LiMONIN DEHIDROGENAZ ENZiMININ
REKOMBINANT DNA TEKNOLOJISIYLE
URETILMESI
EMiRHAN BOZOGLAN
YUKSEK LiSANS TEZi

BiYOMUHENDISLIK ANA BiLiM DALI
Prof. Dr. isa GOKCE
Agustos - 2017
Her hakki sakhdir



T.C.
GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU
BiYOMUHENDISLIK ANA BiLiM DALI

YUKSEK LiSANS TEZi

LiIMONIN DEHIDROGENAZ ENZIMININ REKOMBINANT DNA
TEKNOLOJISIYLE URETILMESI

EMIRHAN BOZOGLAN

TOKAT
Agustos - 2017

Her hakki saklidir



Emirhan BOZOGLAN tarafindan hazirlanan “Limonin Dehidrogenaz Enziminin
Rekombinant DNA Teknolojisiyle Uretilmesi” adh tez ¢alismasimn savunma sinavi 4
AGUSTOS 2017 tarihinde yapilmis olup asagiida verilen Jiiri tarafindan Oy Birligi / ©%
Celdugu ile Gaziosmanpasa Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
BiYOMUHENDISLIK ANA BILIM DALI 'nda YUKSEK LiSANS TEZi olarak
kabul edilmisgtir.

Juri Uyeleri

Damgsman

Prof. Dr. isa GOKCE

Gaziosmanpasa Universitesi

Uye

Yrd. Dog. Dr. Se¢il ERDEN TAYHAN
Gaziosmanpasa Universitesi

Uye

Yrd. Dog. Dr. Melek GUL

Amasya Universitesi




TEZ BEYANI

Tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu tezin yazilmasinda bilimsel ahlak
kurallarina uyuldugunu, baskalarinin eserlerinden yararlanilmasi durumunda bilimsel
normlara uygun olarak atifta bulunuldugunu, tezin icerdigi yenilik ve sonuglarin baska
bir yerden alinmadigini, kullanilan verilerde herhangi bir tahrifat yapilmadigini, tezin
herhangi bir kisminin bu {iniversite veya bagka bir {iniversitedeki baska bir tez ¢alismasi

olarak sunulmadigini beyan ederim.

EMIRHAN BOZOGLAN

4 Agustos 2017



OZET

YUKSEK LiSANS TEZIi

LiMONIN DEHIDROGENAZ ENZIiMIiNIN REKOMBINANT DNA
TEKNOLOJISiYLE URETILMESI

EMIiRHAN BOZOGLAN

GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BiYOMUHENDISLIK ANA BiLiM DALI

(TEZ DANISMANI: PROF. DR. iISA GOKCE)

Turunggil meyvelerinin sularinda acilik 6nemli sorunlardandir. Naringin ve limonin bu
sorunun kaynaklarindan oOnemli iki etmeni olusturmaktadir. Limonin turunggil
meyvelerindeki triterpenoid metabolizmasinin ara tiriinlerinden olan bir limonoiddir.
Limonin dehidrogenaz enzimi 31977.03 dalton agirligindadir. Bu enzim turunggil
meyvelerinde bulunan limonoidlerden limoninin neden oldugu aciligi gideren bir
enzimdir. Limoninin dilakton formuna karsi aktivite gostermektedir. Bu calismada
limonin dehidrogenaz enziminin pET22b ve pTOLT vektorlerinde rekombinant DNA
teknolojisi ile tiretilmesi ve aktivite testlerinin yapilmasi hedeflenmektedir. Caligmada
ilk olarak biyoinformatik araglar kullanilarak gen dizisi bulunmustur ve bu dizinin
kodon optimizasyonu gergeklestirilmistir. Gen yapay olarak sentezlettirilmis, pET22b
vektorii icerisinde elimize ulagmistir. Klonlama c¢alismalari basarili bir gsekilde
yapildiktan sonra ekspresyon basamagina gec¢ilmistir. Rekombinant olarak elde edilen
enzimin aktivite calismalar1 yapilmistir. Sonu¢ olarak rekombinant olarak fiiretilen
limonin dehidrogenaz enziminin portakal kabugundan elde edilen limonin maddesine
kars1 aktif oldugu bu maddeyi pargaladig1 spektorskopik yontemler ile tayin edilmistir.
2017, 50 SAYFA

ANAHTAR KELIMELER: Limonoid, Limonin, Limonin Dehidrogenaz,
Rekombinant Protein Uretimi



ABSTRACT

MASTER THESIS

PRODUCTION OF LIMONENE DEHYDROGENASE ENZYME WITH
RECOMBINANT DNA TECHNOLOGY
EMIRHAN BOZOGLAN

GAZIOSMANPASA UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES

DEPARTMENT OF BIOENGINEERING

SUPERVISOR: PROF. DR.iISA GOKCE

Bitterness is an important problem in the juices of citrus fruits. Naringine and limonene
are two important factors in the source of this problem. Limonin is a limonoid, an
intermediate product of triterpenoid metabolism in citrus fruits. The enzyme limonene
Dehydrogenase is 31977.03 dalton in weight. This enzyme is an enzyme that clears the
limonoids found in citrus fruit, causing limonen. Limonen shows activity against
dilactone form. In this study, production of lemon dehydrogenase enzyme with pET22b
and pTOLT vectors by recombinant DNA technology and activity tests are aimed.
Production by DNA technology and activity tests are targeted. In the study, genome
sequence was first found using bioinformatic tools and codon optimization of this
sequence was performed. The gene was artificially synthesized and sent in pET22b
vector. After the cloning studies have been successfully carried out, the expression step
has been reached. Activity studies were performed after the enzyme was obtained
recombinantly. As a result, the recombinantly produced limonene dehydrogenase
enzyme is active against the citron substance obtained from the orange shell, which is
determined by spectroscopic methods that break up the substance.

2017, 50 PAGES

KEYWORDS: Limonoid, Limonen, Limonene Dehydrogenase, Recombinant
Protein Production
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1. GIRIS

Enzimler, biiyiik bir 6zgiilliik ve hiz artisiyla kimyasal reaksiyonlar1 Katalize eder. Bu
kimyasal reaksiyonlar biitiin canli organizmalarin metabolizmasinin temelini olusturur
ve endistriye zarif, verimli ve ekonomik biyokatalitik doniisiimler gerceklestirmek igin
muazzam firsatlar sunmaktadir (Godfrey, 1996). Enzim teknolojisi siirdiiriilebilir
endiistriyel gelismenin 6nemli bir bileseni olan Ekonomik Isbirligi ve Kalkinma Orgiitii
(OECD) tarafindan taninan disiplinler arasi bir alandir. Uygulamalar1 basit endiistriyel
islemlerden, farmasotik kesif ve gelisimine kadar genis bir alandadir. Ayni zamanda
molekiiler biyoloji, genetik miihendisligi, genomik ve proteomik alandaki ilerlemeler ve
yeni gelisen teknolojiler sayesinde mevcut uygulamalari hizlandirir bununla birlikte

stireclerin ekonomisini gelistirerek yeni uygulama alanlar1 agmaktadir (Panke, 2002).

Enzimler gidalarin iyilestirilmesi yoniinde birgok heyecan verici uygulama igin
potansiyel sunmaktadir. En uygun verimin elde edilmesi ve istenen proteinin etkin bir
sekilde geri kazanilmasi gibi ekonomik faktorler, enzimlerin kullanimindaki temel
caydirict  faktorlerdir. Degisen toplum degerleri rekombinant DNA ve protein
mithendisligi teknolojilerine gore degismesi ve tiim alternatif gida kaynaklarim
kesfetme ihtiyacinin artmasi, enzim uygulamalarini zamanla gida endiistrisi i¢in daha
cazip hale getirebilmektedir. Termostabilite, 6zgiillik ve katalitik etkinlik gibi gesitli
ozellikleri gelistirmek i¢in gliniimiizde ticari olarak uygulanilabilir enzimler tizerinde
aragtirma devam etmektedir. Birgok yeni enzim hidroliz, sentez veya biyokataliz ile
gida bilesenleri liretmek i¢in enzimatik reaksiyonlarda kullanilmak iizere gelistirilmeye

devam etmektedir (Jennylynd, 2009).

Turunggil meyvelerinden elde edilen iiriinlerde ki acilik etmenlerinin arastirilmasinda,
kimyasal yonden farkli iki tiir acilik 6gesinin varligi tespit edilmistir. Bu iki 6geden biri
naringin, neohesperidin ve pincirin gibi bilesikleri iceren flavanoidler ve ikincisi de en
bilindik bilesikleri limonin ile nomilin olan limonoidlerdir (Altan, 1983a, b; Karabacak,
1995). Limonin, turunggil meyvelerinde meydana gelen triteropenoid metabolizmasi

siradasin da Tretilen ara metabolitlerden olan bir limonindir. Yapilan g¢aligmalar



sonucunda limon, altintop ve portakal gibi turunggil meyvelerinde ve meyve suyu gibi

tirtinlerinde limoninin varlig: tespit edilmistir (Ting ve Attaway, 1971; Altan, 1983Db).

Portakal sularinda 4-.6 mg/L civarinda bulundugu zaman algilanabilecek bir diizeyde
acilik olusturmaktadir. Limonin miktart 12-15 mg/L’den sonra asir1 yogunlukta aciliga
sebebiyet vermektedir. Bu miktarlar g6z oniine alindigi zaman Washington navel
portakallarindan meyve suyu iiretimi sirasinda, limoninin sebep oldugu acilik 6nemli bir
sorun olusturmaktadir. Kullanilan portakallarin fiziksel olarak deforme olmalar1 acilik
miktarimi arttirmaktadir. Gegtigimiz 30 y1l boyunca turunggil meyvelerinden elde edilen
sularda, 6zellikle portakallardan elde edilenlerde, kullanici begenisini olumsuz olarak
etkileyen limoninin giderilmesi amaciyla; mikrobiyolojik, biyokimyasal ve kimyasal ve
ya fizikokimyasal yontemler kullanilarak bir¢ok arastirma yapilmis ve yapilmaya

devam edilmektedir (Ting ve Attaway, 1971; Chandler ve Nicol, 1975; Altan, 1983b).

Bu calismada meyve suyu sanayisinde meyve suyu iiretimi yapilirken bir limonoid olan
limonin molekiilinden kaynaklanan acilik etmenin, rekombinant olarak limonin
dehidrogenaz enzimi firetilerek giderilmesi amaglanmistir. Tez ¢alismasi kapsaminda
limonin dehidrogenaz enzimine ait gen dizisi biyoinformatik araclar kullanilarak NCBI
sitesinden  belirlenmis ve gen yapay olarak pET22b vektorii icerisinde
sentezlettirilmistir. Rekombinant vektor elimize ulastiktan sonra pET22b vektor
sisteminde expresyon islemi yapilmistir ve ardindan limonin dehidrogenaz gen dizisi
pTOLT vektor sistemine klonlama calismasi yapilmistir. pTOLT vektor sisteminde

limonin dehidrogenaz enzimi iiretilerek aktivite testi basarili bir sekilde yapilmustir.



2. KAYNAK OZETLERI/KURAMSAL TEMELLER/GENEL
BIiLGILER

2.1  Turunggiller

Rutaceae familyasindan Aurantoideae alt familyasina ait olan Turunggillerin bir ¢ok
mevceut tlirli bulunmaktadir. Turunggillerin bazi tiirleri iilkemizde yetistirilmektedir.
Fakat bazi tiirli yetistirilmemekte hatta taninmamaktadir. Turung, tath portakal, limon,
altintop, mandarin gibi turun¢gil meyvelerinin tarimi tilkemizde yaygin bir sekilde
gerceklestirilmektedir. (Braverman, 1949, Cemeroglu ve Karadeniz, 2001). 10. ve 11.
Asirlarda turung asil vatani olarak bilinen Giineydogu Asyadan Akdeniz {ilkelerine

getirilmis olan bir meyvedir. (Morton, 1987, Davies ve Albrigo, 1994).

Turunggillerin iiretim miktarlar1 olduk¢a yiiksek olmasinin yani sira barimndirdig
ozellikler ile de diger meyvelerden oldukca farklidir. Basta taze iiretimlerinin
gerceklestirildigi gibi farkli iriinlere de islenebilmektedir. Turuncggillere beslenme
acisindan bakacak olursak; niasin, folik asit, diyet lif, potasyun, magnezyum, kalsiyum
pektin vb gibi gida bilesenlerini barindirmaktadir. Beslenme yoniinden Onemli
bilesenlerin yani sira igerdigi limonoidler, fenolik bilesikler, C vitamini gibi bilesenler
sayesinde insan sagligi iizerinde olduk¢a Onemli etikilere sahiptirler. (Baker, 1994,
Rouseff ve Nagy, 1994, Farnworth, 2001, Yilmaz, 2002).

Turunggillerin tiretiminde genel olarak kullanilan turung ve portakal, altintop, bergamot,
limon, mandalina gibi turuncggillerde diinya genelindeki gibi iilkemizde de beslenme
amacli kullanilmaktadir. Turung meyvesi genelde kabuk receli, turung kabuk yagi ve
marmelat gibi ¢esitli gidalarin iiretiminde rol oynamaktadir. Yani turung meyvesinden
genelde pektin liretiminden yararlanilmaktadir. Yiiksek asit i¢eriginden dolay1 limonun
yerine kullanilabilmektedir.. Ulkemizde bazi yorelerde sarap iiretimi, bazilarinda ise
meyve ikiye ayirilarak tuz ve biber eklendikten sonra dogrudan gida olarakta
tilketilmektedir. Ayriyeten turung meyvesi kabuklarinda bulunan neohesperidin

dihidrokalkon igerigi tatlandirict olarak kullanilabilmektedir. Olgun meyvelerinde



%2,4-2,8, olgunlasmamis meyvelerin kabuklarinda ise %14 oraninda neohesperidin
dihidrokalkon bulunmaktadir. Bu madde sakarinden 20, siklamattan 200 kat daha fazla
oranda tatlidir (Morton, 1987).

Turunggil tiretimi s6z konusu oldugunda diinya ¢apinda en yaygin iiretim yapan tilkeler;
Brezilya, ABD, Cin, Meksika, Ispanya, Hindistan, Italya, Iran, Misir, Arjantin, Tiirkiye
ve Pakistan’dir (FAO; 2005). Meyve suyu iiretimi baz alinarak bakildigi zaman diinya
capindan portakalin en biiylik iki iireticisi olan ABD ve Brezilya’da sirasiyla iiretilen
portakallarin %87 ve %731, lilkemiz de iiretilen portakallardan ise %9.5’1 meyve suyu
olarak islenmektedir (FAO, 2003). Cukurova bdlgesi iilkemiz portakal iiretiminde
%70’1ik bir kism1 barindirmaktadir. Ayni1 zamanda iilkemiz meyve suyu iiretiminin de
yine %70’lik kism1 Cukurova bdlgesinde gerceklesmektedir (Altan, 1991; DIE, 2004).
Bir meyve suyunda tat dengesi (kuru madde/asit), acilik maddesi (limonin), esansiyel
yag miktari, renk, askorbik asit miktar1 ve ¢oken pulp madde miktar: ile stabilitesi gibi

Ozellikler 6nemli kalite unsurlaridir (Altan, 1991).

2.2 Flavonoidler ve Limonoidler

Flavonoidler C6-C3-C6 yapisinda bir karbon iskeletine sahiplerdir. C6 bolgeleri gesitli
atomlar1 tasiyan aromatik halkalar icerirler. Flavonoidlerin karakteristik yapisim1 C3
kismindaki karbon zincirin striiktiirel 6zelligi ve oksitlenme diizeyi belirlemektedir
Flavon, flavanon,flavonol ve antosiyanlar turunggillerde bulunan flavonoidlerdir.
Turunggiller igerisinde en ¢ok bulunan flavonoid tiirleri turunggil disinda higbir
meyvede bulunmayan flavonlardan tangeritin ve nobiletindir. Turunggillerde bulunan
diger flavonoidler genellikle glikozid seklindedir. Bu flavonoidlerdeki glikozidik yap1
cogunlukla ramnoz ve glkozdur (Altan, 1983a).

Flavonoidler igerisinde aci1 olanlar poncirin, neohesperidin ve naringin’dir.
Neohesperidin  (C28H34015). Hesperidin (C28H34015)’in izomeridir. Hesperidin
portakalda, mandarin, limon ve aga¢ kavunlarinda oldukga fazla bulunan tatsiz glikozid
yapida bir molekiildiir. Nephesperidin ise limon ve limon cesitlerinde yaygin olarak

bulunmaktadir. Alkol ve suda ¢6ziiniir olan bu bilesik turunglarda mevcut olan acilikta



onemli bir rol oynamaktadir. Bilesikler Ozelliklere gore hazirlanan ¢o6zeltilerde
karsilastirildiklar1 zaman neohesperidinin acilik diizeyi naringene gore 1/10 kadar daha
azdir. Poncirin ise altintop kabugu ve meyve suyunda bulunan glikozid yapida bir
flavanondur. Flavanoidlerin yani sira turunggillerde limoninde dnemli bir acilik etmedir
(Altan, 1991).

Turunggil meyvelerindeki albedo bdlgesinde ihtiva edilen limonin acilik yoniinden en
yiikksek olan limonoidleri i¢ermektedir(Cemeroglu ve karadeniz, 2001). Limonin
triterpenoid yapida bilinmektedir ve Ozellikle portakallarda yogun bir bigimde
bulunmaktadir. Bundan dolay1 portakallarin meyve suyuna islenmesi ve iiriin olarak

piyasa siirlilmesinde ciddi sorunlar olusturmaktadir (Altan, 1983b).

Turunggiller fiziksel bir hasar gérmediyse biinyelerinde direk limonin yerine limoninin
onciilii olan limonin a-halkast monolakton bulunmaktadir. Limoninin bu formu acilik
olusturmamaktadir. Fakat turunggil meyvesi bir isleme tabi tutulursa dogranmasi ve ya
sikilmasi gibi, limonin a-halkasi monolaktonun asidik Ozellikteki meyve suyuyla
etkilesime girmesi sonucu D-halkasi dehidrasyona ugrayarak limonin A, D dilakton
yani limonine doniisiir. Bu madde aci tat veren bir bilesiktir. Bu sebepledir ki
portakallar ilk basta tathi fakat herhangi bir islemin ardindan ve ya meyve sular1 elde
edildikten bir siire sonra acilik kazanmaktadirlar. Limonin i¢in toplumun acilik esigi de
onemli bir husustur. Bu dogrultuda toplumun geneli i¢in acilik esigi 1 mg/L olarak
belirtilse de baz1 insanlarin limonin konsantrasyonunun 5 mg/L diizeylerinde

hissedildigi kaydedilmistir (Ting ve Attaway, 1985; Cemeroglu ve Karadeniz, 2001).

2.3 Limonoidler ve Limonin

Limonoidler, Rutaceae ve Meliaceae familyalarina ait bitkilerde bulunan ¢ok yiiksek
diizeyde oksitlenmis triterpenoidlerdir. Limonoidlerden ilk bilinen ve karakterize edilen
bilesik limonindir. Ilk olarak portakal sularindan elde edilmis ve ardindan portakal
suyundaki aciligin nedeni oldugu anlagilmistir. Limoninin ilk izolasyonu 1938 yilinda

yapilmis ve aci etkisi de 1949 yilinda belirlenmistir. (Higby, 1938, Emerson, 1949).



Limonin beyaz kristal yapili bir molekiildiir. Kapali formiilii C26H3008, molekiil
agirhigi 470.50 ve erime noktas1 290-292 °C’dir (Sekil 2.1.). Coziicii olarak alkol,
benzen ve aseton kullanilmaktadir. Ancak az bir miktarda petrol eterinde de
coziilebilmektedir. Su da ki ¢oziiniirligli eser miktarlardadir ki bu miktar 6 mg/L’dir.
Alkali toprak metalleri ile tepkimeye girdigi zaman olusan madde tatsiz tuzlardir. Fakat
olusan bu tuzlar ortam asidik olmaya basladig1 zaman (pH 6 yada 7’nin alt1) limoninin

ac1 formu olan dilaktona doniiserek ac1 tat vermeye baslamaktadirlar (Kola, 2005).

S )

CEEHEEOB
LIMONIN

Sekil 2.1. Navel portakallarindaki limonin maddesinin kapali formiilii ve kimyasal

yapist (Kola, 2005).

Limonoidler turunggillerin kalite unsurlar1 arasinda ¢ok dnemli bir yere sahip biyolojik
olarak aktif bilegenlerdir. Limonoid aglikonlar bitkisel dokular1 ¢esitli zararlilara karisi
koruyan bir aktivite gostermektedirler. Bu maddeler genellikle bitkinin daha
olgunlagmamis olan yaprak ve meyvelerinde bulunmaktadirlar. Ve bulunduklar yerde
bitkiyi patojen organizmalarain zararli etkilerine karsi korumaktadirlar (Hasegawa

1984a).



Limonoidler ile ilgili yapilan ¢aligmalar sonucu biyokimyasal yapilar1 kesfedilmistir.
Radyoaktif yontemler ve kimyasal yapilara dayali arastirlamlar kullanilarak kesfedilen
36 limonoidlerden hepsinin kimyasal yapilar1 cikarismis ve biyosentez yolaklari
belirlenmistir. Limonoid aglikonlarin glikozidasyon ile 17b-D-glikopiranosid tiirevine
doniistiigi ve bu reaksiyonun meyvelerin olgunlastigi zamanda meyve dokulart ve
cekirdekteki limonoidlerde gerceklestigi goriilmiistiir. Bunun yani sira limonoid
sentezinin basamaklar1 ve birikimi de ortaya ¢ikmistir. Bu gelismeler dogrultusunda
iriin islenmesi ve nihai iriinlerin karakterizasyonu i¢in calismalar yapilmis bu
calismalarin ilerletilmesi i¢in limonoidlerin ne zaman olustugu, birikimi ve sentezinin

biyoregiilasyonu lizerinde ¢alismalar yapilmistir (Hasegawa ve Ark., 1997).

Turunggillerde  bulunan limonoidler yiiksek oranda oksitlenmis tetrasiklik
triterpenoidlerle alakali kimyasal bir gruptur. Yapilan hayvan caligmalari sonucunda
antikarsinojenik aktiviteye sahip olduklar1 ve boceklere karsida antifeedant aktivite
gosterdikleri belirlenmistir. Turunggillerde bulunan limonoidler, limonoid aglikonlar ve
limonoid glikozidler olarak meydana gelimektedirler. Turunggil meyvelerinin
olgunlagmalar1 sirasinda limonoid aglikonlar glikozide olarak limonoid glikozitleri
olustururlar. Glikozidasyon sonucu olusan aci limonoid aglikonlar1 dogal yollarla
acihigimi kaybetmektedir. Bu yol UDP-D-glikozid: limonoid glikosilltransferaz enzimi
ile gerceklesmektedir (Kola, 2005).

Turunggillerde bulunan tiim limonoidlerde bir adet furan halkasiyla beraber bir tanede
lakton halkast bulunmaktadir. Limonin, deasetilnomilin, obakiinon, isangin,
deoksilimonin ve limonin monolakton turuncgillerde dogal olarak bulunan bilesiklerdir.

Bilesiklerden bir kismi1 acidir. Sekil 2.2.’da agik formiilleri verilmistir (Higby, 1938).



Limonin dilakton Obakiinon

Izangin

Limonin monolakton Deocksilimonin

Sekil 2.2. Turunggiller de bulunan temel limonoidler (Kola, 2005).

Turunggillerde bulunan limonoidlerin asit ve alkol gibi formlar1 ve tiirevleri de mevcut
bulunmaktadir. Baz1 turunggil c¢ekirdeklerinin igerdigi limonoid miktari, asitligi ve

notralligi Cizelge 2.1.°de verilmistir. (Kola, 2005).



Cizelge 2.1. Baz1 Turunggil ¢ekirdeklerinin limonoid igerikleri (Hasegawa ve Ark.,

1980a).

Turuncgil Tiirii Limonoid Miktar1 Limonoidlerin Karakteri (%)
(%)
Notral Asidik
Altintop 1.50 77 23
Portakal 1.10 84 16
Limon 1.10 61 39
Kalamondin 0.75 83 17
Kumquat 0.61 55 45

Caligilan limonoidlerin ¢ogu turunggillerin cekirdeklerinden izole edilmistir. Bazilari ise
turunggil meyvelerinin bagka kisimlarinda bulunmaktadir. Yapilan bazi ¢alismalarda ise
portakallarin suyundan ve kabugundan da limonin, limonin tiirevleri, asit ve notral
halleri elde edilmistir. Limoninler gruplandirilirken kimyasal yapilarindaki benzerlikler
baz alinarak yapilir. Ornek olarak karbon iskeletine bagli bulunan metile gore veya
limonoidlerin eter halkasina sahip olmasi gibi 6zelliklerle gruplandirilmaktadir (Kola,

2005).

Portakallarda acilik etmeni olarak kayda gecen tek bilesik limonindir. Portakallar
arasindan en ¢ok navel portakalinda bulunmakta ve turunggiller arasindan meyve suyu
tiretiminden en ¢ok kullanilan portakal g¢esidi de navel portakalidir. Portakallar taze
olarak kullanildiklar1 zaman ve ya sulari sikildiktan hemen sonra tiiketildiklerinde
herhangi bir ac1 tat icermemektedirler. Yalmz portakal sular1 hazirlandiktan sonra oda
sicakliginda (1-2 saat) veya buzdolabinda (bir gece) bekletildiginde hizli bir sekilde
acilik kazandig1 goézlemlenmistir. Bunun sebebi gecikmeli aciliktir. Bu da ac1 olmayan

onciil maddelerin hizla limonine donligmesinden kaynaklanmaktadir. (Sekil 2.3.).
(Higby, 1938).



Asidik pH

Limonoid D-Halkasi
Lakton Hidrolaz
ya da l=1

LiMONIN MONOLAKTON LiMONIN
(Limonin A, lakton) (Limonin A,D dilakton)

Sekil 2.3. Aci olmayan limonin A Monolakton’un diisiik pH derecesinde aci olan

Limonin A, D- dilaktona’a doniistimii (Kola, 2005).

Limonin dehidrogenaz (LD) olarak adlandirilan enzimler limonin 6nciil maddelerinden
olan limonoik asit monolaktonun 17° no’lu karbonundaki hidroksil grubunu
dehidrojenize ederek aci olmayan bu Onciil maddeyi asidik kosullarda ve fiziksel
deformasyonlar sonucu aci forma doniismeyen 17- dehidro limonin monolaktona
dontistiirmektedir. Bu madde aci olan dilakton formuna doniismemektedir (Sekil 2.4)

(Hasegawa 1984a).

17- Dehidro Limonoik
Monolakton Asit Monolakton

Limonoik Asit

Sekil 2.4. Limonin onciilii olan limonik asit monolakton’nun 17- dehidro limonoik asit

monolaktona doniistimii (Hasegawa 1984a’dan uyarlanmustir).
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2.4  Rekombinant DNA Teknolojisi

Rekombinant DNA teknolojisi 1960’1 yillarda DNA ile yapilan ¢alismalar sonucu bu
alanda yer alan enzimlerin isleyislerinin kesfedilmesiyle birlikte gelistirilen yeni
yontemlerle ortaya ¢ikmistir. Bu yillarda ve oncesinde molekiiler biyoloji ile ilgili
caligmalar ve gelisen teknolojiler ile biriken bilgi rekombinant DNA teknolojisinin

temelini olusturmaktadir (Katartas, 2011).

Rekombinant DNA teknolojisi genellikle farkli tiirlerden saflastirilan  DNA
molekiillerinin, genetik miithendisligi uygulamalar ile kesilip, ¢ikan DNA {iriinlerinin
farkli biyolojik kaynakli DNA pargcalar ile birlestirilmesini ve yapilan islemler sonucu
tiretilmis olan yeni DNA molekiiliine denir. Hedeflenen DNA’nin ilgilenilen parcasi
restriksiyon enzimleri ile kesilerek bir tasiyiciya eklenir. Bu tasiyici bakteri plazmidleri
gibi kendisi cogalabilen vektorlerdir. Vektore entegre edilen ve vektor DNA’ ile
biitiinlesmis olan yeni DNA molekiile Rekombinant DNA denilmektedir. Rekombinant
DNA olarak adlandirilan bu yeni molekiil uygun bakteri hiicrelerine transforme edilir.
Transformasyon sonucu kopyalanan DNA orada c¢ogalarak klonlar (kopyalar)
olusturmaktadir. Olusan bu kopya DNA’lar aktarildiklar1 hiicrelerden saflastirilmak
sureti ile ilgili tekniklerle dogrulanmaktadir (Yildirim ve Bardakei, 2010).
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plazmit

plazmit
\ izolasyonu ’ DNA

plazmitin
l enzimle kesimi
/ insert gen
L
’ ayn1 enzimle
hiicresel
‘ DNA'nin kesimi

\ : hedef DNA'nin

ve plazmitin

C birlestirilmesi

DNA ligaz
eklenmesi

Rekombinant plazmit O insert gen

Sekil 2.5. Plazmit kullanarak gen kulanlanmasi ve rekombinant DNA eldesi (Pearson
education Inc., 2009)

Kisacas1 canli bir tiirden izole edilen genin yapilan calismaya uygun bir vektore
eklenmesi, ardindan da konaga transformasyonu ile ¢ogaltilmasi1 ve bazen de istenilen
iirlinlin ifade edilmesini amaclayan caligsmalar icin gelistirilen tekniklere rekombinant

DNA teknolojisi denmektedir (Katartag, 2011).

24.1 Genomik DNA ve vektor DNA izolasyonu

Rekombinant DNA ¢alismalarinda ilk basamak caligmasi yapilacak olan DNA’nin ve
kullanilacak olan vektér DNA’sinin izolasyonudur. DNA izolasyonu gergeklestirilirken

temel prensip; ilk Once organizmanin hiicre zar1 veya duvarmi zayiflatarak

12



parcalamaktir. Bu islem SDS gibi deterjanlar, lizozim gibi enzimler ve mekanik
yontemlerin tek basina veya sirayla kullanilmasiyla gergeklestirilir. DNA’nin agiga
cikarilmasi ardindan ¢esitli kirleticilerin (protein, polisakkarit, RNA) organik ¢oziiciiler
(fenol-kloroform) ve enzimler (RNAaz enzimi) ile giderilmesi gerekmektedir. Ardindan
DNA tuzlu ortamda alkol ile ¢oktiiriilmektedir. Temel basamaklari bu sekilde olan
izolasyon islemi calisilan organizmaya gore farkliliklar gosterebilmektedir (Yildirim ve

Bardakci, 2010).

Kullanilacak olan vektdr tipine gore izolasyon metotlar1 bazi degisiklikler icermektedir.
Genellikle kullanilan plazmitler i¢in DNA izolasyon metodu genomik DNA izolasyonu
ile neredeyse aynidir. Kullanilacak olan vektorii (plazmitleri) barindiran bakteri
hiicreleri besiyerine aktarilarak ¢ogaltilir. Ardindan santrifiij cihazinda toplanarak konak
hiicreye gore secilen yontemle hiicre duvari parcalanir. Parcalanan hiiclerden agiga
cikan kirleticiler kimyasallar ve enzimler ile giderikdikten sonra DNA etanol ile
coktiiriiliir. Genomik DNA izolasyonundan farkli olarak bu islemler sirasinda plazmid
DNA’s1 ile Genomik DNA y1 birbirinden ayirmak gerekmektedir. Istenmeyen
bakteriyel DNA kalintilar1 gen klonlama islemi sirasinda sikintilara yol acabilmektedir.
Bakteriyel DNA ile vektor DNA’sini1 ayirt etmek icin ikisi arasindaki yapi ve biiytikliik
farki kullanilir. En sik kullanilanlar1 alkali denatiirasyonu ve etidyum bromid-sezyum

kloriir yogunluk gradienti santrifiijlemesidir (Katartas, 2011).

Plazmit yerine faj vektorii kulanilirsa bakterilerden izolasyon yerine enfekte bakteri
kiiltiirleri biiyiittiildiikten sonra bulundugu besi yerinden izole edilir. Bu iglem sirasinda
mevcut sikintilardan biri hiicre dis1 faj oranmmin belli bir seviyede olmasidir. Bu
yogunlugun yakalanabilmesi i¢in 1-2 litrelik kiiltiirlerin olusturulmasi gerekmektedir.
Biiyiitiilen kiiltlirlerin santrifiij edilmesiyle olusan pelet ve siipernatant kisimdan
slipernatant alinarak polietilen glikol ile ¢oktiirme islemi gerceklestiril. Pelet kisminda
bakteriler siipernatant kisminda ise iiretilen fajlar bulunmaktadir. Polieten glikol ile
coktiirme isleminde siipernatanttaki fajlar ¢oker ve kapsidler uzaklastirilir (Yildirim ve

Bardakci, 2010).
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2.4.2 Restriksiyon enzimleri

Hiicrelerde meydana gelen DNA eslenmesi transkripsiyon, cesitli DNA hasarlariin
giderilmesi, yabanct DNA’larin ortamdan arindirilmasi gibi islemler enzimler sayesinde
gerceklesmektedir. Bu enzimler hiicrelerden izole edildikten sonra uygun ortam sartlari
olusturularak tekrar kullanilabilmektedir. Ticari olarak iiretilen enzimlerden restriksiyon
enzimleri rekombinasyonda vazgecilmez unsurlardandir. Restriksiyon endoniikleazlar
belirli niikleotid dizilerini taniyarak reaksiyon veren enzimlerdir. Bu islemi
gerceklestirirken ¢ift zincirli DNA molekiiliiniin iki zincirini birden keserler. Bakteri ve
arkelerin ihtiva ettigi enzimler viral kaynakli DNA molekiillerini pargalayarak bir
savunma mekanizmasi olusturmuslardir. Hiicre DNA’s1 kendini metilasyon enzimleri
ile metilleyerek restiriksiyon endoniikleazlarin aktivitesinden korumaktadir (Yildirim ve
Bardakci, 2010).

Molekiiler biyolojide makas olarak isimlendirilen endoniikleazlar gerceklestirdikleri
kesim ardindan simetri merkezinde aktivite gostermislere kiit u¢lu, simetri merkezinin
disinda aktivite gostermis ise yapiskan uclu fragmentler olusturmaktadir. Rekombinant
DNA teknolojisinde hedeflenen gen ile vektoriin benzer enzimler veya ayni yapiskan
uclart olusturan farkli enzimler ile kesilmesi sonucunda kesim bodlgelerinin uyum

saglamasi ve daha verimli sonuglar olusturmasina neden olmaktadir (Katartas, 2011).

Yaklasik olarak 1200 farkli belirlenmis restiriksiyon enzimi mevcuttur. Tip 1, tip 2 ve
tip 3 olarak adlandirlan 3 farkli guruptan olusmaktadir. Rekombinant DNA
teknolojisinde en yaygin kullanilan grup tip 2 dir. Tip 2 restriksiyon enzimlerinin en
onemli 6zelligi DNA’y1 tanima bdlgesi icerisinden keserler. Geri kalan gruplar ise
tanima bolgesi disindan kesim gergeklestirdigi i¢in bilinmezlige sebebiyet verir ve bu
nedenden dolay1 tercih edilmemektedir. Tip 2 endoniikleazlar rekombinasyonun
vazgecilmez unsurlarindan birisidir. Bunun en temel sebepleri 4-8 niikleotid
uzunlugunda bir tanima boélgelerinin olmasi ve palindromik olmalaridir. Yani zigzag
seklinde 5°-3” ile 3°-5° tanima bdlgeleri ayn1 diziyi ifade etmektedir Cizelge 2.2. (Ayter,
1988).
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Cizelge 2.2. Bazi restriksiyon enzimlerinin izole edildikleri mikroorganizmalar ve DNA

tanima noktalar1 (Kuk, 2008).

Enzimin  Tzole edildigi Olusturdugu Tanmma dizisi
ad1 mikroorganizma ug

BamHI f:ij;i?qugfacfem Yapujkan ue 2::3”5;%%_3 5l’
EcoRI Escherichia coli Yapigkan ug ;::gﬁ{,,ﬁ}ﬂq%i
O T .,y
SalI Streptomyces albus  Yapiskan ug ;::gggg?%i,
Alul Artrobacter [uteus  Kint ug ;::?g “EE:;:
Smal ez KU% Jgcereccs

Endoniikleazlar ile kesilen DNA’dan olusan fragmentleri ayrit etmek igin jel

elektroforezi kullanilmaktadir. Jel elektroforezinde fragmentlet biyiikliiklerine gore

ayrilirlar. Istenilen bdlge jelden saflastirildiktan sonra plasmid DNA ile g¢ogaltilarak

kullanilabilir. Bu islemi gergeklestirirken kanak¢i organizmanin kendi DNA’sinin

tiremesine engel olunmalidir. Olusturulan yapiskan uglarin kendi kendilerine hidrojen

bag1 olusturmak sureti ile birlesmeleri her nekadar miimkiin olsada yeterli degildir.

Rekombinant DNA teknolojisi i¢in 6nemli olan bir diger enzim grubu DNA ligazlar bu

basamakta devreye girmektedir (Ayter, 1988).
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2.4.3 DNA ligazlar

Ligasyon, restriksiyon endoniikleazlar ile kesilerek meyda gelen yapiskan uclu
fragmentlerin ya kendi aralarinda yada ayni enzim ile kesilmis baska DNA fragmentler
ile invitro sartlarda DNA ligaz enzimleri ile birgeltirilme olayidir. DNA replikasonunda
meydana gelen parcalar1 3’-5” yoniinde fosfodiester baglari ile baglarlar. Ayrica hasar
gormiis DNA tamirinde de gorev almaktadirlar. Hedef DNA fragmenti ile kesilmis
durumda olan vektoriin yapiskan uclar1 ayni enzim yada ayni yapiskan ucu birakan
farkli enzimler kullanildig1 takdirde aralarinda hidrojenbagi kurmaktadirlar. Ortamda
ATP varliginda ligazlar yapiskan ugu bulunan DNA fragmentlerinden birinin 3’
hidroksil ucuyla vektoriin 5° fosfat ucu arasinda 3’-5’ fosfodiester baginin olusumunu

tetiklemektedirler (Katartas, 2011).

Bu ligasyon islemi kiit u¢ olustuan restriksiyon endoniikleazlar ile kesilen DNA ve
vektor arasinda da baglanmalar1 saglaya bilmektedir. Bunun i¢in T4 DNA ligaz enzimi
kullanilir fakat basar1 oran1 yapiskan uca gore cok diisiiktiir. Clinkii kiit u¢larin karsi

karsiya gelme ihtimaller: ¢ok azidir (Ayter, 1988).

2.4.4 Vektorler

Elde edilen hedef geni ¢iplak bir sekilde hiicre igerisine aktarmak, aktarilsa bile geni
hiicre igerisinde ¢ogaltmak miimkiin olmadig1 i¢in bakteri hiicresi igerisinde bagimsiz
olarak kendini replike edebilecek bir DNA molekiilii ile birlestirilmesi gerekmektedir.
Hedef genin baglanacagt DNA molekiiliiniin baz1 06zelliklere sahip olmasi
gerekmektedir. Aktarilacagi konak hiicre ile uygun bir replikas merkezine sahip olmal
ve cogaldiktan sonra izolasyonu kolay olmalidir. Segilen vektoriin hedef geni tasiyip
tasimadigini anlayabilmek igin belirte¢ gen bolgelerine sahip olmasi gerekmektedir.
Bunlar genel bir antibiyotige diren¢ geni ve ya konak hiicrenin sentezleyemedi bir
enzim ya da florasan Ozellikte bir protein gibi belirtegler olmalidir. Vektor se¢imi
yapilirken hedef genin biiylikliigii, yapilan ¢aligmanin amact gibi bir ¢ok farkli 6zellige
gore secim yapilir (Katartag, 2011).
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2.4.41 Plazmitler

Plazmidler, dogal olarak biitiin bakterilerde mevcuttur. Bulundugu bakteriye ortam
sartlarina uyum saglamasinda ve maruz kaldig1 ¢evresel sartlar ile bas edebilmesine
yardimci olan ekstra 6zellikler katmaktalardir. Bazi substratlar1 parcalaya bilemelerine
yardimct olarak enzimler ya da antibiyotige diren¢ goOstermelerini yardimer olacak
antibiyotikleri inaktif hale getirenn enzimleri sentezlemelerine yarayan dizileri
icerebilmektedirler. Konak hiicre icerisnd bagimsiz olarak replike olabilirler. Cift

zincirli ve halkasal yapiya sahiplerdir (Katartas, 2011).

EcoEI
Sacl
Epnl
Smal
EamHI
Ahal
Sall
P=1d
Sphl
HindIIll

Aadl

Sspl
Sekil 2.6. pUC18 plazmit vektorii (Katartas, 2011).

Genel amagli kullanilan ve bilinen en eski plazmit vektor olan Pbr322 4361 baz ¢iftine
sahiptir. Hedef geni icerip icermedigini kontrol etmek icin kullanilan belirtegler
amfisillin ve tetrasiklin antibiyotiklerine direngli genlerdir. Bu gen dizileri igerisinde
klonlama yapilabilmesi igin yaygin kullanilan restriksyon enzim kesim yerleri
bulunmaktadir. Kapali haldeyken antibiyotik diren¢ geni dizilerinin bulundugu
bolgelerden kesildigi zaman yapiskan u¢lu dogrusal DNA molekiillerine dontismektedir.
Bu sayede kesilmis ve yapiskan ug¢ olusturmus hedef DNA ile DNA ligaz enzimleri

sayesinde birlesebilmektedir. Hangi antibiyotik direngi saglayan dizinin igerisine
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yerlestirildiyse o antibiyotige duyarli olacagi i¢cin bu yodntemle secilebilir hale

gelmektedir (Ayter, 1988).

Pbr322’den daha gelismis bir vektor olan Puc vektdrii antibiyotiklere diren¢ genlerinin
yani sira E.coli B-galaktosidaz geninin de bir pargasini igermektedir. Bu dizinin
icerisinde de enzim kesim bdlgeleri bulunmaktadir. Bu dizinin igerisine klonlama
yapldigr takdir de hiicreler X-gal iceren bir besi yerine ekilirse kolaylikla
secilebilmektedir. Puc vektorii 5-10 kb boyutundaki DNA fragmentleri icin
kullanilmaktadir (Katartas, 2011).

2.4.4.2 Viral vektorler

Plazmitlerin vektor olarak kullanimlarinda maksimum 10 kb biiyiikliigindeki DNA
fragmentleri kabul edebildigi i¢in daha biiyiik klonlamalar1 miimkiin kilmak adina viral
vektorler gelistirilmistir. En ¢ok kulanilan faj bir E.coli virlisii olan lambda fajidir. 45
kb biiyiikliigiinde olan bu faj icerisindeki 15 kb lik bir dizi sayesinde konak¢1 genomuna
sizarak kendisini ¢ogaltmaktadir. Dogrulsa olan bu genom cos bdlgeleri icermesinden
dolay1 halkasal yapida olusturabilmektedir. Bu 6zelliklerinden dolay1 ayni plazmitler

gibi konakcr hiicreye aktarilabilirler (Y1ldirim ve Bardaket, 2010).

Plazmid ve viral vektorler disinda kullanim amacina gore bir¢ok vektoér bulunmaktadir.
Kozmid vektor gama fazi ve plazmit DNA parcasindan meydana gelen hybrit
vektorlerdir. Bac ve yac vektorleri daha biliyilk DNA pargalarin1 klonlamak ig¢in
kullanilan bakteri ve maya yapay vektorleridir (Katartas, 2011).

2.45 Hedef Geni Iceren Vektoriin Hiicreye Aktarilmasi

Hedef gen fragmentini vektore entegre ettikten sonra, vektoriin kendisini ¢ogalta
bilmesi igin bir konakci kullanilmaktadir. Vektor konakei hiicre igerisine kimyasal ve ya
fiziksel yontemler kullanarak aktarilmaktadir. Bu isleme transformasyon denmektedir.
Genel olarak ucuz ve etkin oldugu i¢in kimyasal yontemler tercihedilmektedir yalniz

elektroparasyon metodu daha etkin ve kisa siirede gergeklestigi igin tercih
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edilebilmektedir. Transformasyon i¢in kullanilacak hiicrelere kompetant hiicreler denir.
Bu hiicrelere ticari olarak ulasilabilecegi gibi kompetant hiicreler laboratuar ortaminda

da hazirlanabilmektedir (Kuk, 2008)

2.4.6 Klonlama Vektoriin Hiicreden Se¢imi

Hedeflenen geni dogru bir sekilde almis rekombinant plazmitlerin transformasyonu
sonrast besi yerinden sec¢ilmesi 6nemli bir problemdir. Transformasyon sonucu ¢ogalan
organizmalar onlarca farkli koloni olusturmaktadir. Olusan kolonilerin hangilerinde
rekombinant plazmitlerin oldugunu tespit edebilmek i¢in kullanilan, plazmit vektorlerin
icerdikleri antibiyotik diren¢ genleridir. Bu genler sayesinde basit¢e secilim

yapilabilmektedir (Yildirim ve Bardakei, 2010).

2.4.7 Klonlamanin Dogrulanmasi

PCR analizi, dogrulama kesimi ve en kesin bilgi olarak DNA dizi analizi ile
Rekombinant DNA’nin dogrulamasi yapilabilmektedir (Kuk, 2008)
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3.

MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Kullanilan Cihazlar

Bu tez ¢alismasi esnasinda kullanilan cihazlar ve markalar1 Cizelge 3.1. ‘de verilmistir.

Cizelge 3.1. Kullanilan cihazlar ve markalar

Kullanilan Cihaz Markasi
MDsgo mikrodalga firin ARCELIK
DNA Engine, PCR makinesi BIORAD
Gii¢ kaynagi BIORAD
Bio TDB100 Termostatli Blok Isitici BIOSAN

Spin Cihaz

BIOSAN, Combi Spin FVL 2400N

Calkalayici Inkiibator BIOSAN ES 20

Mikro 22R santrifiij HETTICH

80 dondurucu, HETTICH

50L otoklav, HMC HIRAYAMA
UV/VIS Spektrofotometresi, VARIAN CARRY 50
Etiiv MEMMERT

Sonikator SONICS (VCX130)
UV Gosterici SYNGENE SYTC/1422
Dikey Sogutucu +4°C UGUR

Isitict Magnetik Karistirict VELP SCIENTIFICA ARE
Buzdolab: VESTEL GTP 455A
Yiiksek Hizli Santrifiij VISION VS 30 000i
Kar makinesi VISION
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Calkalayic1 Inkiibator ZHICHENG - ZHWY111C

3.1.2 Kullamlan Kimyasallar

Bu tez caligmasi sirasinda kullanilan kimyasallar ve markalar1 Cizelge 3.2.°de

verilmigtir.

Cizelge 3.2. Tez ¢alismasi esnasinda kullanilan kimyasallar ve markalari

Kullanilan Kimyasal Markasi
Agar BD Bacto™™ Agar
Agaroz Sigma Aldrich
Akrilamid Amresco
Ampisilin Sigma Aldrich
APS Biorad

BamHI Takara

Beta Merkaptoetanol Carlo Erba
Bezamidin Merck

BSA Promega
CaCl,.2H,0 Carlo Erba
DMSO Merck

DTT Bio Basic
Etanol Merck
Etidyum bromiir ICN

Gliserol VWR

HCI Merck

IPTG Amresco
Imidazol Merck

Jelden DNA izolasyon Kiti Geneaid
KCH5COO Merck

KCI Sigma
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Kloramfenikol Sigma

Kpnl Takara

LB Broth Base Invitrogen lennox L Broth Base
Naringin Alfa Aesar

Dietilen Glikol Sigma

3.1.3 Kullanilan Cozeltiler

PMSF cozeltisi : 1 ml absulute etanolde 150 pg ¢oziilerek hazirlanmistir.

Kloramfenikol Cozeltisi: 1 ml’de 34 mg kloramfenikol olacak sekilde absulute

etanolde ¢oziilmiistiir. Ardindan 0,2 pm’lik filtre ile steril edilerek hazirlanmgtir.

FSB cozeltisi: Total hacim 1,000 ml olacak sekilde 7.4 g KCl, 7.5 g CaCl2.2H20, 100
g gliserol, 10 ml 1 M (pH:7.5) KCH3COO alhnmistir. pH:6,5’e ayarlanarak

otaklavlanmistir.

Ampisilin: 15 ml saf su igerisinde 1,5 gr ampisilin ¢6ziilmiistiir. 0.2 pm’lik fitrelerden

gecirildikten sonra tiiplere bdliinerek -20 °C’de muhafaza edilmistir.

IPTG: 15 ml saf su igerisinde 1,5 gr IPTG ¢oziilerek 0.2 um’lik steril filtrelerle

muamele edilmistir. Ardindan mikrotiilere béliinerek -20 °C’de muhafaza edilmistir.

LB ¢ozeltisi: 1,000 ml suda 20 g LB (luria-Bertani) Broth Base olacak sekilde ¢ozelti
hazirlanmigstir. 500 ml’lik kismi ikiye boliinerek {izerine 3,75 g agar eklenmistir. 250 ml
icin 3,75 g agar olacak seklilde. Geri kalan kistm 4 ml’lik ve 50 ml’lik erlenlere
dagitilmistir. 250 ml ¢ozelti iceren stok siseleri, 50 ml’lik erlenler ve 4 ml’lik tiiplerin

agiz kisimlarina aliiminyum folyo kapatilarak otoklava atilmistir.

Agaroz Elektroforez Jeli: 150 ml 1 X TAE tampon ¢dzeltisi igerisine 1,5 gr agaroz
eklenmistir. Mikrodalgada eritilerek homojenize edildikten sonra 1,5 pl etidyum bromiir

eklenmis ve kasete dokiilerek hazirlanmustir.
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SDS Elektroforez Jeli:

Alt Tampon: 182 g Tris (1.5 M), 4 g SDS (%0.4) 1 000 ml saf suda ¢oziilerek pH:8.8

olarak ayarlanmistir.

Ust Tampon: 60.5 g Tris (1.5 M), 4 g SDS (%0.4) 1 000 ml saf suda ¢oziilerek pH:6.6

olarak ayarlanmistir.

Yiiriitme jeli: 2.7 ml %40 akrilamid, 2.25 ml alt tampon, 4 ml su, 50 pl %10 APS ve
20 ul TEMED.

Yiikleme jeli: 0.35 ml %40 akrilamid, 1 ml {ist tampon, 2.55 ml su, 50 ul %10 APS ve
10 ul TEMED. Tiim maddeler katilmistir ve en son TEMED eklenip kasete dokiildii.
Yiiriitme jeli polimerlestikten sonra iizerine yiikkleme jeli dokiildii ve polimerlesmesi

beklenmistir.

Elektroforez Tamponu (1X): 3 g Tris, 14.4 g Glisin, 1 g SDS bilesikleri son hacim 1

000 ml olacak sekilde saf su eklenerek hazirlanmistir.

SDS Ornek Yiikleme Tamponu (5X): 0.6 ml 1 M Tris-HCI (pH 6.8), 5 ml gliserol
(%50), 2 ml %I10‘luk SDS, 0.5 ml B-ME (B- Merkaptoetanol), 1 000 pl %]1°‘lik

Bromfenol mavisi ve 0.9 ml saf su karisimindan hazirlanmistir.

SDS Jel boyama (Staining) Cozeltisi: 0.5 g Coomassie Brillant Blue R-250, 450 ml
metanol igerisinde ¢oziiliip filtre kdgidindan siiziildiikten sonra, karisimin iizerine 100

ml asetik asit ve 450 ml saf su eklenerek hazirlanmistir

Destaining Cozeltisi: 100 ml metanol, 100 ml asetik asit ve 800 ml saf su karisimindan

hazirlanmistir

Amonyum Persiilfat (APS-%10): 0.5 g APS 5 ml saf su igerisinde ¢oziilerek

hazirlanmistir

Tris Tamponu: 12: 115 g tris alinarak bir miktar suda ¢oziildii. pH derisik HCI ile
7,5e getirildi. 2.922 g NaCl (50 mmol) eklendi ve hacim su ile 1 litreye tamamlandi.
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Imidazol cozeltisi: 2,045 gram imidazol (300 mmol) iizerine bir miktar tris tamponu

eklendi ve ¢oziindiiriildii. Toplam hacim bu tamponla 100 ml’ye tamamlandi.

Diyaliz ¢ozeltisi: 10 mM Tris-HCI, 300 mM KCI, 0.1 mM EDTA pH:7.5 olacak sekilde

3 litre distile suda ¢oziilerek hazirlanmastir.
Afinite Kromatografisiyle Saflastirmada Kullanilan Cozeltiler:

NaH,PO4-Na,HPO, tamponu: 65 ml 0.2 M NaH,PO,4 ve 0.2 M 435 ml Na;HPQO,
karistirildiktan sonra pH:8.0’a ayarlanarak toplam hacim saf su ile 1 000 ml’ye

tamamlanmustir.

Yiikleme tamponu (Loading Buffer) 2.92 g NaCl 500 ml NaH,POs;-Na,HPO,
tamponunda (pH:8.0) ¢6ziildii.

Yikama tamponu (Wash Buffer): (25 mM imidazol 100 mM NaCl-100 mM
NaH,PO4-Na,HPO, pH:8): 0.85 g imidazol, 2.92 g NaCl 500 ml NaH,PO,-Na,HPQO,
tamponunda (pH:8.0) ¢oziildil.

Eliisyon tamponu (Elution Buffer): (300 mM imidazol 100 mM NaCl-100 mM
NaH,PO4-Na,HPO, pH:8.0): 10.2 g imidazol, 2.92 g NaCl 500 ml NaH,PO4-Na,HPQO,
tamponunda (pH:8.0) ¢oziildil.

Tris Tamponu: 12.12 g tris alinarak bir miktar suda ¢6ziildii. pH derisik HCl ile 7.5’¢

getirildi. 2.92 g NaCl eklenmistir ve hacim su ile 1 000 ml’ye tamamlanmuistir.

300mM immidazol Tris/HCI Tamponu: 2.04 g imidazol 100 ml Tris/HCI tamponu
icinde ¢oziildii. pH derisik HCl ile 7.5‘e getirildi.
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3.2 YONTEM

3.2.1 Hedef Genin Secilmesi

Limonin dehidrogenaz enziminin iiretimi i¢in gerekli olan DNA dizisine NCBI’dan

ulasildi. Klonlama i¢in dncelik olarak pet22b vektorii segildi (Sekil 3.1) pTOLT (Sekil
3.2) vektoriide kullanildi. NCBI’dan ulasilan diziye E. coli K12 hiicresi igin

biyoinformatik araglardan yararlanilarak kodon

Xhol restiriksiyon enzimi kesim bolgeleri eklendi. Uretmi amaglanan enziminin
niikleotid dizisi iiretim sonrasi saflagtirma basamaginda kullanilmak iizere His taga

uyumlu sekilde tasarlanmistir. Biyoinformatik araclar ile diizenlenmis olan gelen dizisi

Macrogen firmasina sentezlettirildi.

Bpu1102 lien)

Dra III[52513-‘

Sca l(4s8s) ~
Puu l3478) . /, /‘g?
vu liga78) K /qjy

[ s
Pstliaasa) /[ S
/2
{ III [=3
[ =
Bsa l(416%
Eam1105 I:41c3:-I| pET-22b(+)
ag (5493bp)
1
\
\
AlwN I(2831)
BspLU11 I321s) /™ 7~
Sap l{3098) ““:rr--___ _|_ _
Bst1107 li2ase) / | o
Tth111 lj2360) | BspG li2741)
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optimizasyonu yapildi. Klonlama

sirasinda kullanilmak iizere dizinin basina ve sonuna sirasiyla BamHI, Ncol ve Kpnl,
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~~ Msc |2

—3ph i)
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.. — ApaB l(798)
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T7 promater primer BE2348-3

Balli T Pf'i‘ﬂ‘"?“f 182 operatar Xpal rbs
o Saph | pelE lader BamH | EcoR | Sacl
L oyl ey hrAlaAlafd el lyLeulaul euleuk o ek ~oh |l cMaitA l---'_ Ilahl vl ledar " -y
Eagl  amr signal paplidase
Sall Nt

Hird 1l

Xhal HisTag

T7 terminator

Bear102 )

T7 terminator primer 255337.3

Sekil 3.1. Pet22b vektorii detayli DNA dizisinin dairesel haritasi. Restriksiyon enzim
bolgeler (Novagen, 2016).

pTOLE

pTOLT

pTOLX

[ e 1
S |
f Ap \
il ori
EKpnl
Xhol
T7 promotor

T

MHHHHHHSS GGGSXXXXX (X) GSGT

BamHl Stul Sacl Apal Ndel Nofl Konl Miul
gagt gog gga tct gat gat gac gat aaa gga fcc agyg cct gag ctc cgg gec cca tat gge gge cge ggt acc tga tga acg cgt
G G 6SDDDDKGS RPEILRAPYGGRGT®** TR

St Saci  Apal Ndel Nofl Mt
gttccgege @ agg cct gag cfc cgg gee cca tat gge gge f:gcg acc tga tga acg cgt
vV P

oz
R G S E LR APYG G T " TR

BamHI  Stul Sac Apal Ndel Nofl Kpnl Miul
gagt gog gga et att gaa ggat cge gga fee agg cot gag cfc cgg gee cea tat gge gge cgeggt ace tga tga acg cgt
G 6 6GSI1I EGRGS RPEILRAPYGGRGT®®»* TR

Sekil 3.2. pTOLT vektoriiniin restriksiyon enzim bdlgelerini iceren detayli DNA dizisi
(Anderluh ve ark., 2003).
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Orijinal dizi ile kodon optimizasyonu yapilan dizinin clustal omega programi ile

karsilastirilmasi.
orjinal GCTTTGATGAAAACTAAATTGTTTATTAATAATACTATGGCTTCTTCTGGTATTGGTTTG
Optimize GCTTTGATGAAGACTAAGTTGTTCATCAACAACACTATGGCTTCTTCTGGTATCGGTTTG

AKhkkkhkk kA khkkhk K*hkkhkkhkk *hkkhkhkk kK KKk KKk FhkAXAAkAAIAAAAhkAAhkhk* Kk XAk k)%

orjinal GAAACTGATGCTATTAAAGCTGCTCAAGCTGTTTATTGTCAAGGTCAAATTTGTATGTCT
Optimize GAAACTGACGCTATCAAGGCTGCTCAAGCTGTTTACTGTCAAGGTCAAATCTGTATGTCT

KAk AkAhhkk  KhkhAk k K,k *AAXAAIAAAAAIAAIAAA K, *AhAkdkhAAhkhkkxhhkkhkhkhk, *hkhkkhrkxxk%

orjinal GAAGAACAAGAAGCTTTGTGTCCATTTGATAGATTGGAAGGTGAAGTTGCTATTGTTGTT
Optimize GAAGAACAAGAAGCTTTGTGTCCATTCGACAGATTGGAAGGTGAAGTTGCTATCGTTGTT

KAKAKAKAAKAAKNKAIAAAXAAAKNAXAAAAA XK, K*Kk A*AKAAhAFAXAAAAAIAAA XA AR A A XAk Kk *hkkxx k%

orjinal GGTGCTGGTCCATCTGAAAGAAGAAGATTGTTGTTGAAAGTTGCTGATGTTATGGAATCT
Optimize GGTGCTGGTCCATCTGAAAGAAGAAGATTGTTGTTGAAGGTTGCTGACGTTATGGAATCT

KAIAKAKAAKAAKRKAIAAA AR A KNI AR A AR AR AN A I A A AR AR AR, A hkh Ak A hhk* Ahkk Ak kdr Ak x k%

orjinal AAAACTCCAAAATTTATTGAAGTTATGGCTATGGAAGTTGGTGCTTCTGCTTTGTGGGCT
Optimize AAGACTCCAAAGTTCATCGAAGTTATGGCTATGGAAGTTGGTGCTTCTGCTTTGTGGGCT

kk kkkkhkkkhkk kk kk khkkhkkhkhkkhk A hkkrhkhkhkhkkhkrhkhkhkhkrhkkhkrhkkhkhkhhkrkrhkhkrkhkkxk*k

orjinal GGTTTTAATGTTCATGCTTCTGCTAATGTTTTTAGAGAAGCTGCTTCTTTGGCTACTCAA

Optimize GGTTTCAACGTTCACGCTTCTGCTAACGTTTTCAGAGAAGCTGCTTCTTTGGCTACTCAA
kokkkok kk kkkkk kkkkkkkkkokk  kokkokok Kok ok ok ok ok ok ok ok ok Kk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok

orjinal ATTCAAGGTACTCCATTGGGTTTTGCTGTTCCAACTGAAGCTTTTGAAATGGCTACTCCA

Optimize ATCCAAGGTACTCCATTGGGTTTCGCTGTTCCAACTGAAGCTTTCGAAATGGCTACTCCA
ok kokkkkkkkkkkkhkkkkkkk hhkkkkkkkkkkkkkkkkkk  kk ok ok ok kok ok k ok k& Kk kk

orjinal GATGGTACTGGTGCTTTGAATTATGGTGTTAGAAGACCAAAAGGTGTTATTGGTGTTATT
Optimize GACGGTACTGGTGCTTTGAACTACGGTGTTAGAAGACCAAAGGGTGTTATCGGTGTTATC

kk hkkkkhkrkhkhkhkhkhkhkkhkrhkhkrkh dk hhkhkhkhkrhkhkrhkkhkrhkhkhkkhkx krxhkhkrkhkhkx *hkkhrhkxk

orjinal TCTCCATGGAATTTGCCATTGTTGTTGATGACTTGGAAAGTTGGTCCAGCTTTGGCTTGT
Optimize TCTCCGTGGAACTTGCCATTGTTGTTGATGACTTGGAAGGTTGGTCCAGCTTTGGCTTGT

khkhkkhkk hhkhkhkk Ahkkhkrhkhkrhhkrhkhkhkhkhhkhkrhkhkrhhkrkhkkx hrhkhkrhkhkrkhkhkrkhkrhkhkrkhkkxk*k

orjinal GGTAATACTGTTGTTGTTAAACCATCTAGAATTAATGGTTTGTTTAAAGATGCTATTGAT
Optimize GGTAACACTGTTGTTGTTAAGCCATCTAGAATCAACGGTTTGTTCAAGGACGCTATCGAC

khkhkkhkk hrxhkhkhkkhkhkhkkhkrhkhrkh dhkhkhkkhkhkhkhkrkhk *k khkkhkkhkhkhkhkx **x **x *kkkx*x *%*

orjinal AAAGGTGCTAAAGTTGTTTGTGGTGGTATGGCTCAAGGTGCTGTTGGTGTTTTGAATTAT
Optimize AAGGGTGCTAAGGTTGTTTGTGGTGGTATGGCTCAAGGTGCTGTTGGTGTTTTGAACTAC

kk Ak KhkhkAhhkkkh KA A A Ak A hA A A A hA A h A h A hkhhkhhhk kA hk Ak hkhkhkh kA hkrkhkhkhrkhhkhrkdx K%

orjinal TTGAATAGAGTTAATGCTGTTCAACCAGGTGGTACTGTTATTTCTTTGTGTGGTCCAGCT
Optimize TTGAACAGAGTTAACGCTGTTCAACCAGGTGGTACTGTTATCTCTTTGTGTGGTCCAGCT

khkkhkhkk KAkhkhhkhAk A, hhAhAAdAAdAAAhAhhhAhArAkhAhAkhAhhkhkhdk (A hAkxhkrkhkrkhkhkhkkhhhxkhxk%

orjinal TCTGCTGGTTTTGATATTGCTAATGATTCTGTTTATGGTTTGTCTTCTGGTGATGATATG
Optimize TCTGCTGGTTTCGACATCGCTAACGACTCTGTTTACGGTTTGTCTTCTGGTGACGACATG

khkkhkhkkhkhkhkkhkhkkk K*k Kkk khkkhkkk Kk Khkhkkhkhkhkkhkk hhkkhkrkAkAhkhkkhkhkAkkhkrkkhkhkkkhkk kkxk kkKk

orjinal ATTAAACAATTGACTCCATTGGGTTTTGCTGCTAAACCAGAAGATAATGTTGAACCATAT
Optimize ATCAAGCAATTGACTCCATTGGGTTTCGCTGCTAAGCCAGAAGACAACGTTGAACCATAC

Kk Ak KAk khAkAAA A Ak A hkAA A Ak, Khkhkkhkhkhkk Kk hhkkhkhhkkhkhkk kK KAk khkhkkAhAkrkkhk

orjinal TTGTTGGGTGCTTCTAGAAAACAAGGTAAAGGTATTACTACTACTGTTATTTCTATTGAT
Optimize TTGTTGGGTGCTTCTAGAAAGCAAGGTAAGGGTATCACTACTACTGTTATCTCTATCGAC

khkkhhkkhkhhkkhhkkhhkhAkkhkhkhkhhhhkhx *hkkhhkkhhhkh K*hhkhk hhkhrhkhhkdhhkrhrdkkx *hkkxk,*x **%x
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3.2.2 Gen fragmentlerinin Klonlanmasi

Tasarlanan geni igeren plazmit Macrogen firmasi tarafindan sentezlendi ve
laboratuarimiza ulastirildi. Kompetent E.coli DHS5o hiicreleri kullanilarak plazmit
hiicreler ¢ogaltildi. Bunun i¢in E.coli hiicrelerine 1s1 soku uygulama yoluyla plazmit
aktarildi. Plazmit i¢eren hiicreler 1:1 oraninda ampisilin igeren kat1 besiyerine inokule
edildi. Inkiibasyon siiresi bir gece 37°C olarak ayarlandi. Inkiibasyondan sonra segilen
koloniler 1:1 oraninda ampisilin igeren sivi besiyerine ayni inkiibasyon sartlar1 gecerli
olacak sekilde inokule edildi. Inkiibasyonu tamamlanan tiipler alindi ve plazmit
DNA'’lar, Biobasic Plazmit DNA izolasyon kiti yardimi ile kit protokoliine uygun
olacak sekilde saflastirildi.

3.2.3 Restriksiyon Enzimleri ile Kesim

Cizelge 3.3. pTOLT igin restriksiyon enzim kesimi i¢in gerekli madde igerikler.

LD Geni i¢in pTOLT Vektor
kesimi i¢in

DNA (22 ul) Vektor DNA (16 pl)

Buffer K (3ul) Buffer K (3 pul)

BSA (3 pl) BSA (2,5 pl)

BamH I (1 pl) BamH T (2,5 ul)

Kpn I (1 pl) Kpn I (2 )
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Cizelge 3.4. pET22b i¢in restriksiyon enzim kesimi i¢in gerekli madde igerikler.

LD Geni i¢in pET22b Vektor
kesimi icin

DNA (22 pl) Vektor DNA (16 ul)

Buffer K (3ul) Buffer K (3 pul)

BSA (3 ul) BSA (2,5 ul)

BamH I (1 ul) BamH 1T (2,5 ul)

Kpn I (1 pl) Kpn I (2 ul)

Cizelgede gosterilen oranlarda hazirlanan tiipler vortekslendi ve 5 sn’ye mikrosantrifiije
konuldu. 37°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi 4 saat olarak ayarlandi ve bu siire

zarfinda her 45 dk da bir spin yapildu.

Inkiibasyon siiresi sonunda Gen igin yapilan restriksyon kesim sonuglar1 %1°lik agaroz
jelde yiiriitiildii. Cikan jel goriintiisiinde genimizin bulunmasi gereken yerde bant
goriiliince kesilerek alindi. Biobasic Gel and PCR Clean-Up kiti ile kit protokolii baz

alinarak saflastirma islemi gerceklestirdi.

Vektor igin gegeklesen kesim iiriinleri de Biobasic Gel and PCR Clean-Up Kiti

kullanilarak kit prosediiriine uygun bir sekilde saflastirildi.
Biobasic Gel and PCR Clean-Up kiti prosediirii:

Kesilen Jel pargas: 1.5 ml’lik eppendorf tiipiine aktarilir. 100 mg’a 300
ml oraninda Cleanup Solution eklenir. Jeli eritmek i¢in 60°C’ de belirli araliklarla

karigtirilarak 10 dk boyunca jel erimesi gergeklestirilir.

Jel eridikten sonra EZ10 olarak isimlendirilen spin kolona aktarilir. Oda
sicakliginda 2 dk siireyle bekletilir. Ardindan 2 dk siiresince 10.000 rpm’de santrifiij
edilir.

Spin kolonun altina gecen sivi uzaklastiril. Kolona 750 pl yikama
solusyonu eklenir. 10.000 rpm’de 2 dk siiresince santrifiij edilir. Toplama tiipline gecen

sivi kisim atilir ve kolon tekrar toplama tiipine konulur. Ayni islem tekrarlanir.
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Toplama tiipiinde kalan sivi atilir ve toplama tiipiinii atmadan son kez 1 dk 10.000

rpm’de santrifuj edilir. Yikama solusyonunun tamamindan kurtulmak i¢in yapilir.

Toplama tiipii atilan kolon 1.5 mI’lik eppendorfa alinir. Kolonun tam orta
noktasina gelecek sekilde 40-50 pl su ve ya elution buffer eklenir. 2 dk siiresince

500C’de bekletilir.
2 dk 10.000 rpm’de santrifiij edilir.

Saflagtirma {iriinii eppendorfa ge¢cmis olur.

3.2.4 Ligasyon islemi

Restiriksyon ile kesim sonucu elde edilen iirlinler saflastirildiktan sonra plazmit DNA’s1

ve gen pargalariin birlestirilmesi icin T4 DNA ligaz enzimi kullanildu.
Ligasyon islemi i¢in gerekenler ve miktarlart:

Cizelge 3.5. pTOLT vektdriiniin kullan1ldig1 adim igin.

Ligasyon Karisim 1 Ligasyon Karisim 2

0,5 pl vektor 2,5 ul vektor

3 ul T4 DNA Ligaz Tamponu | 3 pl T4 DNA Ligaz Tamponu
20,5 pl Insert 18 ul Insert

1 ul T4 DNA Ligaz 1 ul T4 DNA Ligaz

Cizelge 3.6. pET22b vektoriiniin kullanildigr adim igin.

Ligasyon Karisim 1 Ligasyon Karisim 2

0,5 pl vektor 2,5 pl vektor

3 ul T4 DNA Ligaz Tamponu | 3 pl T4 DNA Ligaz Tamponu
20,5 ul Insert 18 ul Insert

1 ul T4 DNA Ligaz 1 ul T4 DNA Ligaz
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Cizelgede verilen degerler baz alinarak yapilan pipetlemer dogrultusunda hazirlanan
ligasyon karisimlart +160C’de inkiibe edildi. Bir gece inkiibasyonu siiren trenler

transformasyon islemine kadar +40C’de muhafaza edildi.

3.2.5 Transformasyon ve Klonlama Isleminin Doggrulanmasi

3.2.5.1 PIPES’li Siiper Kompetent Hiicre Hazirlanmasi

DHS5a hiicreleri -800C’de ki stoklardan alinarak LB besiyeri igeren

petrilere ekilerek 370C’de 16 saat siireyle inkiibasyona birakilir.

Inkiibasyon sonuclandiktan sonra petrilerde bulunan kolonilerden 1 tane
secilir ve 25 ml SOB iceren 250 ml’lik erlenlere inokiilasyonu geceklestirilir. 250 rpm,
370C’de 6 saat inkiibe edilir.

250 ml SOB igeren erlenler hazirlanir. 6 saatlik inkiibasyonu biten

kiiltiirden 2ml,4ml ve 10 ml alinarak hazirlanan erlenlere dagitilir.

250 ml SOB ve 2,4,10 ml DHS5a igeren 3 erlen 150 rpm’de 14 saat

stiresince 18-22°C arasinda bir sicaklikta inkiibe edilir.

Inkiibasyon siiresince 45 dk’da bir 600 nm’de OD degerlerine bakilir.
OD degeri 0,55’¢ gelen kiiltiirler shakerdan ¢ikarilir.

Inkiibasyonunu tamamlamis kiiltiirler 10 dk siiresince buzlu suda

bekletilir.
Ardindan kiiltiirler +4°C’de 3900 rpm’de santrifiije birakilir.

Santrifiij ardindan stipernatant kismi dikkatli bir sekilde sonuna kadar

alinir ve atilir.
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Kalan hiicrelere 0°C’de muhafaza edilen 80 ml PIPES’li tampon ¢ozeltisi
eklenerek siispanse hale getirilir. Hiicreler hassas oldugu i¢in dikkatli bir sekilde

yapilmalidir.

Ve hiicreler tekrar +4°C’de 3900 rpm’de santrifiije birakilir. Siipernatant

tamamen uzaklastiril.

0°C’de muhafaza edilen 20 ml PIPES’li tampon ¢ozeltisi eklenerek tekrar

stispanse hale getirilir.

1.5 ml DMSO eklenerek yavasca karigtirtlir. 10 dk siiresince buz

banyosunda inkiibe edilir.

Steril eppendorf tiiplerine hizli ve dikkatli bir sekilde boliiniir. Donmasi

daha hizli olsun diye siv1 azot kullanilarak dondurulur.

Hazirlanan hiicreler eppendorflar icerisinde -800C’de muhafaza edilir
(Inoue ve ark., 1990).

3.2.5.2 Transformasyon

Stokta bekletilen kompotent hiicrelerden 200 pl alinir ve eppendorfa
aktarihir. Uzerine 5 pl ligasyon iiriinii eklenir ve 1 saat siiresince buz banyosuna

birakalir.

Buz banyosundan alinan hiicreler hemen 2 dk siiresince 420C’de 1s1

sokuna maruz birakilir.
Ardindan 5 dk boyunca buz igerisinde bekletilir.

Bu islemlerin ardindan 300 pl LB besiyeri eklenerek 250 rmp’de, yarim

saat siiresince 37°C’de inkiibe edilir.
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Yarim saatlik siire zarfinda kendini toplayan hiicreler antibiyotik ihtiva
eden besiyerlerine yayma ekim yapilarak ekilir. 1 gece 37°C’de inkiibasyona birakilir

(Hanahan, 1985).

3.2.5.3 Plazmid DNA Saflastirmasi

Petrilerde hiicreler koloniler halinde gelisme gostermektedir. Bu kolonilerin pTOLT
vektoriinii icerdigi diisiiniildiigii i¢in secilen koloniler ampisilinli 4 ml’lik steril sivi LB
besiyeri igerisine aktarilir. Inokiilasyon iiriinleri 370C’de bir gece inkiibasyona birakalir.

Santrifiijlenerek hiicreler ¢oktiiriiliir ve slipernatant uzaklastiril.

Elde edilen hiicrelerden plazmit DNA’s1 Biobasic Plasmid DNA Purfication kiti ile

saflastirilir.
Biobasic Plasmid DNA Purfication protokolii

Kiiltiir 1.5-5 ml tlipe almir, 12000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilir ve

stvinin tamami dokulir.

100 pl Soliisyon 1 ilave edilir ve iyice karistirilir (vortekslenir) 1 dakika
beklenir.

Karigima 200 pl Soliisyon 2 ilave edilir ve kibarca 5-6 defa alt iist
edildikten sonra oda sicakliginda 1 dakika bekletilir (Vorteksleme genomik DNA

kontaminasyonlarini 6nlemek i¢in yapilmamalidir.).

Karisima 350 pl Soliisyon 3 ilave edilir ve kibarca ¢alkalayip 1 dakika
oda sicakliginda bekletilir.

5 dakika 12000 rpm’de santrifiije edilir.

Stipernatant EZ10 adli spin kolona ilave edilir ve 10000 rpm’de 2 dakika

santrifiij edilir.
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Altta biriken s1vi atilir. Kolona 750 pl “Yikama Soliisyonu” ilave edilir
ve 10000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilir. Altta biriken sivi atilir ve kolon tekrar

toplama tiipline konur.

Kolona 750 pl “Yikama Soliisyonu” ilave edilir ve 2 dk 10000 rpm’ de 2
dakika santrifiij edilir. Altta biriken siv1 atilir ve yikama soliisyonunun kalan kismini

temizlemek i¢in 1 dakika daha santrifiij islemi yapilir.

Kolon 1,5 mI’lik yeni eppendorf tiipiine aktarilir. Kolonun ortasina 50 pl

steril distile su ilave edilir ve 2 dakika 50 C’de bekletilir.

2 dakika 10000 rpm*“de santrifiije edilerek plazmit DNA saflastirilir.

3.2.5.4 Dogrulama Restriksiyon Kesimi

Hedef genimizin plazmit vektor igerisine diizgiin bir sekilde klonlanip klonlanmadigini
tespit edebilmek i¢in plazmitimizi E.coli’den saflastirdiktan sonra dogrulama kesimi

yapilmistir.

Cizelge 3.7. pTOLT plazmid vektorii kesimi i¢in gerekli bilesenler ve oranlari.

pTOLT Vektor Sistemi I¢in Kesim
18 pul Plazmit DNA 80ng/ul

2.5 ul 10X Buffer K (Takara)

2.5 ul BSA (10 mg/ml)

1 pl Kpnl (10 U/ul)

1 ul BamHI (15 U/pl)
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Cizelge 3.8. pET22b plazmid vektorii kesimi i¢in gerekli bilesenler ve oranlari.

PET22b Vektor Sistemi Igin Kesim
18 ul Plazmit DNA 80ng/pl

2.5 ul 10X Buffer K (Takara)

2.5 ul BSA (10 mg/ml)

1 pl Kpnl (10 U/pl)

1 pul BamHI (15 U/pl)

3.2.5.5 DNA Dizileme

Dogrulama kesimi sonucu ve jel goriintiileri sonucu pozitif oldugu diisliniilen plazmit

DNA'’lardan 30 pl’lik 6rnekler alinarak DNA dizilemeye gonderildi.

3.2.6 Limonin Dehidrogenaz Enzimi Uretilmesi (indiikleme)

Hazirlanan rekombinant proteinin ekspresyon uygulamasinda E. coli BL21 pLysE susu
kullanildi. Stoktan alinan hiicreler (-80 0C’den) 4 pl kloramfenikol ve ampisilin
bulunduran 4 ml’lik LB ortamina inokiile edildi. 250 rpm’de, 370C’de bir gece
siiresince inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonu gergeklesen hiicreler FSB’li kompetant

hiicre hazirlama prosediire bagl kalinarak kompetent hale getirildi.

3.2.7 FSB’li Kompotent pLysE Hiicrelerin Hazirlanmasi

50 ml steril LB (Luria Bertani) besi yeri bulunan iki tane erlene gece inkiibasyona
birakilan kiiltiirden birer ml alinarak eklendi ve 37 0C ve 250 rpm’de inkiibasyona

birakilmustir.

Optik yogunluk, 600 nm’de absorbans yaklasik olarak 0.7 oldugunda erlenler
inkiibatorden alinmistir ve +40C 5 000 rpm’de 10 dakika santrifiij yapilmistir.
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Siipernatant atilmistir. Pelet iizerine 50 ml soguk FSB (dondurulmus saklama tamponu)

¢oOzeltisi eklenir, ¢cok iyi vortekslendi. Sonrasinda 1 saat buz banyosunda bekletilmistir.

1 saatin sonrasinda; +4 0C, 4 000 rpm’de 10 dakika santriflij yapilmistir. Siipernatant
atilmistir. Pelet lizerine 8 ml soguk FSB ¢ozeltisi eklendi ve tiipe vurarak ¢oziinme

saglanmustir.

Peletin tamami ¢oziiniince iizerine 560 ul DMSO eklenerek, 3 saat buza gomiilmiistiir. 3

saatin sonrasinda kompetent hiicre hazir hale gelmistir (Hanahan, 1983).

Kompetent hiicrelere pozitif plazmitler baslik 3.2.6.’da anlatilan protokole goére transfer
edildi. Transformasyonun sonrasinda hiicreler kloramfenikol ve ampisilin antibiyotigi
bulunan LB Agar besiyerine yayma yontemiyle ekilmistir ve bir gece 37°C’de
inkiibasyona birakilmistir. Cogalan hiicrelerden birer koloni alarak igerisinde
kloramfenikol ve ampisilin antibiyotigi bulunan 4 ml’lik LB besiyerine inokiile edilerek
bir gece 370C’de 240 rpm de inkiibe edilmistir. Sonrasinda hiicreler 600 ml antibiyotikli
LB bulunan 2 L‘lik steril erlenlere inokiile edilmistir. Her saat 600 nm‘deki
absorbanslar1 okunarak yetistirilmistir. OD:0.7 oldugunda vektor sistemine uygun
olarak IPTG ilave edilerek indiiklenmistir. 3 saatlik inkiibasyonun sonrasinda erlenler
aliarak, 6 000 rpm‘de 8 dakika santrifiij yapilmistir. Toplanan E. coli BL21 pLysE
hiicreleri -20°C*de saklanmistir (Guda ve ark., 1995)..

3.2.8 E.coli BL21 pLysE Hiicrelerinin Parcalanmasi

Indiikleme isleminin sonrasinda -200C’de muhafaza edilen hiicreler ¢ikarildi ve buza
gomiildii. Uzerlerine Yiikleme tamponundan (pH 8) eklenerek siispansiyon haline
getirildi. Siispansiyona 100 mM bezamidin ve PMSF’den eklendi ve buz iizerine alindi.
Buz iizerindeki hiicreler sonikatorle 1 saat pargalandi. Santrifiij ile (6000 rpm, 10
dakika) silipernatant kisim alindi. Alinan siipernatant 30000 rpm ve +40C’de 1 saat
santrifiij edilerek, karigimdaki hidrofobik karakterdeki proteinler ile diger hidrofobik

hiicre materyalleri ¢oktiiriildii.
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3.2.9 Afinite Kromatografisi ile Limonin Dehidrogenaz Enziminin

Saflastirilmasi

Afinite kromotografisinde kolon dolgu maddesi olarak Ni-NTA agaroz rezin ve
kolondan eliisyon i¢in imidazol igeren eliisyon tamponu kullanildi. Once kiigiik bir
polikarbonat kolon igerisine Ni-NTA agaroz (Qiagen)l ml kadar konulduktan sonra,
kolon yiikleme tamponu ile yikandi. Santrifiij isleminden sonra alinan protein karisimi
kolona aktarild1 ve kolondan gelen fraksiyonlarin tiimii toplandi. Kolon tekrar yiikleme
tamponuyla yikanarak kolonda tutunmus diger proteinlerin de ayrilmasi saglandi. Daha

sonra kolona tutunmus olan protein eliisyon tamponuyla iki ayr1 fraksiyon olarak eliie
edildi.

Ayrica kolondan eliie edilen her fraksiyondan 200 pl’lik numuneler alindi ve 100 pl jel
yiikleme tamponuyla karistirilip, 2 dakika 100 0C’de denatiire edildikten sonra 6nceden
hazirlanan SDS PAGE (sodyumdodesilsiilfat poliakrilamid jel elektroforezi) jelinin
kuyucuklarma yiiklendi. SDS-PAGE isleminin tamamlanmasinin sonrasinda distile su
ile yikanan jel daha sonra stain soliisyonu ile boyandi. Boyanan jel destain ile iyice

temizlendikten sonra bir tarayici ile taranarak dijital ortama alind1 (Laemmli 1970).

3.2.10 Limonin Dehidrogenaz Enziminin Portakal Kabugu Ekstraktina
Kars1 Aktivitesi

Afinite kromatografisi ile saflagtirilan limonin dehidrogenaz enziminin aktifligi kontrol
etmek icin portakal kabugu ekstrakti kullanildi. Portakal kabugu ekstrakti buhar
distilasyonu ile elde edildi. Olgunlasmamis portakallar alinarak kabuklar1 soyuldu.
Soyulan kabuklar kiictik kiigiik kesildi ve ardindan kahve dgiitiiciisii ile ¢ekildi. Cekilen
portakal kabugu agirhiginin 2 kat1 kadar distile su eklendi ve bir miiddet bekletildi.
Ardindan damitma sistemi kuruldu. Toplama kabinda su buhari ile birlikte biriken yag
pipet ile toplandi ve siselendi. Eter yardimi ile sudan ayristirilan ekstrakt kaynar suyun

icerisine birakilarak eteri de uzaklastirma islemi gerceklestirildi.
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Portakal kabugu ekstraktt KMnO, ile tepkimeye girerek mor menekse rengi koyu
kahverengine donerek g¢okeltiler olusturmaktadir. Limonin dehidrogenaz saflastirilirken
imidazol kullanildigr ve imidazoliin barindirdig1 halkasal yapidan dolayr KMnOy ile
tepkime vererek c¢okeltiye sebep olmaktadir. Bu nedenle imidazolu uzaklagtirmak igin

diyaliz yontemi kullanildi.

Portakal kabuguna KMnO, eklendiginde ¢okelti olusmaktadir. Saflagtirilan limonin
dehidrogenaz ile KMnO, herhangi bir tepkime gostermemektedir. 0.001 molar
potasyum manganat ile muamele edilir. 1 ml ekstrakt i¢in 100 ul enzim kullanilmistir.
35°C’de 90 dakika boyunca bekletilmistir. pH 8-9 aras1 ayarlanmistir. Bu siire¢ sonrasi
eklenen potasyum manganat c¢dozeltisinin meydana getirdigi renk degisiminin
gbzlenmesi ve potasyum manganat ¢ozeltisi ile muamele etmeden 500 nm’de verdigi

absorbans degerleri goz 6niinde bulundurulmustur (Puri, 2002).
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1  Restriksiyon Enzimi ile Kesim

Limonin dehidrogenaz enzimini tasiyan plazmit restriksiyon enzimi ile kesildi. %1°lik

agaroz jelde yiiriitiillerek jelden kesildi ve basaril bir sekilde saflastirildi.

4.2  Dogrulama Restriksiyon Kesimi

Saflagtirilan limonin dehidrogenaz geni ve vektorler uygun restriksiyon enzimleri ile
kesildi ve ardindan ligasyona birakildi. Geni iceren plazmitler E. coli DH5[] susuna
transforme edildi. Oncelikle petrilere inokiilasyonu gergeklestiriler hiicreler koloniler
olusturduktan sonra secilen koloniler 4’er ml’lik antibiyotik iceren LB besiyerine
aktarildi. Yetisen kiiltiirlerden plazmit DNA izolasyonu gerceklestirildi ve saflastirilan
plazmitler klonlama esnasinda kullanilan enzimler ile kesilerek dogrulama kesimi
dedigimiz basamak gerceklestirildi. Bu islem 2 saat siireyle devam etti ve ardindan

%1°lik agarozjel elektroforezinde gdzlemlendi Sekil 4.1.
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Sekil 4.1. Agaroz -elektroforez goriintlisii. Beklenen dogru bantlar ok’lar ile

gosterilmistir.
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4.3 DNA Dizileme
Signal G:1935 A:2143 C:2619 72739 %

1429 bases in 17258 scans Page I of 2

Rurn Ended: 2017/4/5 19:37:34

File: Lim4_T7promoter.abl
Lane: 3 Base spacing: 15.4816265

Sample: Lim4_T7p

20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
T C TCTAG A TMTTTT GI'TTA CTTTAAGAAGGAG I ATACCATGCATCACCAT CACCATCACT CGAGCAACAAT GO CGCATCAGGGGCCG ATATCAATAAC TATGCCGGG

ACHM GGmC

i rne s NANANAN AN PN m[ \,\w\ ‘A_L\/\/W\/\ A% ,«/\/\J\f\/‘n A A AN AN

== 0N T V) e Gl

120 130 140 150 160 170 180 150 200 210 220 230 240
CAGATTAAATCTGC TATCGAANAGTAAGTTCTATG ACGCATCGTCCTATGCAGGCAAAACCAGTACGC TGCGCATAAAACTGGCACCCOGATGOGTATGTTACTGG ATATCAANACC TG AAGGTGG

et st AN A A A A WA A A WA AR AR A A AN A A AR AN A 1'Xf"fV\“.-'"ff'-1"'- MA l'\M i

0 260 270 280 290 300 310 320 340 3. 360
CGATCCCGCACTTAGTCAGGCTGOCGTTGGC AGC AGC TAAACTTGCGANGATCCCGAANCCACCANGCCAGGOAGTATATGAAGTGTTCAAAAAMCGCGCOATTGG A CTTC AL NCCGGGTGGGGG

ettt ettt ot

s e she o s et s An VA A e MM A

370 380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480
TCTCTGG TTCCGOCGCGGATCCGAGC TCGC T T TG ATGAAGACTAAGT ITGT TCAT CAACAACACTATGGC TTCTTCTGGTATCGGTTTGGAAACTGACGCTATCAAGGCTGCTCAAGCTGTTITACT

sttt bttt

490 500 510 520 530 540 550 560 570 530 590 600 610
GTCAAGGTCAAATCTGTATGTCTGAAGAACAAGAAGCTTTGTGTCCATTCGACAGAT TGGAAGGTIGAAGTTGC TATCGTTGTITGGTGCTGGTCCATCTGAAAGAAGAAGATTIGITGTTGAAGGTT
3

ot hn ottt

Sekil 4.2. DNA dizileme kromatogramu.
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Limonin dehidrogenaz enzimini kodlayan DNA fragmanimmin pTOLT vektoriine
herhangi bir ¢erceve kaymasi gibi bir problem olmadan basarili bir sekilde klonlamanin
yapildig1 gérmek tizere saflastirilan rekombinant vektorler DNA dizilemeye gonderildi.
DNA dizileme kromotogramindan alinan DNA dizi analiz edildiginde klonlamanin

basaril1 oldugu goriildii Sekil 4.2.

44  LDH Enziminin Uretilmesi (indiikleme)

E. coli BL21 pLysE susuna DNA dizileme i¢in gonderilen plazmitler transfer edildi.
Transformasyon gergeklestirildikten sonra petrilere yayma ekim yapildi ve tek koloni
secilerek 4 ml’lik antibiyotik igeren LB besiyerine inokiile edildi. Inokiilasyon sartlari
370C’de bir gece olarak ayarlandi. Olusan kiiltiirler 50 ml’lik antibiyotik igeren LB

besiyerine aktarilarak 370C’de 240 rpm’de calkalayici inkiibatdr kullanilarak
inokiilasyona birakildi. OD600:0,7 oldugunda IPTG ile indiikleme yapildi.
Indiikledikten sonra 4 saat kadar inkiibe edilen kiiltiirlerden &rnekler alinarak SDS-
PAGE’de analiz edildi Sekil 4.3.

Sekil 4.3. Limonin dehidrogenaz (lim) igin 3 ayr1 6rnegin indiikleme oncesi (i.0) ve

indiikleme sonrasi (i.S) jel gorlintiisii.
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45  LDH Enziminin Afinite Kromatografisi ile Saflastiriimasi

Indiikleme sonrasi200C’de saklanan hiicreler almarak buz icerisinde sonikatdrle
parcalanmistir. Ardindan 30.000 rpm’de +40C’de 1 saat santrifiijlendi. Hidrofobik
proteinler ve hiicre materyalleri ¢oktiiriildii. Siipernatant ve peletten 6rnekler alindi.
Peletten alinan Ornekler SDS 6rnek yiikleme tamponu ve resiispansiyon buffer ile
coziidiiriilerek  jele yiiklendi. Siipernatant kisim afinite kromatografisi ile
saflastirilmistir. Afinite kromotografisinde kullanilan kolonun dolgu maddesi Ni-NTA
agaroz rezini olarak ayarlanmistir. Kolondan eliisyon yapilirken de imidazol igeren

eliisyon tamponu kullanildi. Islemlerin ardindan elde edilen fraksiyonlar SDS-PAGE

yontemi kullanilarak analiz edildi Sekil 4.4.

Sekil 4.4. Limonin dehidrogenaz enziminin afinite kromotografisi ile saflagtirilmasi

ardindan SDS-PAGE goriintiisti.

4.6  LDH Enziminin Portakal Kabugu Ekstraktina Kars1 Aktivitesi
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Limonin dehidrogenaz aktivitesini incelemek i¢in portakal kabugu ekstrakt: kullanildi.
Olgunlagsmamis portakallar segilerek kabuklar1 ayiklandi ve bu kabuklar ogutiildii.
Hazirlanan portakal kabugu miktarmin 2 kati kadar distile su eklendi ve su buhari
distilasyonu yapildi. Elde edilen 6rnekten iist kisimda biriken madde pipetle alinarak

eterde ¢oziildii ve ardindan su banyosunda bekletilerek eter uzaklastirildi.

1 ml portakal kabugu ekstrakti i¢in 100 ul enzim kullanilmistir. 35°C’de 90 dakika
boyunca bekletilmistir. pH 8-9 arasi ayarlanmistir. Bu siire¢ sonrasi eklenen potasyum
manganat ¢ozeltisinin meydana getirdigi renk degisiminin gdzlenmesi ve potasyum
manganat ¢ozeltisi ile muamele etmeden 500 nm’de verdigi absorbans degerleri goz

Ontinde bulundurulmustur.
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5. TARTISMA ve SONUC

Enzim endiistrisinden elde edilen iirlinlerin kullanim alanlarinin ¢ok c¢esitli olmasi,
maliyetlerinin yiiksek olmasi nedeniyle bu alanda yapilan ¢alismalara verilen 6nem son
yillarda giderek artmistir (Gessese, 1998). Turunggil meyve suyu iiretiminde flavonoid
ve limonoid molekiillerinden kaynaklanan aci tat olusumu bu meyve suyu endiistrisi
icin onemli bir sorun teskil etmektedir. Olusan aci tat sorununu gidermek i¢in bir¢ok
fizikokimyasal ve biyoteknolojik yontemler kullanilmaktadir (Soares ve Hotchkiss,
1988). Bu ¢alismada bir limonoid olan limonin bilesiginden kaynaklanan aci tat
olusumunu bir biyoteknolojik yontem olan rekombinant DNA teknolojisi ile tretilen
limonin dehidrogenaz enzimi ile giderilmesi arastirilmistir. Limonin dehidrogenaz
tretimi icin kullanilan expresyon sistemi i¢in bakteriyel bir sistem kullanilmistir.
Bakteriyel ekspresyon sistemleri diisiik maliyet ve yliksek miktarda protein liretiminden
dolay1 olduk¢a yaygin olarak tercih edilmektedir (Jia ve Jeo 2016). Fakat tretilecek
protein biiylik oldugu zaman, protein katlanmalari, inkliizyon cisimcigi olusturma
yatkinligi ve birtakim post-translasyonel modifikasyonlar1 geceklestirememesi gibi
durumlar da bu bakteriyel sistemin dezavantajlaridir (Rosano ve Ceccarelli, 2014). Bir
aminoasit birden fazla kodon tarafindan ifadelenebilmektedir ve bazi kodonlar
digerlerinden daha fazla kullanilabilmektedir. Fakat ifade edilme orani organizmanin

tiirliine gore degismektedir (Moreno ve ark., 2005).

Protein ekspresyon c¢alismalar1 sirasinda proteindeki aminoasitleri birden fazla kodon
kullanarak farkli kombinasyonlarda diziler olusturulabilmektedir. Burada 6nemli olan
organizmalarin  kullanilan kodona gore farkli oranlarda verimli olmasidir.
Organizmadan organizmaya bir amino asitin ifadesi i¢in kullanilabilecek olan kodonlar
farkli ifade oranlarma sahiptirler. Bu nedenle konakg¢i organizmaya gore istenilen
proteinin {iretilmesi icin kullanilan niikleotid dizisinde kodon optimizasyonu
yapilmalidir. Konakg1 hiicre i¢in ifadelenmesi gii¢ olan nadir kodonlar1 uzaklastirmak
onun yerine organizmaya uygun bir dizileme se¢mek gerekmektedir. Bu sekilde
olusturulan biri dizinin ekspresyon seviyesinde digerlerine nazaran muazzam artislar

gorilmektedir. Kodon kullanim tablolar ile organizmlara uygun kodon secimi miimkiin
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oldugu gibi bu islemi otomatik olarak yapan programlarda mevcuttur. Biz tez
calismamizda jCat kodon optimizasyon programini tercih ettik (http://www.jcat.de/). Bu
sayede bu tez g¢alismasinda kullanilmis olan E.coli K12 susu i¢in uygun kodonlar
secilmigtir. Ekspresyonu kisitlayacak olan kodonlar kaldirilarak yerine ifadelenme orani

yiiksek olanlar tercih edilmistir.

Proteini kodlayacak olan niikleotid dizisi biyoinformatik araglar kullanilarak
hazirlanirken kodon optimizasyonu yani sira klonlama iglemleri i¢in bazi enzim
bolgeleri de eklenmistir. Klonlama sirasinda kullanilmak {izere dizinin basina ve sonuna
stirastyla BamHI, Ncol ve Kpnl, Xhol restiriksiyon enzimi kesim bolgeleri eklendi. Bu
enzimler kullanilan plazmit vektor sistemi goz oniinde bulundurularak yapildi (Sekil
3.2). Secilen enzimler sayesinde plazmit sisteminden dizimizin bagina ve sonuna

fazladan niikleotid dizi gelmeyecek sekilde transformasyon gerg¢eklesmistir.

Protein ekspresyon calismasinda hiicrelerin hizli biiylimesi ve kolay bir sekilde
cogaltilabilmesi, saflastirma basamaginin basit teknikler icermesi, maliyet acisindan
uygun olmasit gibi temel ozellikler gz oniinde bulundurularak konak hiicre se¢imi
yapilmaktadir (Chen, 2012). E.coli hiicreleri iizerinde en fazla ¢alisma yapilan ve

bilinen bir tiir oldugu i¢in bu tez ¢alismasinda E.coli K12 susu ile caligilmistir.

Calismada ilk olarak biyoinformatik araclar kullanilarak gen dizisi bulunmustur ve bu
dizinin kodon optimizasyonu gerceklestirilmistir. Gen yapay olarak sentezlettirilmis,
pET22b vektorii igerisinde elimize ulasmistir. Klonlama calismalar1 basarili bir sekilde
yapildiktan sonra ekspresyon basamagina gecilmistir. Rekombinant olarak elde edilen
enzimin aktivite ¢alismalar1 yapilmistir. Limonin dehidrogenaz enzimini iireten pLysE
hiicreleri bu plazmiti igermeyen hiicreler ile karsilastirilarak protein farkliliklar:
gozlemlenmistir. Sonug¢ olarak rekombinant olarak {iretilen limonin dehidrogenaz
enziminin portakal kabugu ekstraktina kars1 aktif oldugu bu maddeyi pargaladigi nicel

ve nitel yontemler ile gézlemlenmistir.

Rekombinant {iretim tekniklerinde protein ekspresyonunu arttirmak ayni zamanda
saflagtirma iglemlerinde kolaylik saglamak amaci ile flizyon protein teknolojisi
gelistrilmistir. E.coli gibi ekspresyon sistemlerinde eksprese edilen rekombinant

proteini ¢oziinebilir formda ve yiiksek verimde elde etmede birtakim sorunlarla
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karsilagilabilmektedir. Bu gibi sorunlari ortadan kaldirabilmek i¢in kullanilan
yontemlerden biri de fiizyon proteinlerinin kullanimidir (Wang ve ark., 2010). Fiizyon
proteinleri, eksprese edilen proteinleri periplazmik boélgeye yonlendirmede, hedef
proteinin  ekspresyonunu  artirmada, saflastirma  islemlerinin = daha  kolay
gerceklestirilmesinde etkilidir. Ayn1 zamanda inkliizyon cisimcigi olusumu da bu
sekilde oOnlenebilmektedir. Fakat filizyon proteinlerinin enzim aktivitesi lizerinde
inhibisyon etkisi de zaman zaman s6z konusu olabilmektedir (De Marco ve ark., 2004).
Portakal kabugu ekstrakti ile yapilan aktivite testinde elde edilen sonuglara bir etkide
calismamizda kullanilan TOL fiizyon proteinin limonin dehidrogenaz enzimi iizerindeki
olas1 etkileri olabilir. Boyle bir etkinin varligin1 kanitlamak i¢in sonraki ¢aligmalarda
TOL proteinini uzaklastirmaya yarayan proteaz kesim bolgeleri igeren yeni bir vektor

sistemi ile ¢alisilmasi planlanmaktadir.

Okaryotik sistemlerde protein sentezi ardindan, yapilarina degisik oligosakkarid
molekiilleri takilir ve bu tiir modifikasyonlar {iretilmesi istenilen proteinlerin yapilar1 ve
fonksiyonlar1 i¢in miihimdir. Proteinlerin karbohidratlar ile yapisal modifikasyonu
hiicrenin endoplazmik retikulum ile golgi organellerinin zarlarinda bulunan enzimler
tarafindan katalizlenir ve karbohidratlar proteinlerin asparajin, serin veya treonin
aminoasitlerinin  yan zincirlerine glikozidik bag ile baglanir. Proteinlerin
karbohidratlarla bu tiir tepkimeleri son derece 6zgiildiir, enzimatik olarak katalizlenir ve
proteinlerin sentezinden sonraki bu tiir modifikasyonu protein glikozilasyonu olarak
bilinir. Prokaryotik sistemlerde bulunan 6nemli eksikliklerden biridir. Bu tiir post-
translasyonel modifikasyonlarin eksikligi proteinlerin yap1 ve fonksiyonlarinda sikinti
cikarabilir (Katartas, 2011).Calismamizda protein miktar1 ve var olan proteinimizin
enzim aktivitesindeki smirlamalar bu tiir modifkasyonlarin kullanilan sistemde var

olmayisindan kaynaklanabilir.
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