalist
saglamaya ilaveten yiiksek saflikta enzim hazirlanmasini veya ticari olarak elde
edilemeyen pahali matriks gerektirmeyen oldukca basit bir uygulama olmalidir.
Capraz bagli enzim agregatlart (CLEAs) matrikse ihtiyag duymadan ve ham enzim
orneklerinden kolayca hazirlanmasi gibi kolayliklariyla yiiksek aktivite ve stabiliteye
sahip olmalar1 dikkate edeger bir Sekilde gelecekte endiistriyel bir potansiyele sahip
olacaklardir [Sheldon, 2007].Ozetle, asimetrik sentez birden fazla kiral merkeze
sahip ila¢ oncli maddelerden ilag sentezi gibi ¢esitli alanlarda kullanilmasi sebebiyle
onemi gittikge artmaktadir [Carey et al., 2006]. Cevre dostu metodlarla bu maddeleri
sentezlemek icin katalist 6nemli rol oynamaktadir ve kimyasal ve biyakatalistlerin
her ikisininde birbirlerini tamamlayic1 olmalar1 sebebiyle gelistirilmesi
gerekmektedir. Total ilag sentezinin yaklasik % 10’u biyokatalistlerle olmaktadir. ilag
sektoriinde  kiral ara bilesiklerin  sentezinde biyokatalitik  uygulamalar
kullanilmaktadir [Patel, 2011], [Wohlgemuth, 2011].Cogu ¢alismada kullanilan
biyokatalitik reaksiyon gesidi hidrolazlarin kolay elde edilebilir olmas1 ve yiiksek
stabiliteleri sebebiyle hidroliz reaksiyonudur.. Biyokatalitik reaksiyonlarin ikinci
blyiik kismini1 oksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonlari olusturmaktadir. Son
zamanlardaki ilerlemelerle  oksidorediiktazlar  ticari olarak kolay elde
edilebilmektedir. Elde edilebilir enzimlerin artmasiyla yiiksek enatiyoselektiviteye
sahip ¢esitli substratlar i¢in uygun biyokatalist bulmak kolaylasmaktadir.

Gilinlimiizde veribankalarindan elde edilebilir genlerin artmasi biyokatalistlerin
artmasini saglamistir. Organik kimyacilar ve molekiiler biyologlar arasindaki isbirligi
E.coli ve ekmek mayas1 gibi kolay kullanilabilen organizmalarda enzimlerin yiiksek
oranda {iretimi gerceklestirilmektedir. Biyokatalistlerdeki bu ilerlemeler gelecekte

endiistriyel uygulamalarda oksidorediiktazlarin kullanimin1 artiracaktir.
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3. FORMAT DEHIDROGENAZ (FDH)
EKSPRESYONU ve KINETIK CALISMALARI

3.1. Materyal

3.1.1. Kimyasallar

Maya ekstrakti, pepton, sodyum kloriir, agar, imidazol, kalsiyum asetat, etanol,
kalsiyum kloriir, NAD", SDS, TEMED, kalsiyum kloriir, akrilamid, amonyum siilfat,
N,N, methylenebisakrilamid, potasyum hidrojen fosfat Merck’den, sodyum format,
amonyum format Fiedel de Haen’den, fenilmetanosiilfonilflorid (PMSF), sodyum
alginate, APS (amonyumpersiilfat) Sigma’dan, Bradford ayiraci, lizozim Fluka’dan,
sodyum fosfate monobazik, sodyum fosfat dibazik, Tris-Cl Sigma-Aldrich’den,
Eupergit C 250 L Degussa’dan, ampisilin Applichem’den, IPTG (izopropil B-D-
tioglikozilpiranozid) QIAGEN’den, trishidroksimetilaminometan (Tris) Fluka’dan

alind1.
3.1.2. Cihazlar

Santrifiij (Beckman Allegra 64R), sonikatér (Banlin electronic), Uv-vis
spektrofotometre (Shimadzu UV-3600), calkalayici (Heidolph), inkiibator (Excella
E-25), tart1 (Sartorius Basic), manyetik karistirict (Heidolph) ve mikroplate okuyucu
(SpectraMax Plus384™, Molecular Devices), kullamildi.

3.1.3. Plazmidler ve Bakteri Suslan

Tastyici soy olarak E.coli Topl10 (Invitrogen) ve E.coli (BL21 DE3) kullanild:.
Tastyict vektor olarak pET14b (Invitrogen) kullanildi.

3.2. Metod
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3.2.1. CmFDH’1n Ekspresyonu

Tasiyic1 soy olarak E.coli (Topl10) ve E.coli (Rosetta DE3) kullanildi. E.coli
Luria-Bertani (Bertani, 1951) ve Studier (Studier, 2005) besiyerinde biiyiitiildii.
Bakteriler gliserol stoktan (-80 °C) alinarak ampisilin (100 pug/ml) ihtiva eden LB
agar petrilere ekim yapildi. EKim yapilan petriler 37 °C’de gecelik inkiibasyona tabi
tutuldu. Inkiibatore alinan petrilerde iireme oldugu gozlendi. Daha ©6nce
otoklavlanmis 50 ml LB besiyeri igeren 250 ml lik flasklara 50 ser ul ampisilin (100
mg/ml) eklendi. Petrilerden pipet ucuyla alinan tek koloniler 250 ml’lik flasklara
aktarilarak 37 °C’de 210 rpm’de gece boyu inkiibe edildi.

3.2.2. E.coli Kompetent Hiicrelerin Hazirlanmasi

LB-agar besiyerinde biyiitilen E.coli (Top 10) petrisinden alinan tek
koloniler, 3 ml’lik LB besiyerine alinarak 30 °C de 16 saatlik gecelik inkiibasyona
birakildi. Gecelik kiiltiirden 1 ml alinarak 100 ml’lik LB besiyerine ekildi ve 37
°C’de 170 rpm’de inkiibe edildi. E.coli (Top 10) 600 nm’de OD degeri 0,3’e
geldiginde buz iizerine alindi. Hiicreler 10000 rpm’de 10 dakika 4 °C’de santrifiij
edildi. Santrifiijden sonra siipernatant uzaklastirildi. Pellet 2 ml 100 mM MgCl; ile
karistirtlip tekrar 4000 rpm’de 4 °C’de 10 dakika santrifiij edildi. Sonra siipernatant
uzaklastirildi. Steril 85 mM CaCly’den (%15 gliserol igeren) 1 ml hiicre pelletine
ilave edildi ve iyice siispanse edildi. Daha sonra mikrosantrifiij tiiplerine 100 pl

aktarilip siv1 azot igerisinde donduruldu ve kullanilincaya kadar —80 °C’de saklandi.

3.2.3. Transformasyon

E.coli Top 10 kompetent hiicreler -80 °C’den alindi ve buz iizerinde
¢cozlinmeye birakildi. Daha 6nceden elde edilmis CmFDH genini tasiyan plazmidten
3 pl hiicre kiiltiirlerine eklendi ve buz iizerinde 30 dakika bekletildi. Hiicreler 42
°C’de 50 saniye 151 sokuna tabi tutuldu. Buz tizerinde 1 dakika bekletildi. 250 pl SOC
besiyeri eklendi ve 37 °C’de 225 rpm’de 1 saat muamele edildi. Ampisilin
(100ug/ml) igeren LB agar petrilerine ekim yapildi ve 37 °C’de 16 saatlik
inkiibasyona birakilda.
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3.2.4. Plazmid DNA Saflastirilmasi

Plazmid (pCmFDH) saflastirilmasi i¢in QIAGEN (Qiaprep spin miniprep Kit)
kit kullanildi. LB besiyerinde biyiitilmiis E.coli Top 10 (pCmFDH) gecelik
kiiltiirden 5 ml falkon tiipe alind1. Gecelik kiiltiirler 13000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edilerek siipernatant uzaklastirild1 ve pellet kullanilincaya kadar -80 °C’de sakland.
Pellet haldeki bakteri hiicreleri 250 p P1 tampon ile siispanse hale getirildi ve 1,5
ml’lik mikrotiipe alindi. 250 pl P2 tamponu eklendi ve tiip ters diiz edilmek suretiyle
4-6 kez karistirildi. 350 pl N3 tamponu eklendi ve tiip ters diiz edilmek suretiyle 4-6
kez karigtirtldi. 13000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatant QIAprep spin
kolona dekante etmek ya da pipetle ¢ekmek suretiyle aktarilirdi. 30-60 saniye
santrifiij edilidi. Spin kolonun altindaki siv1 atildi. Spin kolon 0.5 ml PB buffer ile
yikandi ve 30-60 saniye santrifiij edildi. Spin kolonun altindaki s1v1 atildi. Spin kolon
0.75 ml PE tampon ile yikandi ve 30-60 saniye santrifiij edildi. QIAprep spin kolon
temiz bir mikrotiipe alindi. DNA’y1 eliie etmek amaciyla 50 pul EB tamponu (10
mMTris-Cl, pH 8.5) ya da destile su, QlAprep spin kolonunun merkezine eklendi.
Bir dakika beklendi sonra 1 dakika santrifiijlendi.

3.2.5. SDS PAGE (Sodyumdodesilsiilfat-Poliakrilamidjel) Analizi

SDS-PAGE, SDS %10’luk poliakrilamid jel iginde ve 49 mM Tris, 384 mM
glisin ve %0.1 (w/v) SDS (pH 8.5) igeren yiiriitiicii tampon ¢ozeltisi kullanilarak
gerceklestirildi. Coomassie blue, proteinlerin boyanmasi i¢in kullanildi. Ornek
yiikkleme tamponundan 10 pl ve jelde yiiriitiilecek protein 6rneginden 10 pl bir
mikrosantrifiij tiipiine kondu. Ornekler 5 dakika kaynatild1 ve yiikleme yapilincaya
kadar oda sicakliginda sogutuldu. Jel aparatlar1 kuruldu. Igerisine yiiriitme tamponu
dolduruldu. Jelin kuyularma ornekler hamilton siringas1 yardimiyla dikkatlice
yiiklendi. Jel once 80 voltta 20 dakika sonra 120 voltta 1 saat yiiriitiildii. Jeldeki boya
jelin sonuna kadar geldiginde yiiritme durdurularak jel temiz bir kaba alindi.
Icerisine boya ¢ozeltisi kondu ve ¢alkalayict da 1 saat boyanmasi igin bekletildi.
Daha sonra boya stiziilerek tekrar bir siseye alind1 ve jel su ile yikandi. Sonra boya

giderici ¢ozelti ilave edilerek fazla boyanin jelden uzaklasmasi saglandi.
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3.2.6. E.coli (Rosetta BL21 DE3) Ekimi ve IPTG Indiiksiyonu

LB besiyerinin 5 ml’sinin igerisine 5 pl ampisilin (100 mg/ml) ilave edildi ve
besiyeri hazirlandi. Buzdolabindaki petri kaplarindaki pCmFDH plazmidi igeren
E.coli (Rosetta DE3) kiiltiiriinde {iireyen kolonilerden tek bir koloni cam tiipe (5 ml)
kiirdan yardimiyla ekim yapildi. 180 rpm’de 37 °C’de 16 saatlik gece
inkiibasyonuna birakildi. Ertesi sabah kiiltiirden 1.5 ml almip 150 pl ampisilin
(100mg/ml) igeren steril 150 ml LB besiyerine ekildi. Belli araliklarla OD 600 nm’de
0,6’ya gelinceye kadar absorbans olgiimleri alindi. OD 0,6 ya gelince 1 ml numune
mikrotiipe alindi sonra 150 ml’lik kiiltiire 375 pl IPTG (200 mM) eklendi. Kiiltiirden
2, 4 ve 5. saatlerde 1 ml lik numuneler alindi. Numunelerin bulundugu mikrotiipler
12000 rpm’de 7 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatan uzaklastirildi ve pellet
mikrotiip icerisinde buzdolabinda (4 °C) saklandi.

Flaskin iginde bulunan hiicre kiiltlirinii falkonlara 35 ml olacak Sekilde
esitleyip 10000 rpm’de 4 °C’de 25 dakika siireyle 2 kez santrifiijlendi. Santrifiijleme
sonundaki pelletler buzdolabinda 4 °C’de saklandi. SDS jel elektroforezde protein
ekspresyon bantlarinin goriintiilenmesi i¢in mikrotiiplere 100 pl hiicre kiiltiirii alip
10000 rpm’de 1 dakika santrifiijlendi. Siipernatan uzaklastirildiktan sonra
kullanilincaya kadar -20 °C’de sakland.

Elde edilen 16 saatlik gece kiiltirii (700 pl) ile %50 gliserol (300 pl)
karistirildi ve -80 °C’de saklandi. Son gliserol oran1 %15 olacak Sekilde ayarlandi.
Boylece pPCmFDH igeren E.coli kiiltiirleri gliserol stok ile muhafaza edildi.

3.2.7. Studier Otoindiiksiyonu Enzim Uretimi

Protein ekspresyonu Studier otoindiiksiyon (Studier, 2005)] prosediiriinde
kiiciik degisikler yapilarak gerceklestirildi. Ozetle LB agardaki tek bir koloni 5
ml’lik kiiciik kiiltiire ekildi. Sonra bu kiiltiir 2 litrelik girintili flaskda 100 pg/ml
ampisilin igeren 750 ml’lik otoindiiksiyon besiyerine indiiklenmek iizere aktarildi.
Otoindiiksiyon besiyerinin igeriginde yeast ekstrakt (5 g/1), pepton (20 g/1), NaCl (5
g/l), glukoz (0.5 g/1), gliserol (6 g/1) and laktoz (2 g/) bulunmaktadir. Besiyerinin
pH’1 Na/K fosfat tamponu ile 7.0’a ayarland1 ve otoklavlandi. Biiyiitme besiyeri 30
°C’de 180 rpm’de 16 saat inkiibasyona tabi tutuldu. Hiicre pelleti 8000 x g’de 10

dakika santrifiij edilerek elde edildi ve -20 °C’de kullanilincaya kadar saklandi.
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3.2.8. CmFDH’in Saflastirilmasi

Islak hiicre pastasi 10 ml SmM imidazol igceren tampon A ile siispanse edildi.
Bu siispansiyona, PMSF (fenilmetanosiilfonilflorid) (1 mg) ve lizozim (1 mg)
eklendi ve vorteksle iyice karistirildi. Buz {istiinde 30 dk bekletildi ve sonikasyona
tabi tutuldu (15 saniye sonikasyon, 45 saniye sogutma ile 6 kez tekrar edildi).
Karisim 10000 rpm’de 4 °C’de 1 saat santriflij edildi. Siipernatant 0.45 pm’lik
Whatman filtreden gegirilerek 50 ml lik falkon tiiplere aktarildi. Siipernatan Tampon
A ile dengelenmis 2 ml nikel afinite kolona (Nickel HitrapTM column, Amersham
Biosciences) aktarildi. En az 10 kolon hacim degisik imidazol konsantrasyonlarinda
(5, 10, 20, 50, 100, 400 mM) tampon kolondan geg¢irildi. Gerektigi durumda daha
fazla kontamine proteinlerin uzaklastirilmasi i¢in imidazol konsantrasyonu 10 mM’a
cikartildr.

100-400 mM izmidazol iceren Tampon A histidin bagli BtADH’1n eliisyonu
icin kullanildi ve tampon PD-10 desalting kolon (Amersham Biosciences)
kullanilarak tampon B (50 mM sodym fosfat, pH 7,5) ile degistirildi. Elde edilen
eliisyon spin konsantre edici ile konsantre edildi ve -20 °C’de % 50 (v/v) gliserol

icinde saklandi.
3.2.9. Bradford Yontemi ile Protein Konsantrasyonu Tayini

Protein konsantrasyonlarini belirlemek i¢in mikroplakanin kuyucuklarina 200
ul % oraninda seyreltilmis Bradford reaktifi ve 10 pl protein 6rnegi konuldu. UV
visible spektrofotometrede 595 nm’de absorbans degerleri Olgiildii. Farkli
konsantrasyonlarda BSA protein standartlar1 (0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.75
mg/ml), destile su ve konsantrasyonu belirlenecek olan CmFDH enzim 6rneklerinden
10 pul kuyucuklara yiiklendi. Protein konsantrasyonlari standart olarak BSA (Bovine
Serum Albumin) kullanilarak ¢izilen kalibrasyon grafigi yardimiyla Bradford
yontemi ile belirlendi [Bradford, 1976].

3.2.10. PD-10 Kolon Yardimiyla imidazoliin Uzaklastiriimas:

CmFDH enzim ¢ozeltisi iizerine Tris-Cl tamponundan (pH 7.8, 50 mM) 2 ml

ilave edilerek, toplam hacim 2,5 ml’ye tamamlandi. Bu ¢ozelti 2,5 ml hacimli PD-10
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kolonuna yiiklendi. Tampon degistirme islemi, degistirilecek tampondan (Tris-Cl,
pH 7,82, 50 mM) 3,5 ml ilave edilmesiyle gergeklestirildi. Devaminda imidazolii
uzaklastirilmis enzim ¢ozeltisi, uygun gegirgenlikli membran (10 kDa cut-off)
yardimiyla spin-konsantre edildi (20 dakika, 4500 rpm). Tiim bu islemler +4 °C’de
gerceklestirildi.

3.2.11. CmFDH Aktivite Tayini

Standart aktivite deneylerinde; 990 ul 25-200 mM sodyum format, 0,5 mM
NAD, 0,1 M sodyum fosfat tampon c¢ozeltisi karisimma 10 ul CmFDH (1,128
mg/ml) ilave edilmesiyle gergeklestirildi. Aktivite 6l¢timleri spektrofotometrik olarak
340 nm’de 2 dakika NADH olusumu gozlendi. Spesifik aktivite (U/mg) yukarida
verilen uygun deney sartlarinda 1 mg enzimin bir dakikada olusturdugu 1 pmol

NADH miktar1 olarak belirlendi. NADH olusumu aktivite tayini absorption
coefficient degeri €340= 6,22 mM2em™ kullanilarak hesaplandi. CmFDH’1n sodyum

format substrati kullanmilarak NAD® koenziminin indirgenerek NADH olusumu
kararli hal kinetikleri 340 nm’de 37 °C’de spektrofotometrik olarak gozlendi.
Baslangi¢ hizlarinin belirlenmesinde deneyler en az 3 kez tekrarland1 ve dogrusal
olmayan regresyon programi (Origin, OriginLab, Northampton, MA) kullanilarak
her bir substrat konsantrasyonu ortalama degerini Michaelis Menten esitligine

ayarlanarak kararli hal parametreleri olan ke, ve Ky hesaplandi.
3.3. Sonuclar ve Tartisma

3.3.1. CmFDH’1n Ekspresyonu ve Saflastirllmasi

Ekspresyon vektorii ()CmFDH) E.coli (Rosetta DE3) hiicrelerine transforme
edildi. E.coli’ de rekombinant protein iretimi i¢in kiigiik degisiklikler yapilarak
otoindiiksiyon prosediirii kullanildi. Hiicre ekstrakti SDS-PAGE ile analiz edildi.
Sekil 3.1 de goriildiigi gibi yaklasik 42 kDa boyutlu protein, pPCmFDH plazmidi
igeren E.coli (Rosetta DE3) ekstraktinin coommassie boyasi ile boyanarak kolaylikla

belirlendi. Hiss-CmFDH metal iyon afinite kromatografisi ile saflastirildi. Bu
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saflagtirmada SDS-PAGE analizi ile (Sekil 3.2’deki 6, 7 ve 8. hatlar) yaklasik 1 litre
kiiltiirden %95 saflikta 110 mg protein elde edildi.

3.3.2. CmFDH’1n Kinetik Degerleri

Sekil 3.3’de kops'in S’ye karsi grafigi, yani Michaelis Menten grafigi
gosterilmistir. CmFDH ile yapilan aktivite deneylerinde Kkcar Ve Ky degerleri,
sirastyla, 1.03 £0.03 st ve 34.88 + 4.4 mM olarak bulundu. Sodyum formatin pH 7.0
deki sekiz farkli konsantrasyonu (0-200 mM) ile en az ii¢ 6l¢im yapilarak standart
sapmalar1 hesaplandi ve Sekilte RDS (relative standard deviation=bagil standart
sapma) degerleri olarak gosterildi. Ky ve Kqps degerleri Michaelis-Menten esitligine
gore hesaplandi. Yapilan deneyler sonucunda elde edilen degerler CmFDH ile
yapilan ¢alismalara [Blanchard, 1980], [Schirwitz, 2007], [Shinoda, 2005],
[Dijken, 1976] paralellik gostermektedir.

3.3.3. IPTG indiikleme ve Studier Otoindiiksiyonu

Klonlanan genlerin tasiyict soylarda yiiksek miktarlarda iiretimi ve
saflastirilmast klonlama stratejisini tamamlayan bir durumdur. Plazmide klonlanan
protein gen dizisinin bir inducer (indiikleyici) yardimi olmadan eksprese edilmesiyle
cok az bir miktarda protein elde edilmektedir. Protein dizisi plazmid iginde T7
promotorunun kontrolii altinda eksprese olmaktadir. Ecoli’ye transforme edilen
plazmid indiiklenebilir T7 polimeraza sahiptir. Geleneksel olarak istenen proteinin
tiretilmesinde IPTG indiikkleme metodu kullanilmaktadir. IPTG molekiilii Lacl
geninden eksprese olan represdr proteini ile etkilesime girerek onun yapisini
degistirmekte ve operatdore baglanmasini engellemektedir. Dolayisiyla lac
operatoriine baglanma olmadigindan T7 ve istenen protein eksprese olmaktadir
[Hansen et al., 1998].

IPTG indiiklemede hiicre inkiibasyona birakildiktan sonra OD degerleri diizenli
araliklarda takip edilerek OD 0,6’ya geldiginde ortama IPTG ilave edilerek
indiiksiyon baglatilmaktadir. IPTG molekiiliiniin pahali olmasi ve uygulamalarda
diizenli OD takibi gerektirmesi sebebiyle uygulamasi zor ve pahali bir yontemdir.
F.W. Studier tarafindan 2005 yilinda yayinlanan bir makalede (Studier, 2005)]

hiicreler belli bir doygunluga ulastiklarinda belli bir besiyeri igeriginin etkisiyle
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protein indiiksiyonu gercgeklestirilebilecegi ortaya konmustur. Studier besiyerinin
ortamini, igerigindeki tuzlar ve pH’1 uygun seviyede dengeledikten sonra belirli bir
glikoz, gliserol ve laktoz oranlariyla  proteinin  otoindiiksiyonunun
gerceklesebilecegini vurgulamaktadir. Besiyerindeki glikoz ilk enerji kaynagi ve lac
operatoriiniin baskilayicis1 olarak gérev yapmaktadir. Gliserol ge¢ enerji kaynagi
laktoz da indiikleme i¢in kullanilmaktadir. Studier’in otoindiikleme genel prosediirii
ilk olarak istenen plazmid E.coli’ye transforme edilir. Petride iiretilmis olan agardan
tek bir koloninin ml’lik LB besiyerinde biiyiitiildiikten sonra 1 litrelik kiiltiire inokiile
edildikten sonra 20-24 saat calkalayarak inkiibe edilir. Ekspresyon vektorii olan
E.coli BL21 (DE3) kromozomunda T7 polimeraz bulundurur ve istenen proteinin
ekspresyonu i¢in uygun bir tasiyict soydur. Studier otoindiiksiyonun IPTG
indiiklemeye gore avantajlart OD takibine gerek olmamasi, ayni anda c¢oklu
indiiksiyonun gerceklesmesi, OD 600 degerinin IPTG ye gore daha fazla olmasi
(LB/TIPTG~1.8, Otoindiiksiyon~5), istenen protein iiriiniiniin daha fazla elde
edilmesidir.

Yukarida anlatilan protein indiikleme metodlarinin karsilastirilmasi ve CmFDH
ekspresyonlarindaki etkilerinin belirlenmesi i¢in Studier ve IPTG indiikleme ile
protein ekspresyonlari karsilastirildi. 100 ml LB besiyerinde 600 nm de OD degeri
0.6 ya geldiginde son konsantrasyon 0.25 mM olacak Sekilde IPTG ilave edildi ve
inkiibasyona birakildi. Ayni sartlarda Studier besiyeri 24 saat otoindiiklenmeye
birakildi. Tablo 3.1°de goriildiigii gibi hiicre pelletleri ve toplam protein miktarlar
karsilastirildiginda Studier besiyerinin %17.96 hiicre pelleti ve %27.8 total protein
miktar1 olarak fazla oldugu gozlenmistir. IPTG nin pahali olmasindan dolayr bundan

sonraki ¢aligmalarda daha ekonomik olan Studier besiyeri tercih edildi.
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Sekil 3.1: Ni-afiniti kolon sonrasi saflagtirilan CmFDH enziminin SDS-PAGE
goruntus.
Sekil 3.1’de SDS-PAGE goriintiisii; coomasie blue ile boyanmis, CmFDH
plazmidi iceren E.coli (Rosetta DE3) ve saflastirilmis CmFDH enzimi. Marker (1),
E.coli (Rosetta2 DE3) kiigiik kiiltiir (2), Studier otoindiiksiyon muamelesi 6. saat (3),

otoindiiksiyon muamelesi 18. saat (4), parcalanmis hiicre ekstrakti (5) kolon sonrasi

saf enzim igeren tiipler (6,7,8).

<«— CmFDH

Sekil 3.2: CmFDH enziminin nikel-afinite kolon saflagtirmasi SDS-PAGE goriintiisii.

Sekil 3.2°de SDS-PAGE goriiniisli; coomasie blue ile boyanmis, CmFDH
plazmidi igeren E.coli (Rosetta2 DE3) ve saflagtirilmis CmFDH enzimi Marker (1),

kolon sonrasi saf enzim igeren tiipler (2-10)
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Sekil 3.3: CmFDH’in Michaelis-Menten kinetigi.

Sekil 3.3°de aktiviteler 37 °C’de pH 7,0’de sodyum fosfat tampon ¢ozeltisinde
(25-300 mM) substrat konsantrasyonunda 6lgiildii. Her bir 6lgiim {i¢ kez tekrarlandi

ve ortalamalar1 alindi.

Tablo 3.1: IPTG indiiksiyon ve Studier besiyerinin protein ekspresyonuna etkisi.

Toplam Hiicre Pelleti Total Protein Total ptotein / pellet
(9) (mg) (mg/g)
IPTG 1.314 0.413 0.314
STUDIER 1.550 0.528 0.340

3.3.4. CmFDH’1n Spesifik Aktivitesinin Hesaplanmasi

CmFDH’1n kinetik datalar1 islenerek Tablo 3.2°de goriildiigii gibi saflagtirma
ve spesifik aktivite degerleri hesaplandi. CmFDH 1n spesifik aktivite degeri yani bir
dakikada 1 mg proteinin olusturdugu NADH iiriin miktar1 3,62 U/mg olarak bulundu.

Saflastirma sonrasi toplam {init aktivite yaklagik 2,5 kat artmistir. Elde edilen veriler
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Candida methylica’nin daha 6nce yapilan kinetik degerleriyle uyum gostermektedir
[Ordu and Karaguler, 2007].

3.3.5. CmFDH’1in Amonyum Siilfat Coktiirmesi ile Saflastirilmasi

Hiicre ekstraktindaki proteinlerden istenilen proteinlerin saflastirilmasinda

bircok metod kullanilmaktadir. Protein ¢Oktiirme islemi protein saflastirma

islemlerinin ¢ogunda kullanilmaktadir. Protein ylizeyinde bulunan hidrofobik ve
hidrofilik

etkilenmektedirler. Bu 6zelliklerinden yararlanilarak proteinler amaca uygun olarak

gruplar  proteinlerin  ¢esitli  ¢6zeltilerdeki  ¢ozlintirliiklerinde
saflastirilabilir. Protein ¢Oktiirme islemlerinde en ¢ok yiiksek tuz derisimi ile
¢Oktlirme tercih edilmektedir.

Proteinlerin ¢ozlinirlikleri bulunduklart ¢ozeltinin iyonik direncine gére yani
tuz konsantrasyonuna goére degisir. Diisiik tuz konsantrasyonun da proteinlerin
¢ozinlrligi artar buna “salting in” denir. Tuz konsantrasyonu daha fazla artirilirsa
proteinlerin ¢Oziliniirliigii azalmaya baslar. Yiiksek tuz konsantrasyonu proteinin
tamamen ¢Okmesine sebep olabilir ki buna “salting out” denir. Hidrofobik alanlar1
daha biiylik olan proteinler hidrofobik alanlar1 daha kiigiik olanlara gére daha ¢abuk
birbirleriyle etkileserek cokerler. Bunun igin protein ¢ozeltisine farkli oranlarda
amonyum siilfat eklenir. Olusan cokelti santrifiij ile ¢oktiirtilerek alinir ve uygun
tamponda ¢oziiliir. Daha sonra her bir ¢oktiirme drnegi SDS-PAGE ile analiz edilerek

istenen protein daha saf elde edilmeye ¢alisilir [Edelstein, 1996].

Tablo 3.2: CmFDH’1n saflastirilma ve aktivite degerleri.

Toplam Toplam ifi .
TOpI.am P . a| Aktivite p b Spe§|f_|k Saflastirma | Uriin
. Hacim | Protein Aktivite | Aktivite
Fraksiyon
ml mg Unit Unit | Unit/mg Kat (%)
Hiicre
Ekstrakt: 60 400 0,02 1,45 3,01 1,0 100
Nikel
Afinite 50 108 0,07 3,62 3,62 1,2 250,0
Saflastirma
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Tablo 3.2°de ® protein konsantrasyonlar1 BSA standartlar1 kullanilarak Bradford
[Bradford, 1976] metodu ile hesaplandi. ® Aktivite 50 mM sodyum fosfat tampon
¢ozeltisi i¢inde (pH 7,0), substrat olarak 200 mM sodyum format ve koenzim olarak
NAD" kullanilarak 6l¢iildii.
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4. ALKOL DEHIDROGENAZ (BtADH)
ENZIMININ KLONLANMASI, EKSPRESYONU ve
KARAKTERIZASYONU

4.1. Materyal

4.1.1. Kimyasallar ve Organizmalar

Alkol, keton ve aldehid substratlari, Coomassie brilliant blue R-250, proteaz
inhibitoér karisimi PMSF (Fenilmetil-siilfonil florid), SDS (sodyum dodesil siilfat)
Sigma-Aldrich’den alindi. Nikotinamid kofaktorleri (okside ve rediikte formu) Roche
Applied Science’dan alindi. IPTG (izopropil-p-D-tiogalaktopiranosid) Qiagen (ATQ
biotechnology, TR). Restriksiyon endoniikleazlar ve T4 DNA ligaz NEB ( New
England Biolabs), DreamTaq Green PCR Master Mix (2x) Fermentas’dan alindi.
Diger biitiin biyokimyasallar ¢esitli kaynaklardan miimkiin oldugunca yiiksek
saflikta On saflastirma yapilmadan temin edildi. Bacillus thuringiensis serovar
israelensis (ATCC 35646) LGC Standarts GmbH (Germany)’dan temin edildi.
pET14b vektér (Novagen) PCR iirlinlerinin klonlanmasi i¢in kullanildi. E.coli
TOP10 ve BL21 (DE3) (her ikiside Invitrogen’den) BtADH geninin sirasiyla
klonlama ve ekspresyon vektorii olarak kullanildi. Biitiin organizmalar LB-broth

veya LB-agar’da 37 °C’de gerektiginde ampisilin ilavesi yapilarak ¢cogaltildi.
4.2. Metod

4.2.1. Dizi Analizi

BtADH’in protein dizisi NCBI’daki (National Centre for Biotechnology
Information) GeneBank’dan (Accession no: gi75761106) alindi. Coklu dizi eslesmesi
varsayllan parametreler (default) kullanilarak CLUSTRAL W programi ile
gerceklestirildi.
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4.2.2. BtADH Geninin Klonlanmasi

Bacillus thuringiensis serovar israelensis Nutrient broth agarda 37 °C’de
gecelik inkiibasyona tabi tutularak biiyiitiildii. Agarda biiyiitiilen kolonilerden tek
koloni, LB besiyerinde 37 °C’de gecelik inkiibasyon i¢in kullanildi. Genomik DNA
fenol/kloroform/izoamil alkol (25/24/1) ekstraksiyon metodu kullanilarak elde edildi
[Sambrook, 2006]. Saf genomik DNA TE tamponda (10 mM Tris—Cl, pH 8.0, 1 mM
EDTA) konsantrasyonu 15 ng/ul olarak belirlendi. Genomik DNA’nin safligi
A260/A280 degerlerini oranlanmasi ile 1.93 olarak bulundu. BtADH geni polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) ile ¢ogaltildi. Klonlama i¢in her bir primerin (4.1) 5’ ucunda
bulunan Ndel ve Xhol (IDT Leuven, Belgium’dan temin edildi.) restriksiyon

bolgeleri belirlendi :

FP (ileri primer) 5°CGGTGTCCATATGAAAGCAGTAGTGGTTAATAAAAAC-3")
RP (Geri primer) (5CCCTGCTCGAGTTATTTGCAATCACAATTATG-3%).  (4.1)

PCR reaksiyon karisimi (son konsantrasyonlari her bir bilesik icin parantez
icinde verilmistir.) DreamTaq Green PCR Master Mix (2x) (Fermentas) (25 pl), ileri
ve geri primerler (2 pl, 0.8 pmol/ul), genomik DNA (5 pL, 1.5 ng/ul) ve distile su
(16 ul) ile hazirlandi. PCR reaksiyonu Veriti®96 well Thermal Cycler™ (Applied
Biosystems) kullanilarak gerceklestirildi ve baslangi¢ denatiirasyonu 95 °C’de 5
dakika ve sonra 2 asamali ¢ogaltma (95 °C, 1 dakika; 50 °C, 1 dakika; 68 °C, 1,5
dakika 5 dongii ve 95 °C, 1 dakika; 55 °C, 1 dakika; 68 °C, 1,5 dakika 24 dongii i¢in)
29 dongii ve son uzama asamasinda 68 °C 10 dakika gerceklestirildi. Ekspresyon
vektorii pET14b plazmidi kullanilarak yapilandirildi. PCR {irtinii ve pET14b vektorii
Ndel/Xhol retriksiyon enzimleri kullanarak kesildi ve agaroz jelde yiiriitiildiikten
sonra QIAprep Kit (Qiagen) kullanilarak jelden saflastirildi. PCR {iriinti iiretici
firmanin talimatlarina goére (NEB GmbH, Germany) T4DNA ligaz kullanilarak
vektore aktarildi. Olusturulan plazmid pET14b-BtADH olarak isimlendirildi. Bu yap1
N ucunda trombin kesim bolgesi igeren Hisg-tag bagli dehidrogenaz dizi bdlgesi
bulundurur. Plazmid DNA (pET14b-BtADH) E. Coli TOP10 hiicre hattina
transforme edildi ve sonra High 160 Pure™ plasmid isolation kit (Roche)

kullanilarak transformantlardan saflastirildi ve DNA’nin her iki iplik dizisi (RefGen,
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Ankara, TR) belirlendi. pET14b-BtADH plazmidi E. coli BL21(DE3)’ye transforme
edildi ve 100 pg/ml ampisilin i¢ceren LB agar plate’e aktarildu.

4.2.3. BtADH’ 1 Ekspresyonu ve Saflastirilmasi

Protein ekspresyonu Studier besiyerinde kiiciik degisikler yapilarak
otoindiiksiyon [Studier, 2005] prosediirii ile yapildi. Ozetle LB agardaki tek bir
koloni 5 ml’lik kiigiik kiiltiire ekildi. Sonra bu kiiltiir 2 litrelik girintili flaskda 100
png/ml ampisilin igeren 750 ml’lik otoindiiksiyon besiyerine indiiklenek iizere
aktarildi. Besiyerinin pH’1t 0,1 M Na/K fosfat tamponu ile 7.0’a ayarlandi ve
otoklavlandi. Biiylitme besiyeri 30 °C’de 180 rpm’de 16 saat inkiibasyona tabi
tutuldu. Hiicre pelleti 8000 x g’de 10 dakika santrifiij edilerek elde edildi ve -20
°C’de kullanilincaya kadar saklandi. Bir gram 1slak hiicre pastast Tampon A (0.5 M
NaClI ve 5 mM imidazol i¢ceren 20 mM pH 8.0 Tris-CI tamponu) ile siispanse edildi.

Bu siispansiyona proteaz inhibitoric olan (Sigma-Aldrich) 0.1 mM
fenilmetilsiilfonil florid (PMSF)’den 100 pl ve 30-50 mg lizozim ilave edilerek 45
dakika buz tlizerinde calkalanarak inkiibe edildi. Sonikasyon Soniprep 150 sonicator
(Sanyo, Tokyo, Japan) cihazi ile 3-mm ¢apli prob kullanilarak (45 saniye araliklarla
15 saniye parcalama islemi 6 kez tekrar edildi) gercgeklestirildi. Parcalanan hiicre
kisimlar1 4 °C’de 10,000 x g ve 30 dakika santrifiij yapilarak uzaklastirildi ve
ekstrakt tampon A ile dengelenmis 2ml Nickel HiTrap™ (Amersham Biosciences)
kolona yiiklendi. En az 10 kolon hacim tampon baglanmayan materyalin
uzaklastirilmast i¢in kullanildi. Gerektigi durumlarda istenmeyen proteinleri
uzaklastirmak i¢in imidazol konsantrasyonu 10 mM’a ¢ikarildi.

100-400 mM izmidazol iceren Tampon A histidin bagli BtADH’1n eliisyonu
icin kullanildi ve tampon A PD-10 kolon (Amersham Biosciences) kullanilarak
tampon B (50 mM sodym fosfat, pH 7,5) ile degistirildi. Elde edilen eliisyon
santrifiijde konsantre edici falkon ile konsantre edildi ve -20 °C’de %50 (v/v)

gliserol ig¢inde saklandi.
4.2.4. Protein Tayini

Elde edilen proteinin safligini belirlemek i¢in Mini-PROTEAN 11 elektroforez

(Bio-Rad) cihazi ile %10 SDS-PAGE analizi yapildi. Protein bandlar1 Coomassie
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brilliant blue R-250 ile boyanarak gozlendi. Protein konsantrasyonlari sigir serum
albumini standart olarak kullanilarak Bradford yontemi [Bradford, 1976] ile
belirlendi. Protein konsantrasyonu protein dizisi temelinde 280 nm’de [Gill and

Hippel, 1989] extinction coefficient degeri 15,930 M cm™ kullanilarak hesaplandi.
4.2.5. Protein Kiitle Spektrometresi

Rekombinant Hisg-BtADH in  kiitle spektrometresi MALDI-TOF MS
(MicroFlex instruments, Bruker 211 Daltonics, Billerica, MA) cihaz1 ile
gerceklestirildi. 50 pl BtADH 6rnegini (10 mg/ml) ¢oktiirmek i¢in taze hazirlanmis
500 pl %20 trikloroasetikasit (TCA) kullanildi. Elde edilen pellet 2 kez 250 pl soguk
asetonla yikandi ve 10,000 x g’de santrifiijlendi. Pellet havada kurutuldu ve formik
asit, destile su ve izopropanol (40 pl, hacimsel oran olarak sirasiyla 1:3:2) karigimi
ile tekrar ¢oziildii. Karisim 2x denge hacminde olan % 50 izopropanol igerisinde
doygun snapinik ile karigtirildi. Ve 6rnek hedef ylizeye uygulandi. MS pozitif iyon
moda (20 kV, 100 shots) ve sitokrom c¢ (12,360 Da), miyoglobin (16,952 Da),
ripsinojen (23,982 Da), protein A (44,613 Da) ve si1gir seriim albiimini (BSA, 66,527
Da) proteinlerini igeren Bruker’in Protein standart II kiti ile cihaz kalibre edildi.
Cihaza vyiiklenen karistmin kiitlesi kalibre edilen protein standartlarina gore

belirlendi.
4.2.6. Kofaktor Tercihi

Kofaktor tercihi (NAD® veya NADP') BtADH’mn model substrati olan 2-
propanol kullanilarak gergeklesitirildi. Tris-Cl tamponu ( 50 mM, pH 9.0) i¢inde 0,5
M 2-propanol 0,371 uM ile 25 °C’de 3 dakika muamele edildi ve cgesitli
konsantrasyonlarda (0-1 mM) NAD" veya NADP" ilave edilerek reaksiyon baslatildi.
Reaksiyonlar spektrofotometrik olarak 340 nm’de 10 dakika takip edildi ve
reaksiyon baslangicindaki 2 dakika baslangic hizlari hesaplandi.
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4.2.7. Metal Icerigi ve BtADH’1n Aktivitesine Metal Iyonlarmin
Etkileri

Protein orneklerindeki metal iyonlarinin analizi 182 kPa arka basing ve akis
hiz1 0,55 L/dakika olacak Sekilde Inductively Coupled Plasma Optical Emission 236
Spectrometry (ICP-OES) Optima 7000 instrument (Perkin Elmer) cihaz1 ile
gerceklesitirildi. Standart ¢ozeltiler yiiksek saflikta MgCl,-6H,0, NiSO4-6H20,
FeCl3-6H,0, ZnCl, ve MnCl,-4H,0 kullanilarak hazirlandi. ICP-OES ornekleri 1slak
parcalama metodu kullanilarak hazirlandi. Ozetle protein &rnekleri bir cam tiip
(Pyrex, 12x104mm) iginde (0,43 mg/ml, 2,5 ml) HNOj3 (%65, 5ml) ve H,0, (%30,
2ml) ile karstirildi. Karigim 1sitma blogunda 65 °C’de 1 saat isitildi. Sonra
parcalanmis 6rnegin hacmi destile su ile 10 ml’ye tamamland1 ve karigim ICP-OES
analizi i¢in kullanildi.

BtADH enzim ¢ozeltisi (1 ml, 0,38 mg/ml) metal iyonlarinin uzaklastirilmasi
icin 10 mM EDTA ile 30 °C’de 30 dakika muamele edildi. EDTA ile muamele edilen
enzim ¢Ozeltisi EDTA’nin uzaklastirilmasi igin PD10 desalting kolondan (GE
Healthcare) gecirildi. BtADH aktivitesine farkli katyonlarin etkileri reaksiyon
karisimina 1, 5, 10, 25 ve 50 mM ZnCl,, MgCl,, MnCl,, CaCl,, NiCl,, FeCl,, FeCl;
CuCl; ve BaCl, ilavesiyle incelendi. Substrat olarak izopropanol kullanildi ve

aktivite Ol¢limlerinde standart protokol uygulandi.
4.2.8. Katalitik Ozelliklerin Belirlenmesi (pH, Sicaklik, Kararhihk)

BtADH’in pH-aktivite profilinin belirlenmesinde hem alkoliin ketona
(oksidasyon) ve ketonun alkole (rediiksiyon) doniisiimiinde substrat olarak sirasiyla
izopropanol ve aseton kullanildi. pH profili belirlenmesinde sitrik asit-sodyum sitrat
(50 mM, pH 5.0-6.0), sodyum fosfat (50 mM, pH 6.0-9.0), Tris-CI (50 mM, pH 8.0-
9.0), glisin-NaOH (50 mM pH 9.0-10.5) ve sodyum fosfat (pKs, 50 mM, pH 11.0-
12.0) tamponlar1 kullanildi. Aktivite degerleri her bir tampon i¢in 0,5 M 2-propanol
veya aseton, 160 ug/ml BtADH ve 1 mM NAD" veya NADH kullanilarak 25 °C’de
belirlendi. Enzim 6rnegi (10 pl) karisima ilave edildi ve 3 dakika daha inkiibasyona
tabi tutuldu. Reaksiyon NAD® veya NADH (20 pl) ilavesiyle baslatildi ve
mikroplaka okuyucuda (SpectraMax Plus384™, Molecular Devices) 340 nm’de 2
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dakikalik reaksiyon siiresince absorbans takip edilerek spektrofotometrik olarak
gbzlendi. Izopropanol i¢cin NADH olusumu veya aseton i¢in NADH tiiketimi
baglangic hizlari, molar extinction coefficient of 6.22 mM ‘cm™ kullanilarak
hesaplanda.

BtADH i sicaklik profili 20-70 °C sicakliklarda aktivite Olgiimii yapilarak
belirlendi. Genel olarak deneyde 0,5 M 2-propanol iceren tampon ¢ozeltisi (1ml)
istenilen sicakliga gelinceye kadar UV-vis spektrometrede bekletildi (reaksiyon
esnasindaki sicaklik UV-vis spektrometrede 1s1 kontrollii su banyosu kullanarak 25
°C sabit tutuldu.). Karistma 10 pl enzim eklendi ve 3 dakika daha inkiibe edildi.
Sonra reaksiyon NAD" ilavesiyle baslatildi ve 340 nm’de 2 dakika spektrofotometrik
olarak takip edildi. Baslangi¢ hizlar1 6nceden agiklandigi Sekilde NADH olusumu
takip edilerek hesaplandi.

Enzimin sicaklik kararlilik deneylerinde, enzim (0,3 mg/ml, 200 pl) 20, 40, 50,
60 ve 70 °C’de 1, 5, 10, 20, 40 ve 60 dakika inkiibe edildi ve buza alinarak
sogutuldu. Biitiin durumlarda enzim aktivitesi standart aktivite Sl¢lim metodu ile

belirlendi.
4.2.9. Enzim Hiz Ol¢iimii ve Kararh Hal Kinetikleri

Alkollerin oksidasyon reaksiyonlart i¢in standart aktivite 6l¢iimii 0,5 mM
NAD" ve 0,1-10 mM substrat iceren 50 mM pH 9,0 Tris-CI tampon ¢6zeltisine (800
ul) 0,371 uM enzim ilave edilerek gerceklestirildi. Benzer Sekilde keton veya
aldehidlerin rediiksiyon reaksiyonlar1 0,1-10 mM substrat, 50 mM pH 7,5 sodyum
fosfat icinde 0,5 mM NADH iceren 800 pl karisima 0,371 uM enzim ilave edilerek
gerceklestirildi. Her iki dlgimde 25 °C’de 10 dakika 340 nm’de spektrofotometrik
olarak kofaktoriin olusumu veya azalmasini takip edilmesiyle belirlendi.

Spesifik aktiviteler (U/mg) bir dakikada her bir miligram enzim tarafindan
(umol min mg_l) verilen sartlarda bir pmol NADH’in olusumu veya kullanimi
olarak belirlendi. 340 nm’deki absorbsiyon coefficient degeri €340 = 6.22 mM *
cm ! ve katalitik olarak aktif enzimin tiim alt birimlerinin protein kiitlesi 38,9 kDa
olarak hesaplamalarda kullanildi. BtADH’m 1-10 karbonlu primer alkollerin
oksidasyonuyla ilgili aldehidlere doniisiimiiniin kararli hal Kkinetikleri, 25 °C’de 340
nm’de spektrofotometrik takibi ile belirlendi. Her bir alkol substratinin DMSO igeren

50 mM Tris-Cl pH 9,0 tamponda 0,1-10 mM stok ¢ozeltilerden 8 seri hazirlandi.
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DMSO’nun maksimum konsantrasyonu %4 (v/v) olarak ayarlandi. Sonra
absorbsiyon coefficient degeri €340 = 6.22 mM ‘cm* kullamlarak primer alkollerin
oksidasyon hizi belirlenmesinde yukarida bahsedilen aktivite Ol¢iim prosediirii
uygulandi. BtADH’1n varligindaki oksidasyon hizi kontrol olarak dikkate alinmadi.
Baglangi¢ hizlarinin tiim degerleri en az 3 kez tekrarlandi ve kararli hal parametreleri
Keat Ve Km (Origin 7, 320 OriginLab, Northampton, 321 MA) nonlinear regression
analiz programi kullanilarak Michaelis-Menten denklemine her bir konsantrasyonda

ortalama degerlerin uyarlanmasiyla belirlendi.
4.3. Deney Sonuglar ve Tartisma

Bakteriyel alkol dehidrogenazlar genellikle kofaktor kullanma ozelliklerine
gdre 3 ana gruba ayrilirlar; (I) NAD(P)", (II) PQQ ve (1II) FAD bagimli. BtADH
alkollerin ilgili aldehid ve ketonlara karsilikli doniisiimii i¢in nikotinamid kofaktorii
kullanmaktadir. Bdylece bu enzime NAD(P)" bagimli enzim denilebilir. Ayrica
NAD(P)" bagimhi ADH’lar biiyiikliiklerine ve metal igeriklerine gore
siiflandirilirlar. Bunlar 1) kisa zincirli ADH’lar (SDR, yaklasik 250 aminoasit). 2)
orta zincirli ADH’lar (MDR, yaklasik 350 aminoasit), 3) demir le aktive olan
ADH’lardir (392-891 aminoasit). Klonladigimiz enzim 345 aminoasit biiytikliigiinde
oldugundan orta zincirli dehidrogenazlar/rediiktazlar olarak karakterize edilebilir.
Dizi uyumlulugu temelinde BtADH’1n filogenetik analizi ¢inko igeren orta zincirli
ADH’lar ile yapildi. Nisbeten iyi karakterize edilen BtADH’ i dizi uyumu ekde
gosterildi.

Homoloji tabanli veritaban1 arastirmasinda Bacillus thurgiensis serovar
israilensis organizmasinda muhtemel alkol dehidrogenaz geni tespit edildi. Bu gen
iriini PCR tabaninda cogaltildi ve pET14b ekspresyon vektoriine basariyla
klonlandi. N ucunda polihistidin bagli (Hise) baglanma bdlgesi i¢eren flizyon protein
{iretimi, E. coli BL21 (DE3) tasiyicist kullanilarak basariyla gerceklestirildi. Istenen
dizideki proteinin biyokimyasal karakterizasyonu protein kiitle spektrometresiyle

beraber SDS-PAGE analiziyle de dogrulandi.
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4.3.1. BtADH Geninin Klonlanmasi

Potansiyel alkol dehidrogenaz geni, bilinen alkol dehidrogenazlarin yardimiyla
BLAST tarama [Altschul et al., 1997] yaparak Bacillus thuringiensis serovar
israelensis (ATCC 35646)’nin genom dizisinden belirlendi. Oligoniikleotid primerler
ADH geninin translasyonel baglangi¢ bdlgesini kapsayan diziden dizayn edildi.
pPET14b vektoriine direk klonlama igin Ndel ve Xhol restriksiyon kesim bolgeleri ile
uyum saglamayacak Sekilde ileri ve geri primerler dizayn edildi. B. thuringiensis
serovar israelensis’ten elde edilen ADH N ucu modifiye olmaksizin 345 aminoasit
rezidiisiine (36,758 Da) ve 5,37 pl degerine sahiptir. Klonlama tirlinii proteini daha
kolay saflastirmak icin 6 tane histidin ilavesiyle amino asit sayist 365’e (38,921 Da)
pl ise 6,27’¢e ylikseldi.

BtADH genine ait PCR (irliniiniin agaroz jel goriintisii Sekil 4.1°de
goriilmektedir. BtADH genine ait PCR iiriinii beklenildigi gibi 1,038 kbp’lik bir bant
vermistir. BtADH geni PCR’la ¢ogaltildiktan sonra klonlama vektorii olarak
kullanilacak olan pET14b plazmid DNA’sinin hazirlanmasi gergeklestirildi. pET14b
plazmid DNA’sina ait agaroz jel goriintiisii Sekil 4.1°de verilmistir. pET14b plazmid
DNAs1 beklenildigi gibi 4.6 kbp’lik bir bant vermistir. Klonlama sonrasi elde edilen
kolonilerden yapilan pET14b-BtADH plazmid izolasyonlar1 ve sonrasinda bu
plazmidlerle birlikte kontrol plazmidi pET14b’nin farkli boyutlarda oldugu Sekil
4.1°de elde edilen agaroz jelde goriilmektedir.

BtADH’1n 345 aminoasitlik protein dizisi asagida verilmistir. Enzimin kaynagi,
kodu ve gen ID no’su ise Alcohol dehydrogenase [Bacillus thuringiensis serovar

israelensis ATCC 35646] 345 aa ZP 00741101.1 GIL:75761106 seklindedir.

4.3.2. BtADH Protein Dizisi

MKAVVVNKNSKANIEVVEKELRPLRSGEALVDVEYCGVCHTDLHVAN
HDFGNTDGRILGHEGVGIVTKIADDVNSLKIGDRVSIAWMFQSCGRCEYCVT
GRETFCREVKNAGYSVDGGMAEQCIVTADYAVKVPEGLDPAQASSITCAGV
TTYKAIKVSDIKPGQPIVIYGCGGLGNLAIQYAKNVFGAKVIAVDINDDKLAL
AKEVGADMTINPISQGPADKIVQEELGGAYAAVVTAVSKVAFNSAVDAVRAC
GKVVAVGLPVETMDLNIPRLVLDGIEVVGSLVGTRKDLEEAFMFGAEGKVVP

VVQTCSLDKVQNVFEEMEQGRIQGRMVIDFKKHNCDCK (4.2)
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BtADH’1n protein dizisi (4.2) de verilmektedir. Daha 6nce belirlenen DNA
dizilerinin veritabani1 taramasinda ¢ok iyi bilinen E.coli’den izole edilen ADH
(ECADH) ile [Karlsson et al., 2003] %68 uyumluluk ve %81 benzerlik ve Bacillus
stearothermophilus strain LLD-R (HtADH)’dan izole edilen ADH da ise %51

uyumluluk ve %70 benzerlik gézlendi.

Bt-ADH-pET-14b

pET-14b

Bt-ADH

Sekil 4.1: BtADH geni PCR {iriinii, pET14b ve BtADH- pET14b plazmid DNA
restriksiyon enzimleri kesimi agaroz jel (9%0.8) goriintiisii.

Sekil 4.1°de (M) Marker, 1) BtADH geni PCR iiriinii, 2) pET14b Xhol tekli
restriksiyon kesimi, 3) pET14b-BtADH EcoRV restriksiyon kesimi, 4) pET14b Xhol
tekli restriksiyon kesimi.

4.3.3. Hiss-BtADH’1n Uretilmesi

Ekspresyon plazmidi (pBtADH) E. Coli BL21 (DE3) hiicrelerine transforme
edildi. Kiigtik degisiklikler yapilan otoindiiksiyon prosediirii (Studier, 2005)]
E.coli’nin rekombinant protein tiretimi i¢in kullanildi. Hiicre ekstrakti SDS-PAGE ile
analiz edildi. Biyiikliigii 38,9 kDa olarak beklenen protein, pBtADH plazmidi i¢eren
E. Coli BL21 (DE3) ekstraksiyonundan coomassie boyali jel ile kolaylikla belirlendi

(Sekil 4.1). Sadece pET14b aktarilan ayni soyun negatif kontroliinde rekombinant
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protein gozlenmedi. Hisg-BtADH metal iyon afinite kromatografi ile saflastirildi. Tek
asama saflagtirma protokoliinde 1 litre kiiltirde SDS-PAGE analizine gore %90
saflikta 80-100 mg protein elde edildi (Sekil 4.2°de 4 ve 5.hatlar)

4.3.4. Protein Kiitle Spektrometresi

BtADH monomerinin (tek yiikli) altbirim molekiiler kiitlesi MALDI-TOF
spektrometre ile 39,221 Da olarak bulundu (Sekil 4.3). Hisg-BtADH’1n aminoasit
dizisinden kiitlesi 38,921 Da hesaplandi. BtADH’1n 6l¢iilen ve hesaplanan kiitlesi
cihazin ¢oziliniirlik kalitesi ve deneysel hatalardan kaynaklanan kiitle farkliliklar

dahilinde kendi aralarinda uyumludur.
4.3.5. Kofaktor Tercihi

BtADH’in piridin niikleotid tercihini belirlemek i¢in kararli hal deneyi 2-
propanoliin  doygun konsantrasyonuyla gergeklestirildi. Pridin niikleotidin
indirgenmesi gozlendi ve Sekil 4.4’te goriildiigii gibi niikleotid konsantrasyonuna
kars1 Kops grafigi ¢izildi. 2- propanoliin NAD bagli oksidasyonu Kcs degeri 282.5+3.4
dak. ™ ve Ky 112+4 uM bulunurken NADP* key 3.26+0.58 dak. ™! ve Ky 766+24 uM
olarak bulundu. NAD™’nin Kea/ Ky degeri NADP* nin degerinden yaklasik 600 Kat
fazla bulundu.

BtADH’1n kofaktdr olarak NADP™ yerine NAD™yi tercih ettigi goriilmektedir.
NAD*/NADP" i¢in katalitik verimlilik oran1 (Kea/Kym) yaklasik 600 kattir. Bu sonug
Bacillus stearothermophilus strain LLD-R (HtADH) [Ceccarelli et al., 2004], E. coli
K-12 (EcADH) [Karlsson et al., 2003], Sulfolobus solfataricus (SSADH) [Esposito et
al., 2002], Horse liver (HIADH) [Eklund, 1983], Bemisia argentifolii (BaKR)
[Banfield et al., 2001], Thermoanaerobacter brockii (TbADH) [Li et al., 1999b] ve
Clostridium beijerinkii (CbADH) [Korkhin et al., 1999] organizmalarindan izole

edilen ADH’larla benzerlik gdsteren niikleotid tercihine sahiptir.
4.3.6. Metal Icerigi ve BIADH Aktivitesine Metal iyonlarinin Etkisi

BtADH’1n metal icerigi ve aktiviteye ¢esitli metal iyonlarmin etkisi belirlendi.

Enzimin orta zincirli olmasi sebebiyle ya demir ya da c¢inko igerecegi
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beklenmekteydi. Ciinkii orta zincirli ADH’lar demir veya ¢inko igermektedir. ICP-
OES analizi saf enzimin her bir alt birimde 1.78 +0.08 mol ¢inko igerdigini gosterdi.
Boylece enzimin her bir monomeri 2 mol ¢inko iyonu i¢cermektedir. Ayrica Sekil
4.5’de ICP-OES ekran goriintiisiinde goriildiigii gibi enzim az miktarda (yaklasik
olarak ¢inkonun %10-15’i kadar) dis kaynaklardan gelen Mg*?, Mn*? ve Fe*? iyonlar
icermektedir.

ICP-OES analizinde enzimin her bir monomerinde iki ¢inko iyonu (katalitik ve
yapisal ¢inko atomlar1) bulunmasina ragmen kii¢iik oranlarda bile ¢inko ilavesi (0,1
mM) aktiviteyi azaltmaktadir. Bu gibi bulgular olduk¢a sasirtict ve tamamen
beklenmeyen bir durumdur. Cinko ilavesinin aktiviteyi azalttigi T. guaymasensis
ADH [Ying, 2011] ve N. pharaonis ADH’da [Cao et al., 2008] rapor edilmistir. Her
iki durumda da inaktivasyon i¢in rasyonel bir agiklama bulunmamaktadir. BtADH 1n

fazla ¢inko ile etkilesiminin aydinlatilmasi ileriki ¢aligmalar i¢in dikkat ¢ekicidir.

M 1 2 3 4 5

66 kDa —

43 kDa —es g - S < Bt-ADH

30 kDa —w

15 kDa —suue

Sekil 4.2: pBtADH plazmidinin aktarildigi E.coli BL21 (DE3) kiiltiiriniin tiim hiicre
ekstraktinin SDS-PAGE analizi.

Sekil 4.2°nin sagindaki ok rekombinant proteinin (BtADH) pozisyonunu
gostermektedir. M) Molekiiler kiitle standartlari (solda molekiiler kiitle olarak
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belirlenmistir.); 1) E.coli BL21 (DE3)-pBtADH’in ¢6ziiniir olmayan fraksiyonu; 2)
E.coli BL21 (DE3)-pBtADH hiicre ekstrakti; 3) hiicre ekstraktinin 10 mM imidazol
ile yitkama fraksiyonu; 4) ve 5) sirasiyla 100 ve 400 mM imidazol ile Ni-afinite
kolondan ayrilan saf Hisg-bagli BtADH

39221.4Da
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Sekil 4.3: Hisg-bagli BtADH’in MALDI-TOF MS analizi.

Sekil 4.3’de tek (M*) ve ¢ift (M”") yiikli monomerler igin oklarla
belirginlestirimis tahmini kiitleler (parantez i¢indeki) ve deneysel olarak belirlenen
kiitleler gosterilmistir. Tek yiikii monomer i¢in kiitle 39,221 Da olarak bulundu.

ICP-OES analizi BtADH’in smiflandirmasinda belirleyici olmustur. Enzimin
her bir monomerinde yaklasik iki ¢inko (II) iyonunun bulunmasi BtADH’1n kataliz
icin nikotinamid kofaktorii kullanan ¢inko igeren MDR alt familyasina ait oldugunu
diistindiirmektedir. Eger iki ¢inko iyonu varsa MDR iiyeleri her bir alt birimde 0, 1
veya 2 Zn*? iyonuna sahip oldugu rapor edilmistir [Hedlund et al., 2010]; bir Zn*?
iyonu katalitik bolgede bulunmaktadir (katalitik ¢inko olarak bilinir), digeri ise
yapiy1 kararli hale getiren loop bolgesine yerlesmistir (yapisal ¢inko olarak bilinir).

Cinko ve koenzim tercihi arasinda bir uyum oldugu rapor edilmistir [Hedlund et al.,
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2010]. iki ¢inko iceren MDR familyasmin ¢ogu kofaktdr olarak NAD™1 tercih
etmektedir ve genellikle dehidrogenaz olarak aktivite gosterirler. BtADH’in bu
korelasyon disinda tutulamayacagi asikardir. Iki ¢inko iyonuna sahip olmasi ve
kofaktor olarak NAD™1 tercih etmesi BtADH’mn diger MDR familyasi enzimleriyle
uyumlu oldugunu gostermektedir [Eklund and Ramaswamy, 2008]. Ayrica NADP
bagimli enzimler substrat olarak sekonder alkolleri tercih ederken NAD" spesifik
enzimler primer alkolleri tercih etmektedirler. Bu sebeple BtADH’de primer alkolleri
tercih etmektedir. Enzim aktivitesine degisik katyonlarin etkisi incelendi. Metal
iyonlarinin uzaklastirilmasi i¢in BtADH enzim ¢6zeltisi 10 mM EDTA ile muamele
edildi. Standart dl¢iim prosediirii kullanilarak BtADH aktivitesine Zn*2, Mn*?, Mg*?,
Ni*? ve Ca™ iceren farkli metal katyonlarmin etkisi belirlendi. Tablo 4.1°de
goriildigii gibi Mn*?, Mg*?, Ca*™ Co*? ve Cu* gibi iki yiiklii katyonlar aktiviteyi
dikkate deger bir Sekilde (%80-90) ve Ni*? az bir oranda (%20) azaltirken Ba*? az bir
oranda (%20) artirdi. 1 mM Zn*? ilavesinde ciddi bir Sekilde enzim aktivitesinin
azalmasi (%90 inhibisyon) beklenmedik bir durumdu. Zn*? konsantrasyonu 0-1 mM
aras1 0,1 mM artirilarak incelendiginde aktivitenin %11-100 oraninda azaldig:
gozlendi. En yiiksek aktivite 0,1 mM Zn*? konsantrasyonunda %86 olarak gézlendi
(%14 inhibisyon). 10 mM Zn*? ilavesiyle enzim tamamen inhibe edildi ve sadece
%3’liik bir aktivite dlgiildii.
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Sekil 4.4: BtADH tarafindan katalizlenen 2-propanoliin NAD" ve NADP" bagli
reaksiyonlar1 icin Michaelis-Menten grafigi.
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Sekil 4.4’de aktiviteler 25 °C’de pH 9,0°da Tris-Cl tamponda (50 mM, pH 9.0)
doygun substrat konsantrasyonunda (500 mM) o6l¢iildii. Her bir nokta ti¢ 6lgtimiin

ortalamasidir.
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Sekil 4.5: BtADH’1n metal igeriginin ICP-EQS ile belirlenmesi.

Sekil 4.5°de BtADH’in ICP-OES cihazi ile metal igerigi belirlenmesi ekran
goriintiisii verilmektedir. Baslangigtaki kalibrasyon sonrasi Ni*? (0,008 mg/L), Zn*?
(0,316 mg/L), Mg*? (mg/L), Mn*? (0,009 mg/L) ve Fe*? (0,253 mg/L) olarak tespit
edildi.
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Tablo 4.1: BtADH aktivitesine farkli metal iyonlarinin etkisi (EDTA ilaveli)

Metal iyon 1mM 5mM 10mM
- 100 100 100
Zn*? 9,142,7 9,4+1,1 0
Mg* 8,6+1,4 15,3+3,1 94,2+3,7
Ca™ 14437 4,1%0,2 0
Co™ 5,542,3 34,241 34,9+18
Ni* 80,740,74 | 10,7+1,2 9,142
Ba*’ 121,5¢8,5 | 81,7#0,5 | 91,65,30
Cu* 6,6%0,6 8,6+0,7 22,443,3
Mn*? 12,9+4,7 54,7+9,9 | 216,6+40,5
K* 4,4+2,6 4,8+0,3 13,146,6
EDTA 56,8+0,75 | 41,8+1,94 0

Tablo 4.1°deki aktivite deneyleri BtADH aktivitesini tamamen inhibe eden 10
mM EDTA ve metal iyonlarinin 30 dakika 25 °C'de muamele edildikten sonra 2-
propanol ve NAD" ilavesiyle reaksiyon gergeklestirildi.

4.3.7. Katalitik Ozelliklerin Belirlenmesi

BtADH aktivitesine pH etkisi pH 5-12 araliklarinda aseton ve izopropanol
kullanilarak sirasiyla keton indirgenmesi ve alkol yiikseltgenmesi yoOnlerindeki
enzimatik aktivitenin takip edilmesiyle incelendi. Oksidasyon reaksiyonlari i¢in Sekil
4.6’da goruldigi gibi pH aktivite profilinde pH 6.0-8.5 arasinda yiiksek spesifik
aktivite gozlenirken pH 7,5 da maksimum aktivite goriildii. Bu pH araliklarinin
disinda aktivite ciddi oranda azaldi. Indirgenme reaksiyonlar1 icin Sekil 4.7°de
goriildiigii gibi pH aktivite profilinde pH 9,0-11,0 arasinda aktivite gézlenirken pH

7,0 nin altinda ve pH 12,0’nin istiinde aktivite ciddi oranda azaldi. Enzimin pH
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kararlilik ¢alismasinda BtADH’1n pH 5.5-11.5 arasinda 25 °C’de 20 dakika muamele
edildiginde %80 oksidasyon aktivitesini koruyarak oldukga stabil oldugu gézlendi.

BtADH’in optimum pH ve kararlilik deneylerinde maksimum aktivite igin
optimum pH 9.0 olarak bulundu. pH 8.5-10.5 arasinda %78 oraninda maksimum
aktivitesini korudu. BtADH pH-7.0-11.5 arasinda 20 °C’de yiiksek pH kararliliginda
oldugu gozlendi (Sekil 4.8).

BtADH aktivitesine sicaklik etkisi 5-45 °C araliginda incelendi. Aktivite
sicaklik profili deneysel sartlar altinda 2-propanoliin oksidasyonu i¢in maksimum
aktivitenin 30 °C civarinda oldugu gozlendi (Sekil 4.9). BtADH’in maksimum
aktiviteyi 25 °C’de gosterdi. BtADH’1n 15 °C’de bile %61oraninda aktivitesi oldugu
goriildii. BtADH aktivitesinde sicaklik optimizasyonu deneyinde optimum sicaklik
25 °C olarak bulundu. Enzim 20-30 °C arasindsa %90 ve iizeri aktivite gosterirken
40 °C’nin lizerinde aktivitesini tamamen kaybetmektedir.

Ek olarak BtADH’in kinetik stabilitesi 50, 60 ve 70 °C’deki yar1 omrii
Olciilerek incelendi. Kalan aktivite 25 °C’de standart hiz dl¢limii ile gerceklestirildi
ve bu da hiz sicaklik muamelesi yapilmayan aktiviteyle oranlandi. BtADH’n yar1
omri 50 °C i¢in 60 dakika civarinda bulundu 60 °C i¢in 10 dakika ve 70 °C igin 3
dakika olarak bulundu (Sekil 4.10). Sonuglar BtADH’in 50 °C sicaklikda
inkiibasyonunda olduk¢a kararlioldugunu gosterdi. Enzim ¢ozeltisine 0,1 mM Zn**
ilavesi 40 °C’de 20 dakika inkiibasyon i¢in yaklasik % 8 stabiliteyi artirdigi gézlendi.

BtADH sicaklik kararliligi deneyinde enzim 20 °C’de 60 dakika inkiibasyonda
%97 oraninda aktivitesini muhafaza etmektedir. 40 °C’de 60 dakika inkiibasyonda ise
kalan aktivite %62 ler seviyesinde olmaktadir.

Alkol, keton ve aldehidlerin igerisinde oldugu birkag substratin ya oksidasyon
veya rediiksiyon enzim hiz 6l¢limii ilging bulgularla sonuclanmistir. BtADH’a en
yakin ADH olarak bulunan E.coli’den elde edilen ADH (ECADH) ile ilgili uzun bir
siire boyunca sadece dizi, yapi, kofaktdr ve metal baglama gibi birkac 6zelligi rapor
edilmistir [Karlsson et al., 2003]. Ama etanol bagimli furfuralin indirgenmesini
iceren [Li et al., 2011] rapor hari¢ enzimin biyokimyasal karakterizasyonu ile ilgili
neredeyse herhangi bir bilgi bulunmamaktadir. Boylece NAD® bagli mezofilik
enzimin sicaklik, pH, metal iyon bagimlilig1 ve substrat spesifitesi ile ilgili bilgi
biyoteknolojik uygulamalar ve ADH arastirmasi yapanlar i¢in 6nemli bir katki

saglayacaktir.
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Bu ¢alismadaki saf enzim primer alkollerin oksidasyonu i¢in pH 9.0°da, keton
rediiksiyonu icinde pH 7.5’da maksimum aktiviteyi gostermektedir. Biz pH’in
BtADH aktivitesine doniisiimlii veya e8er oluyorsa geri donilislimsiiz etkilerini de
inceledik. Enzim pH 6,0 ve 11,0 arasinda oldukga kararlidir. Bu 6zellikle enzimin
ilgili biyoteknolojik uygulamalarda kullanilabilecegini gostermektedir.

BtADH’1in dikkate deger kinetik degerlerle aldehidleri, ketonlar1 ve kisa
zincirden orta zincirli primer alkolle kadar genis substrat spesifitesi oldugu gosterildi.

Bu oksidasyon rediiksiyon reaksiyon tipleri organik kimya sentezinde siklikla

kullanilmaktadir.
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Sekil 4.6: BtADH 1n aseton kullanarak oksidasyon reaksiyonlarinin Aktivite—-pH
profili.
Sekil 4.6’da ki profiller sitrik asit-sodyum sitrat (50 mM, pH 5,0-6,0), sodyum
fosfat (50 mM, pH 6,0-8,0), Tris-CL (50 mM, pH 8,0-9,0), glisin-NaOH (pH 9,0-
10,5) ve sodyum fosfat (pK3, 50 mM, pH 11,0-12,0) tampon ¢ozeltileri kullanilarak

belirlendi. Her bir nokta ii¢ 6l¢timiin ortalamasidir.
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Sekil 4.7: BtADH’1n izopropanol kullanarak rediiksiyon reaksiyonlarinin Aktivite—
pH profili.
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-
—
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Sekil 4.8: BtADH’1n izopropanol kullanarak rediiksiyon reaksiyonlarinin pH -
kararlilik (@) ve pH -aktivite (o) profili.

Sekil 4.7°de ki profiller sitrik asit-sodyum sitrat (50 mM, pH 5,0-6,0), sodyum
fosfat (50 mM, pH 6,0-8,0), Tris-CL (50 mM, pH 8,0-9,0), glisin-NaOH (pH 9,0-
10,5) ve sodyum fosfat (pK3, 50 mM, pH 11,0-12,0) tampon ¢ozeltileri kullanilarak

belirlendi. Her bir nokta ii¢ 6l¢timiin ortalamasidir.
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Sekil 4.8°de ki profiller sitrik asit-sodyum sitrat (50 mM, pH 5,0-6,0), sodyum
fosfat (50 mM, pH 6,0-8,0), Tris-CL (50 mM, pH 8,0-9,0), glisin-NaOH (pH 9,0-
10,5) ve sodyum fosfat (pK3, 50 mM, pH 11,0-12,0) tampon ¢ozeltileri kullanilarak

belirlendi. Her bir nokta ii¢ 6l¢iimiin ortalamasidir.
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Sekil 4.9: BtADH’1n katalizledigi 2-propanol oksidasyonunun aktivite-sicaklik
profili. Her bir nokta ii¢ 6l¢timiin ortalamasidir.

Sekil 4.9’daki aktiviteler 25 °C’de pH 9,0°da Tris-Cl tamponunda doygun
substrat konsantrasyonunda 6l¢iildii.

Sekil 4.10°da enzim 50 mM Tris-CL (pH 7,5) iginde 0,3 mg/ml
konsantrasyonda olacak sekilde seyreltildi ve 1, 5, 10, 20, 40, ve 60 dakika 20 °C
(A), 40 °C (@), 50 °C (*), 60 °C (#) ve 70 °C (m) sicakliklarda muamele edildi. Kalan
aktivite 2-propanol kullanilarak 25 °C’de belirlendi. Kiyaslama yapmak i¢in 6n 1s1

muamelesiz aktivite yiizdesi de belirtildi. Her bir nokta {i¢ 6l¢limiin ortalamasidir.
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Sekil 4.10: BtADH 1n sicaklik kararliligi

4.3.8. Substrat Spesifitesi

Enzimin substrat spesifitesinin belirlenmesi igin alkol, aldehid ve ketonlar
kullanilarak BtADH’in aktivite olglimleri yapildi. Aktivite goriilen substratlar ile
kararli hal kinetigi yapilarak Kear, Km degerleri hesaplanarak bagil aktiviteler (%)
hesaplanda.

BtADH’in degisik alkollerin oksidasyonuna ait kinetik degerlerin
karsilastirmasi Tablo 4.3’de verilmistir. Tablo 4.3’de goriildigii gibi BtADH 1-
dekanole kadar primer alkoller, sekonder alkollerden 2-propanol ve 2-nonanol,
diollerden 1,3 propandiol ve 1,6 hekzandiol ve halkasal yapidaki benzil alkol ile de
aktivite gostermektedir. BtADH substrat olarak gliserol, tersiyer alkollerden tert
amilalkol ve tert biitanol, farmosétik ve ticari 6nemi olan 1-fenil 2-propanol ile
yapilan deneylerde aktivite gostermedi.

BtADH’1in degisik aldehid bilesikleri rediiksiyonu deneyleri yapildi.
Aldehidlerin kinetik degerleri Tablo 4.2°de verilmistir. Substrat segiciligi igin
aldehid bilesiklerinden formaldehid, 4-bromobenzaldehid ve salisil aldehid’de

aktivite gostermezken, asetaldehid ve benzaldehid bilesiklerinde aktivite gdsterdi.
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BtADH’1in degisik ketonlarla rediiksiyonu igin 18 ¢esit substrat denendi.

Bunlardan 5 tanesinde aktivite gozlenirken diger 13 tanesinde aktivite gdzlenmedi.

Aktivite gozlenen keton bilesikleri Tablo 4.4’de goriildiigii gibi aseton, etil metil

keton, metil propil keton, siklopentanon ve 2,3 biitandion’dur. Benzen halkasina

sahip degisik substratlar denenmesine ragmen hicbirinde aktivite gozlenmedi.

BtADH’1n laboratuvardaki alkol, aldehid ve keton bilesikleriyle toplam 43 substrat

denendi ve bunlardan 21 tanesinde aktivite go6zlenirken digerlerinde aktivite

gozlenmedi. Bu sonuglarla klonlanan BtADH alkol, aldehid ve keton substratlariyla

aktivite gostermektedir. Aktivite gozlenen substratlarin kinetik ¢alismalari igin kararli

hal grafigi c¢izildi ve bunlar1 kinetik sabitleri olan Ky, Keat Ve Kea/Knm degerleri

belirlendi. Alkol keton ve aldehid bilesikleri i¢in kinetik degerleri belirlendi. Ayrica

asagida aktivite gozlenen tiim substratlarin kararli hal Sekilleri tezin sonundaki ekler

kisminda verildi.

Tablo 4.2: BtADH 1n degisik aldehid rediiksiyonu kinetik degerleri.

Substrat (rfk”m (dI;cI:.t'l) (mll\(/lcﬁg;m.'l)
1 |Asetaldehid 6,51 +0,45 507,23 +21,45 77,9
2 |Benzaldehid 3,97 0,69 130,46 £15,56 32,9
3 |Formaldehid 0 0 0
4 | 4-Bromobenzaldehid 0 0 0
5 |Salisilaldehid 0 0 0
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Tablo 4.3: BtADH’1n degisik alkollerin oksidasyonu kinetik degerleri.

ki k keat/K
ubstrat (v (dak.?) (ml\ﬁ{:lahl/lc'l)

1 | Etanol 2,82 10,61 35,16 £3,17 12,5
2 | 1-Propanol 0,98 +0,03 29,07 £2,54 29,4
3 | 1-Bitanol 1,53 +0,47 32,44 £2,32 21,1
4 |1-Pentanol 3,55 +0,8 24,29 +2,31 6,8
5 |1-Hekzanol 3,07 +0,91 13,86 1,71 45
6 |1-Heptanol 2,69 £0,81 20,40 42,21 7,6
7 | 1-Oktanol 0,19 +0,02 11,87 +0,86 60,7
8 |1-Nonanol 0,16 +0,019 9,47 +0,36 59,1875
9 |1-Dekanol 0,38 0,012 10,36 +0,28 26,97
10 |2-Propanol 4,85 +0,96 59,04 15,33 12,2
11 |2-Nonanol 0,035 10,002 37,78 £0,40 1065,1
12 |1,3 Propandiol 547 1,4 12,81 +0,57 2,34
13 | 1.6 Hekzandiol 3,33 £0,09 12,18 +0,67 3,65
14 | Benzil alkol 19,41 +4,36 3,23 40,6 0,16
15 | Metanol 0 0 0
16 |Gliserol 0 0 0
17 | Tert-amil alkol 0 0 0
18 | Tert- Biitanol 0 0 0
19 |1-Fenil 2-propanol 0 0 0




4.3.9. Primer Alkollerin Oksidasyonunun Kinetik Calismalari

BtADH’in primer alkol oksidasyonu standart aktivite oOlglim sartlarinda
gerceklestirildi. BtADH’in  katalizledigi primer alkollerin (2-10 karbonlu)
oksidasyonlar1 Michaelis-Menten kinetiklerine uymaktadir. Olgiilen kinetik
caligmalardaki sartlar altinda higbir substrat inhibisyonu gézlenmemistir. Biitiin
kinetik datalar Tablo 4.2, Tablo 4.3 ve Tablo 4.4’de verilen kca Ve Ky kararli hal
kinetik parametreleri Michaelis-Menten denkleminde lineer olmayan regresyonu ile
hesaplandi.

Sinirli  substrat  ¢Oziintirliigli  sebebiyle 1-dekanoliin  yiiksek substrat
konsantrasyonuna ulasilamadi. Rapor edilen aktivite degeri bu substratin 1 mM
konsantrasyondaki hesaplanan degeridir. Etanol ve propanol test edilen primer
alkoller arasinda en yiiksek aktiviteyi gosterdi. Substrat ¢oziiniirliiglinlin sinirlamasi
sebebiyle 10 karbonlu substratta gozlenen aktivitede dikkate deger orandadir. 1-
nonanoliin Key degeri diger substratlar arasinda en diisiik olmasina ragmen katalitik
verimlilik bakimindan 1-propanol ve 1-nonanol’{in en iyi substrat oldugu bulundu.

BtADH primer alkollerin 2-10 karbonu iyelerinde secicilik yaptig
goriilmektedir. BtADH 1n dértlii kompleks yapisinda kofaktdr NAD" ile birlikte aktif
merkezde primer alkollerin 2-10 karbonlu olanlarmin yer alabildigi goriilmektedir.
Benzer yorum ters reaksiyonlarda enzimin aktif merkezinde kofaktoriin indirgenmis
formu ile beraber 2-10 karbonlu aldehidlerin yer alabilecegini gostermektedir.
BtADH’1n ¢ok iyi bilinen ADH’lardan olan maya ADH’1 (YADH) [Ganzhorn et al.,
1987] ve at karacigeri ADH’1 (HIADH) [Dalziel, 1962] ile karsilastirmali kinetik
parametereleri Tablo 4.5’de gosterilmistir. BIADH 1n iyi bilinen ADH’lar ile kinetik
degerlerinin karsilagtirilmalar1 reaksiyonlarin farkli sartlarda yapilmasindan dolay:
¢ok zor oldugunu da belirtmek gerekir. Bununla birlikte maya ADH ve BtADH

kiigiik zincirli substratlarda benzer tercihler gostermektedir.
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Tablo 4.4: BtADH’1n degisik ketonlarin rediiksiyonu kinetik degerleri.

Substrat (r111<’;\AA) (dgclf.t'l) (mll\(zﬁ/dlg\l/l(fl)

1 |Aseton 0,149 +0,033 |346,38 +43,29 2329,6
2 | Etil Metil keton 90,36 £5,93 |280,54 +13,73 3,1

3 | Metil Propil keton 15,06 +0,88 314,92 £7,07 20,7
4 |Siklopentanon 9,77 £2,07 11,14 £0,26 1,1

5 |2,3 bitandion 157,63 £7,93 | 487,92 +38,06 3,1

6 |Siklohekzanon 0 0 0

7 |izobditil Metil keton 0 0 0

8 | Asetofenon 0 0 0

9 |2-Metilasetofenon 0 0 0
10 |3-Metilasetofenon 0 0 0
11 |2-Bromoasetofenon 0 0 0
12 | Propiofenon 0 0 0
13 |Benzoilaseton 0 0 0
14 | 4-Etoksiasetofenon 0 0 0

Cok kiymetli uzun zincirli alkol dehidrogenazlar elde edilmesi zor ve bunlarla
ilgili c¢alismalar ¢ok az bulunmaktadir. Boylece uzun zincirli primer alkollerin
oksidasyonun da BtADH’in dikkate deger bir potansiyel oldugu goriilmektedir.
Ornegin yeni bir ¢alismada [Cea et al., 2009] basit alkollere kars: substrat spesifitesi
oldugu bilinen at karacigeri alkol dehidrogenazi (HIADH) dokasonal (C22) ve
tetrakosanal (C24) iceren uzun zincirli alifatik alkollerin oksidasyonunda immobilize
formunun kullanildig1 gosterilmektedir. BtADH dimetil keton (aseton), etil metil
keton, metil propil ketonun ilgili sekonder alkollere doniisiimiinii katalizlemektedir.

Yiiksek enantioselektivite ile ketonlarin sekonder alkollere doniiserek 6nemli ince
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kimyasallarin ve ara bilesiklerin [Matsuda et al., 2009] elde edildigi asimetrik sentez

reaksiyonlarinda alkol dehidrogenazlar kullanildigindan bu ¢ok énemli bir 6zelliktir.
4.3.10. BtADH Aktivitesine DMSO Etkisi

BtADH aktivitesine DMSO etkisini incelemek i¢in reaksiyon ortamina %50
oranina kadar DMSO ilave edildi. Sekil 4.11’de goriildigi gibi %5 konsantrasyon da
bile enzim aktivitesi %50 oraninda azalmaktadir. Buda bize organik ¢oziicii olarak

DMSO’nun kullaniminin uygun olmadigini1 géstermektedir.
4.3.11. BtADH’1n Subunitlerinin (Altbirimleri) Belirlenmesi

BtADH’1n subunit igeriklerinin belirlenmesi i¢in native jel deneyi yapildi. Bu
deney i¢in agirliklart bilinen 6zel markerlar kullanildi. Deney cok tekrarlanmasina
ragmen Sekil 4.12°de gorildigi gibi subunit i¢erikleri jelden belirlenemedi.

Dizi-yapi-fonksiyon iliskisini anlamak i¢in mdrl’den mdr29’a kadar
gruplanmakta olan 42 protein bilgisi ile birlikte 2684 dizi iceren MDR lerin bilgi
bankast (4) kullanildi. Databank arastirmast BtADH’in mdr2 alt familyasinda
oldugunu gostermektedir ‘2’ alt familya numarasim1i vermektedir. Kisa QSDL
(kuarterner yap1 belirleyici loop) ve katalitik ¢inko bu alt familyanin iki genel
ozelligidir. Ayrica heniiz deneysel olarak dogrulanmamasina ragmen kisa QSDL’ye
sahip olmas1 BtADH’m biiyiik bir olasilikla tetramerik yapida oldugunu belirler
[Eklund and Ramaswamy, 2008]. Cogu MDR’lerin dimer veya tetramer olarak aktif
olduklart bilinmektedir. Bunun yaninda mevcut kristal yap1 [Karlsson et al., 2003]
kullanilarak E.coli ADH (EcADH) ile elde edilen yiiksek benzerlik orani (%68
uyumluluk, %81 benzerlik) BtADH’in biiyiik bir olasilikla kuarterner yapi olarak
Sekillendigi diistiniilmektedir [EKlund and Ramaswamy, 2008].

4.3.12. BtADH Aktivitesine Iyonik Direng¢ (Strenght) Etkisinin

Belirlenmesi

Sekil 4.13’de ki BtADH aktivitesine tamponun iyonik direng etkisi grafiginde
50 mM’a kadar konsantrasyonda (~ %25) aktivite artis1 sagladig1 fakat 50 mM’dan

400 mM’a kadar aktivite degerlerinde bir degisiklik goriilmedi. Bu deney sonucuyla
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yiiksek tuz konsantrasyonu BtADH aktivitesi lizerinde olumlu veya olumsuz bir etki
gostermediginden aktivite reaksiyonlarinda tampon ¢dzelti konsantrasyonu 50 mM
olarak ayarlandi.

BtADH enzimi NADH kullanimi ile asetonun izopropanole doniistimiini
gerceklestirmektedir. Ters reaksiyonda (izopropanoliin asetona doniisiimii) BtADH 1n
NADH iiretimi ile katalizlenmektedir. Cogu 6nemli reaksiyonlar icin diger NAD"
bagli oksidorediiktazlarin indirgenmis kofaktér (NADH) kullanmasi sebebiyle bu
Ozellik c¢ok kullanighh olmaktadir. Biiyilk 06lg¢ekli sentez reaksiyonlarinda
oksidorediiktazlarin kullanilmasi i¢in ortamda kofaktdr gereksinimi oldugundan
BtADH izopropanol ile NADH rejenerasyonunu saglayacak potansiyele sahiptir.
Oksidorediiktazlar tarafindan katalizlenen reaksiyonda aldehidlerin birincil alkollere
ketonlarinda ikincil alkollere indirgenmesinde gerekli olan NADH’in basit alkollerin
(etanol, izopropanol) oksidasyonuyla elde edilerek rejenerasyon uygulamalarinda
Oonemli bir potansiyele sahiptir. Bu reaksiyonda bir mol basit alkol tiiketilerek
(oksidasyon) katalitik olarak fonksiyon gosteren NADH ve bir mol de yiiksek
degerlikli bir alkol sentezlenmektedir. Bunun gibi rejenerasyon sistemlerindeki hizlar
dongiisel sistemlerde yer almasina gerek olmayan NADH’m ADH tarafindan
bozulmasi ve reaksiyonda hiz sinirlayict asama olmasi sebebiyle siradan yontemlere

gore daha fazla olmaktadir.

Tablo 4.5: BtADH’1in maya ADH (YADH) ve at karaciger ADH (HLADH) kinetik

degerleri.
YADH? HIADH" BtADH®

kcat KM kcat/KM kcat KM kcat/KM kcat KM kcat/KM
substratlar | a1 oy | smv) | s | mm) | smm) | ) | (mM) | (stmm )
Etanol 340 17 20.00 60 ng. 9.73 | 3.17 3.07
1-Propanol | 120 27 4.44 8.89 | 1.19 7.45
1-Bitanol 51 55 0.93 46 ng 7.97 | 1.63 4.89
1-Pentanol | 29 37 0.78 5.68 | 3.23 1.75
1-Hekzanol | 16 9.5 1.68 3.20 | 2.15 1.45
2-propanol | nd nd nd 0.58 | 9.0 0.06 0.98 | 4.85 0.20
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Tablo 4.5°de YADH? [Ying and Ma, 2011]; HIADH" [Cao et al., 2008];
[Ganzhorn et al., 1987]; BtADH® (bu ¢alisma); nd belirlenmedi; ng verilmedi.
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Sekil 4.11: BtADH’1n 2-propanol oksidasyonu aktivitesine DMSO’nun etkisi.

kDa M 1 2
669 —

443 —

Sekil 4.12: BtADH 1n Native Gel goriintiisii.

Sekil 4.12°da M) Marker, 1) 10 ug ADH, 2) 20 ug ADH’1n jel goriintiisiidiir.
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Sekil 4.13: BtADH’1n aktivitesine tamponun iyonik direng etkisi.

[laveten yardimci substrat (izopropanol) kullanilmasi hidrofobik dogada olan
substratlarin ¢oziiniirlilk problemlerinin asilmasinda yardimci olabilecek solvent
olarak goérev yapabilir. Bu noktada baz1 alkol dehidrogenazlar yiiksek
konsantrasyonlu yardimci substratlarla daha fazla aktivite gosterdigi belirtilmistir
[Stampfer et al., 2002a], [Stampfer et al., 2002b]. Kinetik veriler BtADH in farkli
substrat spesifitesine sahip NAD" bagimli oksidorediiktaz oldugunu gostermektedir.
Cesitli substratlara kars1 BtADH’in katalitik aktivitesi incelendiginde oksidasyon
reaksiyonunda metanol haricindeki primer alkolleri okside edebildigi goriilmektedir.
Ayrica yukarida bahsedildigi gibi sekonder alkollerle de aktivite gostermektedir.
BtADH’in birincil alkollerin kararli hal kinetik degerleri Tablo 4.3 de
gosterilmektedir. Indirgenmis nikotinamid kofaktdriinii olsturmada aldehid veya
ketonlarin BtADH tarafinda muhtemel oksidasyonunun fizyolojik fonksiyonlarininda
olabilecegi bu reaksiyonda, kofaktoér ve substrat icin yiiksek ilgi ve oksidasyon
reaksiyonlar1 igin yiiksek katalitik verimlilige sahip oldugunu kinetik veriler
gostermektedir.

Sonu¢ olarak ADH’lar c¢esitli alkol substratlariyla redoks reaksiyonlarini
katalizleyen, insanlarda ve ¢ogu organizmalarda bulunan degerli enzimlerdir.
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Oksidasyon/rediiksiyon reaksiyonlarini gerceklestiren basit kimyasal doniisiimlerde
kullanilirlar. Bu ¢alismada Bacillus  thuringiensis  serovar israelensis
organizmasindan yeni bir alkol dehidrogenaz enzimini klonlanip karakterize edildi.
Bu enzim hem mezofilik hem de termofilik [Ceccarelli et al., 2004] ADH’larla
yiksek dizi benzerligi gostermektedir. Biyokimyasal olarak karakterize edilen
BtADH primer alkoller i¢in dikkate deger kinetik degerlere sahiptir. BtADH, etkili
kofaktor rejenerasyonu calismalari ve ince kimyasallarin sentezinin oldugu
biyoteknolojik uygulamalarda yeni bir enzim olarak sicaklik stabilite kaynagi,
substrat spesifitesi ve kofaktor tercihini igeren enzimlerin dizi-fonksiyon iligkisi
calismasi ile ilgili dnemli bir konu saglamaktadir.

Bacillus thuringiensis serovar israelensis organizmasindan klonlanan alkol
dehidrogenaz enziminin karakterizasyon calismalar1 tamamlandi. Karakterizasyon
calismalarinda enzimin optimum pH ve sicaklik sartlartyla beraber kararlilik
deneyleride yapildi. BtADH aktivitesine metal iyonlarinin etkisi incelendi. BtADH’in
metal igerigi ICP-EOS cihaz1 ile ¢inko olarak belirlendi. MALDI-TOF ile kiitle

spektrometresi alindi. Enzim aktivitesine DMSO etkisi incelendi.
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5. CmFDH ve BtADH’IN IMMOBILIZASYONU

5.1. GIRIS

Enzimlerin endistriyel uygulamalarda kullanimi son yillarda giderek
artmaktadir. Biyokatalist olarak enzimler kimyasal katalizorlere gore reaksiyonlara
spesifik olmalari, daha ilimli sartlarda calisabilme ve ¢evre dostu olma gibi
Ozellikleri sebebiyle tercih edilmektedir. Genellikle enzimler endistriyel
uygulamalarda protein miihendisligi yapilarak modifiye edilme ve reaktor
uygulamalarinda immobilize edilerek tekrar tekrar kullanilip reaksiyondan saf {iriin
elde edilmesinde gorev almaktadir. Endiistride reaktor uygulamalarinda kofaktor
regeneasyonu i¢in format dehidrogenaz enzimi ¢ok kullanilmaktadir [Wandrey,
2004].

NAD" spesifik format dehidrogenaz (EC 1.2.1.2, FDH) format anyonunun
karbondiokside oksidasyonunu katalizler. FDH, substrat maliyetinin diisiik olmasi,
reaksiyon iriiniiniin uguculugu sebebiyle kolaylikla uzaklastirilmasi ve biyolojik
olarak aktif bilesiklerin sentezinde indirgenmis koenzimlerin rejenerasyonu igin
[Hummel and Kula, 1989], [Hummel, 1999] katalist olarak dikkate deger ticari
Ooneme sahiptir.

NAD" bagimli format dehidrogenazlar dogada birgok organizmada
bulunmaktadir. FDH enzimleri bakteri ( Pseudomonas sp. 101, [Tishkov et al.,
1993]), maya (Candida methylica, [Allen and Holbrook, 1995] ), mantar (Aspergillus
nudilans, [Saleeba et al., 1992]), bitki (barley, [Suzuki et al., 1998]), memeli (fare,
(GeneBank Accession AA681620)) ve insanlardan (GeneBank Accession N75707)
izole edilmistir. Biitiin format dehidrogenazlar benzer kinetik 6zelliklere sahiptirler.
Fakat bakteriyel FDH’lar diger enzimlere gére daha kararhdirlar. Ornegin
Pseudomonas sp. 101 +4 °C’de 12 ay hi¢bir aktivite kaybi olmaksizin depolanirken
C. Boidinii’den elde edilen FDH ayni sartlarda 2 haftada % 50 aktivitesini
kaybetmektedir. Bu tezde immobilize ettigimiz CmFDH enzimi maya kokenli
oldugundan dolay1 bakteriyel kdkenli olanlara goére kararliligi daha az olmaktadir.

FDH’1n aktivite verimliliginin artirilmasi, kararlilik ve depolama 6zelliklerinin
artirilmast  i¢cin  degisik yontemler kullanilarak immobilize edilmistir. FDH

immobilizasyonunda kovalent, tutuklama, ¢apraz baglama, adsorbsiyon gibi birgok
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teknik kullanilmistir. Immobilizasyon matriksleri glioksil agaroz [Guisin, 1988],
epoksi matriksler [Mateo et al., 2002], [Mateo, Torres et al., 2003] veya adsorbe
enzimlerin ve aminlenmis matrikslerin [Lopez-Gallego et al. 2005], [Lopez-Gallego
et al. 2005], [Betancor et al., 2006] capraz bagli immobilizasyonu ve ¢ok nokta
kovalent baglama ile gergeklestirilen yiiksek kararliliga sahip protokollerle
yapilmistir. Bu tezde calistigimiz CmFDH daha once hi¢bir matrikse immobilize
edilmemistir.

Eupergit, endiistriyel biyotransformasyonlar i¢in biyokatalistlerin tonlarca
miktarda hazirlandig1 popiiler bir rezindir [Katchalski-Katzir and Kraemer, 2000].
Genis oranda farkli enzimlerle uyumlulugu sebebiyle endiistriyel ve akademik
arastirmada enzimlerin immobilizasyonu i¢in siklikla kullanilmaktadir. Eupergit C
bir¢ok arastirmaci tarafindan c¢esitli enzimlerin immobilizasyonunda tasiyici matriks
olarak kullanilmakta ve bu matriksin ¢ok kararl, iyi kimyasal ve mekanik 6zelliklere
(basit immobilizasyon prosediirii, yiiksek baglanma kapasitesi, diisiik su alimi, kolon
prosediirlerinde yliksek akis hizi gibi) [Kourkoutas et al., 2004], [Tanriseven and
Aslan, 2005], [Knezevi¢-Jugovic¢ et al., 2011], [Liu et al., 2012] sahip oldugu rapor
edilmektedir.

Guisan ve arkadaslar1 Eupergit C imobilizasyonu i¢in iki asamali bir baglama
mekanizmasi 6nermislerdir. Birinci asamada enzim hidrofobik etkilesimlerle matriks
tizerine fiziksel olarak adsorbe olur. Bu, enzimin yiizeyindeki amino ve tiol
gruplarmin matriksteki oksiran gruplariyla karsilikli olarak gelmesini saglar. Ikinci
asamada niikleofilik ataklarla oksiran gruplariyla etkilesirler. Bu Sekilde ¢ok kararli
olan C-N ve C-S baglar1 olusur [Guisan, 1988].

Epoksi matriksler (Eupergit C) enzim ve proteinlerin ¢ok noktadan baglanmasi
i¢cin ¢ok uygun olabilirler ve bdylece enzimlerin ili¢ boyutlu yapilarin1 kararli hale
getirebilirler. Cok noktali kovalent baglanmanin basarilabilmesi i¢in deney sartlarinin
kontrolii kritik 5neme sahiptir. Ilk 6nce enzim 1liml sartlarda (pH 7) kovalent olarak
immobilize edildikten sonra matriks yiizeyindeki bosta kalan epoki gruplarinin ilave
molekiillerle doyurulmas1 gerekmektedir. Ikinci asamada matrikse baglanan enzimin
kovalent etkilesimi artarken bosta kalan gruplarda glisin, etilendiamin gibi
molekiillerle doyurulmakta ve serbest epoksi grubu birakilmamaktadir. Ikinci asama
yapilamayan immobilizasyonlarda diigiik kararlilik elde edilmistir [Mateo et al.,
2000]. Eupergit C iizerine kovalent immobilizasyonun diger avantajlart sicaklik ve

denatiire edici polar organik deterjanlara kars1 kararliligi artirmasidir [Cabral, 1993].
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Sentetik kimyada 4 enzim sinifi ¢ok Onemlidir. Bunlar oksidorediiktazlar
(E.C.1), transferazlar (E.C.2), hidrolazlar (E.C.3) ve liyazlardir (E.C.4). Bunlarin
hepsi Eupergit’e basarili bir Sekilde immobilize edilmistir [Boller et al., 2002].

Immobilizasyon calismalarinda oksiran gruplarinin Eupergit C’ye gore 3 kat
daha az olmasi sebebiyle Eupergit C 250 L tercih edildi.

Format dehidrogenaz (FDH) ve Alkol dehidrogenaz (ADH) endiistriyel
uygulamalarda (kofaktor rejenerasyonu, ikili enzim sistemleri, tiretimi zor kimyasal
madde sentezi ve farmakolojik ila¢ sanayi i¢in 6nemli ilag 6ncii madde sentezi gibi)
kullanilan 6nemli enzimlerdendir. Enzimler endiistriyel kullanim ve depolama
kararliliginin, daha genis bir pH ve sicaklik kullanimi ve kullanim &mriiniin
artirtlmasi i¢in degisik matrikslere immobilize edilmektedirler. Alkol dehidrogenaz
ve format dehidrogenaz bu giine kadar birgok matrikse immobilize edilmis ve degisik
uygulamalarda kullanilmistir. Bu tez c¢aligmasinda matriks olarak operasyonel
kararlilig1r ve reaktor uygulamalarindaki avantajlarindan dolayr Eupergit C 250 L
matriksi kullanildi.

Keinan ve arkadaglarmin 1986’da yaptiklar1 bir ¢alismada [Keinan, 1986],
Thermoanaerobium brockii’den elde edilen TbADH’in Eupergit C iizerine
immobilizasyonu gergeklestirilmistir. Bu ¢alismada TbADH’in immobilizasyon
aktivite verimi %15 olarak bulunmustur ve ortamda birinci substrat olarak 2-
pentanon ve kofaktér rejenerasyonu i¢in ikinci substrat olarak 2-propanol
kullanilmistir. Kurulan reaktor sisteminde 3 hafta boyunca yapilan reaksiyon
sonunda enzim karliligin1 devam ettirmistir. Kararlilik deneyinden baska ayrintili
olarak immobilizasyon optimizasyonu yapilmamistir.

Farkli organizmalardan elde edilen FDH ve ADH’in Eupergit iizerine
immobilizasyonu caligmalar literatiirde azda olsa bulunmaktadir [Zambianchi, 2002
], [Hollmann, 2005]. Bu ¢alismalar genellikle ikili enzim sistemi veya ikili substrat
sistemi uygulamalarinda ADH ve FDH’mn Eupergit C {izerine immobilizasyonu
seklindedir. Bu c¢aligmalarda immobilizasyon aktivite verimi ve kararlilik gibi
ozellikler calisilmistir. Bu tez ¢alismasinda kullanillan CmFDH ve BtADH’mm
Eupergit C 250 L iizerine immobilizasyonu ve optimizasyonu literatiirde
bulunmamaktadir.

CmFDH’in ve BtADH’mn Eupergit C 250 L {izerine immobilizasyonunun
kapsamli karakterizasyonu ilk kez bu ¢alismada yapildi. CmFDH’1n Eupergit C 250

L tizerine immobilizasyonunda %72 immobilizasyon verimi %37,5 aktivite verimi
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ve BtADH icinde %54,2 immobilizasyon verimi %43,5 aktivite verimi elde
edilmistir. Bu c¢alismada CmFDH ve BtADH’in Eupergit C 250 L iizerine
immobilizasyon parametreleri (sicaklik, pH, iyonik gii¢, enzim miktar1 ve
immobilizasyon siiresi ilk kez optimize edildi. Kinetik sabitler (Ky, Keat, Keat/Km),
sicaklik ve depolama kararliliklart belirlendi ve sonuglar serbest enzim ile
karsilastirildi. immobilize enzimin operasyonel kararlilig1 tekrarlanan aktivite deneyi

ile belirlendi.
5.2. Materyal

Lizozim Fluka’dan; sodyum fosfat monobazik, sodyum fosfat dibazik, Tris-
HCI  Sigma-Aldrich’den; sodyum format, Fiedel-de Haen’den; PMSF
(Fenilmetansiilfonil florid), APS Sigmadan, Eupergit C 250 L Degussa’dan,
Ampisilin M.Nevzat’dan, NAD", SDS, TEMED, CaCl,, kalsiyum asetat, potasyum

hidrojen fosfat ve glisin Merck’den alindi.

5.3. Metod

5.3.1. Enzimin Eupergit C 250 L Uzerine Iimmobilizasyonu

5.3.1.1. Enzim immobilizasyonu

Immobilizasyon 0,3 M siikroz igeren sodyum fosfat tampon ¢ozeltisi i¢inde
(Iml, 0,6 M, pH 8.0) 25 °C, 500 rpm’de 75 dakika enzim (CmFDH (0,1 mg, 739,64
mU) veya BtADH (769,23 mU)) ile Eupergit C 250 L (10 mg) matriksinin etkilesimi
ile gerceklestirildi. Immobilize enzim sodyum fosfat tampon ¢dzeltisi (10ml, 0,05 M,
pH 7,0) ve destile su (10 ml) ile yikand1 ve cam filtre ile vakum altinda siiziildii.

Immobilize enzim buzdolabinda 4 °C’de kullanilincaya kadar saklandu.

5.3.1.2. Iimmobilizasyon Optimizasyonu

Immobilizasyonun optimizasyonu, sartlarin (pH 6,0-9,0, tampon ¢dzeltisi

konsantrasyonu 0,05-0,80 M, immobilizasyon sicakligi 4-37 °C, immobilizasyon
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stiresi  (0,25-24 saat ve siikroz konsantrasyonunun (0,1-1,0 M) tek tek

degistirilmesiyle belirlendi.

5.3.1.3. Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

e CmFDH Aktivitesinin Belirlenmesi

Is1 kontrollii ¢alkalayici inkiibatérde sodyum fosfat tampon ¢ozeltisi (0,05 M,
pH 7,0) i¢inde sodyum format (0,2 M), serbest (0,1 mg) veya immobilize CmFDH ile
37 °C’de, 500 rpm calkalamada, 70 saniye muamele edildi. immobilize reaksiyon
karistimi hemen mikro santrifiijde 13000 rpm’de 20 saniye santrifiij edildi ve
siipernatandan 200 pl alinarak mikroplate reader’da 340 nm’deki absorbansi
belirlendi. Uretilen NADH konsantrasyonu 340 nm’deki dogrusal artis bolgesindeki
absorbans farki ile C=Abs/e.l formiilii kullanilarak bulundu. Formiilde C absorbe
edici maddenin konsantrasyonu, I 15181n ¢dzeltide izledigi mesafe (path lenght), €
verilen substratin belli bir dalga boyunda molar absorblama sabiti ve Abs absorbans

olarak ifade edilmektedir.

e BtADH Aktivitesinin Belirlenmesi

Tris-Cl tampon ¢ozeltisi (0,05 M, pH 9,0) i¢inde 2-propanol (0,5 M), serbest
(0,1 mg) ve immobilize BtADH ile 25 °C’de, 500 rpm galkalamada, 70 saniye siirede
1s1 kontrollii galkalayici inkiibatorde reaksiyonu ile gergeklestirildi. Immobilize
reaksiyon karisimi hemen mikro santrifiijde 13000 rpm’de 20 saniye santrifiij edildi
ve siipernatandan 200 pl alinarak mikroplate reader’da 340 nm’deki absorbansi
belirlendi. Uretilen NADH miktar1 340 nm’deki dogrusal artis bolgesindeki

absorbans farki ile C=Abs/e.L formili kullanilarak bulundu.

5.3.1.4. Protein Miktarimmin Belirlenmesi

Protein miktar1 Bradford [Bradford, 1976] yontemiyle belirlendi. Olgiimlerde
200 pl bradford c¢ozeltisi ve 10 pul numune kullanildi ve 595 nm de absorbansina
bakildi. Standart grafigi igin BSA (Bovine serum albumin) (0,05-0,75 mg/ml)
kullanildi.
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5.3.1.5. Optimum Sicaklik, pH ve Kinetik Sabitlerinin Belirlenmesi

e CmFDH
Optimum sicaklik, pH, Ky Ve Vmax aktivite Olgiim sartlarmin tek tek
degistirilmesiyle bulundu (pH 6,0-10,0; sicaklik 20-70 °C; ve sodyum format
konsantrasyonu 25 — 200 mM). Tampon ¢6zeltileri (pH 6,0-8,0) sodyum fosfat, (pH
8,0-9,0) Tris-Cl, (pH 9,5-10,0) Glisin kullanildi. Kinetik parametreler igin reaksiyon
70 saniye siireyle gerceklestirildi. Ky ve Vinax degerleri Michaelis-Menten esitligi ile
hesaplandi.
e BtADH
Optimum sicaklik, pH, Ky Ve Vpax aktivite Ol¢iim sartlarini tek tek
degistirilmesiyle bulundu (pH 5,5-12,0;  sicaklik 545 °C; ve 2-propanol
konsantrasyonu 25 — 200 mM). Tampon ¢ozeltileri (pH 5,5) sodyum asetat, (pH 6,0-
8,0) sodyum fosfat, (pH 8,0-9,0) Tris-Cl, (pH 9,5-10,0) Glisin, (pH 10,5-12,0)
disodyum fosfat kullanildi. Kinetik parametreler icin reaksiyon 70 saniye siireyle

gerceklestirildi. Ky ve Vimax degerleri Michaelis-Menten esitligi ile hesaplandi.

5.3.1.6. pH Kararhhgimn Belirlenmesi

Serbest (CmFDH (0,1 mg, 739,64 mU) veya BtADH (769,23 mU) veya
immobilize enzim ¢esitli tampon ¢ozeltilerinde (pH 5,5-12,0), 25 °C’de 20 dakika
muamele edildi ve kalan aktivite yukarida agiklanan standart aktivite 6l¢iim metodu

kullanilarak belirlendi.

5.3.1.7. Sicaklik Kararhhgimn Belirlenmesi

Serbest (CmFDH (0,1 mg, 739,64 mU) veya BtADH (769,23 mU) veya
immobilize enzim CmFDH i¢in sodyum fosfat (pH 7,0) ve BtADH i¢in tris-Cl (pH
9,0) tampon ¢ozeltilerinde, CmFDH igin 20-70 °C’de ve BtADH i¢in 5-45 °C’de 20
dakika muamele edildi ve kalan aktivite yukarida agiklanan standart aktivite 6l¢iim

metodu kullanilarak belirlendi.
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5.3.1.8. Tekrar Kullanim Sayis1 ve Saklama Kararlihg

Tekrar kullanim sayis1 aktivite belirleme metodu kullanilarak 13 tekrarli
deney gergeklestirilerek belirlendi. Saklama kararliligi her ii¢ giinde bir, 30 giin
boyunca aktivitenin standart metot ile dl¢iimii ile gergeklestirildi. Immobilize enzim

kullanilmadig: siirede +4 °C’de saklanda.

5.3.1.9. immobilize Enzimin Glisin ile Muamelesi

Immobilizasyon 5.3.1.1 deki metodla gergeklestirildikten sonra glisin (0,038 g)
ilave edilerek degisik siirelerde (15, 30, 45, 60, 75 dakika) muamele edildi.
Immobilizasyon sonras1 yitkama ve siizme islemlerine tabi tutulduktan sonra aktivite

tayin edildi.
5.4. Sonuclar ve Tartisma

5.4.1. CmFDH 1n Eupergit C 250 L Uzerine Immobilizasyonu

5.4.1.1. immobilizasyon Optimizasyonu

e Tampon Cozeltisi pH st

Eupergit C 250 L matriksi ¢cok genis pH (2- 12) araliginda iizerindeki epoksi
gruplariin enzim tizerindeki amino, karboksil veya siilfidril gruplariyla etkilesime
girmektedir. Epoksi gruplar1 asidik ortamlarda karboksil, alkali ortamlarda ise amino
ve silfidril gruplariyla reaksiyon vermektedir [Novic, 2005]. Yine enzimler kendi
optimum pH’larinda en iyi immobilize olmaktadirlar. CmFDH’1n Eupergit C 250 L
tizerine immobilizasyonunda uygun tampon ¢ozelti pH’sini tespit etmek i¢in pH 6-9
arasinda farkli tamponlar kullanilarak immobilizasyon gergeklestirildi. Tablo 5.1°de
goriildiigii gibi enzimin kendi optimum pH’sinda (pH 8,0) en iyi immobilize oldugu
goriilmektedir. CmFDH Eupergit C 250 L matriksine pH 8,0°’de %72
immobilizasyon ve %35,1 aktivite verimi ile immobilize edildi.

Immobilizasyon optimizasyonu deneylerinde immobilize enzim aktivitesi ile
stiziintiideki aktivite degerlerinin toplami baslangigtaki kullanilan CmFDH’1n (739,64

mU) aktivite degerlerinden daha az goriilmektedir. Bunun immobilizasyon siiresince
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tampon c¢ozeltisi tuz konsantrasyonu, ¢dzleti pH’st ve immobilizasyon siiresinin
enzim izerindeki olumsuz etkisi sebebiyle aktivite kaybindan kaynaklandigi
distiniilmektedir. pH 8,0’de siiziintiideki toplam aktivite 107,1 mU olarak
beklenenden daha yiiksek bulundu. Bu degerin yiiksek olmasi deneysel O6l¢iim

hatalarindan kaynaklanmaktadir.

e Tampon Cozeltisi Konsantrasyonu

Oksiran gruplart bulunan matrikslere immobilizasyon, immobilizasyon
tamponunun iyonik giiciinden kuvvetli bir Sekilde etkilenmektedir. Immobilizasyon
tamponunun yiiksek iyonik giicli Eupergit ve enzim arasinda hidrofobik etkilesimleri
artirir ve bu da immobilizasyon siirecini hizlandirir [Lopez et al., 2010]. Knezevic ve
arkadaglarmin yaptigi [Knezevic et al., 2006] calismada geleneksel metodlarla
[Marti“in, 2003] Eupergit matrikslerine kovalent immobilizasyonu artimak igin
yiiksek iyonik giice sahip tampon ¢o6zeltisi kullanilmasina ragmen bazi enzimler bu
sartlarda aktif olamamustir.

500 mM pH 8,5 tamponunda gerceklestirilen immobilizasyon ayni tamponun
100 mM’1na kiyasla immobilizasyon verimi %12,1 azalmistir. 1000 mM tampondaki
immobilizasyonda yiiksek immobilizasyon verimine ulasilmasina ragmen
muhtemelen enzimin yap1 ve konformasyonunun bozulmasi sebebiyle immobilize
enzimin Kkatalitik 6zellikleri azalmistirCmFDH’in Eupergit C 250 L iizerine
immobilizasyonunda en iyi baglanma ve aktivite gosteren sodyum fosfat tampon
¢ozeltisi konsantrasyonunu tespit etmek ic¢in 0,05-0,8 M arasinda farkh

konsantrasyonlar kullanilarak immobilizasyon gerceklestirildi.

Tablo 5.1: Immobilizasyon verimliligine tampon ¢ozeltisi pH’sinin etkisi.

Immobilizasyon . . Immobilize Siiziintiideki

I Aktivite verimi . L .

pH verimi (%) enzim aktivitesi  toplam aktivite
(%) (mU) (mU)

6,0 71,0 4,3 22,3 114,5

6,5 70,0 12,3 63,6 1219

7,0 73,0 19,7 106,5 99,7

7,5 75,0 24,3 134,6 84,9

8,0 72,0 35,1 199,7 107,1

8,5 78,0 27,9 161,2 62,7

9,0 79,0 21,3 124,3 55,3

Tablo 5.1°deki immobilizasyon sartlart: CmFDH (739,64 mU) ve Eupergit C

250 L (10 mg) sodyum fosfat tampon ¢ozeltisinde (1 ml, 0,6 M), degisik pH’larda
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(6,0-9,0) 25 °C’ de, 500 rpm’de, 75 dakika muamele edildi. Daha sonra reaksiyon
karistmina glisin (0,038 g) eklenerek 37 °C’de, 500 rpm’de, 75 dakika muamele
edildi.

Tablo 5.2°de goriildiigli gibi sliziintiideki aktivitenin en diisiik oldugu tampon
cozeltisi konsantrasyonu 0,6 M’dir. 0,05 M konsantrasyondaki immobilizasyon ile
ayni sartlardaki 0,6 M’da ki immobilizasyon aktivite verimi %9,4’den %36,7’ye
yiikseldi.

Bu da yaklasik 5 kat immobilizasyon aktivite veriminin artmasi anlamina
gelmektedir. CmFDH’in Eupergit C 250 L iizerine immobilizasyonunda en uygun
tampon konsantrasyonu 0,6 M bulundu.

Siiziintiide kalan enzim aktivitesi tiim tampon ¢06zelti konsantrasyonlarinda
beklenenin altinda bir degerde ¢ikmistir. Bunun imobilizasyon siiresince ¢ozeltide
kalan enzimlerin immobilizasyon ortamindan kaynaklanan sebeplerle aktivite

verimleri azalmstir.

® Sicaklik

CmFDH’1n Eupergit C 250 L iizerine immobilizasyonunda en iyi baglanma ve
aktivite gosteren sodyum fosfat tampon ¢ozeltisi (0,6 M, pH 8.0) sartlarinda uygun
sicakligi tespit etmek igin 4 farkli sicaklikda (4, 15, 25, 37 °C) immobilizasyon
gerceklestirildi. Tablo 5.3°de goriildiigii gibt CmFDH’in Eupergit C 250 L iizerine
immobilizasyonunda en uygun immobilizasyon sicakligi 25 °C olarak bulundu.
CmFDH’1n immobilizasyon aktivite verimi 4 °C’de %25,4 iken 25 °C’de %34,5’a
yiikseldi.

Stiziintiide kalan enzim aktivitesi tiim sicaklik degerlerinde daha diisiik
degerlerdedir. Enzimlerin yapisindaki hidrojen baglarmin sicaklik etkisiyle denatiire
olmasi ile li¢ boyutlu yapmin degiserek aktif merkezin konumu degismekte ve
aktivite verimi diismektedir. Siiziintiide serbest kalan enzimin kararliliginin
immobilize enzime gore azalmasiyla siliziintiideki toplam aktivite degerleri

azalmaktadir.
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Tablo 5.2: Immobilizasyon verimliligine tampon ¢dzeltisi konsantrasyonunun etkisi.

Konsantrasyon Immobilizasyon  Aktivite h.anE I.h%e . Slizunn:(d?k.l
(M) verimi (%) verimi (%) enzim aktivitesi  toplam aktivite
(mU) (mU)
0,05 54,0 9,4 37,4 240,2
0,10 62,0 10,2 46,6 181,1
0,20 64,0 22,2 105,0 166,3
0,30 65,0 27,7 133,1 158,9
0,40 67,0 31,9 158,3 144,1
0,60 72,0 36,7 195,3 107,1
0,80 75,0 21,9 121,3 84,9

Tablo 5.2’de ki immobilizasyon sartlari: CmFDH (739,64 mU) ve Eupergit C
250 L (10 mg) ile farkli konsantrasyonlarda (50-800 mM) sodyum fosfat tampon
¢ozeltisinde (1 ml, pH 8.0), 25 °C’ de, 500 rpm’de, 75 dakika muamele edildi. Daha
sonra reaksiyon karigimia glisin (0,038 g) eklenerek 37 °C’de, 500 rpm’de, 75

dakika muamele edildi.

Tablo 5.3: Sicakligin immobilizasyon verimliligine etkisi.

Scaklik immobil_iza_lsyon Aktivite verimi ir_nmobi_li;e _ Siizijntiid_ek_i
(°C) verimi %) enzim aktivitesi  toplam aktivite
(%) (mU) (mU)
4 48,0 25,4 90,2 284,6
15 62,0 22,6 103,6 181,1
25 72,0 37,5 199,7 107,1
37 65,0 12,9 62,1 88,9

Tablo 5.3’de ki immobilizasyon sartlari: CmFDH (739,64 mU) ve Eupergit C
250 L (10 mg) 0,6 M sodyum fosfat tampon ¢ozeltisinde (1 ml, pH 8.0), ile farkli
sicakliklarda (4, 15, 25, 37, 25 °C’ de), 500 rpm’de, 75 dakika muamele edildi. Daha
sonra reaksiyon karisimina glisin (0,038 g) eklenerek 37 °C’de, 500 rpm’de, 75
dakika muamele edildi.

® [mmobilizasyon Siiresi

CmFDH immobilizasyon sartlarinin optimizasyonunda daha dnceden optimize
edilen sartlarda uygun immobilizasyon siiresini belirlemek i¢in 0,25-24 saat
araliklarinda 7 farkli inkiibasyon siiresi denendi. Tablo 5.4’te gorildiigli gibi siire
arttikca enzimin matrikse baglanma orani artmakta fakat baglanan enzimin aktivite

veriminin azaldigi goriilmektedir.Baglanma orani ve baglanan enzimin en kararli
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oldugu siire 75 dakika olarak belirlendi. Siire arttikca enzimin aktivite veriminin
diismesi enzimin matriks lizerinde bulunan epoksi gruplariyla etkilesiminin aktif
merkezdeki bazi gruplan etkilemesinden kaynaklandig1 diistiniilmektedir. 15 dakika
immobilizasyonda Immobilizasyon verimi %55 aktivite verimi %315 iken 75
dakikada immobilizasyon verimi %72 ‘ye aktivite verimi de %37,6’ya
yiikseldi.Tablo 5.4’de goriildiigii gibi 17 saat ve {izerindeki immobilizasyon
siirelerinde tim enzimin matriks {izerine immobilize oldugu ve siiziintiide aktivite
olmadig1 goriilmektedir. Immobilizasyon siiresi olarak 75 dakikaya kadar olan
stirelerdeki immobilizasyonlarda siiziintii aktivitelerinin beklenenin iizerinde oldugu
goriilmektedir. ~ Bunun  yukarida  aciklanan  sebeplerden  kaynaklandig:

diistiniilmektedir.

e Glisin Muamele Siiresi

Immobilizasyon sonrasi serbest epoksi gruplarinin enzimlerle coklu capraz bag
olusturarak aktiviteyi azalttigi bilinmektedir. Bu etkinin ortadan kaldirilmast igin
ortama serbest epoksi gruplarini baglayabilen maddeler (BSA, glisin, etilendiamin
gibi) kullanilir. Biz bu calismada glisin ilavesiyle ortamdaki serbest epoksilerin
doyurulmasi islemin gergeklestirdik.0,5 M glisin (0,038 g) 6 farkli siirede (15-75
dakika) immobilizasyon sonras: inkiibasyona tabii tutuldu. Immobilizasyon sonrasi
glisin muamele siiresinin baglanan enzimin bagil aktivitesine etkisi Sekil 5,1°de
gosterilmektedir. En uygun glisin muamele siiresi olarak 75 dakika tespit edildi. 75
dakika glisin muamelesi ile enzimin 4 tekrarli reaksiyonunda aktivitesini korudugu
goriilmektedir. Bunun glisin aminoasitinin bosta kalan epoksi gruplarin1 doyurmasi

ile enzim aktivitesini korudugu diisiiniilmektedir.

Tablo 5.4: Immobilizasyonun verimliligine immobilizasyon siiresi etkisi.

Siire Immobil_ize_lsyon Aktivite verimi 11_nm0bi_li;e _ Sﬁzﬁntijd_ek_i
(Saat) verimi (%) enzim aktivitesi  toplam aktivite
(%) (mU) (mU)
0,25 55,0 15,0 60,9 232,8
0,50 62,0 22,2 101,6 181,0
1,00 68,0 26,5 133,1 136,6
1,15 72,0 37,6 200,2 107,0
17,00 100,0 17,2 127,2 0,0
20,00 100,0 8,0 59,2 0,0
24,00 100,0 7,9 58,6 0,0
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Tablo 5.4’de ki immobilizasyon sartlari: CmFDH (739,64 mU) ve Eupergit C
250 L (10 mg) 0,6 M sodyum fosfat tampon ¢ozeltisinde (1 ml, pH 8.0), ile 25 °C’ de,
500 rpm’de, degisik siirelerde (0,25-24 saat) muamele edildi. Daha sonra reaksiyon
karisimina glisin (0,038 g) eklenerek 37 °C’de, 500 rpm’de, 75 dakika muamele
edildi.
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Sekil 5.1: immobilize enzim aktivitesine glisin muamele siiresi etkisi.

Sekil 5.1°de ki immobilizasyon sartlari: CmFDH (739,64 mU) ve Eupergit C
250 L (10 mg) 0,6 M sodyum fosfat tampon ¢ozeltisinde (1 ml, pH 8.0), ile 25 °C”’ de,
500 rpm’de, 75 dakika muamele edildi. Daha sonra reaksiyon karigtmina glisin
(0,038 g) eklenerek 37 °C’de, 500 rpm’de degisik siirelerde (15- 75 dakika)
muamele edildi.
® Siikroz Etkisi

Immobilizasyon esnasinda enzimin kararliligmin artirilmast igin ortama siikroz
ilavesi gergeklesirildi. Uygun siikroz konsantrasyonunun tespiti i¢in 5 farkli
konsantrasyonda (0,1-1 M) ve siikroz ilavesiz inkiibasyon gerceklestirildi. Tablo
5.5’de goriildiigi gibi en uygun siikroz konsantrasyonu 0,3 M olarak tespit edildi. 0,3
M siikroz konsantrasyonuna kadar immobilize enzimin aktivite verimi artarken

stiziintiideki aktivite degerleri ayni kalmaktadir. Artan siikroz konsantrasyonu
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immobilizasyon verimini etkilememektedir ve 1 M siikroz konsantrasyonunda
immobilizasyon verimi yine %72 olarak bulundu. Bu sonuglar bize siikroz
konsantrasyonunun enzimin matrikse baglanmasii etkilemedigini fakat 0,3 M
siikroz konsantrasyonuna kadar baglanan enzimin aktivite veriminin artmasindan da
enzim lizerinde koruyucu etkisi oldugunu disiindiirmektedir. Tablo 5.5’de 0,3 M
siikroz konsantraSyonundan sonra siizlintii aktivite veriminin daha da azaldigi
gorilmektedir. Bunun yukarida sonuclarinda agiklanan sebeplerden kaynaklandig:

diistiniilmektedir.

Immobilize Enzim Karakterizasyonu

Enzim immobilizasyonu sodyum fosfat tampon ¢ozeltisi (0,6 M, pH 8,0)
icinde 0,1 mg CmFDH ve 10 mg Eupergit C 250 L ile 500 rpm’de, 25 °C’ de, 75
dakika reaksiyonu ile elde edildi. En yiikksek immobilizasyon verimi % 72 ve aktivite

verimi %37,6 olarak bulundu.

e Optimum Sicaklik

Immobilize veya serbest CMFDH’1n optimize reaksiyon sartlarinda optimum
sicakligr belirlemek i¢in 20-70 °C araliklarinda aktivite gerceklestirilerek Sekil
5.2°deki Sekil g¢izildi. Sekil 5.2.°de goriildiigii gibi optimum CmFDH aktivite
sicakligmin 55 °C oldugu belirlendi. Immobilize ve serbest enzimin her ikisinde de
optimum aktivite sicakliklart ayni bulundu. Immobilizasyonun enzimin reaksiyon

sartlarinda sicaklik olarak bir degisiklik olusturmadig: gozlendi.

Tablo 5.5: immobilizasyon verimliligine siikroz etkisi.

Siikroz Immobilizasyon ~ Aktivite Immobilize Siizlintiideki
konsantrasyonu verimi verimi  enzim aktivitesi toplam aktivite
(M) (%) (%) (mu) (mU)

0,0 72,0 23,3 1243 107,1
0,1 72,0 25,0 133,1 107,1
0,2 72,0 30,3 161,2 107,1
0,3 72,0 37,5 199,7 107,1
0,5 72,0 20,0 106,5 87,2
1,0 72,0 8,3 44,4 83,1

Tablo 5.5’de ki immobilizasyon sartlari: CmFDH (739,64 mU) ve Eupergit C
250 L (10 mg) 0,6 M sodyum fosfat tampon ¢dzeltisinde (1 ml, pH 8.0), degisik

konsantrasyonlarda siikroz (0,-1 M) ile 25 °C’ de, 500 rpm’de, 75 dakika muamele
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edildi. Daha sonra reaksiyon karisimina glisin (0,038 g) eklenerek 37 °C’de, 500
rpm’de, 75 dakika muamele edildi.
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Sekil 5.2: Sicakligin serbest (©) ve immobilize (#) CmFDH aktivitesine etkisi.

e Optimum pH

Immobilize ve serbest CMFDH’in reaksiyon sartlarinda optimum pH’1
belirlemek icin pH 6.0-10.0 araliklarinda aktivite gergeklestirilerek Sekil 5.3’deki
Sekil c¢izildi. Sekil 5.3’de gortildiigii gibi optimum CmFDH pH’sinin 8.0 oldugu
belirlendi. Immobilize ve serbest enzimin her ikisinde de optimum pH’s1 8,0
bulundu. Immobilizasyonun enzimin reaksiyon sartlarinda pH olarak bir degisiklik

olusturmadigi bulunmustur.

e Kinetik Degerlerin Belirlenmesi

Immobilize CmFDH’in kinetik degerlerinin belirlenmesi reaksiyonlarinda
birinci substrat olarak 2-propanol ve ikinci substrat olarak NAD" koenzimi kullanildi.
Reaksiyon sartlar1 daha 6nce optimize edilen sartlarda (37 °C, 50 mM NaP tampon
¢ozeltisi, pH 7.0, 340 nm) gergeklestirildi. Immobilize CmFDH’1n kararl hal grafigi
Sekil 5.4’de gosterilmistir. Tablo 5.7°de goriildiigi gibi immobilize CmFDH’in
serbest olana gore Vmax V€ Keat degeri diiserken Ky degeri artmisti. Buda bize
immobilize CmFDH’in substrata ilgisiniz azaldigimi gostermektedir. Bu azalma

enzimin baglanig bigimine gore sterik kisitlamadan kaynaklanmaktadir.
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® Sicaklik Kararlihig

Enzimlerin sicaklik kararliliklart onlarin uzun Omiirlii olmalar1 ve ticari
kullanimlar1 ac¢isindan 6nemli kriterlerden biridir. Genellikle immobilize enzimlerin
serbezt enzimlere gore sicakliga karst daha direngli olduklari bilinmektedir.
Immobilize ve serbest CMFDH’mn sicaklik kararhiliklarii karsilastirmak igin daha
once belirlenen optimize reaksiyon sartlarinda 20 - 70 °C sicakliklarda 20 dakika
inkiibasyon yapilarak 37 °C’de aktivitelerine bakildi ve Sekil 5.5’de ki Sekil ¢izildi.
Sekil 5.5°de goriildiigli gibi immobilize CmFDH’1n 6zellikle 55 °C’den sonra serbest
enzime gore kararliliginin yaklasik olarak %15-35 oraninda arttigi goriilmektedir.
Kovalent bagli immobilize enzimlerde sicaklik kararliliginin aktif merkezin sicaklik
etkisinden korunarak artigi bilinmektedir. Yiiksek sicakliklarda serbest enzimin
denatiirasyonu ile enzim aktivitesinin azalmasina karsin immobilize enzimlerde
denatiirasyon matriks ile enzimin kovalent etkilesimi sebebiyle daha az olmaktadir.
CmFDH’1n Eupergit C 250 L matriksine baglanmasi enzimin ii¢ boyutlu yapisini
daha kararli hale getirmektedir.

e pH Kararlilig:

Immobilize ve serbest CMFDH’1in pH kararliliklarin1 karsilastirmak icin daha
Once belirlenen optimize reaksiyon sartlarinda pH 6-10 arasinda 20 dakika
inkiibasyona tabi tutuldu ve pH 8.0’de aktivitelerine bakilarak Sekil 5.6’da ki Sekil
cizildi. Sekil 5.6’da goriildiigii gibi immobilize CmFDH’1n her pH’da serbest enzime
gore kararlihigin arttign goriilmektedir. Bu sonu¢ bize CmFDH’in matrikse
baglandiktan sonra alkali ve asit ortamda kararliligi artirici Sekilde enzimin
mikrogevresinin degistigini gostermektedir.

e Saklama Kararlilig:

Immobilize CmFDH’m saklama karaliligin belirlenmesi igin tampon igerisinde
+4 °C’de 30 giin siire ile belli araliklarda aktivite bakildi. Sekil 5.7°de goriildiigi gibi
10 giin sonunda immobilize CmFDH aktivitesinin yaklagik %90°1n1, 30 giin sonunda
da %50’sini korudugu goézlenmistir. Bu sonuglar CmFDH’in saklama karliliginin
yiiksek oldugunu gostermektedir. Eupergit C 250 L ylizeyindeki yliksek yogunluktaki
oksiran gruplart ¢ok noktali kovalent baglanma gerceklestirmektedir. Bu baglanma
enzimin konformasyonel kararliligini artirmakta ve bdylece immobilize enzimlerin
uzun siireli operasyonel ve saklama kararliliginin artmasimi saglamaktadir [Mateo,

2000 #46]. Candida boidini FDH normal saklama kosullarinda +4 °C’de 2 haftada
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aktivitesinin %50 sini kaybettigi rapor edilmistir [Rojkova, 1999 #92]. Immobilize
CmFDH’n yaklasik olarak 2 kat saklama kararliligini artirdigi goriilmektedir.
o Tekrar Kullanim Sayisi

Immobilize CmMFDH’m tekrar kullanim sayis1 daha 6nce belirlenen optimum
reaksiyon sartlarinda st iiste gerceklestirilen reaksiyon sonuglariyla belirlendi. Sekil
5.8’de goriildiigii gibi 13 tekrarli aktivite sonucunda immobilize enzimin yaklagik

%60 seviyelerinde aktivitesinin kaldig1 goriilmektedir.
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Sekil 5.3: pH’mn Serbest (o) ve immobilize (o) CmFDH aktivitesine etkisi.
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Sekil 5.4: immobilize CmFDH’m Michaelis Menten kinetigi.

Tablo 5.6: Serbest ve immobilize CmFDH’1n kinetik degerleri.

Spesifik Aktivite Kwm Keat Keat! Km
Enzim
(U/mg) (mM) (dak.™) (M™.dak.™)
Serbest
CmMFDH 3,554+0,34 13,0642,61 | 0,8620,07 65,84
Immobilize | = o) 4 o3 101438 | 0.3140,04 16,23
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Sekil 5.5: Serbest (o) ve immobilize (o) CmFDH’1n sicaklik kararliligi.
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Sekil 5.6: Serbest (o) ve immobilize (o) CmFDH’1n pH kararlilig.
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Sekil 5.8: immobilize CmFDH’1n tekrar kullanimi.
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5.4.2. Bt ADH’1n Eupergit C 250 L Uzerine Iimmobilizasyonu

Immobilizasyon Optimizasyonu

Eupergit C tizerindeki epoksi gruplart enzim tiizerindeki amino, karboksil ve
silfiidril gruplar1 ile kovalent etkilesime girerek enzimin immobilize olmasini
saglayan Onemli bir matrikstir BtADH’in  Eupergit C 250 L {izerine
immobilizasyonunda immobilizasyon sonrasi epoksi gruplari glisinle muamele
edilerek serbest epoksiler doyuruldu ve baglanan enzimlerin aktivite kaybi
engellenerek kararlilik artirildi. Immobilizasyon esnasinda enzimin kararliligmin
artirtlmasti i¢in siikroz kullanildi ve konsantrasyonu optimize edildi.
® Tampon Cozeltisi pH st

Eupergit C deki epoksi gruplari genis pH araliginda (pH 1-12) enzimlerin
cesitli  reaktif gruplariyla reaksiyona girmesine ragmen ¢ofu enzimin
immobilizasyonu kendi optimum pH’sinda en yiiksek verimle gergeklesmektedir
[Katchalski-Katzir and Kraemer, 2000]. BtADH’in Eupergit C 250 L {izerine
immobilizasyonunda uygun tampon ¢ozelti pH’sin1 tespit etmek i¢in pH 6-9 arasinda
farkli tamponlar kullanilarak immobilizasyon gerceklestirildi. Tablo 5.7.°de
goriildiigii gibi BtADH’1n kendi optimum pH’s1 9.0 iken Eupergit C 250 L {izerine
immobilizasyonunda en uygun tampon ¢ozeltisi pH’s1 8.0 olarak bulundu. Tampon
cozelti pH’s1 6,0’da immobilizasyon aktivite verimi 12,3 iken pH 8,0’da 43,2’ye
yiikseldi. Tablo 5.7°de siiziintii aktivite verimlerinin beklenen degerlerin altinda
oldugu goriilmektedir. Bunun Boliim 5.4.1°de CmFDH immobilizasyonu tampon
¢ozeltisi pH’s1 optimizasyonunda agiklanan benzer sebeplerden kaynaklanmaktadir.
Siiziintiideki enzim ortamin yiiksek tuz konsantrasyonu, alkali ve bazik tamponla
muamele, sicaklik gibi enzimin kararliligim1 bozacak etmenler sebebiyle siiziintii

toplam aktivitesi beklenen az bulundu.
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Tablo 5.7: Immobilizasyon verimliligine tampon ¢dzelti pH’s1 etkisi.

Immobilizasyon .. . Immobilize Stiztintiideki
. Aktivite verimi . L O
pH verimi (%) enzim aktivitesi  toplam aktivite
(%) (mU) (mU)
6,0 42,3 12,3 39,9 326,8
6,5 47,5 27,5 100,6 288,3
7,0 48,6 34,4 128,7 280,2
7.5 50,3 40,5 156,8 267,6
8,0 54,3 43,2 180,5 238,0
8,5 54,2 36,5 152,4 238,8
9,0 53,2 29,6 121,3 246,2

Tablo 5.7°de ki immobilizasyon sartlari: BtADH (769,23 mU) ve Eupergit C
250 L (10 mg) sodyum fosfat tampon ¢ozeltisinde (1 ml, 0,6 M), degisik pH’larda
(6,0-9,0) 25 °C’ de, 500 rpm’de, 75 dakika muamele edildi. Daha sonra reaksiyon
karisimina glisin (0,038 g) eklenerek 25 °C’de, 500 rpm’de, 75 dakika muamele
edildi.
e Tampon Cozeltisi Konsantrasyonu

BtADH’in Eupergit C 250 L iizerine immobilizasyonunda en iyi baglanma ve
aktivite gosteren sodyum fosfat tampon ¢ozeltisi konsantrasyonunu tespit etmek i¢in
farkli konsantrasyonlarda (0,05-0,8 M) tampon kullanilarak immobilizasyon
gerceklestirildi. Tablo 5.8’de goriildiigi gibi BtADH’in Eupergit C 250 L {izerine
immobilizasyonunda en uygun tampon konsantrasyonu 0,6 M olarak bulunmustur.
Tampon ¢ozeltisi konsantrasyonu arttik¢a immobilizasyon aktivite verimi artarken
0,6 M’dan sonra diismektedir. Tampon ¢ozeltiSi konsantrasyonu 0,05 M’da
immobilizasyon aktivite verimi %19,2 iken 0,6 M’da %43,5a yiikselmektedir. Tablo
5.8’de siiziintli aktivite degerlerinin beklenenin altinda oldugu goriilmektedir. Belli
bir siire yiiksek tuz konsantrasyonu ve alkali pH ortaminda enzimin muamelesi ile
baz1 enzimlerin ii¢ boyutlu yapilarinin bozulmasi, ¢dkme ve kararliliginin bozulmasi

sebebiyle siiziintiideki toplam aktivite beklenenden az bulundu.

® Sicaklik

BtADH’in Eupergit C 250 L matriksine immobilizasyonunda en iyi baglanma
ve aktivite gosteren 0,6 M, pH 8.0 sodyum fosfat tamponu sartlarinda uygun
sicakligi tespit etmek icin 4 farkli sicaklik derecesinde (4, 15, 25, 37 °C)
immobilizasyon gergeklestirildi. Tablo 5.9°da goriildigi gibi BtADH’in Eupergit C

250 L tizerine immobilizasyonunda en uygun immobilizasyon sicakligi 25 °C olarak
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bulundu. Tablo 5.9°da siiziintii aktivitelerinin beklenilen degerlerin altinda oldugu
goriilmektedir. Sicaklik artigina paralel olarak yiiksek alkali ve tuz ortaminda
enzimin kararlili@inin azalmasi siiziintiideki immobilize olmayan enzimin toplam

aktivitesinin azalmasina sebep olmaktadir.

Tablo 5.8: Immobilizasyon verimliligine tampon ¢dzeltisi konsantrasyonu etkisi.

Immobilizasyon ~ Aktivite Immobilize Stiziintiideki
Konsantrasyon . - . . i

(M) verimi verimi  enzim aktivitesi toplam aktivite
(%) (%) (mU) (mU)
0,05 42,3 19,2 63,6 326,8
0,10 47,5 23,1 79,9 288,3
0,20 48,6 34,7 122,8 280,2
0,30 50,3 38,0 134,6 267,6
0,40 54,3 40,3 158,3 238,0
0,60 54,2 43,5 1775 238,8
0,80 53,2 27,2 121,3 246,2

Tablo 5.8’de ki immobilizasyon sartlari: BtADH (769,23 mU) ve Eupergit C
250 L (10 mg) degisik konsantrasyonlarda (0,05-0,6 M) sodyum fosfat tampon
¢ozeltisinde (1 ml, pH 8,0), 25 °C’ de, 500 rpm’de, 75 dakika muamele edildi. Daha
sonra reaksiyon karigimima glisin (0,038 g) eklenerek 25 °C’de, 500 rpm’de, 75

dakika muamele edildi.

Tablo 5.9: Immobilizasyon verimliligine sicaklik etkisi.

Immobilizasyon  Aktivite Immobilize Siiziintiideki
Sicaklik . . . e .
(°C) verimi verimi enzim aktivitesi toplam aktivite

(%) (%) (mU) (mU)
4 38,0 29.4 85,8 358,6
15 42,0 32,1 103,6 329,0
25 52,0 429 171,6 255,0
37 48,0 17,6 65,1 284.,6

Tablo 5.9’da ki immobilizasyon sartlari: BtADH (769,23 mU) ve Eupergit C
250 L (10 mg) sodyum fosfat tampon ¢ozeltisinde (1 ml, pH 8,0, 0,6 M) degisik
sicakliklarda (4-37 °C), 500 rpm’de, 75 dakika muamele edildi. Daha sonra reaksiyon
karisimina glisin (0,038 g) eklenerek 25 °C’de, 500 rpm’de, 75 dakika muamele
edildi.
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o [mmobilizasyon siiresi

Siire arttikca enzimin aktivite veriminin diismesi enzimin matriks tizerinde
bulunan epoksi gruplartyla etkilesiminin aktif merkezdeki bazi1 gruplan
etkilemesinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Tablo 5.10’da goriildiigii gibi 75
dakika immobilizasyon sonunda %52 immobilizasyon verimi ve %43 aktivite verimi
tespit edildi.

Immobilizasyon siiresi arttikca 75 dakikaya kadar siiziintii aktivite degerleri
enzimin matrikse baglanmasi sebebiyle azalmaktadir. 17 saat ve sonrasinda ise
stiziintiide aktivite olmamasi sebebiyle enzim bulunmadigin1 gostermektedir. Enzim
immobilizasyonunda uzun siire immobilizasyon tamponunda yiiksek tuz ve alkali
ortama maruz kalmasiyla enzimin protein yapist denatlire olmaktadir. Bununla
birlikte siiziintiideki immobilize olmayan enzimin toplam aktivitesi beklenenin
altinda olmaktadir.

e Glisin etkisi

Immobilizasyon sonras1 baglanan enzimin karaliligin artirilmasi icin matriks
tizerindeki bosta kalan epoksi gruplarinin doyurulmasi gerekmektedir. Bu ¢alisma
icin glisin aminoasiti kullanildi. Glisin (0,038 g) 6 farkli siirede (15-75 dakika)
immobilizasyon sonrasi1 Eupergit C 250 L ile muamele edildi. Immobilizasyon
sonrast glisin muamele siiresinin baglanan enzimin bagil aktivitesine etkisi Sekil
5.9.°da gosterilmistir. En uygun glisin muamele siiresi 75 dakika olarak tespit edildi.
75 dakika glisin muamelesi ile enzimin 4 tekrarli reaksiyonunda aktivitesini

korudugu goriildi.

Tablo 5.10: Immobilizasyon verimliligine immobilizasyon siiresi etkisi.

. Immobilizasyon - Immobilize Siiziintiideki
Siire . Aktivite . . .
(Saat) verimi verimi (%) enzim aktivitesi  toplam aktivite

(%) (mU) (mU)
0,25 19,0 31,6 44 .4 499,1
0,50 22,0 32,1 52,3 476,9
1,00 39,0 34,9 100,6 351,1
1,15 52,0 43,8 168,6 255,0
17,00 100,0 13,6 100,6 0,0
20,00 100,0 8,1 59,8 0,0
24,00 100,0 1,2 8,6 0,0
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Tablo 5.10’da ki immobilizasyon sartlari: BtADH (769,32 mU) ve Eupergit C
250 L (10 mg) sodyum fosfat tampon ¢ozeltisinde (1 ml, pH 8,0, 0,6 M), 25 °C, 500
rpm’de, degisik siirelerde (0,25-24 saat) muamele edildi. Daha sonra reaksiyon
karisimina glisin (0,038 g) eklenerek 25 °C’de, 500 rpm’de, 75 dakika muamele
edildi.
o Siikroz etkisi

Immobilizasyon esnasinda enzimin karliligin saglanmasi i¢in ortama siikroz
ilavesi gerceklestirildi. Uygun siikroz konsantrasyonunun tespiti i¢in 5 farkh
konsantrasyonda (0,1-1 M) ve siikroz ilavesiz inkiibasyon gergeklestirildi. Tablo
5.11°de goriildiigli gibi en uygun siikroz konsantrasyonu 0,3 M olarak tespit edildi.
0,3 M siikroz konsantrasyonuna kadar immobilize enzimin aktivite verimi artarken
stiziintiideki aktivite degerleri ayni kalmaktadir. Artan siikroz konsantrasyonu
Immobilizasyon verimini etkilememektedir ve 1 M siikroz konsantrasyonunda
immobilizsyon verimi yine %52 olarak bulundu. Bu sonuglar bize siikroz
konsantrasyonunun enzimin matrikse baglanmasini etkilemedigini fakat 0,3 M
stikroz konsantrasyonuna kadar baglanan enzimin aktivite veriminin artmasindan da

enzim lizerinde koruyucu etkisi oldugunu gostermektedir.

B b s o verne
B ' Axivite tobran
B 2 Axivite tekran
B 3 Axtvite tekran

60 L 4 Atwite tobran 60

Immobilizasyon verimi (%)
Immobilizasyon aktivite verimi (%)

15 30 45 60 75
Sure (dakika)

Sekil 5.9: Immobilize BtADH aktivitesine glisin etkisi.
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Immobilize Enzim Karakterizasyonu

® Optimum sicaklik

Immobilize ve serbest BtADH’in optimize reaksiyon sartlarinda optimum
sicakligr belirlemek i¢in 20- 70 °C araliklarinda aktivite gerceklestirildi ve Sekil
5.10°daki Sekil g¢izildi. Sekil 5.10°da gortldigi gibi optimum sicaklik 25 °C olarak
belirlendi. immobilize ve serbest enzimin her ikisinde de optimum sicaklik ayni
bulundu. Immobilizasyonun enzimin reaksiyon sartlarinda sicaklik olarak bir
degisiklik olusturmadigi belirlendi.
e Optimum pH

Immobilize ve serbest BtADH’1n optimize reaksiyon sartlarininda optimum
pH’ 11 belirlemek i¢in pH 6.0-10.0 araliklarinda aktivite gergeklestirildi Sekil
5.11°deki Sekil ¢izildi. Sekil 5.11°de goriildiigii gibi optimum pH 9.0 olarak
belirlendi. Immobilize ve serbest enzimin her ikisinde de optimum pH ayn1 bulundu.
Immobilizasyonun enzimin reaksiyon sartlarinda pH olarak bir degisiklik

olusturmadig belirlendi.

Tablo 5.11: Immobilizasyon verimliligine siikroz etkisi.

Siikroz Immobilizasyon Aktivite Immobilize Siiziintiideki
konsantrasyonu verimi verimi  enzim aktivitesi  toplam aktivite
(M) (%) (%) (mU) (mu)

0,0 52,0 25,6 106,5 269,3
0,1 52,0 30,6 127,2 269,3
0,2 52,0 35,5 147,9 269,3
0,3 52,0 42,6 177,5 269,3
0,5 52,0 34,8 145,0 152,6
1,0 52,0 10,7 44 .4 125,3

Tablo 5.11°de ki immobilizasyon sartlari: BtADH (769,32 mU) ve Eupergit C
250 L (10 mg) sodyum fosfat tampon ¢dzeltisinde (1 ml, pH 8,0, 0,6 M), 25 °C, 500
rpm’de, degisik konsantrasyonlarda siikroz (0,1-1 M), 75 dakika muamele edildi.
Daha sonra reaksiyon karigimina glisin (0,3 g) eklenerek 25 °C’de, 500 rpm’de, 75

dakika muamele edildi.
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Sekil 5.10: Serbest (o) ve immobilize () BtADH’1n 2-propanol oksidasyonunun
optimum sicakligi.
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Sekil 5.11: Serbest (o) ve immobilize (@)BtADH’1n 2-propanol oksidasyonunun
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® Kinetik degerlerin belirlenmesi

Immobilize BtADH’m  serbest enzime gore kinetik karakterinin
belirlenmesinde birinci substrat olarak 2-propanol ve ikinci substrat olarak NAD"
koenzimi kullanildi. Reaksiyon sartlar1 daha 6nce optimize edilen sartlarda (25 °C,
50 mM NaP tampon, pH 9.0, 340 nm) gerceklestirildi.

Immobilize ve serbest BtADH 1 steady state Sekilleri Sekil 5.12 ve 5.13’de
gosterilmistir. Tablo 5.12°de goriildiigl gibi immobilize BtADH 1n serbest olana gore
Vmax Ve Keat degeri diiserken Ky degeri artmistir. Buda bize immobilize BtADH’1n
substrata ilgisinin azaldigim gostermektedir. Immobilize enzimlerin matrikse
baglanmas1 ile substrat ile etkilesimlerinde baglanma konumlarina goére sterik

kisitlama olmaktadir. Bu da enzimin substartla etkilesimini azaltmaktadir.

® Sicaklik kararlihig

Immobilize ve serbest BIADH 1n sicaklik kararliliklarmi belirlemek igin daha
once belirlenen optimize reaksiyon sartlarinda 20 - 70 °C sicakliklarda 20 dakika
muamele edilerek 25 °C’de aktivitelerine bakildi ve Sekil 5.14°de ki Sekil ¢izildi.
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Sekil 5.12: Iimmobilize BtADH 1n 2-propanol oksidasyonunun Michaelis-Menten
kinetigi.
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Sekil 5.13: Serbest BtADH’1n 2-propanol oksidasyonunun Michaelis-Menten
kinetigi.

Tablo 5.12: Serbest ve immobilize BtADH n 2-propanol oksidasyonunun kinetik

degerleri.
Enzim Spesifik aktivite Ku kcat_l kf:lat/ KM_1
(U/mg) (mM) (dak. ) (M .dak.”)
Serbest
StADH 0,80+0,09 20,243,50 | 0,78+0,77 38,61
Immobilize | 51,43 3024182 | 030326 9,03
BtADH ) b ) b ] ] )
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Sekil 5.14: Serbest (o) ve immobilize (o) BtADH’1n 2-propanol oksidasyonunun
sicaklik kararlilig.

Sekil 5.14’de goriildiigii gibi immobilize BtADH 1n 6zellikle 40 °C’den sonra
serbest enzime gore kararliligmin yaklasik olarak 9%20-70 oraninda arttig
goriilmektedir.  Matrikse kovalent baglanan enzim immobilizasyonunda aktif
merkezinin mikrogevresi serbest enzime gore degismektedir. Bu degisim enzimin
yikksek sicakliklardaki kararliligini  artirmakta ve protein denatiirasyonunu
engellemektedir. Artan kararlilik enzimin yiiksek sicakliklardaki reaksiyonlarinda

biiyiik avantaj olugturmaktadir.

® pH kararlihig

Immobilize ve serbest BBADH 1n pH kararliliklarin1 karsilastirmak icin daha
once belirlenen optimize reaksiyon sartlarinda pH 6-10 arasinda 20 dakika
inkiibasyona tabi tutuldu ve pH 8,0’de aktivitelerine bakilarak Sekil 5.15’de ki Sekil
cizildi. Sekil 5.15°de goriildiigii gibi immobilize BtADH in her pH’da serbest enzime
gore kararliliginin arttigi  goriilmektedir. Immobilize enzimlerin matrikse
baglanmasiyla enzimin aktif merkezinin tampon ile etkilesim igerisinde oldugu
mikrogevre 6zellikleri degismektedir. Bu degisimle birlikte immobilize enzim alkali
ve asit ortamda serbest enzime gore daha kararli olmaktadir. Alkali ve asit ortamdaki
kararliligin  artmasi immobilize enzimin reaksiyonlardaki kullanilabilirligini

artirmaktadir.
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® Saklama kararlilig

Immobilize BtADH’1n saklama karaliligimin belirlenmesi i¢in tampon ¢ozeltisi
igerisinde +4 °C’de 30 giin siire ile belli araliklarda aktivite bakildi. Sekil 5.16.’da
goriildiigi gibi 10 giin sonunda immobilize BtADH aktivitesinin yaklasik % 90’1,
30 glin sonunda da yaklasik % 40’1 korudugu gozlendi. Enzimlerin katalitik
Ozellikleri ile birlikte operasyonel kararliliklar1 ve kullanim Omiirleride
reaksiyonlarda bliylik 6nem arzetmektedir. Enzimler +4 °C’de kullanilincaya kadar
saklanirlar. Bu siire i¢inde enzimin kararliligini muhafaza etmesi gereklidir.
Immobilize enzimlerde enzimin serbest enzime gore kararhil§mi muhafaza etmesi
beklenen durumdur. Eupergit C 250 L matriksine kovalent olarak baglanan BtADH
10 giin siire sonunda aktivitesinin tamamina yakinini korumaktadir. 30 giin sonuda

ise hala % 40 oraninda aktivitesing devam ettirmektedir.
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Sekil 5.15: Serbest (o) ve immobilize (o) BtADH’1n 2-propanol oksidasyonunun pH
kararlilig.
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Sekil 5.16: Immobilize BtADH’1n 2-propanol oksidasyonunun saklama kararlilig1.

® Tekrar kullanim sayist

Immobilize BtADH’1n tekrar kullanim sayis1 daha dnce belitlenen optimum
reaksiyon sartlarinda iist iiste gerceklestirilen reaksiyon sonuclariyla belirlendi. Sekil
5.17°de goriildiigli gibi 13 tekrar kullanim sonucunda immobilize enzimin yaklagik
%80 seviyelerinde aktivitesinin kaldigi goriilmektedir. Enzimler reaksiyonlarda
tekrar tekrar kullanilirlar. Enzimlerin reaksiyonlarda tekrar tekrar kullanimlar
yapisal kararlhiliklar1 ile ilgilidir. Yapisal olarak kararliligi artirilan enzimlerin
reaksiyonlarda tekrarli kullanim sayisi artmaktadir. Enzimlerin immobilizasyonu
kararliligr artiran O6nemli etmenlerdendir. Bir matrikse kovalent olarak baglanan
enzimin ¢evresel faktdrlerden daha az etkilenerek reaksiyonlardaki tekrar kullanimi

artmaktadir.
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Sekil 5.17: Immobilize BtADH’1n 2-propanol oksidasyonunun tekrar kullanim sayis.

5.5. Immobilizasyon Genel Degerlendirme

Ikili enzim sistemi reaksiyonlarinda kullanilan CmFDH ve BtADH’1in Eupergit
C 250 L iizerine immobilizasyonu basariyla gerceklestirildi. Immobilizasyon
optimizasyonu ve immobilize enzimin karakterizasyonu yapildi. Serbest enzim ile
immobilize enzimin katalitik degerlerinin ve reaksiyon sartlarinin karsilastirmali
degerlendirmeleri yapildi. Bu calismada kullanilan iki enzim daha 6nce higbir
calismada herhangi bir matrikse immobilize edilmedi. Bu ¢alismada endiistriyel
uygulamalarda kullanilan, reaktdr uygulamalarina elverisli ve enzimlerle kovalent
etkilesime girecek gruplara sahip Eupergit C 250 L matriksi kullanildi.

Yapilan immobilizasyonlarda CmFDH’in %72 immobilizasyon verimi ve
%37,5 aktivite verimi bulundu. Immobilize enzimin reaksiyon sartlar
optimizasyonun da optimum sicaklik 55 °C ve pH 8,0 olarak serbest enzim sartlariyla
aynt bulundu. Katalitik olarak Ky degeri serbest CmFDH igin 13,06 mM iken
immobilize CmFDH i¢in 19,1 mM olarak belirlendi. Immobilize sistemde Ky

degerinin artmasi substrata olan ilginin azaldigimi gostermektedir. Ky degeri bize
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enzimin substarata olan ilgisi hakkinda bilgi verir. Diisiik Ky’e sahip bir enzimin
substrata olan ilgisi fazladir. Ciinkii enzim diisiik substrat konsantrasyonunda
maksimum hiza ulasmistir. Serbest CmFDH’1n Ko degeri 0,86 dak. iken immobilize
CmFDH’m 0,31 dak.? olarak tespit edildi. Katalitik verimlilik degeri olan Keai/Kym
degeri serbest CmFDH igin 65,84 iken immobilize CmFDH i¢in 16,23 olarak
belirlendi. BtADH’in Eupergit C 250 L {izerine immobilizasyonunda %52
immobilizasyon %43,8 aktivite veriminin oldugu bulundu. Reaksiyonlarda optimum
sicaklik 25-30 °C, optimum pH’da 9,0 olarak belirlendi. Bu degerler serbest enzimle
ayni oldugunda BtADH’in immobilize olmasiyla enzimin reaksiyon sartlarinda bir
degisim olmadig1 gorilmektedir. Katalitik degerlerin kiyaslamasinda immobilize
BtADH’1n Ky degeri 30,2 mM iken serbest enzimin 20,2 mM olarak bulunmasi
immobilize enzimin Ky degerinin yiikseldigi bdylece substrata ilgisinin azaldigi
goriilmektedir. Immobilize BtADH 1 Kegt degeri 0,30 dak.r iken serbest enzimin
0,78 dak.! olarak bulunmasi immobilize enzimin Kea degerinin azaldigini
gostermektedir. Katalitik verimlilik degeri olarak Kes /Ky degeri immobilize BtADH
icin 9,93 iken serbest enzim i¢in 38,61 olarak bulundu. Bu degerler bize serbest
enzime gore immobilize BLADH ve CmFDH 1n katalitik veriminin daha az oldugunu
ve ayni miktar {irin i¢in daha fazla siire gerektigini gostermektedir. Kovalent
immobilizasyonda enzimin matrikse baglanma sekline bagli olarak enzim substrat
etkilesimi i¢in aktif merkezde bazi1 degisiklikler olabilmekte ve sterik kisitlama ile
substrat transferi zorlagsmaktadir. Bu sebeple immobilize sistemlerde enzimin
substrata ilgisi olan ve aktif merkezin yarisinin dolmasi anlamina gelen Ky degerinin
diisiik ¢ikmasi beklenmektedir. Ky degerinin diisiik ¢ikmasi ile birlikte ayni sekilde
Keat degeride immobilize enzimde daha diisiikk bulundu. ks bir saniyede veya bir
dakikada bir enzim molekiiliiniin substrattan olusturdugu iiriin sayisin1 vermektedir.
Enzimin substrata baglandiktan sonraki enzim aktivitesini gostermektedir. Enzimin
immobilize olduktan sonra substrat ile etkilesimi ve kiitle transferi a¢isindan bazi
kisitlamalar bu degerin diisiik bulunmasina sebep olmaktadir. Kea/Ky degeri ise
enzimin total aktivitesini gosteren bir degerdir. Enzmin substrata baglanmadan 6nce
ve substrata baglandiktan sonraki donemleri kapsadigindan enzim aktivite
degerlerinin karsilastirilmasinda en &nemli kriterdir. immobilize edilen enzimlerin
her ikisinin aktivite veriminde yaklasik 4 kat azalma oldu. Buda bize serbest enzimle
gerceklestirilen bir reaksiyonun ayni verimle sonuglanmasi igin yaklasik 4 kat fazla

stire gerekmesi demektir. Genellikle immobilize sistemlerde enzim ve tekrar
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kullanim sayis1 kararlilign artirildigindan uzun siireli reaksiyonlarla iyi sonuglar
alinabilmektedir.

Immobilize CmMFDH’1in saklama kosullar1 incelenmesinde 10 giin sonunda
aktivitesinin  %90’1m1  korurken 30 giin sonunda %50 aktivitesini muhafaza
etmektedir. CmFDH’in reaksiyonlarda tekrar kullanim sayisi tespiti deneyinde 13
tekrarli aktivite sonunda %60 seviyelerinde aktivitesini korudugu gozlendi.
Immobilize BtADH’in saklama kararliligi deneyinde 10 giin sonunda aktivitenin
%90 ve 30 giin sonunda %40 oraninda korudugu goriilmektedir. Tekrarli aktivite
deneyinde immobilize BtADH in 13 tekrar sonunda aktivitesinin %80’ini korudugu
goriilmektedir. Genellikle tiim FDH’lar benzer kinetik 6zelliklere sahiptirler fakat
bakteriyel FDH’lar diger enzimlere gore daha kararhidirlar. Ornegin Pseudomonas sp.
fosfat tamponunda, pH 7,0’de, +4 °C’de en az 12 ay higbir aktivite kayb1 olmaksizin
saklanabilirken C. Boidini ayn1 sartlarda 2 haftada aktivitesinin  %50’sini
kaybetmektedir [Rojkova, 1999]. Bu sonuglar bize maya kokenli FDH’larin kisa
siirede aktivitelerini kaybettiklerini ve depolama kararliliklarinin diisiik oldugunu
gostermektedir. Serbest halde kararli olamayan enzimler immobilize sistemlerle
kararli hale getirilmektedir. Bu ¢alismada immobilize CmFDH’in 10 giin sonunda
hala %90’1ar seviyesinde aktivitesini korumasi yapilan immobilizasyonun depolama
karliligin1 artirdigint  gostermektedir. Yine enzimlerin operasyonel kararliliklari
verimlilik acisindan &nemlidir. Immobilize edilen her iki enzimde de serbest forma
gore tekrar kullanim kararliliklar1 13 kullanim sonunda yaklagik %60-80
seviyelerinde korunmaktadir. Zamanla bu degerlerin azalmasi reaksiyon sartlar
etkisiyle zamanla proteinlerin bir kisminin denatiirasyonu olmast ve enzim
inaktivasyonu gerceklesmesidir.

Immobilize CMFDH’1n sicaklik kararliligmin serbest enzime gore 55 °C’den
sonra yaklasik olarak %15-35 oraninda arttigi  goriilmektedir. Enzimin
reaksiyonlardaki pH kararlilig1 ise her pH’da immobilize CmFDH’1n serbeste gore
arttig1 goriilmektedir. Immobilize BtADH 1n sicaklik kararliliginin 40 °C’den sonra
serbest enzime gore %20-70 oraninda arttigi ve pH kararliliginin ise tim pH
degerlerinde serbest enzime gore daha yiiksek oldugu goriilmektedir. immobilize
CmFDH ve BtADH’ 1n serbest enzim formlarina gore sicaklik kararliliklarinin daha
yiiksek oldugu bulundu. Bu sonuglar bize serbest enzime kiyasla immobilize
enzimlerin daha diisiik inaktivaksyon oranina sahip oldugunu ve sicaklik

degisimlerine daha az duyarli oldugunu gdstermektedir. Immobilize enzimlerin daha
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az hareketli olmalar1 sebebiyle sicaklik etkisiyle enzimin denaturasyuna karsi daha
direnclidirler.

CmFDH ve BtADH’in immobilizasyonunda immobilizasyon esnasinda
kararliliginin artirilmasi i¢in 0,3 M siikroz ve baglanan enzimlerin matriks tizerindeki
bosta kalan epoksilerle reaksiyonunun engellenerek aktivite kayiplarinin azalmasi
icin 0,5 M glisin ortama ilave edilerek inkiibasyon gerceklestirildi. Bu islemler
sonunda baglanan enzim kararliliginin artirildig1 gorildii.

Sonug olarak CmFDH ve BtADH Eupergit C 250 L iizerine basarili bir Sekilde
immobilize edilerek karakterize edildi. Karakterizasyon ve optimizasyon sonrasinda
her iki enzimin Eupergit C 250 L iizerine imobilize edilerek kofaktor rejenerasyonu
icin ikili enzim sistemi reaksiyonlarinda kullanilabilir kararlilikta ve kinetik

degerlerde oldugu bulundu.
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6. IKILI ENZIM SISTEMI REAKSIYONLARI

6.1. Materyal

(Etil metil keton (%99), metil propil keton (%90), 1- oktanol 8.20931.100, 1-
hekzanol (%98), 1- propanol, 2- nonanol 107.04.11, 1,6 hekzandiol (%97), benzil
alkol) Merck, (2,3 biitanedion (%89), siklopentanol (%99), 2- pentanol (%98), 1-
nonanol (%98)) Aldrich, (2- biitanol (%99,5), 2-propanol (%99,5), 1-pentanol (%98)
Sigma Aldrich, etanol (%99,8) Riedel-de haen, (1-dekanol (%97), 1,3 propandiol
(%97)) Fluka Chemica’dan, 1-biitanol (%99+) Sigma, siklopentanon (%99) Alfa
Aesar, etil asetat (%99,8) VWR, aseton (%99,5) Embay, diklormetan (%99,8) VWR

firmalarindan alindu.
6.2. Metod

6.2.1. Ikili Enzim Sistemi ile Keton ve Aldehitlerin indirgenmesi

0,2 M Sodyum format igeren 900 ul sodyum fosfat tampon ¢6zeltisi (pH 7,5 50
mM) igerisine 50ul BSA (20 mg/ml), 20 pl CmFDH (1,128 mg/ml), 150 pl BtADH
(0,65 mg/ml) , 2,5 ul (9-13 M) aldehit veya keton bilesigi, 80 pl NAD" (100 mM) ve
20 ul NADH (100 mM) sirastyla 1,5 ml’lik mikrotiiplere ilave edilerek 25 °C’de, 150
rpm’de siticili galkalayicida 3 saat ve 20 saat reaksiyona tabi tutuldu. Reaksiyon
sonrast 500 pl reaksiyon karisimi ve 500 ul etil asetat veya diklorometan ile iyice
vortekste karistirildiktan sonra mikrosantrifiijde 13000 rpm’de 2 dakika santrifiij
edildi. Aseton, metil propil keton, siklopentanon, asetaldehit, benzaldehit, 2,3
biitandion reaksiyon sonrasi etil asetat ile etil metil keton da diklormetan ile ekstarkte
edildi. Etilasetat ekstraksiyonda iist faz1 diklormetan ekstraksiyonda da alt fazi1 alarak
+4 °C’de GC’de analiz edilinceye kadar saklandi. Solventler kullanilirken +4 °C’de
ve buz tlizerinde bekletildi. Numuneler mikrotiiplere alinarak agizlari parafin film ile

lyice sarildu.
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6.2.2. Alkollerden Keton ve Aldehit Eldesi veya Alkollerin
Yiikseltgenmesi

Sodyum fosfat tampon ¢ozeltisi igerisine 50 pl BSA (20 mg/ml), 150 ul
BtADH (0,65 mg/ml), 2,5 pl (9-13 M) degisik alkol bilesikleri ve 80 ul NAD" (100
mM) sirasiyla 1,5 ml’lik mikrotiiplere ilave edilerek 25 °C’de, 150 rpm’de 1siticili
calkalayicida 4,5 saat ve 20 saat reaksiyona tabi tutuldu. Reaksiyon sonrast 500 pl
reaksiyon karisimi ve 500 pl etil asetat veya diklormetan ile iyice vortekste
karistirildiktan sonra mikrosantrifijde 13000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilip
ctilasetat ekstraksiyonda iist fazi diklormetan ekstraksiyonda da alt fazi alarak +4
°C’de GC’de analiz edilinceye kadar saklandi. Etanol, 1- propanol, 1-bitanol, 1-
pentanol, 1-hekzanol, 1-heptanol, 1-oktanol, 1-nonanol, 1-dekanol, 2-propanol, 2-
pentanol, 2-nonanol, 1,3 propandiol, 1,6 hekzandiol, benzil alkol ve siklopentanol
reaksiyon sonrasi etil asetat ile 2-biitanol ise diklorometan ile ekstrakte edildi.
Solventler kullanilirken +4 °C’de ve buz iizerinde bekletildi. Numuneler

mikrotiiplere alinarak agizlari parafin film ile iyice sarildi.

6.2.3. CmFDH ve BtADH’1n Eupergit C 250 L Uzerine ikili
Immobilizasyonu

Bir mikrotiipte (2 ml) sodyum fosfat (1000 pl, 0,6 M, pH 8,0) tampon
¢ozeltisinde CmFDH (0,022 mg), degisik miktarlarda BtADH (0,21, 0,28, 0,35, 0,45
mg) ve siikroz (0,3 M) 25 °C’de, 500 rpm’de ve 75 dakika 1s1 kontrollii ¢alkalayicida
inkiibe edildi. 75 dakika sonra immobilizasyon ortamina 0,038 g glisin ilave edilerek
ayni sartlarda 75 dakika daha inkiibe edildi. Immobilizasyon sonrasinda 4 numarali
sinter cam filtre ile vakum altinda 10 ml destile su ve 10 ml 0,05 M pH 7,0 sodyum
fosfat tampon ¢ozeltisi ile yikanarak filtre edildi. Yikanan ve filtre edilen matriks

mikrotiipe alinarak reaksiyon gergeklestirilinceye kadar +4 °C’de saklandi.
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6.2.4.1. Eupergit C 250 L (10 mg) iizerine ikili immobilizasyon
sartlar

e 1 nolu immobilizasyon

CmFDH (0,022 mg), BtADH (0,21 mg), sodyum fosfat tampon ¢6zeltisi (1000
ul, 0,6 M pH 8,0), 0,3 M siikroz, 0,5 M glisin kullanilarak yukaridaki sartlarda
immobilizasyon gergeklestirildi.
e 2 nolu immobilizasyon

CmFDH (0,022 mg), BtADH (0,28 mg), sodyum fosfat tampon ¢6zeltisi (1000
ul, 0,6 M pH 8,0), 0,3 M siikroz, 0,5 M glisin kullanilarak yukaridaki sartlarda
immobilizasyon ger¢eklestirildi.
e 3 nolu immobilizasyon

CmFDH (0,022 mg), BtADH (0,35 mg), sodyum fosfat tampon ¢ozeltisi (1000
ul, 0,6 M pH 8,0), 0,3 M siikroz, 0,5 M glisin kullanilarak yukaridaki sartlarda
immobilizasyon ger¢eklestirildi.
e 4 nolu immobilizasyon

CmFDH (0,022 mg), BtADH (0,45 mg), B sodyum fosfat tampon ¢o6zeltisi
(1000 pl, 0,6 M pH 8,0), 0,3 M siikroz, 0,5 M glisin kullanilarak yukaridaki sartlarda

immobilizasyon gerceklestirildi.

6.2.4.2. Eupergit C 250 L (20 mg) iizerine ikili immobilizasyon
sartlar

¢ 5 nolu immobilizasyon

CmFDH (0,022 mg), BtADH (0,21 mg), sodyum fosfat tampon ¢6zeltisi (1000
ul, 0,6 M pH 8,0), 0,3 M siikroz, 0,5 M glisin kullanilarak yukaridaki sartlarda
immobilizasyon gerceklestirildi.
e 6 nolu immobilizasyon

CmFDH (0,022 mg), BtADH (0,28 mg), sodyum fosfat tampon ¢ozeltisi (1000
ul, 0,6 M pH 8,0), 0,3 M siikroz, 0,5 M glisin kullanilarak yukaridaki sartlarda

immobilizasyon gerceklestirildi.
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e 7 nolu immobilizasyon

CmFDH (0,022 mg), BtADH (0,35 mg), sodyum fosfat tampon ¢6zeltisi (1000
ul, 0,6 M pH 8,0), 0,3 M siikroz, 0,5 M glisin kullanilarak yukaridaki sartlarda
immobilizasyon gergeklestirildi.
e 8 nolu immobilizasyon

CmFDH (0,022 mg), BtADH (0,45 mg), sodyum fosfat tampon ¢ozeltisi (1000
ul, 0,6 M pH 8,0), 0,3 M siikroz, 0,5 M glisin kullanilarak yukaridaki sartlarda

immobilizasyon gergeklestirildi.

6.2.4. immopilize Enzimlerle Kofaktor Rejenerasyonu Reaksiyonu
ve Aktivite Ol¢iimii

0,2 M sodyum format i¢ceren sodyum fosfat tampon ¢ozeltisine (900 pl, pH 7,5
0,05 M) BSA (50 pl, 20mg/ml), immobilize enzim igeren Eupergit C 250 L, metil
propil keton (2,5 pl, 10,64 M), NAD" (100 mM, 80 ul), NADH (100 mM, 20ul) ilave
edilerek reaksiyon baglatildi. Reaksiyon 25 °C’de, 500 rpm’de ve 60 dakika 1s1
kontrollii ¢alkalayicida gerceklestirildi. Her 10 dakikada bir numune alinarak
mikroplaka okuyucuda 340 nm’de absorbansi 6lgiildii. Ayni sartlarda immobilize
sistemle kiyaslama yapmak icin serbest enzim reaksiyonuda hazirlandi. Son hacim
200 pl olacak Sekilde ve immobilizasyon ve aktivite verimlerine gore reaksiyona
giren enzim ve substrat oranlari ayarlandi ve yukaridaki sartlarda 60 dakika
reaksiyon gergeklestirildi. NADH olusumu reaksiyonu UV spektrofotometrede 340

nm’deki absorbansi dlciilerek takip edildi.

6.2.5. Serbest Enzimlerle Kofaktdr Rejenerasyonu Reaksiyonu ve
Aktivite Ol¢iimii

0,2 M sodyum format igeren sodyum fosfat tampon ¢ozeltisine (150 pl, pH 7,5
0,05 M), CmFDH (4 pl, 1,128 mg/ml), BtADH (30-45 pl, 1,4 mg/ml), metil propil
keton (0,5 pl, 10,64 M), NAD" (100 mM, 16 ul), NADH (100 mM, 4pul) ilave
edilerek reaksiyon baslatildi. Reaksiyon 1 saat siire ile mikroplaka okuyucuda 340
nm’de NADH olusumu ve kullanimi takibi ile gerceklestirildi.
e 1 nolu reaksiyon

CmFDH (4ul, 1,128 mg/ml) ve BtADH (30ul, 1,4 mg/ml mg), 0,2 M sodyum

format iceren sodyum fosfat tampon ¢ozeltisi (144 ul, pH 7,5 0,05 M), metil propil
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keton (0,5 ul, 10,64 M), NAD" (100 mM, 16 pl), NADH (100 mM, 4pul) ilave
edilerek reaksiyon baslatildi.
e 2 nolu reaksiyon

CmFDH (4ul, 1,128 mg/ml), BtADH (35ul, 1,4 mg/ml mg), 0,2 M sodyum
format iceren sodyum fosfat tampon ¢ozeltisi (139 ul, pH 7,5 0,05 M) metil propil
keton (0,5 ul, 10,64 M), NAD" (100 mM, 16 pl), NADH (100 mM, 4pl) ilave
edilerek reaksiyon baslatildi.
e 3 nolu reaksiyon

CmFDH (4ul, 1,128 mg/ml), BtADH (40ul, 1,4 mg/ml mg), 0,2 M sodyum
format iceren sodyum fosfat tampon ¢ozeltisi (134 ul, pH 7,5 0,05 M) metil propil
keton (0,5 pl, 10,64 M), NAD" (100 mM, 16 ul), NADH (100 mM, 4ul) ilave
edilerek reaksiyon baglatildu.
e 4 nolu reaksiyon

CmFDH (4ul, 1,128 mg/ml), BtADH (45ul, 1,4 mg/ml mg), 0,2 M sodyum
format iceren sodyum fosfat tampon ¢ozeltisi (129 ul, pH 7,5 0,05 M) metil propil
keton (0,5 ul, 10,64 M), NAD" (100 mM, 16 pl), NADH (100 mM, 4pul) ilave
edilerek reaksiyon baglatildu.

6.2.6. BtADH oksidasyon ve Rediiksiyon Reaksiyonlar1 Gaz
Kromatografisi (GC) Analizi

GC analizleri 30 m uzunlugunda 0,25 mm i¢ ¢apinda, tasiyic1 gaz olarak azot
gaz1 (1 ml/dakika) bulunduran ve flame iyonizasyon dedektor sicakligi 275 °C, split
500:1, akis hizi (1 ml/ dakika), Optimal kolonu (Macherey-Nagel) takili olan Agilent
6890 N gaz kromatografi cihazi ile yapildi. Sicaklik programi 40 °C/5 dakika, 1
°C/dakika yiikselerek 50 °C 0,1 dakika bekletildi ve 25 °C/dakika yiikselerek 130 °C
olarak ayarlandi. Standart karigimi 2 pl keton aldehid bilesikleri 250 pl saf etil asetat
igerisinde hazirlandi. 500 ul keton aldehid reaksiyonu 500 pl etil asetat ile
karistirllarak ekstrakte edildi. Ust kisimdaki etil asetat fazi almarak GC de iiriin
analizi yapildi. Etil metil keton ve 2-biitanol ekstraksiyonunda etil asetat ile etil metil
ketonun iist liste ¢gakismasi sebebiyle ekstraksiyon solventi olarak diklormetan tercih

edilmistir.
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® Metil propil keton GC ayarlar: (Serbest)

Split 500:1, 2 pl, inlet 275 °C, oven temp: 40 °C 5min, 1 °C / min 60 °C 0,1
min, 25 °C / min 130 °C
o Metil propil keton GC ayarlar: (Immobilize)

Split 500:1, 1 pl, inlet 275 °C, oven temp: 40 °C 5min, 1 °C / min 50 °C 0,1
min, 35 °C / min 200 °C
e 2 3 biitandion GC ayarlart

Split 500:1, 2 ul, inlet 275 °C, oven temp: 40 °C 5min, 1 °C /min 50 °C 0,1 min,
25 °C / min 130 °C
e 1-hekzanol GC ayarlart

Split 500:1, 1 ul, inlet 275 °C, oven temp: 40 °C 1min, 5 °C /min 70 °C 0,01
min, 25 °C/min 200 °C
e 1-heptanol, 1-oktanol, 1-nonanol, 1-dekanol, siklopentanol, benzil alkol GC

ayarlari

Split 500:1, 1ul, inlet 275 °C, oven temp: 40 °C 1min, 5 °C /min 70 °C 0,01
min, 25 °C /min 250 °C
e 2-pentanol, 1,3 propandiol, 1,6 hekzandiol, 2 nonanol, 2-biitanol GC ayarlari

Split 500:1, 1ul, inlet 275 °C oven temp: 40 °C 1min, 5 °C /min 70 °C 0,01
min, 25 °C/min 200 °C

6.3. Deney Sonuclari ve Tartisma

Son yillarda genetik miihendisligi ve teknolojik ilerlemeler sebebiyle daha
secici, gilivenli ve temiz reaksiyonlar i¢in enzimlerin endiistriyel uygulamalarda
kullanimlarina 1ilgi artmaktadir. Bu enzimlerin c¢ogunun kofaktér bagimli ve
maliyetlerinin yiiksek olmalar1 sebebiyle endiistriyel uygulamalardaki kullanimlar
sinirl olmaktadir. NAD bagimli oksidorediiktazlar karbonil gruplarinin asimetrik
indirgenmesiyle alkol ve aminlere doniisiimiinii katalizlemektedirler. Ama bu
enzimlerin kofaktor kullanmalar1 sebebiyle biiylik 6l¢ekli uygulamalarda daha az
kullanilmaktadirlar. Ortamdaki kofaktoriin degisik sistemlerle regenere edilmesiyle
bu problem ¢oziilemektedir. Kofaktor rejenerasyon yontemlerinden en ¢ok kullanilan
format/format dehidrogenaz (FDH) sistemidir. Bu ¢alismada BtADH’in keton

indirgenmesi reaksiyonlarinda NADH ihtiyact ortama CmFDH enzimi ve sodyum
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format substrati ilavesiyle kofaktor rejenerasyonu gergeklestirilerek saglandi.
Oncelikle kofaktor rejenerasyonunun UV spektrofotometrede anlik takibi deneyleri
yapildi. Ikili enzim sistemi ile kofaktor rejenerasyonu ve kiral alkol sentezi
reaksiyonlar1 serbest enzim ile ve uygun reaksiyon sartlarinda UV
spektrofotometrede 340 nm’de reaksiyon takibi ile gerceklestirildi.

Sekil 6.1’de goriildiigii gibi reaksiyon oncelikle ortamda CmFDH oldugundan
dolayi NAD"”nin NADH’a doniisiimii yoniinde devam ettiginden 340 nm’de
absorbans artis1 gerceklesti.

Belli bir degerde ortama CmFDH miktarmin 3 kati yani 30 pg BtADH ilave
edildiginde bu sefer ortamda olusan NADH molekiilleriyle BtADH 2-biitanolii tekrar
etil metil ketona doniistiirmeye basladi. Reaksiyonun bu yonde oldugunun takibi UV
spektrofotometrede 340 nm’de absorbans azalmasiyla gozlendi. Bu deney ile uygun
sartlarda kofaktor rejenerasyonunun gergeklestirildigi UV spektrofotometredeki
absorbans takibi ile gosterildi. Sekil 6.1’de goriildiigii gibi etil metil ketonun bir
sekonder alkol olan 2-biitanole donlisimii  ortama BtADH ilavesiyle
gerceklestirilmistir. Bir siire sonra egrinin diizlesmesi CmFDH ve BtADH
enzimlerinin ayni hizda calismalarindan dolayr olusan NADH ile doniistiiriilen
NAD"’nin ayn1 miktar olmasindan kaynaklanmaktadr.

Sekil 6.2°de ortamda CmFDH varken NADH olusumunun gerceklestigi ve 340
nm’de absorbansin arttigi goriilmektedir. Belli bir siireden sonra ortama BtADH
ilavesiyle metil propil ketonun 2-pentanole doniisiimii icin gerekli NADH ortamda
bulundugundan BtADH NADH’1 kullandigindan absorbans ani bir Sekilde
diismektedir. Daha sonra iki enzim ayni anda g¢alistiklarindan NADH bir taraftan
olusturulurken bir taraftan da tiiketilmektedir. CmFDH’in spesifik aktivitesi
BtADH’tan daha fazla oldugundan tekrar NADH ydniinde bir artma goriilmektedir.

Sekil 6.3’de ise kofaktor rejenerasyonu ayni enzimlerle fakat farkli bir substrat
olan 2,3 biitandionla gergeklestirildi. Ortamda CmFDH oldugunda absorbanas artisi
devam ederken ortama BtADH ilavesiyle NADH kullanildiginda absorbans
diismektedir. Burada ikili enzim sistemi ile kofaktor rejenerasyonu gerceklestirilerek
2,3 biitandionun 2,3 biitandiol’e doniistimii UV spektorfotmetrede kofaktor takibi ile
gosterildi. Sekil 6.4’de ise benzaldehidin ikili enzim sistemi ile kofaktor
rejenerasyonu gosterilmektedir. CmFDH ile baslayan reaksiyon NADH olusumu
sebebiyle absorbans artisi  gosterirken ortama BtADH ilavesiyle NADH

kullanildigindan 340 nm’de absorbans azalmasi goriilmektedir. Bu sonug
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benzaldehid substrar1 ile yapilan ikili sistemde kofaktor rejenerasyonunda iki

enzimin aktif olarak ¢aligtigin1 gostermektedir.

Timee: {5804

Sekil 6.1: Ikili enzim sistemi ile kofaktor rejenerasyonu gerceklestirilerek etil metil
ketonun rediiksiyonu.
Sekil 6.1°de A) Reaksiyon oncelikle 50 mM pH 7,5 sodyum fosfat tampon

¢ozeltisi icinde 200 mM sodyum format, 10 mM etil metil keton, ImM NAD" ve 5
ug CmFDH ilavesiyle reaksiyon baglatildi. B) bu noktadan itibaren 30 pg BtADH, C)
tekrar 30 ug BtADH ilave edilerek reaksiyon gergeklestirildi.

] B

Tme (secy]

Sekil 6.2: Ikili enzim sistemi ile kofaktor rejenerasyonu gergeklestirilerek metil
propil ketonun rediiksiyonu.
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Sekil 6.2’de A) Reaksiyon oncelikle 50 mM pH 7,5 sodyum fosfat tampon
¢ozeltisi iginde 200 mM sodyum format, 10 mM metil propil keton, ImM NAD" ve
5 ug CmFDH ilavesiyle reaksiyon baslatildi. B) bu noktadan itibaren 30 ug BtADH
ilave edilerek reaksiyon gergeklestirildi.

Sekil 6.3’de A) Reaksiyon oncelikle 50 mM pH 7,5 sodyum fosfat tampon
¢ozeltisi iginde 200 mM sodyum format, 10 mM 2,3 biitandion, ImM NAD" ve 5 ug
CmFDH ilavesiyle reaksiyon baslatildi. B) bu noktadan itibaren 30 pg BtADH ilave
edilerek reaksiyon gerceklestirildi.

Sekil 6.3: Ikili enzim sistemi ile kofaktor rejenerasyonu gergeklestirilerek 2,3
biitandion rediiksiyonu.

...................................................................

Sekil 6.4: Ikili enzim sistemi ile kofaktor rejenerasyonu gerceklestirilerek
benzaldehid rediiksiyonu.
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Sekil 6.4’de A) Reaksiyon oncelikle 50 mM pH 7,5 sodyum fosfat tampon
¢ozeltisi icinde 200 mM sodyum format, 10 mM benzaldehid, 1mM NAD" ve 5 nug
CmFDH ilavesiyle reaksiyon baslatildi. B) bu noktadan itibaren 30 pg BtADH ilave
edilerek reaksiyon gerceklestirildi.

Sekil 6.5°de ise farkli bir aldehit olan asetaldehit kullanimi ile kofaktor
rejenerasyonu UV spektrofotometrik takip ile gdsterilmektedir. CmFDH varliginda
artan absorbans ortama BtADH ilavesiyle hizli bir Sekilde azalmakta ve sonra ikili
sistem ayni anda calistigindan belli bir hizda kofaktor olusumu ve kullanilmasi
gerceklesmektedir.

Yukarida verilen keton ve aldehit drneklerinin kullanilarak ikili enzim sistemi
ile kofaktor rejenerasyonu UV spektorfotometrede 340 nm’de absorbans takibi ile
gosterilmektedir. Bu sonuclar iki enzimin ayni1 ortamda c¢alisabildigini ve {iriin
olusturabilecegini gostermektedir.

Serbest  enzimlerle  kofaktér  rejenerasyonu  gergeklestirildigi UV
spektorfotometre ile gosterildikten sonra bu iki enzimin Eupergit C 250 L matriksine
immobilize edilerek reaktorlerde kullanilabilir olup olmadigi denendi. Besinci
boliimde ayrintil olarak gosterildigi gibi CmFDH ve BtADH’in Eupergit C 250 L
lizerine ayr1 ayr1 immobilizasyonu ve karakterizasyonu basariyla gerceklestirildi. Bu
boliimde ise ayni matriks iizerine iki enzim ayni anda immobilize edilerek ikili
immobilizasyon gerceklestirildi. Immobilizyon farkli miktarlarda enzim ve matriks
kullanimi ile gergeklestirildi. 10 mg ve 20 mg Eupergit C 250 L iizerine yapilan
imobilizasyonlarda ayr1 ayr1  kofaktdor olusumu ve harcanmas1 UV
spektrofotometrede takip edildi.

Ikili immobilizasyon gergeklestirilen oranlarda immobilize ve serbest ikili
sistemi kiyaslamak i¢in ayni sartlarda serbest enzim ile metil propil keton substrati
kullanilarak 340 nm’de reaksiyon takibi gergeklestirildi. Sekil 6.6’da farkli oranlarda
serbest CmFDH (0,004 mg), BtADH (0,04 mg) kullanilarak ikili enzim sistemi ile
kofaktor olusumu takibi mikroplaka okuyucu ekran goriintiisii goriilmektedir. Sekil
6.6°da goriildiigii gibi reaksiyon NAD" olusumu yéniinde ilerlemektedir. BtADH 1n
spesifik aktivitesi CmFDH’tan daha az olmasi sebebiyle BtADH reaksiyon ortaminda
on kat fazla kullanildi. Bu sebebple NAD" olusum hizi NADH olusumundan daha
fazla oldugundan 340 nm’de absorbans azalmas1 goriilmektedir. Azalmanin ¢ok hizl
olmamasi iki enzimin ¢aligtigin1 fakat BtADH’1n aktivitesinin daha fazla oldugunu

gostermektedir. Reaksiyonun bu Sekilde 1 saat siire ile takibi bize metil propil
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ketonun 2-pentanole doniisiimiiniin verimli bir Sekilde gergeklestigini ve CmFDH ve

BtADH miktarinin kofaktor rejenerasyonu igin ideal seviyeye yakin oldugunu

gostermektedir.
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Sekil 6.5: Ikili enzim sistemi ile kofaktor rejenerasyonu gergeklestirilerek asetaldehid
rediiksiyonu.

Sekil 6.5’de A) Reaksiyon oncelikle 50 mM pH 7,5 sodyum fosfat tampon
cozeltisi icinde 200 mM sodyum format, 10 mM asetaldehid, 1mM NAD" ve 5 ng
CmFDH ilavesiyle reaksiyon baslatildi. B) bu noktadan itibaren 30 pg BtADH ilave
edilerek reaksiyon gerceklestirildi.

Sekil 6.7’de farkli oranlarda serbest CmFDH (0,004 mg), BtADH (0,06 mg)
kullanilarak ikili enzim sistemi ile kofaktor olusumu takibi ekran goriintiisii
verilmistir. BBADH miktarmin artirilmas1 BtADH’1in NAD" olusum hizin1 bir miktar
artirdigr goriilmektedir. 340 nm’deki absorbans azalmasina artan BtADH miktarinin
NADH kullanimini artirmast neden olmaktadir. Ikili enzim sistemindeki reaksiyon
BtADH aktivitesi yoniinde devam etmesine ragmen azalisin biraz artmasi bize iki
enzim oraninin sekonder alkol olusumunu dahada artiracak Sekilde ilerlerken ideal

seviye olan denge konumundan uzaklastigin1 gostermektedir.
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Sekil 6.6: Farkli oranlarda serbest CmFDH (0,004 mg), BtADH (0,04 mg)
kullanilarak ikili enzim sistemi ile kofaktdr olusumu takibi.

Sekil 6.6°ki sekil ¢iziminde kofaktér doniisiimleri belirlenmesi i¢in kullanilan
absorbans degerleri 5 kat seyreltme faktorii ile hesaplanmustir.

Sekil 6.8’de ise ikili immobilize sistemin kofaktor olusumu ve harcanmasi
takibi gosterilmektedir. Burada ise NADH harcanma hizt BtADH artis1 sebebiyle bir
miktar daha artmaktadir. BtADH enziminin bir miktar daha artirildigi 4 nolu
reaksiyonda Sekil 6.9’da gosterilmektedir. Burada da artan BtADH’mn 340 nm’deki
absorbansi1 daha da azalttigi goriilmektedir. Serbest ikili enzim sistemi ile yapilan
deneylerde ikili enzim sisteminin ¢alistigi ve kofaktér rejenerasyonunu
gerceklestirdigi goriilmektedir. En ideale yakin immobilizasyon enzim oranmin 1
nolu ikili enzim reaksiyonu oldugu goriilmektedir. BtADH toplam unit aktivitesinin
CmFDH’dan daha fazla oldugu ve 340 nm’deki absorbansin belli bir hizda azaldig
Sekil 6.6°da goriilmektedir. Bu da bize reaksiyonun NAD® olusumu y&niinde
ilerledigini ve sekonder alkol olustugunu gostermektedir. Diger ikili enzim sistemi
reaksiyonu sartlarinda (2, 3 ve 4 nolu) ise artan BtADH miktarinin NADH miktarini
azaltic1 yonde etkide bulundugu goriilmektedir.

Ayn1 sartlarda immobilize sistemin kofaktér olusumu takibi UV
spektrofotmetrede gerceklestirildi. Besinci boliimde ayrintili olarak agiklandigr gibi
CmFDH ve BtADH’1n immobilizasyonunda optimum Eupergit C 250 L matriksi 10

mg olrak belirlendi. Bu sebeple ikili immobilizasyonda 10 mg ve 20 mg matriks
109



kullanilarak etkileri belirlendi. Sekil 6.10’da 10 mg matriks iizerine yapilan 1, 2, 3 ve
4 nolu immobilizasyonlarimin ikili sistem reaksiyonlarminin kofaktér olusumu takip
edilmektedir. Sekil 6.10’da goriildiigii gibi 4 farkli immobilizasyonda da 60 dakikalik
reaksiyon takibinde NADH miktar1 zamanla azalmaktadir. Buda bize immobilize
BtADH’in toplam unit aktivitesinin CmFDH’tan daha yiiksek oldugunu
gostermektedir. Bu sonu¢ CmFDH’in serbest formunun spesifik aktivitesinin
BtADH’in spesifik aktivitesinden yaklasik 4 kat fazla olmasi ile paralellik

gostermektedir.
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Sekil 6.7: Farkli oranlarda serbest CmFDH (0,004 mg), BtADH (0,06 mg)
kullanilarak ikili enzim sistemi ile kofaktor olusumu takibi.

Sekil 6.7°de sekil ¢iziminde kofaktér dontisiimleri belirlenmesi i¢in kullanilan

absorbans degerleri 5 kat seyreltme faktorii ile hesaplanmugtir.
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Sekil 6.8: Farkli oranlarda serbest CmFDH (0,004 mg), BtADH (0,07 mg)
kullanilarak ikili enzim sistemi ile kofaktor olusumu takibi.

Sekil 6.8’de ki sekil c¢iziminde kofaktor doniistimleri belirlenmesi igin

kullanilan absorbans degerleri 5 kat seyreltme faktorii ile hesaplanmistir.
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Sekil 6.9: Farkli oranlarda serbest CmFDH (0,004 mg), BtADH (0,09 mg)
kullanilarak ikili enzim sistemi ile kofaktor olusumu takibi.
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Sekil 6.9’da kofaktoér doniisiimleri belirlenmesi igin kullanilan absorbans

degerleri 5 kat seyreltme faktorii ile hesaplanmustir.

m
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Sekil 6.10: 1 (M), 2 (O), 3 (®) ve 4 (O) nolu ikili immobilizasyonu 60 dakikalik
reaksiyonu kofaktor doniisiimii takibi.
Sekil 6.10°da ki immobilizasyon ve reaksiyon sartlari materyal metod kisminda

aciklanmustir. Sekil ¢iziminde kofaktdr doniisiimleri belirlenmesi igin kullanilan
absorbans degerleri 5 kat seyreltme faktorii ile hesaplanmistir.

Bu aktivite farki sebebiyle immobilize sistemde BtADH miktarin1 10 kat fazla
aldigimiz i¢in aktivite BtADH yoniinde devam etmektedir. Ayn1 zamanda serbest
forma gore kiyasladigimizda baglanan CmFDH’ 1n serbest enzime gore aktivitesinin
daha az oldugu goriilmektedir.

Eupergit C 250 L matriksinin 20 mg kullanilarak ger¢eklestirildigi reaksiyonlar
(5, 6, 7 ve 8 nolu) Sekil 6.11°de gosterilmektedir. Burada da iki enzimin toplam unit
aktivitesinin 10 mg matriks deki sonuglarla paralel oldugu goriilmektedir. Matriks
miktarinin iki katina ¢ikarilmasi baglanan enzimlerin akivitelerinin 1, 2, 3 ve 4 nolu
immobilizasyon reaksiyonlarindakine benzer oldugu goriilmektedir. Baglanan
CmFDH’1n serbest forma goére aktivite kaybinin olmasi sebebiyle NADH azalmasi
yoniinde reaksiyon ilerlemektedir.

Bu sonuglar bize serbest ve immobilize ikili enzim sisteminin verimli bir
sekilde caligarak  kofaktdr  rejenerasyonunu  gergeklestirdigini UV
spektrofotometredeki reaksiyon takibi ile gdstermektedir.
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Serbest ve immobilize enzimlerle kofaktdr rejenerasyonu gosterildikten sonra
BtADH’in  aktivite  gosterdigi  substratlarla  reaksiyon hazirlayip Gaz
kromatografisinde (GC) iiriin analizleri yapildi. Bu boélimde aktivite gosteren
substratlardan bazilarinin GC analizleri verilerek sonuglar degerlendirilmektedir.
Aktivite goriilen diger substratlarin GC analiz sonuclar ekte verilmistir.

Etil metil keton substratinin standart olarak alikonma zamanlarinin
belirlenmesi i¢cin GC-FID kolona yiiklendi. Kolonda yiiriitiilme sonunda standart
olarak etil metil ketonun (EMK) alikonma zamani 5,02, 2- biitanoliin ise 5,40 dakika
olarak tespit edildi (Sekil 6.12). Ekstraksiyon i¢in kullanilan diklormetanin alikonma
zamani ise 3,43 dakika olarak belirlendi. Daha sonra Sekil 6.12°de goriildigi gibi
ikili enzim sistemi ile gergeklesitirilen 3 saatlik reaksiyon sonucunda etil metil keton
azalarak 2-biitanol artmaktadir. Bu sonu¢ bize BtADH’mmn CmFDH yardimiyla
kofaktér rejenerasyonu  gerceklestirilerek etil metil ketonu  2-biitanole
doniistiirdigiinii géstermektedir. Sekil 6.13’de ise 2- biitanoliin BtADH ile 4,5 saatlik

reaksiyonu GC analizi gosterilmistir.
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0 v T T v T v T
15 30 45 60

Sure (dakika)

Sekil 6.11: 5 (W), 6 (O), 7 (®) ve 8 (O) nolu ikili immobilizasyonu 60 dakikalik
reaksiyonu kofaktdr doniigiimii takibi.

Sekil 6.11°de ki immobilizasyon ve reaksiyon sartlar1 materyal metod kisminda
agiklanmustir. Sekil ¢iziminde kofaktor doniisiimleri belirlenmesi i¢in kullanilan

absorbans degerleri 5 kat seyreltme faktorii ile hesaplanmustir.
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Sekil 6.12: A) Etil metil ketonun ikili enzim sistemi ile 3 saatlik reaksiyonunun ve B)
standartinin GC analizi.

Sekil 6.12°de ki gaz kromatografisi analizi sonuglarina goére bilesiklerin
alikonma zamanlar1 1) diklorometan 3,43 dakika, 2) etil metil keton 5,02 dakika, 3)
bilinmiyen pik ve 4) 2-biitanol 5,4 dakikadr.
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Sekil 6.13: 2-biitanol’iin 4,5 saatlik reaksiyonunun GC analizi.

Sekil 6.13’de ki gaz kromatografisi analizi sonuglarina gore bilesiklerin
alikonma zamanlar1 1) 2-biitanon 4,17 dakika, 2) 2-biitanol 4,38 dakika, 3) etil asetat
4,83 dakika ve X) pikleri ise safsizliktir.

Sekil 6.14.°de metil propil keton ve 2-pentanol standardi ile 20 saatlik
reaksiyon Sekilleri ikili Sekil seklinde gizilerek tiriin olusumu daha net olarak
gosterildi. Sekil 6.14. (A)’da metil propil keton (MPK) standardinin pikleri
goriilmektedir. Metil propil ketonun alikonma zamani 8,79, 2- pentanoliin ise 10,07
dakika olarak belirlendi. Sekil 6.14. (B)’de ise 20 saatlik reaksiyonun sonucundaki
pikler goriilmektedir. 20 saatlik reaksiyonda metil propil keton pikinin azaldig1 ve 2-
pentanol pikinin ise arttigi gozlenmektedir. Bu sonuglar bize serbest ikili enzim
sisteminin verimli bir Sekilde ¢alisarak metil propil keton substratini 2-pentanole
dontstiirdiigiint gostermektedir.

Sekil 6.15°de 2-propanoliin serbest ikili enzim sistemi ile 20 saatlik
reaksiyonunun GC analizi grafigi verilmistir. Bu Sekilte aseton substratinin alikonma
zamani 2,6 dakika ve 2-propanol’iin ise 2,75 dakika oldugu goriilmektedir. Sekil
6.15°de 2- propanol standardi ile 2- propanoliin 20 saatlik reaksiyonunun GC analizi
grafigi ikili Sekil seklinde c¢izilerek zamanla aseton olusumu gosterilmistir. Bu
sonuglar bize bir sekonder alkol olan 2-propanoliin BtADH ile 20 satlik reaksiyon

sonucunda aseton olusumunu gergeklestirdigini gostermektedir.
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Sekil 6.17 (A)’da siklopentanon ketonunun standart olarak GC analizi
goriilmektedir. Siklopentanonun alikonma zamani olarak 16,33 dakika olarak tespit
edildi. Sekil 6.16’da siklopenatnonun ikili enzim sistemi ile 3 saatlik reaksiyonu
sonucunda siklopentanoliin 16,61 dakikada reaksiyonda iiretildigi goriilmektedir.
Sekil 6.17 (B)’de 20 saatlik reaksiyon sonucu siklopentanol pikinin daha da arttig
gozlenmektedir. Sekil 6.17°de standart ve 20 saatlik reaksiyon grafigi ikili Sekil
seklinde ¢izilerek siklopentanoliin zamanla arttig1 bariz olarak gosterildi.

Bu GC analizleri bize BtADH’in keton substratlarini ikili enzim sistemi ile
indirgeyerek alkole doniistiirdiiglinti irlin analiziyle gostermektedir. Olusan ketonun
kiral Gzelliklerinin belirlenmesi igin kiral kolona ihtiya¢ bulunmaktadir. Kiral
kolonun laboratuarimizda olmamasi, ¢evre arastirma merkezleri ve tiniversitelerde bu
ozellikte kiral kolonun bulunmamasi sebebiyle kiralite ve enantiyomerik miktar
analizleri yapilamadi.

Bu GC analizleriyle birlikte spektrofotometrik olarak gosterilen BtADH
aktivitesinin  iiriin analizi ile tamamen kanitlandigi ortaya konmustur.
Spektrofotometrik olarak reaksiyon verdigi gosterilen diger substratlarin (alkol,
aldehid ve keton) GC analizleri ve Michaelis-Menten Kkinetik Sekilleri ekte

verilmigtir.
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Sekil 6.14: A) Metil propil keton standartinin ve B) ikili enzim sistemi ile 20 saatlik
reaksiyonunun GC analizi.

Sekil 6.14’de ki gaz kromatografisi analizi sonuglarina gore bilesiklerin
alikonma zamanlar 1) etil asetat 5,85 dakika, 2) metil propil keton 8,79 dakika ve 3)
2- pentanol 10,07 dakika ve X) pikleri safsizliktir.
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Sekil 6.15: A) 2-propanol standartinin ve B) 20 saatlik reaksiyonunun GC analizi.

Sekil 6.15’de ki gaz kromatografisi analizi sonuglarina goére bilesiklerin
alikonma zamanlar1 1) aseton 2,6 dakika, 2) 2-propanol 2,75 dakika, 3) etil asetat
5,77 dakika ve X) pikleri ise safsizliktir.

118



2000

1600 -
3
'S 1200 4
=
=
g
T 800
£
v
400 - 1
2|l3
X
L] ¥ L lJ & 1 ot
0 5 10 15 20

Alikkonma zaman (dakika)

Sekil 6.16: Siklopentanonun ikili enzim sistemi ile 3 saatlik reaksiyonunun GC

analizi.
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Sekil 6.17: A) Siklopentanon standartinin ve B) 20 saatlik ikili enzim sistemi
reaksiyonunun GC analizi.

119



Sekil 6.16’da ki gaz kromatografisi analizi sonuglarina goére bilesiklerin
alikonma zamanlart etil asetat 6,25 dakika, siklopentanon 16,33 ve siklopentanol
16,61 dakikadir. Sekil 6.17°de ki gaz kromatografisi analizi sonuglarina gore
bilesiklerin alikonma zamanlar1 etil asetat 6,35 dakika, siklopentanon 16,33 ve
siklopentanol 16,61 dakikadir.immobilize ikili enzim sitemi ile metil propil keton
substratinin bir sekonder alkol olan 2-pentanole doniisiimii reaksiyonlar1 etil asetat
ile ekstrakte edilerek GC-FID ile analiz edildi. iki farkli matriks miktarinda 4 farkli
enzim oranlarinda gergeklestirilen immobilizasyonlarda her bir immobilizasyon
reaksiyonu i¢in ayr1 ayrt GC {liriin analizleri gerceklestirildi. Bu boliimde bunlardan
baz1 ornekler verilerek sonuglar degerlendirilecektir. Diger tiim immobilize sistemle
gerceklestirilen GC analiz sonuglar1 ekte verilmistir.

Metil propil ketonun alikonma zamani 8,79 ve 2-pentanoliin’de 10,07 olarak
belirlendi. Daha sonra metil propil ketonun 1) nolu immobilize ikili enzim sistemi ile
1 ve 20 saatlik reaksiyonunun GC analizleri Sekil 6.18’de goriilmektedir. Metil
propil keton substratinin 1) nolu immobilize ikili enzim sistemi ile 1 ve 20 saatlik
reaksiyon ektraksiyonunun GC-FID analizlerinde 1 saatlik reaksiyonda az miktarda
olusan 2-pentanol pikinin (10,07 dakika ) alikonma zamaninda geldigi goriilmektedir.
Reaksiyon ilerlediginde 20 saatlik analizde ise 2- pentanol pikinin arttig1 metil propil
keton pikinin ise (8,79 dakika alikonma zamaninda) fazla azalmadig: goriilmektedir.
Metil propil keton pikinin beklendigi gibi azalmamas: deneysel hatalardan
kaynaklanmaktadir. Reaksiyonun 1 ve 20 saatlik tiriinlerinin ayn1 Sekilte analizi i¢in
Sekil 6.18’de gortldigi gibi ikili Sekil ¢izme islemi yapildi. Bu sonug bize
immobilize ikili enzim sisteminin ¢alistigin1 gostermektedir. Serbest enzime gore
karsilastirildiginda immobilize enzimin ayni siirede iirlin olusturma hizinin daha
yavas oldugu goriilmektedir. Bunun immobilize sistemde kiitle transferi ve sterik
kisitlama gibi aktiviteyi azaltic1 etkenlerin rol oynadig diigiiniilmektedir.

2), 3) ve 4) nolu immobilize ikili enzim sistemi ile yapilan reaksiyonlarin GC
analizleri 1 nolu immobilizasyon analizleri ile benzerlik gostermektedir. Ilk 1 saatlik
reaksiyonda 2- pentanol olusumu piki az iken 20 saatlik reaksiyonda 2- pentanol piki
artmaktadir. Burada BtADH miktar artirilarak immobilizasyon yapilmasina ragmen
1 nolu immobilizasyona gore bir degisiklik gozlenmemektedir. Ikili
immobilizasyonda BtADH miktarinin artirtlmasi immobilize sistemin verimini
olumlu veya olumsuz yonde etkilememistir. Baglanan enzim aym aktivitesini

korudugundan baglanmayan enzimler ise siiziintiide kalmaktadir.
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Sekil 6.18: 1) nolu ikili immobilize enzim sistemi ile metil propil keton substratinin 1
ve 20 saatlik reaksiyonlariin GC analizi.

Sekil 6.18’de ki gaz kromatografisi analizi sonuglarina goére bilesiklerin
alikonma zamanlarn etil asetat 5,85 dakika, metil propil keton 8,79 dakika ve 2-
pentanol 10,07 dakikadir.

Eupergit C 250 L miktar1 iki katina ¢ikarilan 5), 6), 7) ve 8) nolu ikili
immobilize sistem ile yapilan 1 ve 20 saatlik reaksiyonlarin analizlerinde 2-pentanol
miktarmin 1), 2), 3) ve 4) nolu immobilize sistemlerdeki gibi 20 saatlik reaksiyonda
1. saate gore iiriin artis1 goriilmektedir. 2-pentanol artisi 10 mg matriks kullanilan
sisteme gore biraz azalmaktadir. Matriks artigi ile birlikte immobilizasyon esnasinda
ortamda daha fazla bulunan serbest epoksi gruplari ile enzimlerin etkilesimi sonucu
aktivite azalmaktadir. 1) nolu ikili immobilizasyonu disindaki diger ikili

immobilizasyon GC analizleri ekte verilmistir.
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7. SONUCLAR ve YORUMLAR

Enzimlerin biyokatalist olarak endiistride kullanimlar1 ve 6nemi giin gegtikce
artmaktadir. Oksidorediiktazlar grubunda bulunan alkol dehidrogenazlar alkol,
aldehid ve keton bilesiklerinin doniisiimlerini gergeklestirerek ekonomik degeri
yiiksek kimyasal bilesiklerin sentezinde kullanilmaktadirlar. Alkol dehidrogenazlarin
cogunlugu kofaktér bagimli olduklarindan ortamda siirekli kofaktér bulundurulmasi
gerekmektedir. Kofaktér maliyetlerinin yliksek olmasi ve endiistriyel kullanilabilirlik
i¢in kofaktor rejenerasyonu yapilmaktadir. Kofaktor rejenerasyonunda ise en yaygin
kullanilan format/format dehidrogenaz sistemidir.

Bu calismada ikili enzim sistemlerinde kofaktér rejenerasyonunda en g¢ok
tercih edilen format dehidrogenaz enzimi i¢in Candida methylica kaynakli format
dehidrogenaz (CmFDH) kullanildi. Yaklagik 42 kDa biiyiikliigiinde olan CmFDH’1in
Studier otoindiiksiyonu ile yiiksek miktarda iiretilmesi saglandi. Bir litre kiiltiirden
yaklagik olarak %95 saflikta 110 mg protein elde edildi. Otoindiiksiyon yontemi
kullanim1 sebebiyle IPTG’ye gore daha pratik ve verimli bir ekspresyon
gerceklestirildi. Hiicre pelletleri ve toplam protein miktarlar1 karsilastirildiginda
Studier besiyerinin %17.96 hiicre pelleti ve %27.8 total protein miktar1 olarak fazla
oldugu gozlenmistir. CmMFDH’1n kinetik ¢alismalarinda Kca; Ve Ky degerleri, sirasiyla,
1.03 £ 0.03 s ve 34.88 + 4.4 mM olarak bulundu. Yapilan deneyler sonucunda
elde edilen degerler CmFDH ile yapilan calismalara [Blanchard, 1980 ],
[Schirwitz, 2007], [Shinoda, 2005], [Dijken, 1976] paralellik gostermektedir.
CmFDH’1n spesifik aktivite degeri yani bir dakikada 1 mg proteinin olusturdugu
NADH iirtin miktar1 3,62 U/mg olarak bulundu. Saflastirma sonrasi toplam Unit
aktivite yaklasik 2,5 kat artmistir. Elde edilen veriler Candida methylica’nin daha
once yapilan kinetik degerleriyle uyum gostermektedir ([Ordu and Karaguler, 2007].

Ikili enzim sisteminde kullanilmak iizere protein dizisi NCBI’daki (National
Centre for Biotechnology Information) GeneBank’dan (Accession no: gi75761106)
aliman bir alkol dehidrogenaz Bacillus thuringiensis serovar israelensis
organizmasindan klonlandi. Klonladigimiz enzim 345 aminoasit biiyiikligiinde
oldugundan orta zincirli dehidrogenazlar/rediiktazlar olarak karakterize edilebilir.
Dizi uyumluluguna daha derin olarak baktigimizda filogenetik analizinin ¢inko
iceren orta zincirli ADH’lar ile yapilmas: tercih edildi. Homoloji tabanli database
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aragtirmasinda Bacillus thurgiensis serovar israilensis organizmasinda muhtemel
alkol dehidrogenaz geni tespit edildi. Bu gen {iriinii PCR yardimiyla ¢ogaltildi ve
PET14b ekspresyon vektoriine basariyla klonlandi. N ucunda polihistidin bagli (Hisg)
baglanma bolgesi igeren flizyon protein iiretimi, E. coli BL21 (DE3) tasiyicisi
kullanilarak basariyla gerceklestirildi. Istenen dizideki proteinin biyokimyasal
karakterizasyonu protein kiitle spektrometresiyle beraber SDS-PAGE analiziyle de
dogrulandi.

Daha o6nce belirlenen DNA dizilerinin veri taramasinda BtADH’in ¢ok iyi
bilinen E.coli’den izole edilen ADH (EcADH) ile (Karlsson et al., 2003)] %68
uyumluluk ve %81 benzerlik ve Bacillus stearothermophilus strain LLD-R
(HtADH)’dan izole edilen ADH da ise %51 uyumluluk ve %70 benzerlik gozlendi.
Ekspresyon plazmidi (pBtADH) E. Coli BL21 (DE3) hiicrelerine transforme edildi.
Kigiik degisiklikler yapilan otoindiiksiyon prosediirii (Studier, 2005)] E.coli’nin
rekombinant protein iiretimi igin kullanildi. Hiicre ekstrakti SDS-PAGE ile analiz
edildi. Biyiikligii 38,9 kDa olarak beklenen protein, pBtADH plazmidi igeren E.
Coli BL21 (DE3) ekstraksiyonundan coomassie boyali jel ile kolaylikla belirlendi.
Hisg-BtADH metal iyon afinite kromatografi ile saflastirildi. Tek asama saflastirma
protokoliinde 1 litre kiiltirde SDS-PAGE analizine gore %90 saflikta 80-100 mg
protein elde edildi.

BtADH’1in piridin niikleotid tercihini belirlemek i¢in yapilan kinetik
cakismalarda 2- propanoliin NAD" bagli oksidasyonu ke degeri 282.5+3.4 dak.™ ve
Kwm 1124 uM bulunurken NADP™ Kcg 3.26+0.58 dak.™ ve Ky, of 766+24 uM olarak
bulundu. NAD"nin kinetik sabit degeri NADP nin degerinden yaklasik 600 kat fazla
bulundu. Bu sonug Bacillus stearothermophilus strain LLD-R (HtADH) [Ceccarelli
et al., 2004], E. coli K-12 (EcCADH) [Karlsson et al., 2003], Sulfolobus solfataricus
(SsADH) [Esposito et al., 2002], Horse liver (HIADH) [Eklund, 1983], Bemisia
argentifolii (BaKR) [Banfield et al., 2001], Thermoanaerobacter brockii (TODADH)
[Li et al., 1999b] ve Clostridium beijerinkii (CbADH) [Korkhin et al., 1999]
organizmalarindan izole 1iyi bilinen benzer niikleotid tercihi paylagtigim
gostermektedir.

BtADH’1n metal icerigi ve aktiviteye cesitli metal iyonlarin etkisi belirlendi.
Enzimin orta zincirli olmasi sebebiyle ya demir ya da c¢inko igerecegi
beklenmekteydi. Ciinkii orta zincirli ADH’lar demir veya ¢inko i¢cermektedir. ICP-

OES analizi saf enzimin her bir alt birimde 1.78 =0.08 mol ¢inko igerdigini gosterdi.
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Boylece enzimin her bir monomeri 2 mol ¢inko iyonu igermektedir. ICP-OES analizi
BtADH’1n simiflandirmasinda belirleyici olmustur. Enzimin her bir monomerinde
yaklasik iki ¢inko (II) iyonunun bulunmasi BtADH’in kataliz i¢in nikotinamid
kofaktérii  kullanan ¢inko igeren MDR alt familyasmna ait oldugunu
distindiirmektedir.

Enzim aktivitesine degisik katyonlarin etkisi incelendi. Yapilan deneyler
sonucunda Mn*?, Mg*?, Ca*? Co*? ve Cu* gibi iki yiiklii katyonlar aktiviteyi dikkate
deger bir Sekilde (%80-90) ve Ni*? az bir oranda (%620) azaltirken Ba* az bir oranda
(%20) artirdi. 1 mM Zn*? ilavesinde ciddi bir Sekilde enzim aktivitesinin azalmasi
(%90 inhibisyon) beklenmedik bir durumdu.

BtADH’1in katalitik ozellikleri belirlenmesi c¢alismalarinda oksidasyon
reaksiyonlari i¢in pH 6.0-8.5 arasinda yiiksek spesifik aktivite gozlenirken pH 7,5 da
maksimum aktivite goriildii. Bu pH araliklarinin disinda aktivite ciddi oranda azaldi.
Indirgenme reaksiyonlar1 icin pH aktivite profilinde pH 9,0-11,0 arasinda aktivite
gozlenirken pH 7,0 nin altinda ve pH 12,0’nin {istiinde aktivite ciddi oranda azaldu.
Enzimin pH stabilizasyon calismasinda BtADH’1n pH 5.5-11.5 arasinda 25 °C’de 20
dakika muamele edildiginde %80 oksidasyon aktivitesini koruyarak oldukga stabil
oldugu gozlendi. BtADH’in optimum pH ve kararlilik deneylerinde maksimum
aktivite i¢cin optimum pH 9.0 olarak bulundu. pH 8.5-10.5 arasinda %78 oraninda
maksimum aktivitesini korudu. BtADH pH-7.0-11.5 arasinda 20 °C’de yiiksek pH
stabilitesinde oldugu gozlendi.

BtADH aktivitesine sicaklik etkisi 5-45 °C araliginda incelendi. Aktivite
sicaklik profili deneysel sartlar altinda 2-propanoliin oksidasyonu i¢in maksimum
aktivitenin 30 °C civarinda oldugu goézlendi. BtADH’in maksimum aktiviteyi 25
°C’de gosterdi. BtADH’1in 15 °C’de bile %6loraninda aktivitesi oldugu goriildii.
BtADH aktivitesinde sicaklik optimizasyonu deneyinde optimum sicaklik 25 °C
olarak bulundu. Enzim 20-30 °C arasinda %90 ve {izeri aktivite gosterirken 40 °C’nin
tizerinde aktivitesini tamamen kaybetmektedir.

BtADH’1n kinetik karalilig1 50, 60 ve 70 °C’deki yar1 omrii dl¢iilerek incelendi.
Kalan aktivite 25 °C’de standart hiz 6lgtimii ile gergeklestirildi ve bu da hiz sicaklik
muamelesi yapilmayana aktiviteyle oranlandi. BtADH’1n yar1 6mrii 50 °C igin 60
dakika civarinda, 60 °C i¢in 10 dakika ve 70 °C i¢in 3 dakika olarak bulundu.
Sonuglar BtADH’ 1 50 °C sicaklikda inkiibasyonunda oldukca kararli oldugunu

gosterdi. Enzim c¢ozeltisine 0,1 mM Zn*? ilavesi 40 °C’de 20 dakika inkiibasyon i¢in
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yaklagik %8 stabiliteyi artirdigi gozlendi. BtADH sicaklik kararliligi deneyinde
enzim 20 °C’de 60 dakika inkiibasyonda %97 oraninda aktivitesini muhafaza
etmektedir. 40 °C’de 60 dakika inkiibasyonda ise kalan aktivite %62 ler seviyesinde
olmaktadir.

Bu ¢alismadaki saf enzim primer alkollerin oksidasyonu i¢in pH 9.0’da, keton
rediiksiyonu i¢inde pH 7.5°da maksimum aktiviteyi gostermektedir. Bu ¢aligmada
pH’m BtADH aktivitesine doniisiimlii veya eger oluyorsa geri doniisiimsiiz etkilerini
de incelendi. Enzim pH 6 ve 11 arasinda olduk¢a kararlidir. Bu 6zellikle enzimin
ilgili biyoteknolojik uygulamalarda kullanilabilecegini gostermektedir. BtADH in
dikkate deger kinetik degerlerle aldehidleri, ketonlar1 ve kisa zincirden orta zincirli
primer alkolle kadar genis substrat spesifitesi oldugu gosterildi. Bu oksidasyon
rediiksiyon reaksiyon tipleri organik kimya sentezinde siklikla kullanilmaktadir.

Enzimin substrat spesifitesinin belirlenmesi ¢aligmalarinda BtADH primer
alkollerden 1-dekanole kadar, sekonder alkollerden 2-propanol ve 2-nonanol ile ve
diollerden 1,3 propandiol ve 1,6 hekzandiol ile halkasal yapidaki benzil alkol ile de
aktivite gostermektedir. BtADH substrat olarak gliserol, tersiyer alkollerden tert
amilalkol ve tert biitanol, farmosotik ve ticari 6nemi olan 1-fenil 2-propanol ile
yapilan deneylerde aktivite gostermedi. BtADH’in degisik aldehid bilesikleri
rediiksiyonu deneyleri yapildi. Substrat segiciligi i¢in aldehid bilesiklerinden
formaldehid, 4-brombenzaldehid ve salisil aldehid’de aktivite gOstermezken,
asetaldehid ve benzaldehid bilesiklerinde aktivite gostermektedir. BIADH 1n degisik
ketonlarla rediiksiyonu i¢in 18 ¢esit substrat denendi. Bunlardan 5 tanesinde aktivite
gozlenirken diger 13 tanesinde aktivite gozlenmedi. Aktivite gozlenen keton
bilesikleri aseton, etil metil keton, metil propil keton, siklopentanon ve 2,3
biitandion’dur. Benzen halkasina sahip degisik substratlar denenmesine ragmen
hicbirinde aktivite gozlenmedi. BtADH 1n laboratuvardaki alkol, aldehid ve keton
bilesikleriyle toplam 43 substrat denendi ve bunlardan 20 tanesinde aktivite
gozlenirken digerlerinde aktivite gdzlenmedi.

BtADH  aktivitesine DMSO etkisin incelendiginde %5 DMSO
konsantrasyonunda bile enzim aktivitesi %50 oraninda azalmaktadir. Buda bize
organik ¢oziicii olarak DMSO’nun kullaniminin uygun olmadigim1 gostermektedir.
BtADH aktivitesine tamponun iyonik direng etkisi incelendiginde 50 mM’a kadar
konsantrasyonda (~ %25) aktivite artis1 sagladigi fakat 50mM’dan 400 mM’a kadar

aktivite degerlerinde bir degisiklik olmadigi goriilmektedir. Bu deney sonucuyla
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yiiksek tuz konsantrasyonu BtADH aktivitesi iizerinde olumlu veya olumsuz bir etki
gostermediginden aktivite reaksiyonlarinda tampon ¢dzelti konsantrasyonu 50 mM
olarak ayarlandi.

Bu calismada Ikili enzim sistemi reaksiyonlarinda kullanilan CmFDH ve
BtADH’in Eupergit C 250 L iizerine immobilizasyonu basariyla gergeklestirildi.
Immobilizasyon sartlar1 optimize edildi ve immobilize enzimin karakterizasyonu
yapildi. Immobilizasyon ¢alismalarinda CmFDH’1n %72 immobilizasyon verimi ve
%37,5 aktivite verimi bulundu. Optimum immobilize enzim reaksiyon sartlari
calismasinda optimum sicaklik 55 °C ve pH 8,0 olarak serbest enzim sartlariyla ayni
degerlerde bulundu. imobilize enzimin Ky degeri serbest CmFDH icin 13,06 mM
iken immobilize CmFDH icin 21,06 mM olarak belirlendi. immobilize enzimin Ky
degerinin artmasi substrata olan ilginin azaldigini gdstermektedir. Serbest CmFDH’1n
kcat degeri 0,86 dak.? iken immobilize CmFDH’m 0,31 dak.” olarak belirlendi.
Katalitik verimlilik degeri olan Kca/Kym degeri serbest CmFDH igin 65,84 iken
immobilize CmFDH icin 14,71 olarak belirlendi. Immobilize CmFDH’1n saklama
kararliligi deneylerinde 10 giin sonunda enzim aktivitesinin %9011 korurken 30 giin
sonunda %50 aktivitesini devam ettirtmektedir. CmFDH’in reaksiyonlarda tekrar
kullanim sayis1 tespiti deneyinde 13 tekrarli aktivite sonunda %60 seviyelerinde
aktivitesini korudugu gézlendi. immobilize CMFDH 1n sicaklik kararliliginin serbest
enzime gore 55 °C’den sonra yaklasik olarak %15-35 oraninda arttig1 goriilmektedir.
Enzimin reaksiyonlardaki pH kararliligi ise her pH’da immobilize CmFDH’in
serbeste gore arttg1 goriilmektedir.

BtADH’1in  Eupergit C 250 L iizerine immobilizasyonunda %52
immobilizasyon %43,8 aktivite veriminin oldugu bulundu. Reaksiyonlarda optimum
sicaklik 25-30 °C, optimum pH’da 9,0 olarak belirlendi. Bu degerlerin serbest
enzimle ayni olmasi immobilize BtADH’in reaksiyon sartlarinda bir degisiklik
olmadigmi gostermektedir. immobilize BtADH’mn Ky degeri 19,01 iken serbest
enzimin 13,06 olarak bulunmasi immobilize enzimin Ky degerinin yiikseldigini
boylece substrata ilgisinin azaldigimi géstermektedir. immobilize BtADH’m Key
degeri 0,34 iken serbest enzimin 0,78 olarak bulunmasi immobilize enzimin Kca
degerinin azaldigin1 gostermektedir. Ker /Ky degeri katalitik verimlilik olarak
immobilize BtADH i¢in 17,8 iken serbest enzim i¢in 59,02 olarak bulundu. Bu
degerler bize serbest enzime gore immobilize BtADH’1n katalitik veriminin daha az

oldugu ve aym miktar {riin icin daha fazla siire gerektigini gostermektedir.
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Immobilize BtADH’m sicaklik kararlihiginin 40 °C’den sonra serbest enzime gore
%20-70 oraninda arttig1 ve pH kararliliginin ise tiim pH degerlerinde serbest enzime
gore daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Immobilize enzimin saklama kararlilig
deneyinde 10 giin sonunda aktivitenin %90 ve 30 giin sonunda %40 oraninda
korudugu goriilmektedir. Tekrarl aktivite deneyinde immobilize BtADH 1n 13 tekrar
sonunda aktivitesinin %80’ini korudugu goriilmektedir.

Ikili enzim sistemi reaksiyonlar1 i¢in CmFDH ve BtADH’in serbest ve ikili
immobilize formlarmin kullanilarak kofaktor rejenerasyonu ve oOenmli alkol
bilesikleri sentezi gerceklestirildi. Bu c¢alismada BtADH’in keton indirgenmesi
reaksiyonlarinda NADH ihtiyaci ortama CmFDH enzimi ve sodyum format substrati
ilavesiyle kofaktdr rejenerasyonu gerceklestirilerek saglandi. Oncelikle kofaktor
rejenerasyonunun UV spektrofotometrede anlik takibi deneyleri yapildi. Ikili enzim
sistemi ile kofaktor rejenerasyonu ve onemli alkol bilesikleri sentezi reaksiyonlari
serbest ve ikili immobilize enzim ile uygun reaksiyon sartlarinda UV
spektrofotometrede 340 nm’de reaksiyon takibi ile gerceklestirildi. Yapilan
deneylerde kofaktor rejenerasyonunu gerceklestigi  gosterildi. ikili enzim
sistemlerinde BtADH’in spesifik aktivitesinin CmFDH’dan daha diisiik olmasi
sebebiyle ortama yaklagik 5 kat daha fazla BtADH ilave edildi. Serbest ve ikili
immobilize enzim sistemi ile gergeklestirilen reaksiyonlarin iiriin analizleri GC-FID
ile belirlendi. Reaksiyonda kullanilan substrat ve iriinlerin alikonma zamanlari
belirlendi. Ikili immobilize sistemde iiriin veriminin daha az olmas1 sebebiyle ayni
miktar iirlin eldesi i¢in reaksiyon siiresinin daha uzun tutulmasi gerektigi belirlendi.

Bu ¢alismada ikili enzim sistemi ile 6nemli alkol bilesikleri sentezi ¢alismalari
basariyla gerceklestirildi. ikili sistemde kullanilan CmFDH ve BtADH Kkarakterize
edilip optimum reaksiyon sartlart belirlendi. Daha sonra reaktor kullanimlari igin ayri
ayrt ve ikili immobilizasyonlar1 gercgeklestirilip serbest enzime gore katalitik
ozellikleri belirlendi. Ikili enzim sistemi ile reaksiyon veren tiim substratlarin iiriin
analizleri GC-FID ile gergeklestirildi. Klonlanan BtADH’in  ayrintili
karakterizasyonlar1 yapilarak tiim aktivite gosteren tiim substratlarin Michaelis-
Menten kinetikleri ¢alisildi.

Su anda 150.000 niikleotid’den fazla dizi dehidrogenazlar olarak bilinmektedir
[J.D. Stewart, 2007]. Alkol dehidrogenazlar (ADH) dehidrogenazlar familyasi iginde
en ¢ok arastirilan enzim grubudur. ADH’lar tiim organizmalar i¢inde zorunlu

prosesler arasinda uygun kofaktorlerin karsilikli rediiksiyonu ile alkollerin keton ve
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aldehitlere karsilikli dontisiimlerini katalizlerler. Primer alkollerin ilgili aldehitlere
oksidasyonu ilag ara maddeleri ve degerli kimyasal eldesi i¢in bircok Onemli
reaksiyonlardan biridir. Aldehidler hem kozmetik endiistrisi i¢in yiiksek degerde
bilesikler ve hemde ara maddeler olarak degerlidir.

Genom dizileme olas1 tahmini agik okuma boélgeleri (ORF: Open Reading
Frame) igerisinde kullanilabilir yeni alkol dehidrogenazlarin biiyiik bir potansiyel
olarak bulundugunu gostermektedir. Diger bir taraftan basari ilgili enddistriler i¢in
istenen ve/veya uygun Ozelliklere sahip enzimleri bulmaktir. Bdylece tarama
calismalar1 yiiksek secicilikte, iyi verimlilikte ve belli substrat segiciligindeki
enzimlerin ~ bulundugu  diisiiniilen  ¢esitli ~ mikroorganizma tiirlerinde
yonlendirilmektedir. Diger bir deyisle genis orandaki alifatik ve aromatik alkollerin
ADH’lar tarafindan ilgili 6nemli aldehid ve ketonlara katalizlenmesi deneysel olarak
rapor edilmistir [Musa and Phillips, 2011]. Ozellikle kiral sintonlarn eldesi saf
farmosotik ajanlarin kiral olarak sentezinde ¢ok kiymetlidir. Ama biyoteknoljik
uygulamalar i¢in molekiiler miihendislik ile modifikasyona uygun, kararli ve
potansiyel olarak Onemli substratlarla aktif olmasi gibi istenen Ozelliklere sahip
ADH’lar hala yeterli degildir.

Hem tahmini hemde karakterize edilmis ADH’lar hakkindaki bilgiler yap1
fonksiyon mekanizmasii ve biyolojik fonksiyonlarini daha iyi anlayabilmek gibi
caligmalar icin ¢ok 6nemlidir. Dizi, yap1 ve fonksiyon hakkinda daha fazla bilgi elde
etmek icin; ADH’lar {izerinde tiim genom dizi analizi yaninda deneysel ¢aligsmalarin
da uyumlu olmas1 gereklidir. Bu dogrultuda bir adim olarak, bu c¢alismada
baglangicta bir bocek patojeni olarak karakterize edilen ve spor yapida, gram pozitif
bakteri olan Bacillus thuringiensis serovar israelensis’den genom dizi ¢aligmalari ile
elde edilen bilgiler temelinde yeni bir alkol dehidrogenazin tiplendirilmesi ve
karakterizasyonunu gergeklestirildi. Bu ¢alisma polimer ve deterjan siirfaktanlarinin
tretimi i¢in O6nemli endiistriyel substratlar olan orta zincir uzunlugundaki primer
alkolleri kullanabilen mezofilik orjinden olan yeni ADH olmasi sebebiyle énemlidir.
Yine B. stearothermophilus’dan [Ceccarelli et al., 2004] izole edilen HtADH gibi
termofilik ADH’lar ile yiiksek dizi benzerligi bulunmaktadir. BtADH ve HtADH
ozellikle substrat ve kofaktor tercihi, sicaklik kararlilik kaynagi ve dizi fonksiyon
calismasi i¢in miikemmel bir ¢ift olabilir.

BtADH’a en yakin ADH olarak bulunan E.coli’den elde edilen ADH (ECADH)

ile ilgili uzun bir siire boyunca sadece dizi, yapi, kofaktor ve metal baglama gibi
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birkag 6zelligi rapor edilmistir [Karlsson et al., 2003]. Ama etanol bagimli furfuralin
indirgenmesini igeren [Li et al.,, 2011] rapor hari¢ enzimin biyokimyasal
karakterizasyonu ile ilgili neredeyse herhangi bir bilgi bulunmamaktadir. Boylece
NAD" bagli mezofilik enzimin sicaklik, pH, metal iyon bagimlilig1 ve substrat
spesifitesi ile ilgili bilgi biyoteknolojik uygulamalar ve ADH arastirmasi yapanlar
icin 0onemli bir katk: saglayacaktir.

Cok kiymetli uzun zincirli alkol dehidrogenazlar kolaylikla elde edilebilir
degildir ve bunlarla ilgili caligmalar ¢ok az bulunmaktadir. Boylece uzun zincirli
primer alkollerin oksidasyonun da BtADH’in dikkate deger bir potansiyel oldugu
goriilmektedir. BtADH dimetil keton (aseton), etil metil keton, metil propil keton gibi
ketonlarin ilgili sekonder alkollere doniisiimiinii katalizlemektedir. Yiiksek
enantioselektivite ile ketonlarin sekonder alkollere doniiserek Onemli ince
Kimyasallarin ve ara bilesiklerin [Matsuda et al., 2009] elde edildigi asimetrik sentez
reaksiyonlarinda alkol dehidrogenazlar kullanildigindan bu ¢ok énemli bir 6zelliktir.

BtADH enzimi NADH kullanimi ile asetonun izopropanole doniistimiini
yeterli kinetik degerlerle gerceklestirmektedir. Ters reaksiyonda (izopropanoliin
asetona doniisiimii) BtADH1in NADH iiretimi ile katalizlenmektedir. Cogu dnemli
rekasiyonlar igin diger NAD" bagli oksidorediiktazlarin indirgenmis kofaktor
(NADH) kullanmas1 sebebiyle bu 6zellik ¢ok kullanisli olmaktadir. Biiyiik 6lcekli
sentez reaksiyonlarinda oksidorediiktazlarin kullanilmasi i¢in ortamda kofaktor
gereksinimi oldugundan BtADH izopropanol ile NADH rejenerasyonunu saglayacak
Iyi bir potansiyele sahiptir.

Bu ¢alismada Bacillus thuringiensis serovar israelensis organizmasindan yeni
bir alkol dehidrogenaz enzimi klonlanip saflastirilip karakterize edildi. Bu enzim
hem mezofilik hem de termofilik [Ceccarelli et al., 2004] ADH’larla yiiksek dizi
benzerligi gostermektedir. Primer alkoller i¢in dikkate deger kinetik degerlere sahip
biyokimyasal olarak karakterize edilen BtADH etkili kofaktdr rejenerasyonu
caligmalar1 ve ince kimyasallarin sentezinin oldugu biyoteknolojik uygulamalarda
yeni bir enzim olarak termal stabilite kaynagi, substrat spesifitesi ve kofaktor
tercihini iceren enzimlerin dizi-fonksiyon iliskisi ¢alismasi ile ilgili 6nemli bir konu
saglamaktadir.

BtADH’1n Bacillus stearothermophilus ile dizi eslesmeleri yapildiginda %50
dizi benzerligi oldugu bulunmustur. Bacillus stearethermophilus MDR

siiperfamilyasi ig¢inde ¢inko igeren bakteri alt familyasindan oldugundan Bacillus
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thuringiensis ile yapisal benzerlik oldugu disiiniilmektedir. ~ Bacillus
stearethermophilus thermostabil bir enzim iken BtADH mezofilik bir karakterdedir.
Termofilik 6zellikten yapisal motifler sorumludur. Bu yapisal motiflerle ilgili yapilan
calismalarda ¢esitli faktorler belirlenmistir. Bunlarin arasinda Prolin aminoasitinin
say1 ve lokasyonu, tuz képrileri ve hidrojen baglari sayilabilir. HtADH’daki Pro®*
rezidiisiiniin  termostabiliteden sorumlu oldugu Fiorentino’nun  mutasyon
caligmasinda gosterilmistir. HLADH 1in aminoasit dizisindeki 50-59 arasindaki 10
aminoasitten 4 tane prolin tespit edilmistir. BtADH’ta 50-59 arasinda higbir prolin
molekiilii bulunmamaktadir ve 242. rezidiide de prolin yerine lizin aminoasiti
bulunmaktadir. Yapisal benzerlik olmasinda ragmen konformasyonel diizenlemede
termostabiliteden sorumlu prolin aminoasitlerinin olmamasit BtADH’in neden
mezofilik karakterde oldugunu aciklamaktadir.

Cesitli aminoasitlerin diger aminoasitlerle degistirilerek yapidaki rollerinin
anlagilmasinda yonlendirilmis dizi mutasyonlar1 6nemli araclardir. Boylece yukarida
aciklanan termofilik o6zellik saglayan prolin ve kofaktdr tercihini belirleyen
aminoasitinin mutasyon teknigiyle degistirilerek mezofilik karakterde olan
BtADH’1n termofilik olmast ve NADP kullaniminin saglanmasi gerceklestirilebilir.
Ayrica substrat spesifitesinin degistirilmesi i¢in yapilacak mutasyonlarla da énemli
kimyasal bilesiklerin sentezi gergeklesebilir. Genis substrat spesifitesine sahip olan
mezofilik BtADH’1n kinetik &zelliklerinin ve operasyonel kararliliklarinin artirilmasi
ileriki ¢alismalarda planlanmaktadir.

BtADH enziminin klonlama ve karakterizasyonu ¢alismasi1 bu sahada énemli
dergilerden olan Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic dergisinde “A new
NADH-dependent, zinc containing alcohol dehydrogenase from Bacillus
thuringiensis serovar israelensis involved in oxidations of short to medium chain
primary alcohols” bagligi ile yayinlandi. Bundan sonra BtADH enzimi iizerinde
yukarida aciklanan mutasyon calismalar1 ile protein miihendisligi uygulamalar1 ve
ikili immobilize sistemin farkli matrikslerde farkli substratlarla uygulama galigmalari

yapilarak yaymlanmasi planlanmaktadir.
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EKLER

e BtADH’1n alkol, keton ve aldehid reaksiyonlarimin GC
analizleri
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Alikonma zamani (dakika)

Sekil 9.1: Asetaldehid’in ikili enzim sistemi ile 3 saatlik reaksiyonunun GC analizi.

Sekil 9.1’de ki gaz kromatografisi analizi sonuglarina gore bilesiklerin
alikonma zamanlar1 1) asetaldehid, 2) etanol 2,36 dakika, 3) etil asetat 6,17 dakika,
X) bilinmeyen pik ve S) safsizliktir.
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Alikonma zamani (dakika)

Sekil 9.2: A) Asetaldehid’in ikili enzim ile 20 saatlik reaksiyonunun ve B)
standartinin GC analizi.

Sekil 9.2°de ki gaz kromatografisi analizi sonuglarina gore bilesiklerin
alikonma zamanlar1 1) asetaldehid, 2) etanol 2,36 dakika, 3) etil asetat 6,17 dakika,
X) bilinmeyen pik ve S) safsizliktir.
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Alikonma zamani (dakika)

Sekil 9.3: A) 2,3 biitandion standartinin ve ikili enzim ile B) 20 saatlik
reaksiyonunun GC analizi.

Sekil 9.3’de ki gaz kromatografisi analizi sonuglarina gore bilesiklerin
alikonma zamanlar1 1) 2,3 biitandion 4,59 dakika, 2) etil asetat 5,91 dakika, X)

bilinmeyen pik ve S) safsizliktir.
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Alilkonma zamani (dakika)
Sekil 9.4: Asetonun ikili enzim sistemi ile 4,5 saatlik reaksiyonunun GC analizi.

Sekil 9.4’de ki gaz kromatografisi analizi sonuglarina gore bilesiklerin
alikonma zamanlar1 1) aseton 2,71dakika, 2) 2-propanol 2,87 dakika 3) etil asetat
6,09 dakika, X) bilinmeyen pik ve S) safsizliktir.
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Alikonma zamani (dakika)

Sekil 9.5: 2-pentanol standardinin GC analizi.
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Sekil 9.5’de ki gaz kromatografisi analizi sonucglarmma gore bilesiklerin
alikonma zamanlar1 (1) etil asetat 4,85 dakika, (2) metil propil keton 6,82 dakika, (3)
2-pentanol 7,35 dakika ve (S) safsizliktir.

160 - A
-0
S 120 |- S
= 1l[2 3 S
He)
g I
=
S sl S
=
()]
sli|S S
OF NI oL
| ! | | | L | L
160 - B
= 120 = |
2 B 3
= _ h S
(@)
-9
ol 1
é' 80 |
) 2 .
S S
ar 1) RJM UL_.MAJJL
| L | L | 1 1 1
0 5 10 15 20

Alikonma zamani (dakika)

Sekil 9.6: A) Aseton standartinin ve B) ikili enzim sistemi ile 20 saatlik reaksiyonunun GC
analizi.
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Gaz kromatografisi analizi sonuglarina gore bilesiklerin alikonma zamanlari 1)
aseton 2,71dakika, 2) 2-propanol 2,88 dakika, 3) etil asetat 6,22 dakika ve X)
bilinmeyen pik ve S) safsizliktir.
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Alikonma zamani (dakika)

Sekil 9.7: 2-pentanol’iin 4,5 saatlik reaksiyonunun GC analizi.

Sekil 9.7°de ki gaz kromatografisi analizi sonuglarina gore bilesiklerin
alikonma zamanlar1 1) etil asetat 4,9 dakika, 2) metil propil keton 6,71 dakika, 3) 2-
pentanol 7,32 dakika ve S) safsizliktir.
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Alikonma zamani (dakika)

Sekil 9.8: 1-dekanol’iin 20 saatlik reaksiyonunun GC analizi.
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Sekil 9.8’de ki gaz kromatografisi analizi sonuclarina gore bilesiklerin
alikonma zamanlar1 1) etil asetat 4,81 dakika, 2) 1-dekanol 13,68 dakika, X)

bilinmeyen pik ve S) safsizliktir.
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Alikkonma zamani (dakika)

Sekil 9.9: A) 1-propanol standartinin ve B) 20 saatlik reaksiyonunun GC analizi.
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Sekil 9.9’da ki gaz kromatografisi analizi sonuglarmma gore bilesiklerin

alikonma zamanlar1 1) 1-propanol 3,94 dakika, 2) etil asetat 5,81 dakika ve S)

safsizliktir.
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Alikkonma zamani (dakika)

A) 1,3 propandiol standartinin ve B) 4,5 saatlik reaksiyonunun GC
analizi.
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Sekil 9.10°da ki gaz kromatografisi analizi sonuglarina goére bilesiklerin
alikonma zamanlar1 1) etil asetat 4,8 dakika, 2) 1,3 propandiol 9,53 dakika, X)

bilinmeyen pik ve S) safsizliktir.
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Allkonma zamani (dakika)

Sekil 9.11: A) 1,6 hekzandiol standartinin ve B) 4,5 saatlik reaksiyonun GC analizi.
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Sekil 9.11°de ki gaz kromatografisi analizi sonuglarina goére bilesiklerin
alikonma zamanlar1 1) etil asetat 4,85 dakika, 2) 1,3 hekzandiol 13,16 dakika, X)

bilinmeyen pik ve S) safsizliktir.
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Alilkonma zamani (dakika)

Sekil 9.12: A) 1-biitanol 20 saatlik reaksiyonunun ve B) standartinin GC analizi.
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Sekil 9.12°de ki gaz kromatografisi analizi sonuglarina goére bilesiklerin
alikonma zamanlar1 1) etil asetat 4,05 dakika, 2) 1-biitanol 5,69 dakika, X)

bilinmeyen pik ve S) safsizliktir.
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Alilkonma zamani (dakika)

A) 1-heptanol standartinin ve B) 20 saatlik reaksiyonunun GC analizi.

149



Sekil 9.13’de ki gaz kromatografisi analizi sonuglarina goére bilesiklerin
alikonma zamanlar1 1) etil asetat 4,86 dakika, 2) 1-heptanol 11,73 dakika, X)

bilinmeyen pik ve S) safsizliktir.
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Alikonma zamani (dakika)

Sekil 9.14: A) 1-hekzanol standartinin ve B) 20 saatlik reaksiyonunun GC analizi.
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Sekil 9.14’de ki gaz kromatografisi analizi sonuglarina goére bilesiklerin
alikonma zamanlar1 1) etil asetat 4,94 dakika, 2) 1-hekzanol 10,51 dakika, X)

bilinmeyen pik ve S) safsizliktir.
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Alikonma zamani (dakika)
A) 1-nonanol 20 saatlik reaksiyonunun ve B) standartinin GC analizi.
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Sekil 9.15’de ki gaz kromatografisi analizi sonuglarina goére bilesiklerin
alikonma zamanlar1 1) etil asetat 4,81 dakika, 2) 1-nonanol 13,52 dakika, X)

bilinmeyen pik ve S) safsizliktir.
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Alikkonma zamani (dakika)
Sekil 9.16: (A) 1-oktanol 20 saatlik reaksiyonunun ve (B) standartinin GC analizi.
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Sekil 9.16’da ki gaz kromatografisi analizi sonuglarina goére bilesiklerin
alikonma zamanlar1 (1) etil asetat 4,89 dakika, (2) 1-oktanol 12,71 dakika, (X)
bilinmeyen pik ve (S) safsizliktir.
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Allkonma zamani (dakika)

Sekil 9.17: A) 1-pentanol standartinin ve B) 20 saatlik reaksiyonunun GC analizi.
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Sekil 9.17°de ki gaz kromatografisi analizi sonuglarina goére bilesiklerin
alikonma zamanlar1 1) etil asetat 5,68 dakika, 2) 1-pentanol 8,89 dakika ve S)

safsizliktir.
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Alikonma zamani (dakika)

Sekil 9.18: 2-nonanol’lin 4,5 saatlik reaksiyonunun GC analizi.

Sekil 9.18’de ki gaz kromatografisi analizi sonuglarina goére bilesiklerin
alikonma zamanlar1 1) etil asetat 4,83 dakika, 2) 2-nonanol 12,95 dakika ve S)

safsizliktir.
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Alikonma zamani (dakika)

Sekil 9.19: Benzaldehid’in ikili enzim sistemi ile 3 saatlik reaksiyonunun GC analizi.
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Sekil 9.19°da ki gaz kromatografisi analizi sonuglarina goére bilesiklerin
alikonma zamanlar1 1) etil asetat 6,23 dakika, 2) benzaldehid 11,49 dakika, X)

bilinmeyen pik ve S) safsizliktir.
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Alikonma zamani (dakika)

Sekil 9.20: A) Benzaldehid standartinin ve B) ikili enzim ile 20 saatlik
reaksiyonunun GC analizi.
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Sekil 9.20’de ki gaz kromatografisi analizi sonuglarina goére bilesiklerin
alikonma zamanlar1 1) etil asetat 6,23 dakika, 2) benzaldehid 11,49 dakika, X)

bilinmeyen pik ve S) safsizliktir.
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Alikonma zamani (dakika)

Sekil 9.21: A) Benzil alkol standartinin ve B) 4,5 saatlik reaksiyonunun GC analizi.
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Sekil 9.21°de ki gaz kromatografisi analizi sonuglarina goére bilesiklerin
alikonma zamanlari 1) etil asetat 4,69 dakika, 2) benzaldehid 11,54 dakika, 3) benzil
alkol 12,29 dakika, X) bilinmeyen pik ve S) safsizliktir.
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Alikonma zamani (dakika)

Sekil 9.22: A) Siklopentanol standartinin ve B) 4,5 saatlik reaksiyonunun GC analizi.
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Sekil 9.22°de ki gaz kromatografisi analizi sonuglarina goére bilesiklerin
alikonma zamanlar1 1) etil asetat 4,79 dakika, 2) siklopentanon 8,92 dakika, 3)
siklopentanol 8,99 dakika ve S) safsizliktir.
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Alikkonma zamani (dakika)

Sekil 9.23: 1) Etanol standartinin ve 2) 4,5 saatlik reaksiyonunun GC analizi.

Sekil 9.23’de ki gaz kromatografisi analizi sonuglarina goére bilesiklerin

alikonma zamanlar1 1) etanol 2,29 dakika, 2) etil asetat 5,98 dakika ve S) safsizliktir.
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o ikili immobilize Enzim Sistemi Reaksiyonlar1 GC
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Alikonma zamani (dakika)

Sekil 9.24: 2) nolu ikili immobilize enzim sistemi ile metil propil keton substratinin 1
A) ve 20 saatlik B) reaksiyonlarmin GC analizi.

Sekil 9.24’de ki gaz kromatografisi analizi sonuglarina gore bilesiklerin
alikonma zamanlari 1) etil asetat 5,85 dakika, 2) metil propil keton 8,79 dakika, 3) 2-
pentanol 10,07 dakika ve S) safsizliktir.
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Alikkonma zamani (dakika)

Sekil 9.25: 3) nolu ikili immobilize enzim sistemi ile metil propil keton substratinin 1
B) ve 20 saatlik A) reaksiyonlarinin GC analizi.

Sekil 9.25’de ki gaz kromatografisi analizi sonuglarina gore bilesiklerin
alikonma zamanlari 1) etil asetat 5,85 dakika, 2) metil propil keton 8,79 dakika, 3) 2-
pentanol 10,07 dakika ve S) safsizliktir.
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Alikonma zamani (dakika)

Sekil 9.26: 4) nolu ikili immobilize enzim sistemi ile metil propil keton substratinin 1
B) ve 20 saatlik A) reaksiyonlarinin GC analizi.

Sekil 9.26’da ki gaz kromatografisi analizi sonuglarina gore bilesiklerin
alikonma zamanlari 1) etil asetat 5,85 dakika, 2) metil propil keton 8,79 dakika, 3) 2-

pentanol 10,07 dakika ve S) safsizliktir.
161



T A
200
=
ite)) -
=
S 150 | “
3 1 2
= _
©
E 100 |
o)
S 3S
50 —LAA—_; M
LA_J
I L I L I L l L
" B
200 |
3
W B
=
S 150 |
D 1 2
> L
©
Z 100 |
%)
I S S
S
50 | | 3 S
| T \__
| L | 1 ] L | N
0 5 10 15 20

Alikkonma zamani (dakika)

Sekil 9.27: 4) nolu ikili immobilize enzim sistemi ile metil propil keton substratinin 1
B) ve 20 saatlik A) reaksiyonlarinin GC analizi.

Sekil 9.27°de ki gaz kromatografisi analizi sonuglarina goére bilesiklerin
alikonma zamanlari 1) etil asetat 5,85 dakika, 2) metil propil keton 8,79 dakika, 3) 2-
pentanol 10,07 dakika ve S) safsizliktir.

162



C A
200 |
o |
b @)] B
=
S 150 |
e 1 s
I
Z 100 |
o | S 3 S S
. | n S S l
I 1 I 1 I L I L
- B
200 |-
3
@) B
=
c
2 1 2
@]
> L
T
2 100 -
£
S S - s S
o I | M
I 1 I 1 I L I L
0 5 10 15 20

Alikkonma zamani (dakika)

Sekil 9.29: 6) nolu ikili immobilize enzim sistemi ile metil propil keton substratinin 1
B) ve 20 saatlik A) reaksiyonlarinin GC analizi.

Sekil 9.28’de ki gaz kromatografisi analizi sonuglarina gore bilesiklerin

alikonma zamanlari 1) etil asetat 5,85 dakika, 2) metil propil keton 8,79 dakika, 3) 2-
pentanol 10,07 dakika ve S) safsizliktir.
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Alikkonma zamani (dakika)

Sekil 9.29: 7) nolu ikili immobilize enzim sistemi ile metil propil keton substratinin 1
B) ve 20 saatlik A) reaksiyonlarinin GC analizi.

Sekil 9.29’da ki gaz kromatografisi analizi sonuglarina gore bilesiklerin
alikonma zamanlari 1) etil asetat 5,85 dakika, 2) metil propil keton 8,79 dakika, 3) 2-
pentanol 10,07 dakika ve S) safsizliktir.
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Alilkonma zamani (dakika)

Sekil 9.30: 8) nolu ikili immobilize enzim sistemi ile metil propil keton substratinin 1
B) ve 20 saatlik A) reaksiyonlarinin GC analizi.

Sekil 9.30’da ki gaz kromatografisi analizi sonuglarina gore bilesiklerin
alikonma zamanlar1 1) etil asetat 5,85 dakika, 2) metil propil keton 8,79 dakika, 3) 2-
pentanol 10,07 dakika ve S) safsizliktir.
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« BtADH’n Degisik Substratlar Icin Michaelis-Menten
Grafikleri
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Sekil 9.31: BtADH 1n etanol oksidasyonu Michaelis-Menten grafigi.
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Sekil 9.32: BtADH’1n 1-propanol oksidasyonu Michaelis-Menten grafigi.
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Sekil 9.33: BtADH n 1-biitanol oksidasyonu Michaelis-Menten grafigi.
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Sekil 9.34: BtADH’1n 1-pentanol oksidasyonu Michaelis-Menten grafigi.
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Sekil 9.35: BtADH n 1-hekzanol oksidasyonu Michaelis-Menten grafigi.
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Sekil 9.36: BtADH’1n 1-heptanol oksidasyonu Michaelis-Menten grafigi.
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Sekil 9.37: BtADH n 1-oktanol oksidasyonu Michaelis-Menten grafigi
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Sekil 9.38: BtADH n 1-nonanol oksidasyonu Michaelis-Menten grafigi
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Sekil 9.39: BtADH’in 1-dekanol oksidasyonu Michaelis-Menten grafigi.
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Sekil 9.40: BtADH n 1,3 propandiol oksidasyonu Michaelis-Menten grafigi.
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Sekil 9.41: BtADH 1n 1,6 hekzandiol oksidasyonu Michaelis-Menten grafigi.
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Sekil 9.42: BtADH 1n benzil alkol oksidasyonu Michaelis-Menten grafigi.
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Sekil 9.43: BtADH 1 2-propanol oksidasyonu Michaelis-Menten grafigi.
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Sekil 9.44: BtADH n 2-nonanol oksidasyonu Michaelis-Menten grafigi.
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Sekil 9.45: BtADH 1n asetaldehid rediiksiyonu Michaelis-Menten grafigi.
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Sekil 9.46: BtADH’1n benzaldehid rediiksiyonu Michaelis-Menten grafigi.
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Sekil 9.47: BtADH 1n aseton rediiksiyonu Michaelis-Menten grafigi.
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Sekil 9.48: BtADH 1 metil propil keton rediiksiyonu Michaelis-Menten grafigi
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Sekil 9.49: BtADH 1n siklopentanon rediiksiyonu Michaelis-Menten grafigi.
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Sekil 9.50: BtADH 1n etil metil keton rediiksiyonu Michaelis-Menten grafigi.
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Sekil 9.51: BtADH 1n 2,3 biitandion rediiksiyonu Michaelis-Menten grafigi.

e BtADH Gen Dizisi

TTATTTGCAATCACAATTATGTTTTTTAAAATCAATTACCATACGCCCTTGAATTCTACCT
TGTTCCATTTCTTCGAATACATTTTGTACTTTATCTAGCGAACAAGTTTGAACAACCGGCA
CTACTTTTCCTTCTGCCCCAAACATAAACGCCTCTTCCAAATCTTTACGAGTACCAACTAG
AGAACCAACTACTTCAATTCCATCCAGTACAAGTCGCGGGATGTTTAAGTCCATTGTTTC
TACTGGTAGCCCTACTGCAACTACTTTACCGCAAGCACGTACTGCATCAACTGCTGAGTT
AAAGGCTACTTTAGAGACTGCTGTTACTACCGCAGCATAAGCGCCACCAAGCTCCTCTTG
AACAATTTTATCAGCAGGACCTTGAGAAATTGGATTGATAGTCATATCAGCACCAACTTC
TTTCGCTAAGGCTAATTTGTCGTCATTAATGTCTACTGCGATTACCTTTGCACCAAATACA
TTTTTAGCATATTGGATAGCTAAGTTACCTAATCCACCGCAGCCATAGATTACAATAGGT
TGACCAGGTTTAATATCTGATACTTTAATAGCTTTATATGTAGTTACACCAGCACATGTAA
TTGATGATGCTTGAGCAGGATCTAATCCTTCTGGTACTTTTACCGCATAATCAGCTGTAAC
GATACATTGTTCAGCCATACCACCATCTACTGAATAACCTGCGTTTTTAACTTCACGGCA
AAATGTTTCTCTACCAGTTACGCAATATTCACAACGTCCACAAGATTGGAACATCCATGC
AATACTTACACGGTCACCTATCTTTAGCGAATTAACATCATCAGCTATTTTCGTAACAATA
CCTACACCCTCATGACCAAGAATACGGCCATCAGTGTTACCAAAATCATGATTCGCAACG
TGTAAATCAGTGTGGCAAACTCCACAATACTCTACATCTACTAACGCTTCACCTGAGCGT
AACGGACGTAATTCTTTTTCAACCACTTCGATGTTTGCTTTGCTGTTTTTATTAACCACTA
CTGCTTTCAT
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e BtADH’1n Dizi Uyumu
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e Reaksiyonlarda Kullanmilan Besiyerleri ve Cozeltiler
Cozeltiler

100mM PMSF Cozeltisi : 0.17g PMSF 10ml izopropil alkol i¢inde hazirlandi ve-20
°C’de sakland.

100 mM IPTG Cozeltisi = 0.12 g IPTG steril su ile 5 ml’ye tamamlandi ve -20 °Cde
saklandi.

100 mM CaCl2 Cozeltisi : 1.5 g CaCl,.2H,0 deiyonize suyla 100 ml’ye tamamlandi
ve 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi.

Lizozim Cézeltisi : 10mg lizozim 1ml 50mM Tris-HCI (pH 8) tamponunda
hazirlandi.

100 mM MgCI2 Cézeltisi : 29 MgCl; deiyonize suyla 100 ml’ye tamamlandi ve 121
°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi.

85mM CaCl2 %15 Gliserol Cozeltisi : 1.2 g CaCl,.2H,0 ve 15ml gliserol deiyonize
suyla 100 ml’ye tamamlandi ve 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi.

Agaroz jel elektroforezde kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanmasi

Agaroz jel (% 0.8) : Agaroz (0.4 g) tartilip ve 1XTAE (50 ml) tampon ¢ozeltisi ile
karistirildi ve mikrodalga firinda 1sitilarak ¢oziildii. 2 pl etidyum bromiir (10 mg/ml)
ortalama 55 °C’ye sogumus agaroz ¢ozeltisine ilave edildi. Hazirlanan ¢6zelti kasete
dokiildu ve taraklar yerlestirilerek jelin donmasi beklendi. Donduktan sonra tarak
cikarildi. Icerisinde 1XTAE (300 ml) ve etidyum bromiir (12.5 ul, 10 mg/ml)
bulunan elektroforez tankina yerlestirildi.

Etidyum bromiir (10 mg/ml) : 100 mg Etidyum bromiir distile su igerisinde ¢oziilerek
10 ml’ye tamamlandi. Filtre edilerek koyu renkli bir sise i¢erisinde oda sicakliginda
saklandi.

50XTAE : 100 ml 0.5 M EDTA, 242 gr Tris Baz, 57.1 ml Asetik asit destile su
igerisinde ¢oziildi ve 1 litreye tamamlandi.

6XDNA yiikleme tamponu : %0.15 bromofenol mavisi, %30 siikroz, destile su
icerisinde ¢oziilerek 10 ml’ye tamamlandi. Koyu renkli bir sise igerisinde oda

1s1sinda saklandi.
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Besiyerleri ve Hazirlanmasi

LB (Luria-Bertani) broth besiyeri : NaCl (5 g/l), Pepton (10 g/l) ve maya ekstrakti (5
o/l) distile su igerisinde ¢Oziilerek pH 7’ye ayarlanarak 1 litreye tamamlandi.
Otoklavda 121 °C’ta 15 dakika sterilize edildi.
LB (Luria-Bertani) agar besiyeri : NaCl (5 g/l), Pepton (10 g/l), maya ekstrakti (5
o/l) ve agar ( 15 g/l) destile su igerisinde ¢oziilerek pH 7’ye ayarlanarak ve 1 litreye
tamamlandi. Otoklavda 121 °C’ta 15 dakika sterilize edildi. Besiyeri
otoklavlandiktan sonra 55-60 °C’ye sogutuldu. Gerekli antibiyotik ilavesi yapildiktan
sonra temiz petrilere dokiilerek katilasmaya birakildi. Katilagan petrilere besiyerinin
ad1 ve hazirlanis tarihi yazilarak 4 °C’de muhafaza edildi.
SOC besiyeri : 20 mM MgSO, (24.6 g), 20 mM glukoz (9.0 g), %2 Pepton, %0.5
maya ekstrakt, 10 mM NaCl (2.92 g), 2.5 mM KCI (3.73 g), 20 mM MgCl; (20.2 g),
destile su igerisinde c¢oziilerek 100 ml’ye tamamlandi. 0.45°lik steril filtreden
gecirilerek -20 °C’de 200 ul’lik stoklar halinde saklandi.
Oto-indiiksiyon besiyeri :

20 g pepton , 5 g maya ekstrakti, 6 g sodyum fosfat dibazik, 5 g sodyum kloriir,
3 g potasyum fosfat monobazik bir miktar suda karistirildi. Sonra iizerine % 60’11k
gliserol ¢ozeltisinden 10 ml, % 10’luk glukoz ¢ozeltisinden 5 ml, ve % 8’lik laktoz
cozeltisinden 25 ml eklendi. pH 7’ye ayarlandi ve hacim 1 litreye tamamlandi.

Hazirlanan besiyeri, 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi.

SDS-PAGE ‘de Kullanilan Cézeltiler ve Hazirlanmasi

% 10’luk APS Cozeltisi ©: Amonyum persiilfat (0.1 g) tartilarak 1 ml saf suda ¢oziildii.
APS c¢ozeltisi taze olarak hazirlandi.

% 10’luk SDS Cozeltisi : Sodyum dodesil siilfat (5 g) tartilarak bir miktar saf suda
¢oziildii ve hacim 50 ml’ye tamamlandi.

% 30’luk Akrilamid Cozeltisi : Akrilamid (30 g ) ve bis-akrilamid (0.8 g) tartilarak

hacim 100 ml’ye tamamland.
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1.5 M Tris Tampon (pH 8.9) : Tris (36.34 g) tartilarak bir miktar saf suda ¢oziildii ve
pHs1 8.9’a ayarlandi. Destile suyla hacim 200 m1’ye tamamlandi.

1 M Tris Tampon (pH 6.8) : Tris (12.11 g) tartilarak bir miktar saf suda ¢oziliidii ve

pHsi 6.8’¢ ayarlandi. Destile suyla hacim 100 ml’ye tamamlandi.

SDS Yiiriitme Tamponu : Tris (3.03 g), glisin (14.04 g) ve SDS (1 g) tartilarak bir

miktar saf suda ¢6ziildii, hacim saf su ile 1 litreye tamamlandi.

6X Ornek Yiikleme Tamponu : Tris tampon (0.9 ml, 1 M, pH 6.8), Bromofenol mavi
(6 mg), SDS (4.5 ml, % 10 (wt/vol)), gliserol (3.75 ml) , destile su (2.1 ml)
karistirtlarak hazirlandi. Hazirlanan ¢6zeltiden 375 pl tiiplere aktarildi. Kullanilacag:

zaman mikrotiipe, 125 ul B-merkaptoetanol ilave edildi.

Jel Boyama Cozeltisi : 50ml asetik asit, 250ml metanol, ve 0.5g Coomassie brilliant

blue destile su ile 500ml’ye tamamlandi.
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