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OZET

REKOMBINANT ALDO/KETO REDUKTAZ VE GLUKOZ DEHIiDROGENAZ TEMELLI
ENZIMATIK KOFAKTOR REJENERASYON SISTEMLERININ TASARLANMASI
KiRAL ALKOLLERIN ELDESINE YONELIiK UYGULAMALAR

OZTURK, Taylan Kurtulus
Doktora Tezi, Biyokimya Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Ali KILINC
Mart 2019, 86 sayfa

Indirgenme reaksiyonlarin1 katalizleyen ketorediiktazlar (KRED) enantiyoselektif yesil
kimya alaninda ilgi uyandirmaktadir. kofaktor bagimli KRED enzimleri kiral alkollerin sentezinde
cok sayida aromatik ve alifatik prokiral ketonun stereose¢imli olarak indirger. Kiral bilesikler saf
kiral bilesiklerin sentezinde baslangic maddesi olarak degerlidir. KRED enzimlerinin en dnemli
ozelligi NADPH bagimli olmalaridir. Indirgenmis NADPH 1n yiiksek maliyeti ve stokiyometrik
miktarlarda gerekliligi, enantiyomerik saflikta {riinlerin elde edilmesi, kofaktér rejenerasyon

sistemlerinin birlikte kullanimini zorunlu kilmaktadir.

Bu amagla Glukoz dehidrojenaz (GDH; NAD(P)H bagimli) enzimatik kofaktdr rejenerasyon
sistemi olarak endiistriyel sistemlerde kullanilmaktadir. Endiistriyel bakisla immobilize enzimlerin
ragbet gérmesinin sebebi, verimlilik ve stabilitelerinin serbest enzimlere kiyasla ¢cok daha yiiksek
olmasidir. Bu aragtirma projesi kapsaminda NADPH bagimli aldo/keto-rediiktaz (EC: 1.1.1.2") ve
NADPH rejenerasyonu i¢in, glukoz-1-dehidrogenaz (EC: 1.1.1.47") enzimlerine ait gen bdlgeleri B.
subtilis 768’ten basariyla klonlanarak E.coli BL21 hiicrelerinde iiretildi, saflastirildi ve kiral
katalizlerde karakterize edildi. Endiistiriyel bakis agisiyla immobilize enzimler verimlilikleri ve
stabiliteleri nedeniyle serbest enzimlere tercih edilmektedir. Bu tez kapsaminda KRED ve GDH
enzimlerinin immobilize elde edilebilmesi amaciyla, dogal fonksiyonu silika biyominerilizasyonu
katalizlemek olan R5 peptid dizisini tasiyan fiizyon enzimleri, KRED-R5 ve GDH-RS tasarlandi.
Boylelikle, R5 peptid dizisinin dogal yetenegi olan biyomimetik silika mineralizasyon, enzimlere
basariyla transfer edildi. RS fiizyon proteinleri kullanilarak, nano yapili silika matris igerisine
yiiksek verimlilikle immobilizasyonlar1 gergeklestirildi. Immobilize KRED ve GDH enzim sistemi
asetofenon ve etil piruvattan (ee,>99) saflikta kiral alkollerin sentezinde etkin bi¢imde

kullanilabildigi gosterildi.

Anahtar Kelimeler: Ketorediiktaz, Glukoz dehidrojenaz, Kofaktér rejenerasyonu,

Biyosilika immobilizasyon, Kiral Alkoller.






ABSTRACT

DESIGNING RECOMBINANT ALDO/KETO REDUCTASE AND GLUCOSE
DEHYDROGENASE BASED ENZYMATIC COFACTOR REGENERATION SYSTEMS
APPLICATIONS FOR THE SYNTHESIS OF CHIRAL ALCOHOLS

OZTURK, Taylan Kurtulus
PhD in Biochemistry, Supervisor: Prof. Dr. Ali KILINC
March 2019, 86 pages

Ketoreductases (KREDs) capable of catalyzing reduction reactions are of special interest
across the field of enantioselective green reactions. For the synthesis of chiral alcohols, cofactor
dependent KREDs reduce broad range of prochiral aromatic and aliphatic ketones stereoselectively.
An important characteristic of KREDs is their dependence on NADPH+H" as cofactor. Given the
high cost of expensive NADPH stoichiometric necessity for reduction reactions, a suitable cofactor

regeneration method has to be combined for the production of enantiomerically pure compounds.

Whit this purpose Glucose dehydrogenases (GDH; accept NAD(P)H as cofactor) used for the
enzymatic regeneration of NAD(P)H cofactors in industry. Within the scope of the thesis, glucose
dehydrogenase (EC: 1.1.1.47) as a cofactor recycling enzyme and NADPH dependent
aldo/ketoreductase (EC: 1.1.1.2) coding genes were successfully isolated, cloned and expressed in the
Escherichia coli BL21 from Bacillus subtilis 168 and coupled for chiral synthesis. From an industrial
point of view, immobilized enzymes find approval in contrast with free enzyme due to their efficiency
and stability. This doctorate study was also aimed at immobilization of these enzymes, which
involved the construction of recombinant fusion proteins between R5 peptide has a natural ability to
catalyse silicate bio. R5 peptide transfers the natural characteristics of biomimetic silica
mineralization to a desired enzyme. Furthermore, purified and characterized fusion proteins (KRED-
R5 and GDH-R5) and their immobilization in biosilica successfully achieved. Not only the
encapsulation but also the activity yield was high ranging over 90% after immobilization with R5
fusion for both enzymes. Immobilized KRED/GDH system exhibited excellent enantioselectivity

(>99% ee) in the reduction acetophenon and ethyl pyruvate ester.

Keywords: Ketoreductase, Glucose dehydrogenase, Bio-silisica encapsulation, Kofactor

regeneration, Chiral alcohols.
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1. GIRIS

Molekiiler biyoloji ve protein miihendisligi yontemlerindeki teknolojik
gelisim, enzimlerin yeteneklerinin  ve kullanim alanlarinin  sayisim1  hizla
arttirmigtir. Rekombinant teknolojinin olanaklariyla yeniden tasarlanabilen ve
endiistriyel dlgeklerde iiretilebilen enzimlerin dogal reaksiyonlarinin disinda yeni
ve sentetik reaksiyonlarda da siirdiirlebilir katalizorler olduklar1 anlasilmuistir.
Enzimler genellikle yliksek spesifiklik ve iirtin safligi gerektiren siireclerde
kimyasal katalizorler yerine kullanilmaktadir. Biyokataliz, organik bilesiklerin

sentezi i¢in dogal ve biyolojik katalizérlerin kullanilmasidir.

Biyokatalizorler, ¢ok sayida aktif farmasotik bilesigin - endiistriyel
sentezlerinde basariyla kullanilmaktadir (Sheldon and Woodley 2018). Protein
mithendisligi ile sentetik reaksiyonlar ic¢in enzimler tasarlanirken, enzim
immobilizasyonu ile daha iyi performans ve stabilite gibi sorunlarinin asilmasi
amaglanmaktadir (Hanefeld, Gardossi et al. 2009, Moehlenbrock and Minteer
2017). Immobilize biyokatalizérlerin reaksiyonlarda defalarca kullamilabilir
olmasi, degerli organik bilesiklerin sentezinde enzimlerin ticari uygulama sansi
bulmalarina olanak vermektedir (Madhavan, Sindhu et al. 2017, Sheldon and
Brady 2018). Enzimler tarafindan gergeklestirilen reaksiyonlar, kimyasal kataliz
yontemlerine kiyasla daha yesil ve siirdiiriilebilir yontemler olarak

degerlendirilmelidir.

Yesil kimya, 1998 yilinda Anastas ve Warner tarafindan zehirli maddelerin
kullanimin1 ve olusumunu azaltmak veya elimine etmek i¢in kimyasal iirlin ve
stireclerin tasarlanmasi olarak tanimlanmistir (Anastas and Warner 2000). Yesil
kimya konsepti Tablo 1.1°de siralanan oniki ilke ile tanimlanabilir ve kimyasal

stireglerin temiz ve siirdiiriilebilir olmasi i¢in yol haritasi niteligindedir.



Tablo 1.1. Yesil kimyanin temel ilkeleri (Anastas and Warner 1998).

Atiklarin olustuktan sonra temizlenmesi veya atiklarin temizlenmesi

Onleme ) " )
yerine atik olusumunun bastan 6nlenmesi.

Sentetik metotlar, proseste kullanilan tiim materyallerin son iiriine dahil

Atom ekonomisi edilmesini maksimize edecek sekilde tasarlanmalidir.

Insan saglig1 ve cevre icin toksisitesi az veya hi¢ olmayan maddeler

Az tenlikeli kimyasal sentez tiretmek ve tiretmek icin sentetik yontemler tasarlanmalidir.

Daha giivenli kimyasallar Kimyasal iiriinlerin toksisitesini en aza indirgeyerek arzu edilen islevin
tasarlamak daha iizerinde yeni kimyasallar tasarlanmalidir.

Giivenli ¢oziiciiler ve yardime1 Yardimci1 maddeler (6rn. Coziiciiler, ayiricilar, vb.) en aza indirilmeli,
maddeler: miimkiin oldugunda ve gerektiginde kullanilmali.

Kimyasal siireglerin enerji gereksinimleri, ¢evresel ve ekonomik etkileri
Enerji verimliligi i¢in tasarim acisindan degerlendirilmeli, Miimkiinse, sicaklik ve basing ortam
kosullarinda olmalidir.

Yenilenebilir hammaddelerin Bir hammadde, teknik ve ekonomik agidan miimkiin oldugunca
kullanimi yenilenebilir olmalidir.

Miimkiinse, gereksiz tiirevlendirmeler miimkiin oldugunca
Tiirevleri azaltin engellenmelidir, ¢linkii bu adimlar ilave reaktifler gerektirir ve atik
iiretebilir.

Katalitik reaktifler (miimkiin oldugunca se¢ici olarak) stoikometrik

Kataliz reaktiflerden iistiindiir.

Kimyasal iiriinler, islevlerinin sona ermesiyle zararsiz bozunma

Bozunma i¢in tasarim .. AR s -
A ot ! iriinlerine boliinecek ve ¢evreye kalmayacak sekilde tasarlanmalidir.

Kirliligin 6nlenmesi igin Tehlikeli maddeler olusmadan 6nce gercek zamanl, siireg i¢i izleme ve
gercek zamanli analiz kontrol i¢in analitik yontemlerin gelistirilmesi gerekir.

Kazanin dnlenmesi i¢in daha Kimyasal siireclerde kullanilan maddeler kimyasal kazalarin olasiligini
giivenli bir kimya en aza indirgemek i¢in se¢ilmelidir.

1.1. Biyominarilizasyon ve Biyosilika

Deniz kabuklar1, kemikler, disler gibi inorganik yapilarin canli organizmalar
tarafindan sentezlenen organik yapitaslari iizerinde olusumu, biyominerilizasyon
olarak tanimlanmaktadir (Prasad Shastri 2015). Diinyada ikinci sirada ve evrende
en sik bulunan sekizinci element silikondur. Silikon nadiren saf formda
bulunurken, dogada silika olarak adlandirilan saf silikon dioksit mineralleri
seklinde bulunmaktadir (Gongalves 2018). Canlilar inorganik silikay
biyosilisifikasyon olarak bilinen siireclerle  sekillendirmenin  yollarim
kesfetmislerdir. Bitkiler alemi icerisinde, 6zellikle monokotiladon ailesinde, ¢ok

sayida amorf silika yapinin organizmanin farkli kisimlarinda 6zellikle de hiicre



duvarinin iizerinde yogunlagmasinin, bu olusumlarin bdceklere karsi savunma
mekanizmasinin bir parcasi oldugu goriisii savunulmaktadir (Wang, Wang et al.
2002, Sato, Ozaki et al. 2017). Hayvanlar aleminde vatoz baliklar1 ailesinden
Psammobatis extenta’danin elekrik organlarinda otofloresan 6zellikte nano-kristal
yapida silikatlar kesfedilmistir (Prado Figueroa, Barrera et al. 2008). Bununla
birlikte, organize olmus yapilar1 nedeniyle en etkileyici biyosilisifikasyon
ornekleri diatomlar ve 1gililar (Radiolaria) gibi tek hiicreli basit sucul canlilarda
ve slingerlerde (Porifera) goézlenmektedir. Siinger ailesinde pek c¢ok tiir silika
temelli igneler olusturmaktadir. Derin deniz siingerinin, (Monorhaphis chuni) 3
metreyi bulan ve diinyanin en biiyiikk biyojenik silika yapilarini olusturdugu
kesfedilmistir (Wang, Wang et al. 2002, Jochum, Wang et al. 2012). Materyal
bilimleri alaninda yasanan diger bir Onemli gelisme ise biyominerilizasyon
stireclerine ilginin artisidir (Patwardhan 2011). Bu gelismeler 1s18inda diatom ve
stingerler tarafindan  gergeklestirilen  biyomineralizasyon reaksiyonlarinda
hiyerarsik bi¢imli, organize mikro ve nano yapilarin olusum mekanizmalari merak

uyandirmaya devam etmektedir (Elsharkawy and Mata 2018).

Diatomlarin hiicre duvarinmi olusturan biyosilika yapilarda, tekrarlayan
kompleks yapilar seklinde pore ve kanal paternleri, tiire 6zgii olarak karakterize
edilir (Sekil 1.1). Bu canlilardaki organize yapi ¢esitliligi, biyosilisifikasyonun
genetik olarak kontrol edildigini gostermektedir (Kroger, Lorenz et al. 2002).

Sekil 1.1. Farkli diatom tiirlerine ait hiicre duvarlarinin taramali elektron mikkroskopisi
gortntiileri (Kréger 2007). a) Cylindrotheca fusiformis; b,c) Coscinodiscus asteromphalus; d,e)
Thalassiosira pseudonana.



Diatomlarda, silika temelli hiicre duvarindan izole edilerek, hiicre duvarinin
biyomineralizasyonunundan sorumlu proteinler, silaffinlerdir (Kroger, Deutzmann
et al. 1999). Silaffinler, hem polikatyonik (poliamin) hem de polianyonik
(fosforilasyon) yapilar1 tek bir molekiil tizerinde bulunduran ve diatom tiirlerinde
silika yapinin olusumu igin gerekli molekiiler siiregleri gerceklesmesini saglayan
proteinlerdir (Kroger, Lorenz et al. 2002, Marner, Shaikh et al. 2009, Lechner and
Becker 2015). Dogal silaffin peptidlerinin iizerindeki benzersiz poliamin
modifikasyonlarinin  (Sekil 1.3) silika kondenzasyonu ve siliokzan bagi
olusturdugu gosterilmistir (Kroger, Deutzmann et al. 1999). Bununla birlikte
silaffin  dizisinde, tekrarlayan bir peptid dizisi olan R5 peptidinin
(SSKKSGSYSGSKGSKRRIL), polikatyonik modifikasyonlar1 tasimayan sentetik
analoklart ile yapilan ¢aligmalar, monosilisik asit varhiginda silika
kondenzasyonunun gercgeklestigi gosterilmistir. RS dizisi iizerinde yapilan
mutasyonlar sonucunda dizide yer alan RRIL motifinin silika olusumu igin
zorunlu oldugu belirlenmistir (Knecht and Wright 2003, Lechner and Becker
2014).
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Sekil 1.2 Cylindrotheca fusiformus’taki Silaffin 1A; yapisinin ve modifikasyonlarin
sematik gosterimi (Schroder, Brandt vd. 2007).

Katyonik polimerlerin kaliplarinin, elektrostatik etkilesimler ve hidrojen
baglar ile silisik asitleri biraraya getirerek silika kondenzasyonunu sagladigi
belirlenmistir. Silika kondenzasyonu i¢in Onerilen reaksiyon mekanizmasi sekil

Pozitif yiiklii biyolojik makromolekiillerin yani sira, polietilenimin, dendrimer



veya polipeptidler (poli-L-Lizin, poli-L-Histidin vb.) gibi katyonik polimerlerin in
vitro silika polimerizasyon yetenegi tasidigr gosterilmistir (Patwardhan and
Clarson 2002, Patwardhan, Clarson et al. 2005, Demadis, Pachis et al. 2009,
Lechner and Becker 2015).
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Sekil 1.3. Dogal silaffin peptidi yapisinda bulunan poliamin gruplart tarafindan silisik asidin
polimerizasyonu (Coradin and Lopez 2003).

Siingerlerde hiicre duvarindan izole edilen silikatein proteni hidrolitik bir
enzim olan katepsin dizisine homoloji gostermektedir. Katepsinin aktif merkezde
bulunan sistein-histidin ¢ifti silikateinde serin-histidin ¢iftine degismistir
(Shimizu, Cha et al. 1998). Serin hidroksilinin bulunmasi, alkoksisilikat
molekiiliiniin baglanmas1 ve aktivasyonu igin gerekliyken, histidin imidazol
halkasinin elektronlar1 hidrolizi gerceklesmesi niikleofilik aktivasyon ve
kondenzasyonla devam eder (Sekil 1.4) (Brutchey and Morse 2008, Baccile,
Babonneau et al. 2009). Protein yiizeyinde gergeklesen bu reaksiyonlar
silikateinlerin Si-OR hidrolizi katalizleyen enzimler olarak kabul gdrmesini

saglamistir (Schroder, Brandt et al. 2007).
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Sekil 1.4. Silikatein kataliz mekanizmasi ve silisik asit kondenzasyonu.

1.2. Biyosilika ve enzim immobilizasyonu



Silaffin yapisinda bulunan peptid dizisinin sentetik tiirevlerinin silika
kondenzasyonunu nétral ve ilimli kosullarda gergeklestirdiginin aydinlatilmasiyla,
bu giine kadar yapilan ¢esitli enzimlerin immobilizasyonunda kullanimi
gosterilmistir (Garcia-Galan, Berenguer-Murcia et al. 2011, Cipolatti, Silva et al.
2014). Enzim immobilizasyonundaki verimliligi agisindan hemen her alanda

orneklerinin sayisi artmaktadir (Gongalves 2018).

Benzer siiregler, sentetik peptidler ile in vitro kosullarda silika nanoyapilarin
elde edilmesi igin tekrarlanabilmektedir (Patwardhan, Clarson et al. 2005,
Tajuddin, Voelcker et al. 2007). Biominerilizasyon temelli silika polimerizasyonu
sirasinda ortamda bulunan diger proteinler veya enzimler olusan ¢oziinmez silika
mimarisi igerisinde tutuklu kalirlar (Luckarift, Spain et al. 2004, Edwards,
Kumbhar et al. 2011, Lechner and Becker 2015).

1.3. Biyokataliz

Biyokataliz, katalitik doniistimlerde izole edilmis enzimlerin veya
mikrobiyal hiicrelerin kendisinin kullanilmasini ifade etmektedir. Bunlar iki tipe
ayrilmaktadir (Sheldon 1993). Birincisi, reaktantin hem iretim hem de
biyokatalizoriin  rejenerasyonu i¢in, substratinsa katalitik doniisim  icin
kullanildigr mikrobiyal hiicrelerde gerceklesen biiylime ile ilgili doniistimleri
kapsar ve bu siiregler fermantasyon olarak adlandirilir. Fermantasyonun birinci
islemi, hiicresel gelisim i¢in gerekli olan proteinleri, polisakkaritleri veya birincil
metabolitleri {ireterek daha fazla mikrobiyal hiicre olusumunu saglamaktir (Sekil
1.5). Alternatif olarak, bunlar hiicresel biiyiime igin gerekli olmayan fakat
organizmanin hayatta kalmasi i¢in 6nemli olan sekonder metabolitleri liretmek
icin de kullanilabilmektedir. Karbohidratlardan primer ve sekonder metabolitlerin
tiretilmesi genellikle de novo fermentasyon olarak adlandirilmaktadir. Anabolik
veya katabolik yollarda gergeklestirilen tiim reaksiyonlar i¢in gerekli enzimler ve
gerekli kofaktorler hiicresel olarak kontrol edilmektedir (Sheldon and Brady
2018).



Biyokatalizorler

Biiytiyen )
Hiicreler Ol Hiicreler
(Fermantasyon)

Hiicrenin
Kendisi

(whole-cell)

De novo Oneiil

Fermantasyon Fermantasyon Izole Enzimler

Sekil 1.5. Biyokatalizor kullanimi.

Ikinci  tiir  biyokatalitik  ddniisiim, enzimleri  igeren  izole
edilmig/saflastirilmis enzimler ya da enzimleri igeren "Oli" veya "dinlenme
halindeki" hiicrelerin kullanilmasini igermektedir. Enzim iiretimi ve enzimatik
donlisim  birbirinden ayr1  siireglerdir (Sheldon and Woodley 2018).
Fermentasyonlarin aksine, gerekli kofaktorler bagimsiz olarak in situ rejenere

edilmeli ve deaktive enzimler taze olanlariyla degistirilmelidir.

Fermantasyonun kokeni antik caglara kadar dayanmaktadir. Varliklarindan
habersiz olan atalarimiz, yiyecek ve igecek iiretiminde (peynir yapimi, bira
yapimi, sarap yapimi, ekmek mayalama vb.) mikroplart kullanmiglardir.
Fermantasyon ile kasitli olarak iiretilen ilk optikge aktif bilesik 19. ylizyilda
tretilmis olan laktik asittir. 1928'de Alexander Fleming tarafindan yapilan
gozlem, 19401 yillarda Penicillin G’nin (Penicillium chrysogenum) ticari
tiretimine olanak saglamistir. Bu gelisme, genis bir yelpazede penisilin G’den elde
edilen yar1 sentetik B-laktam antibiyotiklerin (Sekil 1.6) {iiretimine olanak
saglayarak, antibiyotik alanmin ortaya ¢ikmasina neden olmustur (Bruggink
2011).
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Sekil 1.6. Canli hiicreler ile kiral biyokatalize endiistriyel {iretim 6rnekleri.

Yirminci yiizyilin ikinci yarisinda, fermantasyon teknolojisinin gelisimiyle,
amino asitler, vitaminler, hormonlar ve daha bir¢ok dogal ve sentetik molekiillerin
iiretiminde rekombinant teknoloji sinirlart genisletmistir. Steroid bir ila¢ olan
kortizon, artrit tedavisi i¢in 1944 yilinda ila¢ endiistrisi tarafindan piyasaya
tanitilmistir. Bir sonraki bulus, Peterson ve Murray tarafindan yapilmistir ve
progesteronun 1la-hidroksiprogesteron'a regio-spesifik ve enantiyo-spesifik
mikrobiyal hidroksiklasyonunu gergeklestirmistir (Sekil 1.6). Bu kesif, safra
asidinden yapilan 31 adimli kimyasal sentezin yerini alan ticari olarak
uygulanabilir kortizon sentezinin gelistirilmesine ilham vermistir ve gebelik
kontroliinde steroid hormonlarin gelisiminin yolunu agmistir (Sheldon and Brady
2018).

Izole edilmis enzimlerin organik sentezde kullanilmalarina dair drnekler,
gecen yiizyilin baslangicina kadar uzanmaktadir, ancak bunlar sadece endiistriyel
sireglerde diizensiz olarak uygulanmiglardir. 1970'lerde rekombinant DNA
teknolojisinin ortaya ¢ikisi, geleneksel hayvan ve bitki kaynaklarindan
izolasyonun yerine rekombinant mikroorganizmalar kullanarak ¢ok daha verimli
ve uygun maliyetli saf enzimlerin iiretilmesine gecisi saglamistir. Ancak yine de
izole edilmis enzimlerin endiistriyel organik sentezde yaygin olarak kullanilmasini
yayginlastiramamustir. Izole edilmis enzimlerin baslica uygulamalari, geleneksel
gida ve igeceklerin islenmesinde ve deterjan formiilasyonlarinda da bulunmaktadir
(DiCosimo, McAuliffe et al. 2013). Endiistriyel organik sentezde biyokataliz

kullanimini tegvik etmek i¢in baska bir ¢éziime ihtiya¢ duyulmustur ve bu ¢6ziim



1980'lerin ortalarinda ortaya ¢ikmustir. 1980'lerin ikinci yarisinda, genel olarak
katalizor uygulamas1 ve ozellikle biyokataliz, kimyasal maddelerin iretiminde,
toplumsal ve endiistriyel 6nemi olan iki gelismenin birlesmesiyle desteklenmistir.
Ik olarak, klasik “stokiyometrik” metodolojilerle iiretilen atik miktarlarmin yesil
ve stirdiiriilebilir kimya ile uyumlu olmamasi, zehirli ve tehlikeli reaktiflerin ve
coziiciilerin kullanilmasini 6nleyen daha temiz katalitik alternatiflere ihtiyag
duyuldugunu ortaya c¢ikarmistir. Enzimatik yollar kullanilarak gergeklestirilen
gerek in vivo gerekse in vitro biyokataliz, sinirsiz sayida siirdiiriilebilir ve yesil

teknolojileri barindirmaktadir.

Bunun en 6nemli 6rnegi, yar1 sentetik penisillerin iiretiminde en 6nemli ara
madde olan 6-aminopenikil asidinin (6-APA) endiistriyel sentezidir 1919'larin
ortalarina kadar 6-APA, fenilasetil penisilin G yan zincirinin kimyasal olarak
boliinmesiyle iiretilmistir. Bu, gevresel olarak zararli reaktiflerin ve ¢oziiciilerin
kullanimini igermektedir. 1 kilogram 6-APA {iretimi i¢in; 0,6 kg Me3SIiCl, 1.2 kg
PCls, 1.6 kg PhNMe,, 0.2 kg NH3, 8.4 L n-BuOH ve 8.4L CH,CI, reaktiflerine
ihtiyag duymaktadir ve -40 °C reaksiyon sicakligi gerektirmektedir (Sekil 1.7)
(Sheldon and Rantwijk 2004).

SRP:

0/7\0H
penisilin G
1. Me-Cl penisilin G amidaz
- Vieg
2.PCLs / CHyCl, /-40°C H,0O /37 °C
H
©/\(/N H s 1. n-BUOH / - 40 °C s, =8
Cl );"D< 2.H,0/0°C )/:NJ<
a 5 © J—~OH
O//\OH O/\
6-APA

Sekil 1.7. Penisilin tiirevlerinin sentezinde kimyasal ve enzimatik sentez karsilastirilmasi.
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Kimyasal katalizin aksine bu reaksiyonu katalizleyen enzim ile 37°C'de sulu
ortamda gerceklestirilebilir olmasmna ragmen, enzimlerin {iretim maliyetleri,
1980’lerde rekombinant teknolojinin gelisine kadar temiz reaksiyonlar pahali
bulunmustur. Enzim immobilizasyonu ve tekrar tekrar kullanilabilir
biyokatalizorlerin tasarimi ile enzimlerin endiistriyel kullanim alani 6nemini

ortaya koymustur (Sheldon and Brady 2018).

Enzimatik biyokataliz reaksiyonlarinin uygulama alanlarinin genislemesine
yol acan diger bir Onemli gelisme, biyoaktif Dbilesenlerin sterecizomer
kompozisyonu ve kiralitenin ilag etken maddelerin sentezindeki potansiyelinin
farkina varilmasidir. FDA gibi belirleyici otoritelerin ilag etken maddelerinin
satigina getirdigi diizenlemeler enantiyomerik saflikta {iriinlerin liretimini zorunlu
kilmaktadir (De Camp 1993, Brooks, Guida et al. 2011, Chhabra, Aseri et al.
2013). Saf enantiyomerlerin sentezi igin temiz, uygun maliyetli yontemler i¢in acil
bir ihtiya¢ ortaya ¢ikmistir. Bu bosluk, kiral ligandlar iceren metal kompleksleri
ile asimetrik hidrojenasyon gibi organometalik kataliz ile veya genellikle yiiksek
Ol¢iide enantiyoselektif olduklar1 bilinen enzimlerin kullanildigi biyokatalitik

yontemlerle doldurulabilmektedir.

Protein miihendisliginin gelisimine paralel olarak, olduk¢a Onemli
metabolik islevleri olan enzimlerin, glinlimiizde endiistride ve tiptaki kullanim
alanlar1  hizla yayginlagmaktadir. Enzimler yeni nesil ilaglar olarak
nitelendirilmekte ve bircok hastaligin tedavisinde dikkat c¢ekici stratejiler

gelistirmeye olanak saglamaktadir (Brady and Jordaan 2009).

1.1.1 Biyokatalitik keton reaksiyonlar:

Onemli sayida farmasotik iiriin, en az bir merkezde kiraldir ve birgok
bilesik, birden fazla kiral merkeze sahiptir. Bu kiral merkezlerin verimli
sentezleri, enantio ve regioselektif katalizorleri gerektirir ve enzimler, mevcut
olan en secici katalizorlerdir. Organik kimya i¢in biyokatalitik keton reaksiyonlari
cok ilgi ¢ekici ve onemlidir. Clinkii enzimler, asimetrik katalizor olarak da ¢ok
onemli yer tutarlar. Keton indirgenmelerini katalize eden enzimler, kimyasal

katalizorlerin ayni reaksiyonlart yapma kabiliyetini asan giivenilir bir yiiksek
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enantiomerik fazla kiral alkollerin {iretimini saglamaktadirlar. Bu durumda hibrid
donorii olarak NADH veya NADPH (nikotinamid adenin diniikleotid)
kofaktorlerin en azindan bir ekivalantini eklemek gerekir (Berenguer-Murcia and
Fernandez-Lafuente 2010). Ayrica mikrobiyolojik yoOntemlerlerden de son
yillarda, ozellikle asimetrik sentezlerde yararlanilmaktadir (Blank, Ebert et al.
2010, Huisman, Liang et al. 2010).

Keton indirgenme reaksiyonlari, biyokatalitik keton reaksiyonlarindan en
onemlileridir ve ketorediiktazlar (KRED) bu indirgenme reaksiyonlart igin
kullanilan 6nemli bir enzim sinifidir. KRED, NAD(P)H bagimlidir ve aromatik ve
alifatik ketonlarin indirgenmesini katalizler (Sekil 1.8). Farkli kaynaklardan izole
edilen ¢ok sayida karbonil rediiktaz dogada tanimlanmis ve endiistriyel siireglerde
kullanim alan1 bulmustur (Brady and Jordaan 2009). Gegtigimiz birka¢ yil
boyunca, ketorediiktazlar kiitliphanesi, birkag yapisal smiftaki ketonlari
indirgemek icin basartyla kullanilmistir. Asetofenonlar, keton substratlar1 olarak
en Oonemli yapisal smiflardan birini olusturur ve rediiksiyon, kemokataliz ile
acikca kanitlanmistir (Noyori 2002). Ancak, yapilan ¢alismalar sonucunda
biyokatalizdrlerin kullanildig reaksiyonlarin kemokataliz ile esit derecede basarili
oldugu hatta ¢ogu kez oOnemli Ol¢iide daha yiiksek secicilige sahip oldugu
belirlenmistir (Zhu, Rios et al. 2005). Mevcut ketorediiktaz kiitiiphanesinin ¢ogu,
asetofenon tlizerinde oldukca aktiftir. Bu kiitiiphanenin asetofenon sinifi
tizerindeki etkisinin bir 6rnegi olarak; 3,5-bistriflorometilasetofenon’nun (S)-3,5-
bistriflorometilfenil etanol (Sekil 1.4) 'ya indirgenmesidir (Pollard, Truppo et al.
2006).

Q OH
FaC ADH, fosfat tamponu
pH 6.5 45°C Pyl
150 g/l CF; NADH NAD (I-;FJ

Glukomik asit = \"‘} Glukoz

Sekil 1.8. Alkol dehidrojenaz-glukoz dehidrojenaz kofaktor rejenerasyon sistemi.
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Bu biyokatalitik yol, ketorediiktazlarin gosterdigi lstlin seciciligin bir
sonucu olarak ortaya c¢ikmistir ve kemokatalitik yontemlere dstiin gelmistir.
Bunun yaninda; KRED-112 ve KRED-130 enzimleri ile asetofenon yapisi
iizerinde bir halojeniir veya kisa alkil halojeniir eklenerek yapilan degisiklikler,
alkoliin her iki enantiyomerinin de ayr1 ayr1 eldesine imkan saglamaktadir (Zhu,

Mukherjee et al. 2005).

Enzimler ayrica para-diketon ve diger baz1 substratlarda, degerli
kemosenselektivite ~ ve  diastereoselektivite ~ gostermektedir.  Enzimler,
kemokatalitik muadilleri kadar hizli bir sekilde taranabilmekte ve
Ol¢eklendirilebilmektedir. Biiyiik Ol¢ekte kullanim maliyetleri ve c¢evresel
zararlar1 kimyasal katalizlere kiyasla daha diisiik olmaktadir. Merck'te, miikemmel
bir verimle kilogram miktarlarda kiral ara iriin tiretmek i¢in kullanilmislardir.
Sonug olarak, ketorediiktazlar Merck'te keton indirgemelerinde tercih edilen

katalizorlerdir (Moore, Pollard et al. 2007).

1.1.2 Kiral alkollerin iiretimi

Kiral sekonder alkoller; Kkiral merkezin farmasétikler, aromalar, tarim
kimyasallar1 ve bazi 6zel materyallere dahil olabilmesi i¢in 6nemli ara {irtinler
sunmaktadirlar. Enantiyoselektif keton indirgemesi prosesi; optikge aktif
alkollerin eldesinde giivenilir, 6l¢eklendirilebilir ve basit bir yoldur. Biyokatalitik
asimetrik indirgenme reaksiyonu, geleneksel kimyasal proseslere kiyasla
secimlidir ve enerji verimliligi yliksektir ayn1 zamanda prosese c¢evre dostu bir
yaklasgim sunmaktadir. Bu nedenle biyokatalitik reaksiyonlar oldukg¢a ilgi
cekicidir, ancak biiyiik dlgekte diisiikk hacimsel verimlilige sahip olmalar: ticari
kullanimlarinda hala siirlayict bir etmendir. Ticari perspektiften bakildiginda,
biliyiik 6l¢cekli biyotransformasyonlarda ekonomik fizibilitenin saglanmasi ve
diger yontemlerle rekabet edilebilirligin arttirilmasi icin ideal biyokatalizorlerin
elde edilmesi oldukc¢a 6nemli bir odak noktasi haline gelmistir. Son zamanlarda,
yeni enzimlerin kesfi ve enzim miihendisligi calismalari bu enzimleri organik
sentezde, Ozellikle kiral sentezde, ¢ok yonlii ve giiglii bir ara¢ haline getirmistir

(Ni and Xu 2012).
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Prokiral ketonlarin enantiyosec¢imli indirgenmesiyle optikce aktif alkollerine
doniligmesi, asimetrik sentezlerde yararlanilan ¢ok 6nemli metodlardan birisidir.
Bu reaksiyonlar genel olarak, dncelikle bir izomer olusturma egiliminde olan
karbonil grubunun sadece bir yiiziine hidrojenin katilmasiyla gerceklestirilir
(Holsch and Weuster-Botz 2010). Enantiyomerlerden birinin  segimli
indirgenmesini basarmak i¢in, genellikle kimyacilar optik¢e aktif ligandlarla
klasik reaktifleri modifiye etmislerdir. Bunun disinda da iyi bir enantiyoseg¢imlilik

i¢in gelistirilen ¢esitli yontemler vardir (Ni, Li et al. 2011).

Birgok biyolojik aktif molekiil optik¢e aktiftir ve bu biyolojik aktivite
molekiillerin optik¢e safligina, yani enantiomerik zenginligine baglh bir 6zelliktir.
Asimetrik indirgemenin, endiistriyel kimyada da kullanilan birgok teknik arasinda
en yararli tekniklerden bir tanesi oldugu kanitlanmustir. Ozellikle ketonlarm
asimetrik indirgenmesi sonucu elde edilen kiral sekonder alkoller ilag {iriinleri
basta olmak iizere bircok tabii maddenin sentezinde kiral baglangic maddeleri

olarak kullanilmaktadir (Yan, Nie et al. 2011).

Ilag molekiillerinin hazirlanmasinda bu teknolojinin ilk kullanimi, gesitli
onemli ilaglarm sentezlerini yayinlayan Corey tarafindan gerceklestirilmistir. Ilk
basarili 6rnek fluoksetinin (fluoxetine) saf bir enantiyomerinin sentezidir(Corey
and Reichard 1989). Bu iriin Prozac marka adi altinda pazarlanan bir
antidepresandir. Corey, kalp rahatsizliklarinda kullanilan bir B-adrenoreseptor
onciisii ve rasemik denopamin karsiligi olan rasemik iso-proterenoliin her iki
enantiyomerinin eldesini de yaymlamistir (Corey and Reichard 1989). Haloaril
ketonlar, siklizasyon ile uygun epoksistirenleri vermektedirler. Bu iiriinler de
obezite ve diabet hastaliklarinin tedavisinde kullanilan ilaglarin sentezinde yer
alan optikge aktif onciil bilesiklere doniistiirilmektedirler (Demir, Talpur et al.
2011)

Antimitotik ajanlar arasinda kompleks, polisiklik bir diterpen olan
paklitaksel, hiicre boliinmesi sirasinda mikro tlip proteinler iizerinde benzersiz bir
etki sekli sergiler. Cesitli kanser tiirleri, paklitaksel ile tedavi edilmistir ve
yumurtalik kanseri ve metastatik meme kanseri tedavisinde FDA tarafindan

kullanilmasi onaylanmistir (Patel 2013). Paklitakselin yar1 sentetik tiretimi igin
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anahtar bir onciil prekiirsor, (2R,3S)-N-benzoil-3-fenil izoserin etil esterin 2-keto-
3-  (N-benzoilamino) -3-fenil propiyonik asit etil ester’den mikrobiyal
indirgenmesi enantioselektif gerceklestirilmektedir (Patel, Banerjee et al. 1993).
Truppo ve arkadaglari, benzofenon ve benzoilpiridin tiirevlerinin ticari KRED
enzimi ile indirgenmesi yoluyla bir dizi diarilmetanoliin, yiliksek verimlilikle,
sentezini gostermislerdir (Himmelberger, Cole et al. 2018). Giincel literatiirde
sayisiz molekiilin kiral enzimatik sentezi gosterilmistir (Sheldon and Brady
2018). Bu ¢alismalar giiniimiizde yeni ila¢ ve 6nemli bilesenlerin prekiirsorii olma

niteligindedirler (A. Magnus, Scott Coffey et al. 2011).
1.1.3 Prokiral ketonlarin izole enzimler ile indirgenmesi

Glinlimiizde, kimya ve farmasdtik endiistrisinde en 6nemli yap: taglarindan
bir tanesi kiral bilesiklerdir. Kiral bilesiklerin tretimindeki en etkili yol ise
biyokatalizorleri iceren tekniklerdir. Keton rediiktazlar prokiral ketonlarin belirgin
kemo-, regio- ve stereose¢imli indirgenmesini katalizlerler (Sekil 1.9) (Wandrey
2004).

Karbonil rediiktaz

NADPH NADP*

Sekil 1.9. Karbonil rediiktaz enzimi ile prokiral ketonlarin indirgenmesi

Izole edilmis enzimlerin biyokatalizorler olarak kullanimi, hiicrenin
kendisinin kullanimi ile karsilastirildiginda ustiinliik ve zayifliklar tasimaktadir.
Saf enzimlerin kullanilmasi, metabolik yan reaksiyonlarin gergeklesmemesinden
dolay iiriin verimi ve saflig1 acisindan iistiinliik tasir. Bu sayede saflastirma ve
izolasyon gibi alt akim islemleri sadelestirilebilmektedir. Hiicrelerin kendileri
tarafindan katalize edilen siiregler degerlendirildiginde, enzimlerin kullanildigi

stireglerde hiicre membrani bir diger anlamla difiizyon bariyeri bulunmaz.
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Canli hiicrelerin kullanildigr reaksiyonlarda indirgenmis kofaktorler
metabolik reaksiyonlar sonucu dogal yolaklarla sentezlenir ve disardan kofaktor
ilavesi gerekli degildir Ancak saf enzimlerin, kullanildigin indirgenme veya
yiikseltgenme reaksiyonlarinda, reaksiyon ortamina indirgenmis nikotinamid
kofaktorlerinin sitokiyometrik miktarlarda ilave edilmesi gereklidir. (Liese,
Zelinski et al. 1998, Schmid, Dordick et al. 2001, Villela Filho, Stillger et al.
2003). Izole enzimler veya tiim hiicrelerin kullanimi maliyet ve verimlilik
acisindan karsilastirilarak degerlendirilmelidir (Faber and Faber 1992, Patel 2000,
Hummel, Abokitse et al. 2003).

Kimyasal ve enzimatik indirgenme reaksiyonlarinda prokiral aromatik
keton, asetofenon, kiral alkol tiirevlerinin sentezinde kullanilan model bir
substrattir.(Yan, Nie et al. 2011). Matsuda ve arkadaslar1 (Matsuda, Harada et al.
2000) Geotrichum candidum hiicresinin ve bir (R) -selektif ya da bir (S) -selektif
izole bir ADH kullanilarak asetofenonun indirgenmesini karsilagtirmiglardir
(Groger, Hummel et al. 2003). Reaksiyonlar, substrat bagimli kofaktor
rejenerasyonu igin bir NADPH veya NADP" ve ek olarak siklopentanolun asir1
miktarda kullanimlar ile gergeklestirilmistir. Secilen kosullara bagli olarak, verim
%0 ile %86 arasinda, enantiyosecilimse sirasiyla %22 ile >%99 (S) veya (R)
arasinda belirlenmistir. Hildebrandt ve arkadaslar1 asetofenon ve tiirevlerinin (R) -
alkollere indirgenmesi i¢in Pseudomonas fluorescens'ten (PF-ADH) bir
rekombinant NAD'a bagli ADH kullanmiglardir (Hildebrandt, Riermeier et al.
2001). Calismalarinda enantiyosecilim ve biyotransformasyon veriminin farkli
optimum sicakliklarda en yliksek seviyelere ulagtigin1 belirlemislerdir. 10°C'de ve
40°C'de enantiyo sec¢ilimde >%99 olacak sekilde iki maksimum deger
bulunurken, biyotransformasyon veriminin 20°C'de en yiiksek seviyeye ulastigini
ve %95 oldugunu belirlemislerdir. Benzer durumun enantiyoseg¢ilim ve
biyotransformasyonun, kofaktdr rejenerasyonu i¢in kullanilan 2-propanol
konsantrasyonuna bagimliligi i¢in de gecerli oldugunu belirlemislerdir. En fazla
biyotransformasyon %20 (h/h) konsantrasyonunda bulunmustur. En yiiksek
enantiyose¢ilim (>%99), %35 ve %40 (h/h) konsantrasyonlar1 arasinda
gerceklesmistir. Reaksiyon kosullarinin optimizasyonunun gerekliligi, Inoue ve

ark. (Inoue, Makino et al. 2005) tarafindan da aragtirillmistir. Leifsonia sp. S749
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ADH’min (LS-ADH), en kiiciik prokiral keton olarak 2-pentanon igeren genis bir
substrat araliginda calistigint gostermislerdir. Substratlarin ¢ogu, 2-pentanon ve
asetofenon dahil ee>%99 olan (R)-alkollere doniistiiriilmiistiir. 2-propanol ve
NAD® ve pH konsantrasyonlarma bagl olarak 2,2,2-trifloro asetofenonun
doniisiimii i¢in reaksiyon sartlari optimize edilmistir. Optimize kosullarda,
neredeyse kantitatif doniisiim gozlenmistir. Zhu ve arkadaglart ayrica, ADH
katalizli reaksiyonlarin enantiyosegilim ve aktivitesinin reaksiyon kosullarina
bagimliligi hakkinda da c¢alismislardir (Zhu, Malik et al. 2006). Calismalari
sonucunda; enantiyose¢ilimin sicaklik degisimlerinden etkilenmedigini ancak
enzim aktivitesinin sicakligin artiritlmasi ile arttigini belirlemislerdir. Ayrica,
substratin enantiyosegilim agisindan 6nemini gosteren ¢alismalar yaymlamislardir

(Zhu, Malik et al. 2006).

Asetofenon  tilirevleri, bircok enzim igin uygun substratlardir.
Sporobolomyces salmonicolordan'dan elde edilen bir ADH ile yapilan
aragtirmalar, asetofenonun 1-siibstitiientine giiclii bir aktivite ve enantioselektiflik
bagimliliginin varligin1 ortaya ¢ikarmistir (Zhu and Hua 2006). Enzim-substrat
baglanma mekanizmasi lizerinde yapilan in silico docklama (docking) ¢aligsmalari,
substrata bagli olarak, ADH'nin farkli aktif bdlgelerinin reaksiyonlarda
kullanilabildigini gostermislerdir (Zhu, Yang et al. 2006).

1.1.4 Uretimi nzimatik kofaktor rejenerasyonu

Birgok enzimatik reaksiyonunun kofaktor bagimli oldugu disiiniildiigiinde
enzime bagli, kendini rejenere edebilen kofaktorler (biyotin veya flavinler) ve
serbest kofaktorler (piridin niikleotidler ve niikleozid trifosfatlar) ayri
degerlendirilmelidir. ~ Nikotinamid kofaktorler katalitik reaksiyon sirasinda
transport ajanlart olarak hareket eder ve rejenerasyon Kkatalizoriin kendisi
tarafindan  gerceklestirilemez.  Kofaktorlerin  stokiyometrik ~ miktarlarda
kullanilmasinin olduk¢a maliyetli oldugu 6ngoriildiigiinde, in situ rejenerasyon
icin stratejiler gelistirilmistir. Verimli ve ekonomik olarak uygun bir kofaktor
rejenerasyon yontemi igin birkag gereklilik yerine getirilmelidir. Reaktiflerin
(enzimler, kimyasal bilesikler) ve ekipmanin katalitik reaksiyon sirasinda kolay

ulagilabilir, ucuz ve stabil olmasi gerekmektedir. Biyokimyasal sistem ile
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uyumluluk kritik bir konudur. Ne reaktifler ne de kofaktoér rejenerasyon
yonteminin yan Uriinii, katalitik reaksiyona veya iirlin izolasyonuna girisim
yapmamalidir. Rejenerasyon metodu, istenilen {riin lehine kinetik ve
termodinamiksel olarak istemli olmalidir. En 6nemlisi ise, total turnover sayisinin
olabildigince yiiksek olmasi gerekmektedir. Total turnover sayisi, olugan {iriiniin
molar miktar1 bagina harcanan kofaktoriin molar miktar1 olarak tanimlanmaktadir

(van der Donk and Zhao 2003).

Biitiin kofaktor tipleri arasinda piridin niikleotidleri (NAD(P)+/NAD(P)H)
endiistriyel biyokatalizde en énemli kofaktorler olarak degerlendirilmektedir. Bu
onem ekonomik agidan Onemli bilesiklerin sentezinde oksidorediiktaz sinifi
kofaktér bagimli enzimlerin katalizledigi kiral reaksiyonlarda yer almalarindan
kaynaklanmaktadir. Oksidorediiktaz smifi enzimler 6zellikle organik kimyada
olduk¢a etkin olarak kullanilmaktadirlar. Bu enzim smifinin organik kimyaya
onemli  katkist  ketorediiktazlar (KREDs) tarafindan  saglanmaktadir.
Oksidorediiktazlarin endiistriyel uygulamalardaki kullanimin kisitlayan faktor ise
nikotinamid kofaktorlerine olan ihtiyagtir (Wang, Saba et al. 2017). Ek olarak, bu
kofaktorler daha ekonomik insan yapimi herhangi bir kimyasal ile yer

degistirememektedir (Eckstein, Dauimann et al. 2004).

Genellikle piridin niikleotidlerinin okside formu (NAD(P)"), indirgenmis
formu olan NAD(P)H ile kiyaslandiginda daha ucuz ve daha kararlidir. Buna ek
olarak, NADP(H) ile karsilastirildiginda NAD(H) kullanim maliyetleri 4-8 kat
daha disiiktiir ve NADH, pH ve iyonik siddete bagli olarak NADPH'ye kiyasla
yedi kat daha yiiksek kararlilik (yar1 omiir) sergilemektedir (Wu and Knight
1986). Hem maliyetin yiiksek olmasi hem de kararlilik problemleri kofaktor
rejenerasyon metodlarinin gelistirilmesinde itici gli¢ olmaktadir. Basarili metodlar
ile kofaktor, sadece katalitik miktarlarda gerekli hale gelmektedir bu da maliyette
biiyiik bir diisiise yol agmaktadir (Chenault and Whitesides 1987).

Kimyasal (fotokimyasal ve elektrokimyasal) yontemler ya da hiicre temelli
ve enzimatik yontemler kofaktdr rejenerasyonu icin uygulanabilmektedir.
Ditiyonit ve elektrotlar gibi basit kimyasal veya elektrokimyasal indirgeyiciler,

NAD(P)H rejenerasyonunda uygulanabilirligi ac¢isindan karsilastirilmistir. B



18

organometalik kompleks [Cp * Rh (bpy) (H20)].C, NADH rejenerasyonu igin tek
enzimatik olmayan katalizordiir. Rodyum kompleksinin katalitik olarak aktif
formu, kimyasal, elektrokimyasal veya fotokimyasal olarak yeniden
iiretilebilmektedir. Bununla birlikte, nispeten diisiik spesifik aktivitesi ve

inhibisyon problemleri bu uygulamayi sinirlandirmaktadir (Liu and Wang 2007).

Kimyasal = yOntemlerin  yaninda, biiyiiyen  hiicreler =~ mikrobiyal
metabolizmalarini, NAD(P)H kofaktor rejenerasyonu i¢in kullanmaktadirlar.
Karbohidratlar indirgeme esdegerleri i¢in kaynak olarak kullanilir (Haberland,
Hummel et al. 2002). Ancak, enzim aktiviteleri belirli bir degeri asarsa dogal
kofaktor rejenerasyon sistemi sinirlayici olabilmektedir. Sonu¢ olarak, ek
enzimatik kofaktor rejenerasyonu gerekli hale gelebilmektedir (Duetz, van Beilen
et al. 2001). Hiicre temelli sistemler uygulanabilir degilse, enzimatik metodlar
kimyasal olanlara kiyasla daha ¢ok tercih edilmektedir ¢linkii enzimatik sistemler
ile daha yiiksek biyouyumlulukta ve daha yiiksek secicilikte istenen total turnover

sayisina ulasilabilmektedir.

Genel olarak, enzimatik kofaktdr rejenerasyonu gelismekte olan bir
konudur. Daha fazla optimizasyonun NAD(P)H turnover sayisini dramatik bir
sekilde arttiracagi diisiinlilmektedir ki bu da ekonomik fizibilite i¢in gereklidir
(van der Donk and Zhao 2003). Enzimatik kofaktdr rejenerasyonu yontemleri
farkl iki yaklagimi i¢inde barindirir bunlar, substrat ¢iftli ve enzim ¢iftli kofaktor

rejenerasyonu olarak adlandirilmaktadirlar.

1.1.5 Enzim cifti ile kofaktor rejenerasyonu

Kofaktor rejenerasyonu ikinci bir enzim tarafindan gerceklestirilir (Sekil
3.1). En sik kullanilan enzimatik kofaktor rejenerasyonlari; format dehidrojenaz
(EC 1.2.1.2, FDH), glukoz dehidrojenaz (EC 1.1.1.47, GDH) ve glukoz-6-fosfat
dehidrojenaz (EC 1.1.1.49, G6PDH) enzimleri kullanilarak gergeklestirilmektedir
(Sekil 1.10) (Liu and Wang 2007, Berenguer-Murcia and Fernandez-Lafuente
2010, Yan, Nie et al. 2011, Wang, Saba et al. 2017).



A Uretim Enzimi

NAD(P)H NAD(P)*
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Sekil 1.10. Enzimatik kofaktdr rejencrasyon sistemleri a) cift enzim cift substrat sistemi, b)
¢ift substrat tek enzim sistemi.

Kofaktor rejenerasyonu i¢in GdH kullanildiginda, glukoz kendiliginden
glukonik asidin hidroliz iirtinii olan glukonolaktona doniismektedir. G(6P)DH
(glukoz-6-fosfat dehidrojenaz)’nin kullanildigi durumlarda enzim glukoz-6-
fosfatin  oksitlenmesini gerceklestirmektedir ki bu da substratin hiicre
membranindan alinmasini kolaylastirmaktadir. Sonug¢ olarak bu enzim hiicrenin
tamaminin kullanildig1 proseslerin kullanimini uygun hale getirmektedir (Sekil
1.6a, 1.6b) (Faber and Faber 1992, Kratzer, Pukl et al. 2008). Rejenerasyon
enziminin NAD" veya NADP"ya kars1 ilgisinin biyotransformasyonun verimi
tizerinde etkisi vardir. Canli hiicreler ile gerceklestirilen biyokataliz
reaksiyonlarinda, hangi sistem segilirse segilsin, iiriin izolasyonundaki maliyet ve
zorluklar veya ikincil fUriinden kaynaklanan inhibisyonlar (pH, {irlin vb.)
proseslerde agilmasi gerekn sorunlardir (Hilt, Pfleiderer et al. 1991, Lee and Levy
1992).

Bristol-Myers  Squibb, Acinetobacter calcoaceticus'a ait ADH'yi
antikolesterol ilaglar1 igin anahtar bir kiral ara iiriin olan 6-benziloksi-(3R, 5S)-
dihidroksi-heksanoik asit etil esterin tiretimi i¢in katalizor olarak kullanmustir.
Kofaktor NAD®, NADH rejenerasyonunu katalizleyen GdH ile birlikte reaksiyon

ortamina eklenmistir. ADH, ham hiicre ekstreleri olarak uygulanmustir. islem
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%92'lik bir verimle ve %99'luk bir enantiyosecilim (ee) ile gergeklestirilmistir
(Patel, Banerjee et al. 1993). Buna ek olarak, Codexis ¢alismasinda, etil-(S)-4-
kloro-3-hidroksibutirat tiretimi i¢cin ADH ve GDH kullanimini arastirmustir.
Reaksiyon neredeyse tam verimle (>% 99.5) ve %99.9'dan daha biiyiik bir
enantiyosegilim ile gergeklestirilmistir. Bu durumda, enzimlerin siire¢ hedeflerine

ulagsmak i¢in yonlendirilmis evrimle optimize edilmistir (Davis, Grate et al. 2006).

GDH, kofaktdr olarak hem NADP 'nin NADPH'ye hem de daha az sayida
ornekte oldugu gibi NAD"’nin NADH'ye eszamanl olarak indirgenmesiyle, p-D-
glukozun p-D-glukon-1,5-laktona oksitlenmesini katalize etmektedir. Enzim,
Bacillus megaterium (Pauly and Pfleiderer 1975, Jany, Ulmer et al. 1984,
Mitamura, Urabe et al. 1989), Bacillus subtilis (Fujita, Ramaley et al. 1977,
Lampel, Uratani et al. 1986, Hilt, Pfleiderer et al. 1991), Gluconobacter
suboxydans (Adachi, Matsushita et al. 1980), Halobacterium mediterranei
(Bonete, Pire et al. 1996), Thermoplasma acidophilum (Smith, Budgen et al.
1989, Bright, Byrom et al. 1993) ve Sulfolobus solfatausus (Giardina, de Biasi et
al. 1986) gibi cesitli organizmalardan izole edilebilmektedir. Glukoz dehidrojenaz,
NADP™'nin yan1 sira NAD™ da kofaktér olarak kabul etmektedir. Bu nedenle, bu
enzim hem NADPH hem de NADH'nin rejenerasyonu i¢in iyi bir alternatiftir.

Kiral ilaglarin sentezinde temel yapi taslar ve baslangi¢ materyalleri olan
kiral hidroksitler, amino asitler veya alkollerin, prokiral keton bilesiklerinin
asimetrik indirgenmeleri ile Uretimleri saf enantiyomerlerin eldesinde dnemlidir.
Hali hazirda kullanim alani bulan oksidorediiktazlarin ¢ogunlugu nikotinamid
koenzimlerine baglidir. NADH igin, format/format dehidrojenaz (FDH) temelli
rejenerasyon gelistirme asamasinda en ¢ok yol katedilmis olandir (Hummel 1999).
Bununla birlikte, FDH'nin orta dereceli kararliligi ve diisiik spesifik aktivitesi,
ozellikle endiistriyel uygulamalar igin Kritik sorunlara sebep olmaktadir. Protein
miihendisligi, immobilizasyonu yontemleri ve yeni mikrobiyal enzimlerin

karakterizasyonu ile bu sorunlar engelenebilir.

GDH'nin uygulama alanlarindan biri NADH'nin yenilenmesidir. Sigir
karacigeri glutamat dehidrogenazi kullanilarak, 2-keto-6-hidroksiheksanoik asidin
sentezinde Bacillus sp.’den elde edilen enzim NADH'yi rejenere etmede
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kullanilmistir (Hanson, Schwinden et al. 1999). Baska bir ¢alismada Bacillus
sp.’den elde edilen GDH, Pseudomonas putida 1AM12014'den elde edilen L-
karnitin dehidrojenaz ile birlikte kullanilarak 3-dehidrokarnitininin L-karnitine

doniistimii amactyla kullanilmistir (Lin, Miyawaki et al. 1999).

NADPH sipesifik GDH enzimlerinin kullanilmast NADPH kofaktorlerin
rejenerasyonunu gecreeklestirebilmektedir (Richter, Neumann et al. 2010, Corpas
and Barroso 2014). NADPH bagimli oksidorediiktaz sinifi enziminlerin Kkiral
katalizde in vitro kullamim alani bulabilmesi NADPH rejenerasyon sisteminin
etkinligine baghdir (Wang, Saba et al. 2017). Etil 4-kloro-3-oksobutanoatin
asimetrik indirgemesi i¢in, Sporobolomyces salmonicolor'dan bir aldehit rediiktaz
ve NADPH rejenrasyonunu i¢in Bacillus megaterium'den GDH ile birlestirilmistir
ve birlikte eksprese edilmislerdir (Kataoka, Yamamoto et al. 1999).
Gluconobacter scleroides GD3613'ten GDH, L-leucovorin iiretiminde kofaktor
rejenerasyonu igin kullamilmistir (Eguchi, Kuge et al. 1992). Glikoz-6-fosfat
dehidrojenaz ayrica NADPH'yi de rejenere edebilmektedir. Ticari olarak temin
edilebilen glukoz-6-fosfat dehidrojenaz, NADPH'yi (Hummel 1990) ve ayrica
Leuconostoc mesenteroides'’den elde edilen glukoz-6-fosfat dehidrojenazi
yenilemek i¢in de kullanilmistir (Wong and Whitesides 1981).

1.1.6 Substrat cifti ile kofaktor rejenerasyonu

Substrat ¢ifti ile kofaktor rejenerasyonu gergeklestirmek igin kullanilan
enzim, hedef substrati indirgerken, ayni enzim ucuz ikinci bir substrati okside
ederek indirgenmis kofaktorii rejenere eder. Belirgin bir 6rnek olarak, keton
indirgenmesinde alkol dehidrojenazlarin kullanimi verilebilir (Sekil 1.11). Bu
keton indirgenmesi reaksiyonunda ucuz bir kosubstrat olarak izopropanoliin
indirgenmesi ve NADPH oksidasyonu gerceklesmektedir (Goldberg, Edegger et
al. 2006). Substrat ¢iftli kofaktor rejenerasyonlu biyotransformasyon islemlerinde
izole edilmis enzimlerin kullanilabilmesi i¢in, enzimin yiiksek kosubstrat
konsantrasyonlarina direngli olmas1 gerekmektedir. Lactobacillus brevis’ten elde
edilen at cigeri alkol dehidrojenazi (HLADH) ve ADH enzimleri kismen daha
yiiksek alkol konsantrasyonuna dayanabilmektedir (Hummel 1997). Bu sebeple,

bu enzimler propargil alkollerin enantiyoselektif sentezlerinde katalizoér olarak
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kullanilmaktadirlar ve substrat ¢iftli kofaktdr rejenerasyonu uygulamasidirlar
(Schubert, Hummel et al. 2002). Kosjek ve arkadaslar1 (2004), Rhodococcus ruber
DSM 44541°den saflastirdiklar1 ve karakterize ettikleri ADH-‘A’ enziminin 50%
(v/v) aseton konsantrasyonuna ve neredeyse 80% (v/v) 2-izopropanol

konsantrasyonuna dayandigini kanitlamislardir.

J(J)\ )
R7 R, NAD(P)H HsclLCH3
Rediiktaz
OH OH
ROR, NAD(PY*  H.c™>ch,

Sekil 1.11 Substrat ¢ifti ile kofaktor rejenerasyonu,

Bu 6zelliklerinden dolay1 bu enzimler substrat ¢iftli kofaktor rejenerasyonu
proseslerinde oldukga dikkat ¢ekici biyokatalizérlerdir (Hummel, Abokitse et al.
2003, Kosjek, Stampfer et al. 2004). Biyokatalizorleri organik ¢oziiciilere karsi
daha stabil hale getirmek i¢in basarili calismalar gerceklestirilmistir. HLADH,
NADH varliginda kristallestirilmis ve elde edilen kristaller capraz baglanmis
enzim kristallerini elde etmek i¢in glutardialdehit ile muamele edilmistir.
Immoblizasyon stratejisinin serbest HLADH'ye kiyasla 2-propanol gibi organik
coziiciilere kars: yiiksek stabilite kazandirdig1 gosterilmistir (St Clair, Wang et al.
2000).

Kofaktor rejenerasyonunda propanoliin asetona oksidasyonu sirasinda
enzim inhibisyonunu yavaslatmak icin aciga ¢ikan aseton reaksiyondan vakumla
uzaklastirilmasi gerekmistir (Stillger, Bonitz et al. 2002).Bu uygulama endiistriyel
proseslerde de 6nemli bir yer tutmaktadir. Wacker Fine Chemicals, ton dlgeginde
B-keto ester liretiminde, saf Lactobacillus brevis ADH’in1 biyokatalizér olarak
kullanirken (R)-etil-3-hidroksibutiratin sentezini ger¢eklestirmektedir. Reaksiyon
ortamina eklenen 2-propanoliin asetona oksidasyonu sirasinda ayni enzim
kofaktor rejenerasyonunu gergeklestirmektedir. Agiga ¢ikan asetonun inhibisyon

etkisini  engellemek igin aseton siirekli olarak ortamdan vakumla
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uzaklagtirllmaktadir, bu strateji denge reaksiyonunu tam doniisiime dogru

kaydirmig ve alt akim islemlerini kolaylagtirmistir (Winkler, Tasnadi et al. 2012).

Prokiral ketonlarin indirgenmesinde enzimlerin biyokatalizorler olarak
kullanilmasindaki ana problem, bir¢ok ketonun sulu c¢ozeltilerdeki diisiik
¢Oziinirligiidiir. Bu nedenle, bazi hidrofobik substratlarin indirgenmesi igin
bifazik bir sistemin olusturulmasi tercih edilmektedir. Sivi-sivi ara ylizeyin
olusmasi, suda bulunan solvent kalintilarinin biyokatalizin deaktivasyonuna sebep
olmas1 ve diislik enzim stabilizasyonu bifazik enzimatik reaksiyonlarda goriilen

onemli bir dezavantajdir (Villela Filho, Stillger et al. 2003).

1.2 Protein Miihendisligi

Enzimler 6zgiin biyolojik katalizorler olduklari i¢in, metabolik hastaliklarin
tedavisinde kullanilan terap6tik maddelerin en basarililarini yaratmalar1 beklenir.
Ancak bu makromolekiillerin viicut i¢inde etkinliklerini hizla kaybetmesi, hedef
bolgeye ulasamamasi ve bagisiklik sisteminde istenmeyen yan etkiler; enzimlerin
ve diger proteinlerin klinik kullanimlilarin1 sinirlamaktadir. Kan dolasimindaki
yar1 Omiir ya da bulundurduklar1 yerdeki yar1 6miir 6zellikle de proteolitik aktivite
sebebiyle, protein yapili enzimlerin kullanimini sinirlayan baslica etmendir. Bu
engellerin asilabilmesi amaciyla terapotik proteinler, protein miihendisligi
yontemleri  kullanilarak gelistirilebilmektedir. Bir proteinin  6zelliklerinin
gelistirilmesi amaciyla yapisimin  degistirilmesine yonelik islemler protein
miihendisligi olarak tanimlanmaktadir (de Carvalho 2011). Protein miihendisligi
yontemleri enantiyoselektivite gibi temel enzim 6zelliklerinin gelistirilmesi
degistirilmesi ve sentetik reaksiyonlarda kullanim amaciyla yesil ve vazge¢ilmez
yeni firsatlar sunmaktadir (Ueda and Tanaka 2000, Arnold 2001, Holsch and
Weuster-Botz 2010).

Rekombinant DNA teknolojisinin ilerlemesi, bir proteinin amino asit
sekansinin uygulamalarin1 dogrudan etkilemektedir. Bolgesel yonlendirilmis
mutajenez ya da protein mithendisligi olarak ifade edilen bu siireg, ilgili polipeptit
icin niikleotid sekans kodlamada kontrollii degisimlere yol acar ve amino asit

diziliminde belirli, dnceden tasarlanmis degisimler sunmaktadir. Bu farkliliklar
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ekleme, silme ya da yer degistirmeleri igerebilmektedir (Gumulya, Baek et al.
2018). Bolgesel yonlendirilmis mutajenez, degistirilmis niikleotid sekanslarinin
primerlerinin PCR reaksiyonlar1 i¢in kullanildigi, "overlap PCR" olarak bilinen,

temel PCR'1n bir tiirevinin kullanilmasiyla uygulanmaktadir.

Protein miihendisligi, bir polipeptitin amino asit sekansi ve yapisi
arasindaki baglantiya yonelik ¢cok daha genis bir bilgi saglamaktadir. Ayrica yap1
ve islevi arasindaki iligki tizerinde ¢alismak icin giiclii bir metot sunmaktadir.
Benzer sekilde, bu teknigin, ¢ok arastirilan fakat hala ¢ok geride olan “novo
protein” tasarimi hedefinde de ¢ok biiyiikk Ol¢iide yardimci olacagi
ongoriilmektedir. Protein miihendisligi ayrica terapotik ve diger ticari olarak
onemli enzimlerin yapisal ve islevsel Ozelliklerinin uygun hale getirilmesi i¢in

kullanilmaktadir.

Genel medikal kullanim konusunda onay alan terapdtik enzimlerin gittikge
artan bir kismi, daha 6nceden belirlenmis terapotik bir hedefe daha kolay ulagmak
adina degistirilmistir ve bu miihendisligin {iriinii olan amino asit sekanslarina
sahiptir.  Protein mihendisligine alternatif bir yaklasim da, belirli
molekiillerin/gruplarin, polipeptit omurgasina veya polipeptit omurgasinin {istiine

kovalent baglanmasina veya degisimine yol agmaktadir.

Rekombinant DNA teknolojisinin yani sira, protein miihendisligi
yontemleri arasinda, immobilizasyon yontemleri: kovalent baglama, adsorbsiyon
ve enkapsiilasyon siralanabilir (Wohlgemuth 2010, Cassimjee, Kourist et al.
2011). Enzimlerin endiistriyel kullanim potansiyelleri immobilizasyon yontemleri
kullanilarak saglanabilmektedir. Bunun yaninda enkapsiilasyon yodntemleri,
enzimleri etkin bi¢imde ortam kosullarindan korumak i¢in ideal yontemler olarak

degerlendirilebilir (Pavlidis, Vorhaben et al.).

Enzim iiretiminde rekombinant DNA teknolojisinin varlig1 sayesinde, daha
once ¢ok zor ve pahali olan, biiyiik miktarlardaki farmasdtik proteinlerin tiretimi
saglanmaktadir. Rekombinant DNA teknolojisi sayesinde bir¢ok modifikasyon
yapilarak protein iretiminde karsilasilan aktivite kaybi, diizenlenmenin

gerekliligi, istenmeyen yan etkiler gibi sorunlarin iistesinden gelinebilmektedir.
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Terapotik enzimlerin {iretimi i¢in kullanilan rekombinant DNA teknolojisi,
protein i¢in DNA klonlama, ekspresyon vektoriiniin i¢ine yerlestirme ve bu
vektoriin uygun konak canliya transformasyonu, daha sonrasinda ise biiyiik
Olgekte ekpresyon ve saflastirma olarak ozetlenebilir (Schmidt, Hasenpusch et al.
2006, Chemler, Fowler et al. 2010, de Carvalho 2011).

Keton indirgeme reaksiyonlari, katalizOriin yapisin1  degistirilmesi,
katalizorii iyilestirmek ve reaksiyon miihendisligi veya genel proses miihendisligi
yoluyla prosesin degistirilmesi de dahil olmak {iizere ¢esitli yollarla
tasarlanabilmektedir (Jemli, Ayadi-Zouari et al. 2016, Himmelberger, Cole et al.
2018). Termostabilite, enantiyose¢imlilik ve kofaktor spesifikligi, ag¢isindan,
dogal ve enzim miihendisligi teknikleri ile iyilestirilmis, keton rediiktaz enzimi
endiistriyel amaglar igin ¢ok iyi karakterize edilmistir (Sheldon and Rantwijk
2004, Asako, Shimizu et al. 2008, Zhu, Yang et al. 2008, Zhang, Xu et al. 2009).
Enzimlerin oOzelliklerini gelistirmek amaciyla kullanilan yontemlerin basinda

yonlendirilmis evrim teknikleri gelmektedir (Wang, Si et al. 2012, Arnold 2018).

Farmasoétiklerin komleks ve optikge aktif molekiiller olmasi goz Oniine
alindiginda; kiral Onciil bilesiklerin sentezinde karbonil rediiktaz temelli
biyokataliz reaksiyonlari, saf enantiyomerlerin iiretimini verimli, 6l¢eklenebilir
yollarla tasarlamak ve iyilestirmek ic¢in sinirsiz firsatlar saglamaktadir. Enzim
miithendisligi ve reaksiyon miihendisligi, saf ve yesil iiretim proseslerinin

hayatimizda daha ¢ok yer almas1 miimkiin olacaktir.
1.3 Enzim immobilizasyonu

Katalitik aktivitesi durdurularak uzaym kesin ve tanimli bir bolgesinde
fiziksel olarak hapsedilmis veya lokalize edilmis, tekrar tekrar ve devamli olarak
kullanilabilen enzimler, immobilize enzimler olarak tanimlanmaktadir. Enzimler
dogalar1 geregi ¢oOziinebilen biyomolekiiller olduklarindan; serbest enzim
kullanimi, {riiniin kirlenmesi, reaksiyon karisimindan ayirmakta karsilasilan
zorluklar, diisiik stabilite ve smirli yeniden kullanim gibi problemlere sebep

olabilmektedir. Enzimleri ¢6zlinmez hale getirmek ise bu sorunlarin agilmasini
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saglamaktadir (de Poulpiquet, Ciaccafava et al. 2014). Enzim immobilizasyonu,

kismen bilim ve kismen sanat igeren genis bir konudur (Cao 2005).

Immobilize enzimler ¢esitli bircok uygula alanina sahiptirler (Hanefeld,
Gardossi et al. 2009, Cipolatti, Silva et al. 2014). Enzimlerin ticarilestirilebilmesi
icin stabilizasyonu saglamak olduk¢a Onemli bir faktordiir, ¢iinkii enzimlerin
nakliye ve depolama sirasinda aktivitelerindeki degisimi onlemek icin stabilize
edilmesi gerekmektedir. Bu nedenle, kiiciik molekiillii katki maddelerinin
eklenmesi, farkli miktardaki enzimlerin ticari liretimi ve satis1 ic¢in ortaktir.
Bununla birlikte, stabilizasyonu saglamak endiistriyel proseslerde c¢ok daha
zordur. Reaktorlerin i¢inde veya paketlenmis yatakli bir reaktorde desteklerin
iizerinde enzimin immobilize edilmesini gerektiren biyoproseslerde, tipik olarak
dagitim ve dopalama icin yapilan islemlerle bir enzimi stabilize etmekten daha
zordur. Biyoproses uygulamalari, gida uygulamalarindan (glukoz izomerazin
yiiksek fruktoz igeren misir surubu iiretiminde) farmasotik uygulamalara (ilag
uygulamalarinda istenen kiraliteyi yakalama ve butanoliin enzimatik {iretimi)
kadar genis bir alani kapsamaktadir (Moehlenbrock and Minteer 2017). Bu
prosesler, “hiicresiz biyoteknoloji” veya “hiicresiz biyoproses” olarak

adlandirilabilir, ¢iinkii enzimler hiicre i¢i bilesenlerdir (Moore, Akers et al. 2004).

Immobilize enzimler, cesitli reaktdrlerde tekrar tekrar ve siirekli
kullanilabilmektedirler. Bir reaksiyon sonunda ortamdan kolayca ayrilabilirler ve
boylece son iirliniin enzim tarafindan kirletilmesi gibi problemler olusmamais olur.
Ayrica immobilize enzimler pH ve sicaklik gibi c¢evre kosullarina karst daha
dayaniklidir, kararliliklart dogal enzimlere kiyasla olduk¢a yiiksektir.
Immobilizasyon bunun gibi pek ¢ok avantaj saglamaktadir (Cipolatti, Silva et al.
2014). Bununla birlikte, immobilize enzim uygulamalarinin, protein baglama
verimi, maliyet, enzim aktivitesinde diisiis gibi dezavantajlar1 da mevcuttur.
Ancak bu dezavantajlara ragmen, terazide avantajlarin bulundugu kefe agir
basmakta, dolayisiyla immobilizasyon yontemlerinin biyoteknoloji ve endiistride

kullanim alanlar1 ve yapilan ¢alismalar her gegen giin daha da artmaktadir.
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1.3.1 Enzim immobilizasyon yontemleri

Bir enzim immobilizasyon stratejisi secerken goz Oniinde bulundurulmasi

gereken birkag faktor vardir, bunlar; immobilizasyon sonrast olugan kimyasal ve
fiziksel ortama enzimin toleransi, protein tizerindeki yiizey fonksiyonel gruplari,
enzimin biylikligi, protein / pl'nin yiikli, proteinin polaritesi (hidrofobik /
hidrofilik bolgeler) ve substrat / iirlin tasinimidir. Enzimlerin immobilizasyon
yontemleri genel olarak non-kovalent adsorbsiyon, kovalent baglama, capraz
baglama, tutuklama ve enkapsiilasyon olmak iizere 4 ana baslik altinda

incelenmektedir (Sekil 1. 12). Bu dort grubun avantaj ve dezavantajlar1 Tablo

1.1°de Ozetlenmistir.
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Sekil 1.12 Immobilizasyon yéntemlerinin siniflandiriimas: (KarlheinzveHerbert, 2002)
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Tablo 1.2. Cesitli immobilizasyon yontemlerinin karsilastirilmasi (KarlheinzveHerbert,

2002)
Immobilizasyon ) )
Avantaj Dezavantaj
Yontemi
- Kolay - Zayif baglanma ve enzim
- Enzimin kimyasal kacist
Adsorbsiyon modifikasyonuna gerek yoktur - Zayif ya da olmayan stabilite
- Tersinirdir - Spesifik olmayan baglanma
- Genellikle ucuzdur - Kiitle transferini onleyebilir
-Enzimlerin kimyasal
- Stki baglanma o
modifikasyonu
- Cok sayida destek materyali ve
- Genellikle pahali
Kovalent Baglama kovalent baglayict
- Taswyict ile aktivitenin diismesi

- Enzim miktarinin mikro ¢evrenin . yF .
- Kiitle transferini onleyebilir

rasyonel olarak kontrolii
- Zayif ya da olmayan stabilite

- Enzimin kimyasal
-Cevresel kosullara bagimhidwr

Tutuklama modifikasyonuna gereksinim yoktur
-Genellikle kiitle transferinin

Enkapsiilasyon - Basit
onlenmesi
- Hiicreler icin uygunluk

-Yiiksek hacimsel aktivite - Enzimlerin kimyasal
-Yiiksek sicaklik ve organik modifikasyonu
¢oziiciilere uygunluk - Partikiil ozelliklerinin
Capraz Baglama - Taswyici gerektirmez kontroliiniin zor olusu
- Stk baglanma - Enzimlerin kristalizasyonunu

- Hiicreler i¢in uygunluk gerektirmesi

- Kiitle transferini énleyebilir
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Farkli enzimler icin gereksinimlerin degismesine ve belirli bir uygulama
icin belirli kosullar gerekmesine ragmen, belirli karakteristik o6zellikler
genellenebilir. Omnegin cok noktali kovalent baglama, immobilize edilmis
enzimlerin termal stabilizasyonu i¢in en etkili yontemlerden biridir. Cok noktali
immobilize edilmis enzim molekiiliiniin yapisi daha stabil olur ve sonunda
konformasyonal degisime ve enzim inaktivasyonuna yol acabilecek molekiiler
hareketleri engellemektedir. Bununla beraber, bir enzimi destege baglarken stabil
kovalent bag kullanmanin enzim aktivitesi icin zararli oldugu ve biyokatalistin
aktivitesini azaltabilmektedir. Iyonik ve hidrofobik etkilesimle olusan
immobilizasyon, kovalent baglamadan daha az kalic1 bir birlesme saglar, fakat
geri dondiiriilebilir olma avantajina sahiptir, boylece enzim inaktive oldugunda
destek yeniden kullanilabilmektedir. Iyonik ve hidrofobik etkilesimler ayrica
fizyolojik olmayan ortamlarda dogal yapinin bozulmasina kars1 fazladan stabilite
saglayabilir ve biyokatalistin katalitik 6zelliklerini artirabilecek korumali bir
mikroortam yaratabilmektedir. Fakat enzim ve destek arasindaki zayif bagin soyle
bir dezavantaji olabilir: absorbe edilmis enzim reaksiyon ortaminda pH, iyonik
giic veya sicaklik gibi degisimlerde desteginden siiziilebilmektedir.(lllanes,
Cauerhff et al.)

Enzim immobilizasyonunda hedef, immobilizasyonun diger avantajlarini
(daha yiiksek stabilite gibi) yok etmeden yiiksek aktivite elde etmektir. Son
yillarda daha yiiksek hacimsel aktivite saglayan bircok yontem rapor edilmistir,
bunlarin en etkililerinden biri enzimlerin fiziksel olarak agregatlasmasi ve bunu
takip eden kimyasal ¢arpraz baglamadir. CLEA’larin (¢apraz bagli enzim
agregatlar1) hazirlanmas1 kolaydir ve desteksiz biyokatalistler olarak pahali
desteklerin  kullanimina alternatif sunmaktadirlar. Birgok enzim CLEA
tekniklerinin kullanimiyla basarili bir sekilde immobilize edilmistir. Fakat aktif
CLEA olusturabilecek enzim cesitliligi, kimyasal carpraz baglamaya kars1 koyma

yetenekleri sebebiyle kisitlanabilir (Illanes, Cauerhff et al.).

Tutuklama, hiicreyi ya da enzim molekiiliinii belli bir ortamda durmaya
zorlamak olarak tanimlanabilir. Hiicre ya da enzim bulundugu c¢evreden disari
¢ikamaz. Bu yontemi kovalent baglama ve capraz baglama ile immobilizasyondan

ayiran en onemli 6zellik enzim molekiiliiniin fiziksel ya da kimyasal olarak her
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hangi bir tasiyiciya baglanmamis olmasidir. Tutuklama matrisinin yogunluguna
gore proteinin mikro ¢evresi ¢cok az degisebilir ve bu sayede katalitik aktivitedeki
kayip minimize edilebilmektedir. Tutuklama igin kullanilan matrisin gézenek
yapist substrat ya da iirtin gibi kiigiik molekiillerin ge¢mesine izin verirken
enzimin difiizyonuna izin vermeyecek sekildedir. Gozenek ¢apinin hassas
kontrolii ¢ogunlukla miimkiin olmadigindan kiitle transferinin kisitlanmasi
tutuklanmis enzim ve hiicreler i¢in O6nemli bir problem olabilmektedir.
Enkapsiilasyon ise; kati, sivi veya gaz halindeki gida bilesenlerinin, enzimlerin,
hiicre ve diger maddelerin, mikroorganizmalarin protein veya karbohidrat esasl
bir kaplama materyaliyle paketlenmesi seklinde tanimlanabilir. Kisaca
enkapsiilasyon, biyokatalistin yar1 gegirgen bir membran ic¢inde tutuklanmasini

ifade etmektedir.

1.3.2 Nanopartikiiller ve immobilizasyon

Enzimler ve enzim immobilizasyonu, oldukca genis, siirekli yeni
aragtirmalara ev sahipligi yapan ve zaman gegtikce daha da biiyiiyen bir konudur.
Ancak terapdtik amagl kullanimlari, heniiz oturmamis ve daha fazla arastirilmasi
gereken, onii agik bir daldir. Ornegin, ozellikle yeni enzimlerin bu amagla
kullanimlar1 sinirlidir ve bunlarin etkin bir sekilde dokulara veya hiicreye
tasinmast konusundaki arastirilmalarin artmasi gerekmektedir. Bu tasinim igin
kullanilmas1  gereken, kullanllan ya da Onerilen yoOntemler arasinda
immobilizasyon teknikleri standart ve rutin olarak on plana ¢ikmistir. Bu 6n plana
cikan immobilizasyon yoOntemlerinin de daha etkili olabilmesi i¢in, nano

boyutlarda olmasi1 avantaj saglar.

Nanoteknolojideki ~ son  gelismeler,  potansiyel  olarak  enzim
immobilizasyonunu  destekleyebilecek  nano  iskelelerin  ¢esitliliginin
zenginlesmesini saglamistir. Son ¢aligmalarda, enzimlerin, kiireler, lifler ve tiipler
gibi nano boyutlu iskelelere immobilizasyonu rapor edilmistir. (Illanes, Cauerhff
etal.)

Immobilizasyon i¢in nanoiskelet yapilarin kullanilmasinin, difiizyon limitini

azaltacagl ve enzim yiiklemesini artirmak ic¢in fonksiyonel yiizey alanini en {ist
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diizeye c¢ikaracagi Ongoriilmektedir. Buna ek olarak, bu nanopatikiillerin;
artirtlmis yayilma karakteristikleri ve tanecik hareketliligi gibi fiziksel 6zellikleri,
bagl enzimlerin kendi dogal Kkatalitik aktivitelerini etkileyebilir (Ansari and
Husain 2011). Nano boyutlardaki immobilizasyonlar i¢in nanotasiyicilarin
gelistirilmesinin yani sira, enzimlerin de miimkiin olan en kiiciik yapilarda elde
edilebilmesi gerekir. Bunun igin kullanilan yontemlere bakildiginda ise, bir nano
malzeme iizerine enzimin kovalent modifikasyonu, kovalent olarak baglanmasi ve

adsorbsiyon en sik karsilasilan ve Onerilen stratejilerin arasindadir (Kim and Grate
2003).

Bunlarin yani sira, CLEA, CLEC, ya da biyosilika gibi kendi kendine
immobilizasyon olarak nitelendirilen yontemler, terap6tik kullanim amaci tastyan
nano boyutlarda proteinlerin, enzimlerin elde edilebilmesi igin Onemli bir
asamadir. Ciinkii CLEA, CLEC ve biyosilika enkapsiilasyona bakildiginda,
yapilan c¢alismalarda elde edilen malzemelerin genellikle 100-200 nm altinda

tutulabildigi gézlenmistir.(Vrieling, Sun et al. 2005)

CLEA ve biyosilika nanoenkapsiilasyon, self immobilizasyonun bir
tiiriymiis gibi durmasa bile, enzimin kendisinin, kendi kendini immobilize
edebilme yetenegi kazanmasi {izerine tasarlandigr icin, kendi kendine
immobilizasyon olarak adlandirilmalidir. Bu yontemler kullanilarak, nano yapida
immobilize ve enkapsiile biyokatalizorler elde edilebilmektedir. CLEA
enkapsiilasyon olarak kabul edilemez ancak kendi kendine immobilizasyonun bir

tiiridiir ve nano boyutlarda capraz enzim agregatlar elde etmeye olanak saglar.

1.3.3 Biyosilika immobilizasyonu

Enzim immobilizasyonu ve biyoteknolojik uygulama alanlar1 dikkate
alindiginda silika ve tiirevlerinin kullanildigr ¢ok sayida uygulama vardir
(Brandstadt 2005, Sheldon 2007, Baccile, Babonneau et al. 2009, Min and Yoo
2014). Biyokataliz, in-vitro ve in-vivo diyagnostik, tarim, enerji, gida gibi sayisiz
alanda bilimsel caligmalar giiniimiizde popiiler konular arasinda yer almaya

devam etmektedir (Min and Yoo 2014).
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Silaffin yapisini olusturan alt birimlerden 19 amino asitlik “R5” peptidinin
in vitro kosullarda fizyolojik pH’da silika kondenzasyonunu katalizleyebildigi
gosterilmistir (Tajuddin, Voelcker et al. 2007, Chien and Lee 2008, Emond,
Guieysse et al. 2012).

Enzimler

Silika immobilize enzim

R5 peptidi veya Jjé

Katyonik polimerler

Sekil 1.13. Protein molekiillerinin biyomimetik silika immobilizasyonu.

R5 peptidi temelli silika jel olusumu, pH 7-8 arasinda gergeklesirken
beraberindeki diger proteinler veya makromolekiilleri de sol-jel igerisinde
tutuklayarak, dakikalar icerisinde birlikte ¢okelmektedir (Kroger, Deutzmann et
al. 2001, Marner, Shaikh et al. 2007). Biyomimetik silika olusumu ve enzim
immobiliasyonu sirasinda silika ag icerisinde tutuklanma verimi %95’ler

seviyesine ulagabilmektedir.
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Biyosilisifikasyon ile silika nanopartikiillerin sentezini doganin yaptigi
gibi enzimlere oksidorediiktaz, hidrolaz ve izomeraz nzim yelpazesi igin
incelenmistir. RS peptid, tarafindan katalize edilmis silika olusumunun, bir¢ok
monomerik ve multimerik enzim enkapsiilasyonu denemesinde yiiksek aktivite
geri kazanimiyla enzimlerin immobilizasyonuna olanak verdigi gosterilmistir

(Betancor and Luckarift 2008, Cao, Ye et al. 2010).

Silika kapsiil i¢ine hapsetme, hem calisma stabilitesi (kataliz boyunca
yeniden kullannom) hem de dogal katalitik stabilite (denatiirasyona direnc)
acisindan kapsiillenen enzime dikkate deger bir stabilite kazandirmaktadir

(Kroger, Deutzmann et al. 2001, Kroger, Lorenz et al. 2002).

Silaffin polipeptidinin tekrarlayan birimi olan R5 peptid (H2N-
SSKKSGSYSGSKGSKRRIL-COOH) biitirilkolinesteraz’t immobilize etmek i¢in
degerlendirildiginde, yiiksek aktivite gosteren ve stabil biyosilika partikiilleri elde
etmislerdir (Luckarift, Spain et al. 2004).
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Enzim ve silisik asit igceren c¢dzeltiye RS peptid’in eklenmesi, oda
sicakliginda ve 1limli kimyasal reaksiyon kosullarinda biyosilisifikasyonu
basltattig1 gsterilmistir (Naik, Tomczak et al. 2004, [Anon] 2004). R5 fiizyonlarin
kullanilmasinda ise, fosfodiesteraz ve organofosfat hidrolaz peptidleri E. coli’de
immobilize enzim preparatlar1 olarak yakin zaman Once iiretilmistir. Her bir
flizyon protein, silika polimerlerinin olusumunu baslatmis ve sonugta olusan silika
kiirelerinde enzim aktivitesi %69-97 oraninda korunmustur. Bu noktadan
hareketle, RS peptidinin herhangi bir proteinin yapisina eklenmesi, proteine silika
nanokafes olusturabilme yetenegi kazandirir ve kafese hapsedilen enzim ise

aktivitesini serbest enzime kiyasla daha uzun siire korumaktadir.

Cesitli metabolik 6neme sahip ve terapdtik amagla kullanilan enzimlere
uygulanabilecek bu yontemde nanokafesler boyut ve sekilleri, metabolitlerin girig-
cikist ve nanoparcgaciklarin hedef bolgeye ulastirilmasi igin istenen ozelliklerde
tasarim avantajlart tagimaktadir. Bununla birlikte enzim tasiyan biyosilika
nanokafes yiizeyinin kolay modifiye edilebilmesi, Biyosilika -sol-jelin-
konvansiyonel silika partikiillere kiyasla ¢cok daha genis pordz yapida (2-50 nm)
olmasi; birden fazla enzimin birarada immobilizasyonu ile c¢ok fonksiyonlu

nanobiyokatalizorlerin tasarimint miimkiin kilar (Sekil 1.11).

Sekil 1.14. Enzim immobilizasyonu a) PEG Kuyruk ile Sarili Enzim b) Silika Yiizeye Baglanmis
Enzim c) Biyosilika Nanokafese Hapsedilmis Enzim.
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2. MATERYAL ve YONTEM

2.1. Bakteriler

Klonlama ¢alismalarinda E. coli DH5a (New England Biolabs, Frankfurt)
hiicreleri kullanildi. Protein ekspresyonu galismalar1 ise E. coli BL21 (DES3)

hiicreleri kullanilarak gergeklestirildi.

2.2. pET-24a(+) vektorii

PET vektor sisteminde (Novagen, Darmstadt), E.coli promotorlarina dayali
sistemlerden (lac, tac, pL) farkli olarak T7 promotoru bulunur ve hedef genin
transkripsiyonu E. coli RNA polimeraz yerine T7 RNA polimeraz tarafindan
gerceklestirilir. Bu amagla kromozomunda T7 RNA polimeraz genini tagiyan 6zel
E.coli suslan gelistirilmistir. Bu tiirlerde, T7 RNA polimeraz geni lac promotorun
downstream  bolgesine  klonlanmigtir ~ ve  transkripsiyon  izopropil-p-
Dtiyogalaktopiranozid (IPTG) indiiksiyonu sonucu gergeklesir. Hedef genin
transkripsiyonu vektordeki lac operatorii, lacl ve biiylime ortamina eklenen IPTG
tarafindan kontrol edilir. Polilinker bdlgenin 3" bolgesinde alt1 histidin kodonu
bulunmaktadir. C-terminalde alt1 histidin artig1 (Hise-tag) ile ifade edilen protein,
nikel afinite kromotografisiyle saflastirildi. pET24a(+) vektorii beta-laktamaz
kodlayan kanamisin direnglilik geni (bla) icermektedir ve vektorii tasiyan hiicreler
bu sekilde secilebilir (Sekil 2.1).R5 peptid dizisinin eklendigi fiizyon proteinleri

pET24a(+) vektorii iizerinde planlanarak tasarlandi.
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Sekil 2.1. pET-24a(+) vektori. Polilinker bolgesinde restriksiyon enzim kesim bolgeleri
sematize edilmistir.

2.3. pET-21a(+) vektorii

pET24a vektoriinden farkli olarak sadece antibiyotik direncliligi farklidir.
Iki enzimin ayni hiicrede birlikte ekspresyonu igin glukoz dehidrojenaz geni

pET21a(+) vektdriine transfer edilmistir.

2.4. PCR Primerleri

Gerekli DNA Kkesim enzimlerinin tanima bolgelerini ve amino asit
degisikliklerini icerecek sekilde tasarlanan primerler Metabion (Martinsried,
Almanya) firmasindan temin edildi. Asagida listelenen 5°T7 Promotor, 3°T7
Terminatdr koloni PCR’da ve klonlanan genin dizi analizinde kullanildi. B.
subtillis 168 hiicrelerinden izole edilen DNA kalip olarak kullanildi; Glukoz
dehidrojenaz ve keton rediiktaz enzimleri i¢in belirlenen gen erisim numaralari ve

kullanilan primer ¢iftleri asagidaki tabloda siralanmastir.
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Tablo 2.1. Glukoz dehidrojenaz ve keton rediiktaz enzimlerinin klonlanmasinda kullanilan
primerler.

Gen Dizisi Primer dizisi Kesim
NC_000964.3 gdh-n-f ggaattccatatgtatccggatttaaaagg Ndel
(445344..446129) gdh-x-r ccgctcgagttatgtttaaccgegge Xhol
nc_000964 region: kred-b-f cgcggatccatgacaacacatttacaagcaaaag Ndel
445344...446129 kred-n-r gcggccgcttaaaaatcaaagttgtccggatc BamHI

Koloni PCR denemelerinde pET sisteminde kullanilan T7 ekspresyon
sisteminin vektor iizerindeki ilgili dizilerine uyan dizileri i¢in: T7-Promotor-

taatacgactcactataggg ve T7-Terminator-gctagttattgctcagegg primerleri kullanildi.

2.5. Kitler ve Sarf Malzemeler

B. subtillis 168’den genomik DNA izolasyonu i¢in GeneJET Genomik
DNA Saflagtirma Kiti ve E. Coli hiicrelerinden plazmid DNA izolasyonu i¢in
GeneJET Plasmid Miniprep Kit Thermo Fisher (ABD) temin edildi. PCR
tirtinlerinin ve kesim {iriinlerinin saflastirilmasi i¢in PureLink PCR Micro Kit
Invitrogen (Almanya) satin alinarak kullanildi. Restiriksiyon kesiminden sonra
elde edilen DNA parcalarimin agaroz jelden izolasyonu i¢in GeneJET Gel
Extraction Kit Thermo Fisher (ABD) kullanildi.

Santrifiij tipi ultrafiltrasyon tiipii Amicon Ultra 15-50; MWCO: 10 kDa,
steril enjektor tipi 0,2 ve 0,45 um por capl hidrofilik seliilloz ester veya
polietersulfon membran Merck Millipore (Almanya) satin alinarak kullanildi.
DNA ve protein kiitle standartlar1 Fermentas ve Pierce (Almanya) temin edildi.
Saflagtirma regineleri ve kolonlar Amersham Pharmacia (Almanya) firmalarindan

satin alinarak kullanildi.

2.6. Enzimler

Koloni PCR reaksiyonlari igin, “DreamTagq DNA-Polimeraz” ve plazmid
ligasyonu i¢in “T4- DNA ligaz”, Thermo Scientific; klonlamada kullanilan “Pfu

DNA-Polimeraz”, Promega (Almanya), restriksiyon endoniikleazlar Ndel, Xhol,
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BamHI, Nhel NEW ENGLAND BIOLABS (Ingiltere)’den satin aliarak iiriin
kullanim klavuzlarindaki protokoller dikkate alinarak kullanildi.

2.7. Kimyasallar

Calismalarda kullanilan yiiksek safliktaki kimyasallar su firmalardan temin
edildi: Sigma-Aldrich (Almanya), Merck (Almanya), Fluka (Almanya) temin

edilerek kullanildi. Diger kimyasallar analitik saflikta temin edilerek kullanildi.

2.8. Mikrobiyolojik Biiyiime Ortamlar

Hazirlanan biiylime ortamlarinin sterilizasyonu otoklavda gerceklestirildi.
Secici kati ortamlarin hazirlanmasi i¢in ortamlarin sicakligi yaklagik 60 °C’ye
getirildi ve 1000X stok konsantrasyonda hazirlanmis ve steril filtreden gegirilmis
uygun derisimde ve tiirde antibiyotik ¢ozeltisi eklendi. Kullanilan zengin

besiyeriler ve igerikleri (Sambrook vd., 1989) asagida listelenmistir.

Luria-Bertani (LB): 0,5 % (w/v) Yeast ekstrakt, 1,0 % (w/v) NaCl, 1,0 %
(w/v) Tripton igeren ¢ozelti otoklavlanarak tiim ekspresyon ¢alismalarinda
kullanildi.

LB-Agar: LB-Medium ve 1,5 % (w/v) Agar iceren ¢ozelti otoklav ile
sterilize edilerek ilgili antibiyotik ilavesinden sonra plakalar laminar flow altinda

hazirland1 ve tiim klonlama c¢aligmalarinda segici besiyeri ve stok petri olarak

kullanildi.

SOB: 0,5 % (w/v) Yeast ekstrakt, 0,05 % (w/v) NaCl, 2,0 % (w/v) Tripton;
otoklavlandiktan sonra 10 mM MgSO,4, 10 mM MgCI, ve 2,5 mM KClI steril filtre
edilerek kullanildi.

SOC: Otoklavlanmis SOB ortamina 20 mM olacak bi¢imde steril glukoz
cozeltisi eklenerek hazirlandi. Transformasyon sonrasinda hiicrelerin ilk

inkiibasyonlarinda kullanilmak iizere hazirlandi ve 4 °C’de saklandh.
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2.9. Tamponlar ve Cozeltiler

Kullanilan temel tampon ve ¢ozeltiler 0.45 um membrani filtre edilerek oda
sicakliginda saklandi. Cozeltilerin hazirlanmasinda ultra saf su kullanildi.
Kromatografik ve elektroforetik uygulamalarda kullanilan tamponlar 0,2 pm
membrandan gecirilerek oda sicaklifinda saklandi. Steril filtrasyon gerektiren
cozeltiler steril filtreden gegirildikten sonra steril eppendorflarda porsiyonlanarak
-20 °C’de sakland.

Hiicre kiiltiirii calismalarinda sik gereksinim duyulan ¢ozeltiler:

Ampisilin stok ¢ozeltisi (1000x): 150 mg/ml ampisilin (Na-tuzu) suda
¢ozildi ve steril filtre edilerek -20 °C’de stoklandi. Kanamisin stok ¢6zeltisi
(1000x): 30 mg/ml kanamisin suda ¢oziildii ve steril filtre edilerek 30 pg/mL
olacak bi¢imde kullanildi.

Protein ekspresyonu igin Izopropil-B-D-tiyogalaktopiranozid stok ¢ozeltisi:
1 M IPTG suda c¢oziilerek steril filtre edildi -20 °C’de saklandi. Ekspresyon
calismalarinda 1 mM final derisimde kullanildi. Kompetan hiicre hazirlamakta
kullanilan RbCl yontemi(Green and Rogers 2013) i¢in gerekli RF1 ve RF2

tamponlari kullanildi.

Metal-selat afinite kromotografisi tamponlart:

Metal afinite kromatografisinde kullanilan kolon reg¢inesinin dengelenmesi
ve temizligi i¢in gerekli ¢ozeltiler hazirlandi. Yiiriitme tamponu: 25 mM KP, pH
7,5, 300 mM NaCl, 5 mM Imidazol; Eliisyon tamponu: 25 mM KP, pH 7,5, 300
mM NaCl, 500 mM Imidazol ¢ozeltileri ile gradiyent eliisyon kullanilarak

saflastirma ¢alismalarinda kullanildi.

SDS-PAGE elektroforez ¢ozeltileri:

Protein ekspresyonu ve safliginin kontrolii igin sik kullanilan stok ¢ozeltiler
hazirlandi. Amonyum persiilfat (APS) stok cozeltisi (10%), -20 °C’de saklandi.
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0,2 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue R-G250, 50 % (v/v) etanol, 10 % (v/v)

asetik asit i¢erisinde hazirlandi.

A/B Jel Polimerizasyon Cozeltisi: 30 % (v/v) akrilamid, 0,8 % (v/V)
bisakrilamid , 4 °C’de filtre edilerek koyu renk sisede saklandi.

Diizenleme jeli stok tamponu: 0,4 % (w/v) SDS, 1,5 M Tris/HCI, pH 8,8;
Ayirma jeli stok tamponu: 0,4 % (w/v) SDS, 0,5 M Tris/HCI, pH 6,8; SDS-PAGE
yiiriitme tamponu: 0,1 % (w/v) SDS, 0,025 M Tris, 0,2 M Glisin;

SDS-PAGE 6rnek tamponu (6%):2 % (w/v) SDS, 10 % (w/v) Sorbitol, 5 %
(v/v) B-Merkaptoetanol, 1 mM DTT; 0,01 % (w/v) Bromfenol mavisi, 1,25 M
Tris/HCI, pH 6,8 olacak bigimde hazrilandi.
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3. METODLAR
3.1. Mikrobiyolojik Yontemler

Mikrobiyal biiylime ortamlari kullanilmadan once otoklavlandi. Besiyeri
icin gerekli 6zel bilesenler steril filtre edilerek steril olarak stoklandi. Pipet uglari
ve mikrotiipler otoklavlandiktan sonra 65 °C’de kurutuldu. Protein tretimi
caligmalar1 disinda gerceklestirilen tiim calismalar aseptik teknige uygun olarak

mikrobiyolojik kabin igerisinde ger¢eklestirildi.
3.1.1. E. Coli Hiicrelerinin Inkiibasyon Ve Saklama Kosullari

E. coli hiicreleri protein ekspresyonu i¢in 37 °C’de sivi LB besiyerinde
inkiibe edildi. Karistirma hiz1 180 rpm (500 mL /3 Litrelik erlen) ve 200 rpm (5
mL’lik tiipler ve 250 mL erlenler) kullnildi. Plazmid tasiyan hiicreler i¢in biiyiime
ortamina ilgili antibiyotikler (150 pg/ml ampisillin, 50 pg/ml kanamisin, 12,5
pg/ml tetrasiklin) eklendi. Hiicre siispansiyonu ilgili antibiyotigi iceren LB-Agar
petrilere yayildi, gece boyunca 37 °C’de inkiibe edildi. Tek diisen koloniler
belirlendi. Kisa siireli (3-6 ay) hiicre saklama igin petriler 4 °C’de buzdolabinda
saklandi. Uzun siireli depolama i¢in hiicreler %15 gliserol iceren porsiyonlar
halinde -80 °C’de saklandi. Gliserol stok elde edilmesi amaciyla sivi kiiltiirden
steril tiipe alinan 6rnek 1:1 oraninda gliserin oran1 % 15 olacak bi¢imde steril

gliserin eklendi.

3.1.2. Kimyasal kompetent E. coli  hazirlanmasi ve

transformasyon

Kimyasal kompetent hiicre hazirlanmasi i¢in su islemler uygulandi (Inoue
vd., 1990): 500 ml SOB besi ortamina (ODggo = 0,05) inokule edilen E.coli
hiicreleri ODggg 0,5-0,6’ya ulasana dek 37 °C ve 200 rpm’de inkiibe edildi. Buzda
15 dakika bekletilerek sogutulan kiiltiir 50 ml’lik steril falkon tiiplerine aktarildi.
3.000 x g’de 10 dakika 4 °C’de santrifiijlendi. Hiicre pelleti 10 ml soguk RF |
tamponunda siispanse edildi ve ayni kosullarda santrifiij tekrarlandi. Hiicre pelleti

2 ml soguk RF II tamponunda siispanse edildi. Hiicre siispansiyonu, eppendorf
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tiiplerine (1,5 mL) 50 pL’lik hacimlerde aktarildi ve sivi azot dondurulduktan
sonra -80 °C’de sakland.

-80 °C’de depolanan kimyasal kompetent hiicre buz iizerine 15 dakika
inkiibasyonun ardindan 2ul (10-100 ng) plazmid DNA ilave edildi. Buzda 5
dakika; 42°C’de 30 saniye; ikinci kez buzda 2 dakika inkiibasyon adimlari
strastyla uygulandi. 200 pl SOC besi ortami eklendi ve 37 °C’de 1 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyonun ardindan hiicre siispansiyonu segici antibiyotik igeren
petrilere (LB-Agar) yayilarak ekimi yapildi ve gece boyu 37 °C’de inkiibe edildi.
Pozitif klonlar koloni pcr ile dogrulanarak replika petrilerden ¢izgi ekim yapilarak
cogaltildi.

3.2. Molekiiler Tenikler
3.2.1. Plazmid DNA izelasyonu

E. coli’den plazmid DNA izolasyonu i¢in GeneJET™ Plasmid Miniprep kit
protokolleri ve ¢ozeltileri kullanilarak gerceklestirildi. Gece boyu inkiibe edilen 5
ml hiicre siispansiyonu 3000 x g’de 10 dakika santrifiijlendi. Santrifiij tipi
kolondan eliisyon igin 50 ul steril HoO veya uzun siireli saklamalar i¢in Tris

EDTA tamponu kullanilds. izole edilen plazmid DNA -20 °C’de saklandh.
3.2.2. Genomik DNA izolasyonu

Enzimlerin konlanmas i¢in ihtiyag duyulan Bacillus subtilis 168 genomik
DNA Ankara {iniversitesinden temin edildi. Genomik DNA’sinin elde edilmesi
icin B. subtillis 168 hiicreleri LB ortaminda 30 °C, 200 rpm ile gece boyu inkiibe
edildi ve ertesi sabah genomik DNA kit igerigindeki ¢ozeltiler ve verilen

protokole uygun olarak izole edildi. DNA agaroz jel ile goriintiilendi.
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3.2.3. PCR reaksiyonu

Klonlama igin izole edilen B. subtillis genomik DNA’s1 kalip olarak
kullanildi. Glukoz dehidrojenaz ve keton rediiktaz primerlerinin en iyi c¢alistigi
PCR kosullart belirlendi. Gen bélgelerini klonlamak amaciyla tamir aktivitesine
sahip Pfu DNA Polymerase (Promega) kullanildi. Pfu DNA polimeraz tamponu
kullanilarak kurulan PCR reaksiyon karisimi: 0,1 pg kalip DNA, 200uM dNTP,
0,2 uM primer cifti ve 1.25 U Pfu polimeraz kullanilarak hazirlandi ve PCR
asagidaki kosullarda programlandi.

Baslangig denatiirasyonu 95 °C’de 2 dakika; arkasindan 30 déngii;

95°C 30 saniye Denatiirasyon
45-65 °C 30 saniye Primer Baglanmasi
73°C 60 saniye Uzama

Final uzatma 73 °C 5 dakika ve 4 °C’de sogutuldu.

Klonlama i¢in izole edilen B. subtillis genomik DNA’s1 kalip olarak
kullanild1. Glukoz dehidrojenaz ve keton rediiktaz primerlerinin en iyi ¢alistig
kosullar 45-65 °C’de gradient PCR ile belirlendi. Reaksiyon sonrasinda sonuglar
agaroz jel elektroforezinde etidyumbromiir kullanarak UV goriintiilendi. Elde

edilen DNA fragmantlar saflastirilarak restiriksiyon kesimi ii¢in hazirlandu.

3.2.4. DNA’nin Restriksiyon Endoniikleazlarla Kesimi

Toplam reaksiyon hacmi 50 pl olacak sekilde en fazla 1 pg DNA Ornegi
veya 2 pg vektor, ilgili restriksiyon enzim ¢ifti kullanilarak (20 U ) 16 saat 37
°C’de inkiibe edildikten sonra 65 °C’de restriksiyon enzimleri inhibe edildi.
Kullanilan restriksiyon enzimlerinin toplam hacmi, reaksiyon hacminin % 10 unu
agsmayacak sekilde ve iiriin kullanim protokollerine bagl kullanildi (Fermentas).
Bu sekilde restriksiyon enzimlerinin depolanmasi igin kullanilan gliserinin
aktiviteyi etkilemesi engellendi. UV 151k altinda goriintiilenen ilgili DNA parcalari
ligasyonda kullanilmak tizere jel ekstraksiyon Kiti ile jelden ekstrakte edildi.
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3.2.5. Ligasyon

Ligasyon i¢in restriksiyon enzimleri ile muamele edilmis DNA fragmenti ve
vektor, 1:0, 1:1 ve 1:3 mol oraninda ligasyon reaksiyon ger¢eklestirildi.
Reaksiyon 20 pl hacimde gerceklestirildi. Reaksiyon karigimi toplam 100ng/20uL
plazmid ve insert DNA, 1U T4-DNA-Ligaz (Fermentas, St.-Leon-Rot) ile
gerceklestirildi. Termal cycler’da 16 °C’den +4 °C’ye kadar 16 saatlik gradiyent
sogutma ile gece boyu inkiibe edilen ornekler 65 °C’de 15 dakika 1sil
denatiirasyon ardindan transformsyonda dogrudan kullanildi. Ligasyon
karisiminin 5 pl’si kimyasal kompetent E.coli hiicrelerine transforme edildi. PCR
ile elde edilen KRED ve GDH enzimlerinin DNA fragmentleri Ligasyon karigimi
kompetent E.coli hiicrelerine transforme edildi. Petriler 37 °C’de gece boyu
inkiibe edildi ve biiyiiyen koloniler ile koloni PCR ile pozitif klonlar belirlenerek

petri ve gliserin stoklar halinde ilerleyen ¢alismalarda kullanilmak iizere saklandi.

3.2.6. Koloni PCR

DNA fragmentini igeren vektorii tasiyan hiicrelerin taranmasinda koloni
PCR kullanildi. Transformasyonun ardindan secici antibiyotik ortami igeren
petrilerde hiicreler inkiibe edildi. Tek diisen koloniler pipet ucu yardimiyla ayri
PCR tiiplerine alindi ve standart PCR karisimindan 10 pl eklendi. Pozitif

kolonilerin bilylimesi i¢in replika plaka ekimleri ger¢eklestirildi.

Hiicrelerin lizis etkinligini arttirmak i¢in standart PCR programinda ilk
denatiirasyon basamagi 95 °C’de 10 dakika olarak degistirildi ve vektore spesifik
primerler (pET vektorleri igin 5°T7 Promotor, 3°T7 Terminator primerleri) ile
reaksiyon Karisimlart hazirlandi. 10 pl reaksiyon hacminde 10x DreamTaq
tamponu, 0,5 U DreamTaq ® DNA polimeraz, dNTP 0,2 mM ve 0,1 uM primer
kullanildi. Amplifikasyon i¢in standart PCR programi uygulandi. 1. Denatiirasyon
(95 °C, 5 dak) 2. Denatiirasyon (95 °C, 45 sn) 3. Primer baglanmas1 (55°C, 45 sn)
4. Uzama (72 °C, 45 sn) 5. Son uzama (72 °C, 5 dak) 6. 4°C, «. 2-3-4. Adimlar 35
kez tekrarlandi. Agaroz jelde PCR iirlinlerinin boyutlarinin degerlendirilmesi ile
klonlanan geni iceren vektorleri tasiyan hiicreler belirlendi. PCR sonucunda hedef

geni tasimayan kendi lizerine katlanmig vektor tasiyan hiicreler yaklasik 226 bp



45

biiyiikliigiinde fragmentler olusmaktadir. Hedef geni almis vektorler ise daha
biiyiik fragmentler (6rnegin KRED i¢in yaklasik 1363 bp) vermektedir.

3.2.7. Agaroz jel elektroforezi

Agaroz jel elektroforezinde DNA fragmentleri boyutlarina gore ayrilir ve
etidyum bromiir eklenmesiyle UV 1s1k altinda goriiniir hale gelirler (Sharp vd.,
1973). Agaroz (% 1, w/v), 500 ml 0,5 x TBE tamponunda kaynatilarak ¢oziildii.
50-60 °C’ye sogutulmasinin ardindan her 1 ml agaroz i¢in 0,2 pl olmak tizere 10
mg/ml stok EtBr ¢ozeltisinden eklendi. DNA 6rnekleri DNA yiikleme tamponu ile
karistirildi ve jele uygulandi. Elektroforez 100 V.ayarlandi. DNA fragmentleri
320 nm dalga boyundaki UV 1sikta, dijital kamera ile goriintiilendi.

3.2.8. DNA dizi analizi

Vektorlere klonlanan genlerin dizi analizleri IYTE gerceklesitrildi. ABI-

formatinda alinan diziler Genious-Pro programi yardimiyla analizlendi.
3.3. Rekombinant Protein Uretimi ve Saflastirilmasi

Ekspresyon vektoriine klonlanan genlerin optimum ekspresyon sartlarinin
belirlenmesi (E.coli susu, biiyiime ortami ve kosullar1 vb.) amaciyla kii¢iik 6lcekte
“test” ekspresyonu yapildi. Vektoriin transformasyonun ardindan petriden alinan
pozitif koloniler 5 mL LB besiyerine inokule edildi ve 37 °C’de gece boyu
inkiibasyona birakildi. Ertesi gilin test protein ekspresyonu i¢in 50 mL’lik LB
ortamina ODggo =0,05 olacak sekilde taze kiiltiir asilandi. Bliylime ortam1 ODgy =
0,5-0,6 ulasinca son derisimi 1 mM olacak bigimde IPTG eklendi ve 37 °C’de 200
rpm’de 3 saat siireyle inkiibe edildi.

Ekspresyon ortamindan alinan ve esit sayida hiicre igeren Ornekler,
yikanmalarmin ardindan ultrasonik homojenizatér ile pargalanarak ¢oziiniir
fraksiyonda protein ekspresyonunun artis1 elektroforetik olarak belirlendi. MS73
prob takili ultrasonik homojenizasyon cihazi ile (Sonopuls HD3200, Bandelin,

Almanya) hiicreler pargalandi. Hiicre siispansiyonu toplam 10 dakikada, 1sil
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denatiirasyondan korunmak i¢in sonikasyon 5 saniye ag¢ik; Ssaniye kapali olcak
bicimde gerceklestirildi. Lizat santrifiijlenerek (20.000 x g, 15 dak, 4 °C )
siipernetant aktivite, protein tayini, elektroforez veya afinite saflagtirma igin

kullanilda.
3.4. Metal afinite kromotografi ile enzimlerin saflastirilmasi

Metal selat afinite kromotografisi (Porath vd., 1975) HisTrap™ FF crude
kolon (GE HEALTHCARE; kolon hacmi: 1 ml ve 5 ml; maksimum basing: 0.3
MPa) kullanilarak AKTA purifier 10 (GE, Almanya) sisteminde gergeklestirildi.
Bu kolonlarda matriks olarak Sefaroz 6’ya (fast flow) kovalent bagh
iminodiasetik asit (IDA) kullanilmaktadir. Iminodiasetik asit, metal iyonunu (Ni2+,
Cu?*, Co** veya Feg+) selatlar ve bu sekilde metal iyonu immobilize edilir. N-
veya C- terminalde (His)e-tag bulunan rekombinant proteinler kolona
uygulandiginda metal iyonu (bu ¢alismada Ni** iyonu) ile etkilesim sonucu
kolonda spesifik olarak tutunurlarlar. Proteinlerin eliisyonu, imidazoliin artan

derisimi ile saglanir.

UV dedektor, gradiyent mikser ve peristaltik pompadan olusan, diisiik
basingl kromatografi sistemi ile (BioLogic LP, BioRad, ABD) akis hiz1 dakikada
1 mL olarak ayarlandi. Saflagtirma adimlar1 2 kolon hacmi tampon A (20 mM KP,
pH 7,4, 300 mM NaCl, 5 mM imidazol) ile kolonun dengelenmesi ve ardindan
elde edilen homojenat kolona uygulandi. Baglanmayan veya zayif baglanan
hiicresel proteinlerin uzaklastirilmasi1 amaciyla kolon, 5 kolon hacmi tampon A ile
yikandi. 5-250 mM araligindaki imidazol gradienti, tampon A ve tampon B’nin
(20 mM KP, pH 7,4, 300 mM NaCl, 500 mM imidazol) uygun oranlarda
karistirilmasiyla saglandi ve 1 mL’lik fraksiyonlar toplandi. Proteinlerin eliisyonu
280 nm dedektor ile izlendi ve kromotogramlar kaydedildi. Rekombinant protein
iceren fraksiyonlar SDS-PAGE’e uyguland: ve segilen fraksiyonlar 5 L, 20 mM
KP pH 7,4, 300 mM NaCl tamponuna kars1 diyalizlendi. Kiigiik 6lgekli test
ekspresyonu ¢alismalarinda santrifiij tipi 10 kDa MWCO ultrafiltrasyon tiipleri ile
diyafiltrasyon teknigi ile tuzlar uzaklastirildi.
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Kolon sonrast proteinlerin deristirilmesi ve imidazol uzaklastirilmasi
amaciyla santrifiij tipi ultrafiltrasyon tiipiine (Amicon Ultra 4 ve/veya 15;
molekiiler cut off: 10 kDa) alinan 6rnekler 4.000 x g, 4 °C’de santrifiijlendi.
Santrifiij siiresi, protein Orneginin hacmine gore belirlendi. Saflagtirilan ve

deristirilen protein ¢ozeltileri -80 °C’de %30 gliserol ile 1:1 seyreltilerek saklandi.
3.5. Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

SDS-PAGE’e uygulanacak ornekler 5:1 oraninda 6x SDS-PAGE o6rnek
yiikleme tamponu ile karistirildi ve 95 °C’de 5 dakika inkiibe edildi. SDS-PAGE
kuyucuklarina 15 pl 6rnek yiiklendi ve 200 V sabit akim altinda 30-45 dakika
jelde vyiiriitiildii. Ornekler CBB boya yéntemi ile boyanarak gériintiilendi.

3.6. Enzim Aktivite Ol¢iimleri
3.6.1. Glukoz-1-Dehidrojenaz aktivitesi

Elde edilen 6rneklerdeki Glukoz dehidrojenaz aktivitesi spektrofotometrik
yontemle Kullanilarak gergeklestirildi. Enzim aktivite 6l¢timleri 100 mM fosfat
pH 7,0 tamponunda kofaktdr olarak 0,5 mM NADP® veya NAD" ve 200 mM
glukoz igeren ortamda kinetik olarak 340 nm’deki absorbansin artisi ile
izlenmistir. Bir unite Glukoz dehidrojenaz aktivitesi 25 °C’de dakikada 1 pmol

NADPH olusumu igin gerekli olan enzim miktari olarak belirlendi.

3.6.2. Ketorediiktaz aktivitesi

Keton rediiktaz aktivitesi, NADP" indirgenmesinin spektrofotometrik olarak
340 nm’deki degisim (€as0 = 6220 M™*-cm™) izlenmesiyle belirlendi. NADPH
bagimli aktivite 6l¢iimii 0,5 mM NADPH varliginda pH 7,0 100 mM fosfat
tamponu igerisinde, 10 mM prokiral etil piruvat (alifatik keto-ester) olacak
bigimde ilavesi ile kinetik olarak 25°C sicaklikta spektrofotometrik izlendi. Bir
unite enzim aktivitesi dakikada 1 umol NADPH’in oksidasyonunu saglayan
enzim miktar1 olarak belirlendi. Enzimin spektrofotometrik enzim kinetigi

caligmalarinda substrat olarak etilpiruvat kullanild: (Bkz. Sekil 3.1).
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Etil piruvat
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Sekil 3.1. Etil piruvatin ve asetofenonun enzimatik oksidasyonu sonucu olusan kiral
iriinler.

Aromatik keton asetofenon (Bkz. Sekil 3.1) indirgenme reaksiyonu igin 1
ml 50 mM TEA pH 7,0 tamponu igerisinde 1 Unit/50 pL KreD, 10 mM
asetofenon, 0,5 mM NADPH olacak bi¢imde reaksiyon karisimi hazirlandi ve

340 nm, 25°C sicaklikta 5 dakika siireyle spektrofotometrik izlenerek belirlendi.
3.6.3. Kiral gaz kromatografisi

Keton rediiktaz ile gergeklestirilen biyokataliz reaksiyon sonucunda agiga
¢ikan triinler ve enantiyomerik miktarlarinin analizi i¢in gaz kromatografisi
kullanildi. Enantiyomerlerin ayrimi HYDRODEX B-3P (MACHEREY-NAGEL,
Almanya) 0,25mm i¢ ¢apli, 25 metre uzunlugunda kiral gaz kromatografisi kolonu
kullanilarak gergeklestirildi. Gaz kromatografisi cihazinin enjeksiyon portu
sicakligr 250 °C’de, tasiyict gaz 1 mL/dk hizla H, ve FID dedektdr 250 °C’de
ayarlandi. Enantiyomerlerin ayrim1 100 °C’de izokritik olarak gergeklestirildi.

Reaksiyon ortamindan belirli zaman araliklarinda alinan ornekler etilasetat
ile ekstrakte edilerek, reaksiyon ortamindaki substrat ve {irlinlerin doniisiim orani
ve enantiyomerik miktarlar1 belirlendi. Substrat ve iriin pikleri toplami %100
kabul edilmistir. Enantiyomerik oran (E degeri), iiriiniin enantiyomerik orani (eep)
ve dontsim miktar1 Chen (Chen, Fujimoto et al. 1982) tarfindan Onerilen

formiiller kullanilarak hesaplandi.
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3.7. Enzimatik kofaktor rejenerasyonu ile aktivite 6l¢iimii

Tez siiresince gergeklestirilen enzimatik reaksiyonlarda model substrat
olarak, alifatik prokiral etil piruvat ve aromatik asetofenon, substrat olarak
belirlendi. Saflagtiritlan NADPH bagimli KreD enziminin katalizledigi indirgenme
reaksiyonu sonucunda olusan laktat esterlerinin enantiyomerik oranlar
(enantiomeric excess; ee) ve olusan Uriin miktar1 Kiral gaz kromatografisi ile

belirlendi.

Bu amagla toplam hacim 1 mL olacak bicimde, 1 mM NADP®, 100 mM
Glukoz ve 10 mM etil piruvat veya 1 mM asetofenon igeren, 100 mM pH 7,0
potasyum fosfat tamponu igerisine; 1 Unite saf KreD ve 0.5 Unite saf GdH
eklenerek reaksiyon 25 °C’de orbital kanstiricida inkiibe edildi. Reaksiyon
sonunda reaksiyon karisimi1 1 mL etil asatet ile iki kez ekstrakte edildi. Ekstraktlar
birlestirilerek sodyum siilfat ile kurutulduktan sonra, her bir biyokataliz

reaksiyonu sonucu ag¢iga ¢ikan triinler Kiral-GC enjekte edilerek analizlendi.
3.8. pH ve Sicakhigin etkisi

pH’1n keton substratlarin indirgenme reaksiyonuna etkisi 0,1 M potasyum
fosfat (pH 5,0-8,0) tamponlari kullanilarak test edildi. Ketorediiktaz i¢in optimum
sicakligin belirlenmesi amaciyla degisen sicakliklarda reaksiyonlar izlenmistir.
Serbest ve immobilize keton rediiktazin termal stabilitesinin belirlenmesi i¢in 1
saat siireyle su banyosunda inkiibe edilen 6rnekler ile reaksiyon spektrofotometirk

olarak belirlenmistir.
3.9. Biyosilika Immobilizasyon
3.9.1. Gdh-R5 immobilizasyonu

E.coli’de eksprese edilerek saflastirilan GdH-RS kullanilarak biyosilika

enkapsiilasyon ile kofaktér rejenerasyon enziminin  immobilizasyonu
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gerceklestirildi. Bu amagla 2 mg/mL GdH-RS igeren 100 mM pH 8.0 potasyum
fosfat tamponuna, 25 mM silisik asit ilave edilerek 1 saat oda sicakliginda inkiibe
edildi. Silisik asit, 0.1 M tetraetil ortosilikatin (TEOS) 10 mM HCI igerisinde 15
dakika hidrolizlenmesi ile elde edildi. R5 peptid dizisi tasimayan GdH klonunda
silika sol olusumu gerceklesmedi. Biyosilika matris igerisinde tutuklanan enzimi
tagiyan silka (sol-jel) oda sicakliginda 5 dakika 9.000 x g ‘de santrifiijlenerek
olusan pellet toplandi. Elde edilen pellet saf su ile iki kez yikandi. Enkapsiilasyon
verimi toplam aktivite ve protein iizerinden hesaplandi. Elde edilen R5 peptid
katalizli biyosilika immobilize enzim, tamponda siispanse edilerek aktivite

olgtimleri (NADPH tiiketimi) spektrofotometrik izlenerek gergeklestirildi.
3.10. GdH-R5 ve KreD Enzim Ciftinin immobilizasyonu

GdH-R5 immobilizasyonu i¢in  kullnilan  protokole ek olarak
immobilizasyonu ortamina RS fiizyonu tasimayan saf KreD enzimi bire bir
miktarlarda eklenerek elde edilen sol igine tutuklu ¢ift enzim immobilizasyonu
gerceklestirildi. Kofaktoér rejenerasyon enzimi hem de immobilizasyonu araci
olarak 2 mg/mL GdH-R5 ve saf 0-2 mg/ml olacak KreD enzim karigimi 50 mM
pH 8.0 fosfat tamponunda hazirlandi. 25 mM silisik asit ilavesi ile
immobilizasyonu gergeklestirldi. Olusan sol santrifiij ile ayrildiktan sonra, tist
fazda kalan enzim aktiviteleri  spektrofotometrik  belirlenerek enzim

immobilizasyonu verimlilikleri hesaplandi.
3.11. Optimum pH ve Termal Kararhhk

pH ve sicakligin enzim aktivitesi tizerine etkileri incelendi. Standart aktivite
Olglim kosullarinda aktiviteler belirlendi. Optimum pH i¢in pH 5.5-8.0
tamponlarinda 25 °C’de aktivite dl¢iimleri gergeklestirildi. Optimum sicaklik ve
termal kararliik 25 °C, 30°C, 40°C, ve 50°C’de 1 saat siireyle inkiibe
edilmelerinin ardindan standart aktivite Ol¢lim kosullarinda aktivite Ol¢timleri

gerceklestirildi.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Prokiral keton bilesikelerin enzimatik asimetrik indirgenme reaksiyonlari,
Ozellikle kiral hidroksiller, amino asitler veya alkol tiirevlerinden elde edilen
deerli kiral ilaglarin sentezinde kullanilmaktadir. Glukoz dehidrojenaz NADP™ ve
NAD" kofaktdrlerinin her ikisinide kullanabilen ve indirgenmis NADPH veya
NADH kofaktorlerin siirekli rejenerasyonu igin iyi bir adaydir (Demir, Talpur et
al. 2011, Wang, Saba et al. 2017). Enzim temelli NADH rejenerasyonu i¢in farkli
kaynaklardan izole edilen, rekombinant veya dogrudan dogruya dogal hiicrelerin
biyokataliz reaksiyonlarinda kullanildigt ¢ok sayida enzimatik kofaktor
rejenerasyon uygulamas: yaymlanmistir. Ornegin bacillus sp. GdH ve L-carnitin
dehidrojenaz (Burkholderia gladioli) enzim ¢iftinin kullanildig1 L-carnitin sentezi,
NADH rejenerasyonu ile gerceklestirilmistir (Chen, Liu et al. 2016). Enzimatik
kofaktdr rejenerasyonu amaciyla kullanilan teknikler ve farkli kofaktor

rejenarsyon sistemleri asagida Tablo 4.1°de karsilastirilmistir.

GdH enziminin diger bir uygulamasi NADPH rejenerasyonudur. (R)-etil-4-
kloro-3-hidroksibutanoat sentezi i¢in, NADPH spesifik S.cerevisiae rediiktaz
enzimi, rekombinant olarak E.coli hiicrelerinde eksprese edilerek, kofaktor
rejenerasyonu i¢in Bacillus megaterium glukoz dehidrojenaz enzimi ile birlikte
kullanilmigtir (Choo and Kim 2015). Glukoz dehidrojenaz (GdH, EC 1.1.1.47) B-
D-glukozun B-D-glukono-1,5-laktona indirgenmesi reaksiyonunu, NADP* veya
NAD" kofaktorleri aracilifiyla katalizlemektedir. Her iki kofaktorii de
kullanabilen bu enzim indirgenmis kofaktorlerin rejenerasyonu igin tercih
edilmektedir. Immobilize kofaktdr rejenerasyon sisteminde, keton rediiktaz
enziminin ihtiya¢ duydugu NADPH kofaktoriinlin sitokiyometrik oranlarda
rejenerasyonu i¢in kullanilmak tizere. Enzimatik kofaktor rejenarasyonu ile kiral
alkollerin sentezine, asagida keton rediiktaz ve glukoz dehidrojenaz enzim ¢ifti

tizerinde Sekil 4.1’de sematize edilmistir.
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Tablo 4.1 Kofaktor rejenarsyon sistemleri karsilastirilmasi (Carballeira, Quezada et al.
2009, Berenguer-Murcia and Fernandez-Lafuente 2010, Yan, Nie et al. 2011).

Biyokatalizor indirgen/Uriin Avantajlar Dezavantajlar

Metabolik enzimler nedeniyle

Tersinmez reaksiyon. Tek enzim sistemi. g
olas1 yan iirlin olusumu. Canlt

Glukoz/ Glukonik Gerek NADH gerekse NADPH bagimlt

Tim hiicreler

asit enzimlere uygyulanabilir. hiicre duyarliliklar dikkate
alinmali.
- Tersinmez reaksiyon. Yiiksek aktivite. . o
C_sluk_oz Glukoz/ C_-‘Iukonlk Gerek NADH gerckse NADPH bagimli Ortam pH_ smin dususl} pH
dehidrojenaz asit - . kontrol sistemi gerektirir.
enzimlere uygyulanabilir.
Format - - Diistik aktivite ve stabilite.
dehidrojenaz CO2 Ugucu tiriin olusumu, ¢alisma kolaylig1. NAD bagimlr.
. . Ayni enzimin kofaktor rejenerasyonu igin
Karbonil Iso-propanol/ o . Asetonun uzaklastirilmasi
rediiktaz Aseton kullanildig sistem. Gerek N.AD gerekse gereklidir
NADO kullanabilir. '
. . Reaksiyon ortammin yiikek
Fosfit Sodyum fosfit/ Tersifie? reaksiyopigutantlar feve iyon siddeti. Yiiksek fosfat

NADP kullanabilir. Kabuledilebilir

dehidrojenaz Sodyum fosfat kofaktor stabilitesine olumsuz

pritvite. etkileri. Iki enzim gerektirir.
Hidrojenaz H, Tersinmez reaksiyon. Basit reaktifler. Zararli. Cift enzim prosesi.
. O, Diis ik tiriin verimi. Yetersiz
Elektrokimyasal Rodyum kompleks Temiz. Siirdiiriilebilir.

stabilite.

Fotokimyasal Fotosentetik M.O. Siirdiiriilebilir. Diisiik verim
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Sekil 4.1 Keton rediiktaz ve glukoz dehidrojenaz enzim gifti ile kofaktdr rejenerasyonu. ve

(s)-feniletanol eldesi.

4.1. Klonlama Cahslmalari

4.1.1. R5 Gen Dizisinin Klonlanmasi

19 amino asitlik R5 peptid dizisini kodlayan gen dizisini elde etmek
amaciyla, eslestiginde BamHI ve Xhol yapiskan uglart birakan bir ¢ift primer
tasarland1. Esit (10 pmol) miktarda karistirildiktan sonra 95 °C’de 15 dakika
ws1tild1 ve sogutularak primerlerin eslesmesi saglandi. pET24a vektorii BamHI ve
Xhol kesim enzimleri ile kesildi. Sentetik R5 dizisi, 6nceden kesilmis pET24a ile
ligasyonu gergeklestirildi ve DHS5a hiicrelerine transformasyonu yapildi.

Gergeklestirilen ¢caligmalar Sekil 4.3’te sematize edilmistir.

| 10 bl K] 4 50 60 61
[

S S K K S G s ¥ s G S K G S K R R | L
GTCGTTCTTTTCGCCGTCGATATCGCCGTCGTITTICCGTCGTTTIGCGGCGTAAGAGCT

Xhol yapiskan ug

Ligasyon \

PET24a-R5

BamHI yapiskan ug

pET24a
BamH]I ve Xhol

Sekil 4.2. BamHI ve Xhol restriksiyon enzim ile kesilmis bigimde yapiskan uglar tasiyan

eslestirilmis komplimenter primer ¢ifti ligasyonla pET24a plasmid igerisine yerlestirilmesi.



54

RS kanamisin direngli klonlar, koloni PCR yontemi ile belirlendi. Secilen 5
ayr1 koloniden plazmid DNA izolasyonu yapildi ve DNA dizi analizi ile RS
dizisini tasiyan pET24a vektorii (pET24a-R5) elde edildi. Takip eden ¢alismalarda
bu vektor, C-terminal R5 peptid dizisini tasiyan flizyon enzimlerin {iretilmesi

amaciyla tasarlandi ve ayn1 zamanda ekspresyon vektorii olarak kullanildi.

4.1.2. GdH Klonlarimin elde edilmesi

Bacillus subtilis 168 susundan, genomik DNA izolasyonu gergeklestirildi.
Glukoz Dehidrojenaz (EC 1.1.1.47; P12310) enzimine ait gen dizi igin tasarlanan
ti¢ ayr1 primer ciftti kullanilarak, GdH gen dizisi PCR reaksiyonlart ¢ogaltildi
(Sekil 4.4). Restriksiyon enzim ciftleri ile kesimleri yapildi. PCR iiriinlerinin,
enzim giftleri ile (pET24a-R5 vektoriine ligasyon i¢in Ndel/BamHI ve pET24a
vektoriine His tag’li veya dogal tip eldesi i¢in Ndel/Xhol) kesimlerinin ardindan,
planlanan vektorlere ligasyonlar1 gerceklestirildi. Boylece GdH klonlar1 pET24a
ve pET24a-R5 vektorlerine transfer edildi (Sekil 4.5).

GdH-wt GdH-His6é ~ GdH-R5

/
w— s e

Sekil 4.3. Bacillus subtilis 168 GdH enzimi i¢in primer setleri ile gerceklestirilen PCR
iriinlerinin BamHI ve Ndel ile kesim sonrasi agaroz jel goriintiisii.
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7

) B. subtilis
GdH

Restirksiyon Enzimi
Kesim
Gel ekstraksiyonu

Transformasyon
Transkripsiyon

[ Glukoz dehidrojenaz [ Glukoz dehidrojenaz

Sekil 4.4. GdH ve GdH-R5 klonlarmin eldesi.

Ligasyon triinleri E.coli Bl21hiicrelerine transforme edilerek, pozitif klonlar

koloni PCR yontemi ile belirlendi (Sekil 4.5).

Sekil 4.5. a) Koloni PCR sonucunda pozitif klonlar belirlenmistir. GdH-wt igin 5 ve 8.
Koloni; b) GdH-His6 igin 3. Koloni; ¢) GdH-R5 mutant enzimi i¢in 5. ve 7. stitunlardaki koloniler

secilmistir.
4.1.3. Keton Rediiktaz Klonlarimin Eldesi

KreD enzimine ait gen dizisinin klonlanabilmesi i¢in Bacillus subtilis 168
susundan genomik DNA izolasyonu gercgeklestirildi. Dogal ve R5-modifiye

enzimin elde edilebilmesi amaciyla her bir enzim i¢in belirli kesim enzimi tanima
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dizilerini tasiyan primerler tasarlandi. Bu primer setleri ile PCR reaksiyonlari
gergeklestirildi. PCR iirlinlerinin, BamHI ve Xhol kesim enzimleri ciftleri ile
kesimlerinin ardindan, 6nceden planlanan pET24a ve pET24a-R5 vektoriine
ligasyonlar1 gergeklestirildi. Bu ¢alismalar sonucunda Keton rediiktaz (KreD)
enzimini {i¢ farkli varyasyonda; KreD-Hiss ve KreD-RS5 enzimlerini tasiyan
vektorler elde edildi. Pozitif klonlar koloni PCR yontemi ile belirlendi (Sekil 4.6)

ve klonlar DNA dizi analizine gonderildi.

Sekil 4.6. Keton rediiktaz koloni PCR jel goriintiisii. a) dogal enzim i¢in 2. ve 4. Koloniler
secilmistir; b) KRED -Hiss icin 4, 7 ve 8. Koloni ¢) KreDR5 mutant enzimi i¢in 1. ve 8.

stitunlardaki koloniler seg¢ilmistir.

4.2. Enzim Uretimi ve Saflastirma
4.2.1. Glukoz Dehidrojenaz

GdH geninin, Bacillus subtilis 168°ten klonlama ¢alismalarinin
tamamlanmasinin ardindan enzimler saflastirilarak enzim aktivite tayinleri
gerceklestirildi. GAH geninin ekspresyonu igin E. Coli BL21 (DE3) hiicrelerinde
ekspresyon yapildi. Bu amagla farkli sicaklik ve siireler ve besi ortamlari ile test
ekspreyonlart gerceklestirildi. Caligmalar sonucunda GdH enzim ekspresyonunun
¢oziiniirliik ve protein verimi degerlendirildiginde, Luria-Bertani (LB) ortaminda,
20 °C’de 1 mM IPTG indiiksiyonu ile 16 saat ekspresyonun en yiiksek aktivite ve

¢ozlniir protein tiretim kosullar1 nedeniyle tercih edildi.
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Sekil 4.7. GdH ve GdH-R5 enzim ekspresyonlart ve molekiil kiitle farkliliklart SDS-PAGE

lizerinde gosterilmistir.

4.2.1.1. GdH Enziminin Afinite Saflastirnlmasi

Klonlama ve iiretimin ardindan rekombinant GdH enziminin ve RS
mutantinin saflagtirma ve karakterizasyon caligmalar1 tamamlanmistir. Saflastirma
nikel afinite kromatografisi ile His-Trap FF kolon kullanilarak gerceklestirildi.
Sekil 4.5 E. Coli BI21 hiicresinde eksprese edilerek saflastirilan 6rnegin SDS-
PAGE goriintiisiinde 5. siitiinda 29 kDa boyutunda saf GDH band1 Sekil 4.8’de

gosterilmistir.

Sekil 4.8. GdH-Hisg afinite saflastirilmasi ve elektroforetik saflik analizi; 1. kiitle
standard1; 2. homojenat; 3,4 Kolon yikama; 5. Fraksiyon saf GdH.
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Tablo 4.2. GdH enziminin spesifik aktivitesi ve saflagtirma katsayisi

GdH
Lizat Saf SK
Protein (mg) 412.3 51.7
Aktivite (U-mg™) 2.5 12.4 5.1

4.2.2. GdH-R5 Fiizyonu

Klonlama ardindan GdH-R5 geninin ekspresyonu i¢in E. Coli BL21
hiicrelerinde ekspresyon g¢alismalar1 gergeklestirildi. Farkli sicaklik ve siireler ve
besi ortamlari ile test ekspreyonlar1 gergeklestirildi. Calismalar sonucunda GdH-
R5 enzim ekspresyonunun c¢oziliniirlik ve protein verimi degerlendirildiginde,
Luria-Bertani (LB) ortaminda, 20 °C’de 1 mM IPTG indiiksiyonu ile 16 saat

ekspresyonun uygun kosullari sagladigi belirlendi.

4.2.2.1. GdH-R5 Enziminin Afinite Saflastirilmasi

Klonlama ve iiretimin ardindan rekombinant GdH-R5 mutant enziminin
saflastirma ve karakterizasyon caligmalar1 tamamlanmistir. Saflastirma nikel
afinite kromatografisi ile His-Trap FF kolon kullanilarak tamamlanmigtir. Saflik
analizleri SDS-PAGE yontemiyle gergeklestirildi. Elde edilen enzimlerin
karekterizasyonu sonucunda (Tablo 4.4) elde edilen mutant enzim aktivitesi 10.6
U/mg olarak belirlenmistir. Enzimin ilave diziye ragmen ¢06ziiniir ve orijinal

aktivitesinin % 85’ini korudugu belirlendi.
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Sekil 4.9. GdH-R5 mutantinin afinite saflastirilmasi ve elektroforetik saflik analizi; 1.
kiitle standardi; 2. homojenat; 3,4,5. Kolon yikama; 5. Afinite eliisyon. Sagdaki jel goriintiisiinde
lizat ekspresyon profili; 18 saat 20 °C; 5/0ODgy 10 uL &rnek GdH-Hiss ve GdH-R5-Hisg

gosterilmistir.

Biyosilisifikasyon  yeteneginin  enzime  kazandirilmasi  amaciyla,
gerceklestirilen calismalar sonucunda elde edilen pET24a-R5  vektori
kullanilarak, C-terminal R5 gen dizisi, GdH gen dizisine proteinin C-Terminal
ucundan eklendi. Saflastirma ardindan elde edilen aktivite degerleri Tablo 4,3’te
Ozetlenmistir. Saflastirma sonrasinda yiiksek saflikta GdH-RS5 fiizyon proteini
elde edildi. saflastirililan GdH-R5 ve GdH enzimleri arasindaki kiitle farki SDS-
PAGE ile gosterilmistir (Sekil 4.9).

GdH enzimin ve C-terminal R5 fiiyzonu ile elde edilen mutant enzimlerin
aktivitesi ve karakterizasyonu saflastirilmalarinin  ardindan gerceklestirildi.
Biyosilisifikasyon yetenegini barindiran ve R5 dizisini tagiyan GdH-R5 enziminin
aktivitesinin %85’ini korudugu belirlendi (Tablo 4.3). Enzimin aktif ve C
terminalde yer alan peptidin otosilisifikasyon yetenegini tagimasi immobilize

kofaktor rejenerasyonu tasarimini miimkiin kilmigtir.
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Tablo 4.3. GdH-R5 ve GdH enzimlerinin spesifik aktivitelerinin karsilagtirilmasi.

GdH-R5 GdH-wt
Lizat Saf Lizat Saf
Protein (mg) 440,9 42,6 412,3 51,7
Aktivite (U-mg™) 2,0 10,6 2,5 12,4

4.2.3. Keton Rediiktaz
4.2.3.1. KreD ekspresyonu

Keton rediiktaz ekspresyonu E.coli BL21 hiicrelerinde gergeklestirilmistir.
Bu amagla farkli sicaklik ve siireler ve besi ortamlari ile test ekspreyonlari
gerceklestirilmistir. Calismalar sonucunda KreD ve KreD-RS flizyon enzimlerinin
firetimi igin 20 °C, 1 mM IPTG varliginda LB ortaminda 16 saat ekspresyon
gergeklestirildi. Elde edilen hiicreler sonikasyon ile homojenize edilerek, afinite

kromatografisi ile saflagtirildu.
4.2.3.2. KreD Afinite saflastirilmasi

Klonlama ve iiretimin ardindan rekombinant KreD enziminin saflastirma
caligmalar1 tamamlanmistir. Saflastirma nikel afinite kromatografisi ile His-Trap
FF kolon kullanilarak gergeklestirildi. Sekil 4.10°da E.coli BL21 kullanarak

iiretilen ve saflastirilan KreD enziminin SDS-PAGE sonuglar1 gdsterilmistir.

(
{

N ‘

TREILL]

Sekil 4.10. KreD ve KreD-R5 ¢oziniir ekspresyonu, 1.Standart; 2.Ekspreyon o6ncesi;
3.Siitlin. KreD-Hisg ekspresyonu; 4.Kred-R5 indiiksiyon 6ncesi; 5. Siitiin KreD-R5 ekspresyonu.
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Biyosilisifikasyon yeteneginin keton rediiktaz enzime kazandirilmasi
amaciyla enzimin C-terminal ucuna rekombinanat eklenen R5 dizisi, enzimin
ekspresyonu diisiirmiistiir (Sekil 4.10). Flizyon oncesi ve sonrasi elde edilen
protein ve aktivite degerleri Tablo 4.4’te 6zetlenmistir. KreD enziminin aktivitesi
etil piruvatin indirgenmesi sirasinda tliketilen NADPH’in spektrofotometrik

olarak izlenmesiyle belirlendi.

Tablo 4.4. Kred-R5 flizyonu ve KreD enzimlerinin saflastirilmasi ve aktiviteleri 10 mM
etilpiruvat ve 0.5 mM NADPH

KreD-R5 KreD
Lizat Saf Lizat Saf
Protein (mg) 310,90 6,60 302,20 36,50
Aktivite (U-mg'l) 0,43 1,34 0,54 2,73

KreD-R5 fiizyon enziminin ekspresyonu sonucunda, ¢éziiniir fraksiyondan
saflastirilan enzim miktari, dogal enzime kiyasla 6 kat daha diisiiktiir. Bununla
birlikte rekombinant RS fiizyonu enzimin ¢oziiniirliiglinii diigiirmesinin yani sira,
ilave amino asitler enzim aktivitesini %80 oraninda inhibe etmistir (Tablo 4.4).
Aktivite ve ¢oziiniirliigiin RS peptid dizisi ve sonrasinda yer alan hisg tag’in
protein lizerinde aktif merkeze ve kofaktor baglama bolgesine erisebilir uzunlukta

olmasindan kaynaklandig1 degerlendirilmistir.
4.2.4. KreD Karakterizasyonu

KreD enzimlerinin aktiviteleri etil piruvat (B-keto Ester) substrat olarak
enzim kinetik parametrelerin belirlenebilmesi amaciyla substrat olarak kullanildi.
Ketorediiktaz aktivitesi 25 °C’da NADPH 1n spektrofotometirik olarak 340 nm’de
sogurum degisimi kinetik olarak belirlendi. Tasidigi C terminal Hisg dizisi
araciligr ile Ni%* metal afinite kromatografisi ile saflastirilan enzimin Ky, ve Viax

sirastyla 1,8 + 0.32 U'mg * ve 2,7 + 0.12 mM olarak hesaplanmustir.
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1,8 1

1,6
Vmax = 2,7

Km=18
1,4 1

1/v (umol/dk/mg)

0,2 1

" T T T T T T — "
06 04 02 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2
1/[Fenilpiruvat] (mM)

Sekil 4.11. Keton rediiktaz fiizyon proteinin, etilpiruvat substarat ve 0,5 mM NADPH varliginda

kinetik parametrelerin belirlenmesi.

4.3. Immobilize Kofaktor Rejenerasyon Sistemi Tasarimi

Enzimlerin spesifiklikleri ve enantiyoselektiviteleri ilag sektdrii icin kritik
oneme sahiptir. Bu alanda sentezlenen yeni kiral iriinlerin tigte ikisi enzimler
tarafindan gerceklestirilmektedir. Ornegin Lipitor (atorvastatin) diinya marketinde
tek basina 11.9 milyar dolarlik satig rakamlarina ulagsmistir. 2020 yilinda ilaglarin
%95 1nin kiral iirtinlerdenn olusacag: ve ila¢ marketinin 1 trilyon dolar seviyesine
ulagacagi tahmin edilmektedir. Enzimlerin kiral bilesiklerin sentezinde biiyiik bir

pay sahibi olmasi1 kagiilmaz goériinmektedir.

Oksidorediiktazlar bilinen tiim enzimlerin dortte birini olusturan en genis
enzim siniflarindan biridir ve karbonil gruplari, asitler, C=C ¢ift baglari, nitro
gruplart ve C-N baglarmin indirgenmesi reaksiyonlarinda endiistri  ve
arastirmalarda daha ¢ok Onem ve anlam kazanmaktadir. Bununla birlikte bu
enzimler, reaksiyon sirasinda tiiketilen bir veya daha fazla kofaktére gerek
duyarlar. Ornegin enzimatik indirgenme reaksiyonlari indirgenmis nikotin adenin
diniikleotid (NADH) ve bunun fosforillenmis formu NADPH koenzimlerini,
hidrojen (hidrid) kaynagi olarak gerektirmektedir. Bilinen oksidorediiktazlarin
%10’u NADPH kullanirken %80’ NADH gerektirmektedir. Enzimatik bir

indirgenme reaksiyon dongiisiinde substrat ilgili {liriine okside olurken, NAD(P)H
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indirgeyici olarak gorev alarak NAD(P)"ya okside olur. Kofaktorler, yiiksek
maliyetleri nedeniyle (3,000 $/mol NADH; 215,000 $/mol NADPH)
stokiyometrik oranlarda kullanilmasi, ekonomik ve siirdiiriilebilir degildir.
Oksidasyon temelli biyokataliz reaksiyonlarinda kofaktorlerin canli hiicreler
tarafindan rejenere edildigi biyotransformasyon reaksiyonlar1 tercih edilmektedir.
izole enzimlerle etkili kofaktdr rejenerasyon sistemlerinin kullanilabilir ve

uygulanabilir olmasi enzim immobilizasyonunun basarisin1 baghdir.

Doktora galismalar1 kapsaminda B. subtilis 768 ten elde edilen Glukoz
dehidrojenaz enzimi enzimatik kofaktdr rejenerasyonunda gorevli enzim olarak,
keton rediiktaz enzimi ile birlikte asetofenonun asimetrik indirgenmesinde
kullanilmigtir. GdH enziminin rekombinant R5 fiizyon proteini iiretilerek, enzime
biyosilisifikasyon yetenegi kazandirilmasi boylece enzim ¢ifti temelli immobilize
kofaktor rejenerasyon sistemlerinin tasariminda oksidaz smifi tiim enzimlerle

birlikte immobilizasyonu enzimi olarak kullanilabilir olmasi1 saglanmustir.

Silaffin yapisinda bulunan RS peptidinin keton rediiktaz ve glukoz
dehidrojenaz enzimlerine rekombinant fiizyonu ile bu enzimlere biyosilika

immobilizasyon yetenegi kazandirmak amaglandi.

GdH-R5 sol olusumunu hizla katalizleyebildigi ve  protein
immobilizasyonunun %90 tizerinde degerlerde saglandig1 gosterildi. Ancak KreD-
RS5 enzimi biyominerilizasyon yetenegini gOstermemistir. RS peptidi iizerinde
bulunan dizideki esansiyel amino asitlerin tersiyer yapiya katilarak silisik asit
mobilizasyonunu engelledigi tahmin edilmektedir. RS dizisinin serbestlik derecesi
yeni flizyon tasarimlari ile asilabilecegi degerlendirilmistir.

Kiral alkollerin eldesine yonelik olarak enzim ¢iftinin birarada
immobilizasyonu amaciyla, biyosilisifikasyon yetenegi tasiyan GdH-R5 enzimi,
dogal KreD ile birlikte tutuklanmasi gergeklestirildi

In-vitro biominerilizasyon klasik sol-jel yontemlerine benzemesine ragmen
biyolojik  makroromolekiillerin  tutuklanmasi  i¢in  Onemli  avantajlar

barindirmaktadir. Sol-jel metodlarin aksine biomimetik reaksiyonlar 2-50 nm
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boyutlarinda mezopor yapili partikiiller elde edilebilmektedir (Cardoso, Luckarift
et al. 2010). Bu agikliklar substrat molekiillerinin diifiizyonunu kolaylastirarak,
tutuklanan enzimin daha yiiksek Kkatalitik aktivitelerde kullanimina olanak
saglamaktadir. Saatlere kiyasla, dakikalar i¢inde protein enkapsiilasyonu verimi
ile gerceklesen immobilizasyon, fizyolojik pH kosllarinda gerceklesmektedir.
Biosilisifikasyon reaksiyonu sirasinda baslangigta 8 nm’lik yapilar olusurken,
daha sonra bu yapilar bir araya gelerek dut goriinimlii yapilar halinde

¢Okmektedir.

4.3.1. GdH-R5 immobilizasyonu

E.coli’de eksprese edilerek saflastirllan GdH-RS5, tasidigi RS dizisinin
sayesinde dakikalar igerisinde biyosilika immobilizasyonu %97 aktivite verimiyle

gergeklestirildi.

Bu amagla 2 mg/mL GdH-RS5 igeren 100 mM pH 8.0 potasyum fosfat
tamponuna, 25-100 mM silisik asit ilave edilerek 1 saat oda sicakliginda inkiibe
edildi. Silisik asit, 1 M tetraetil ortosilikatin (TEOS) 10 mM HCI igerisinde 15
dakika hidrolizlenmesi ile elde edildi. RS peptid dizisi tagimayan GdH klonunda
24 saatin sonunda silika sol olusumu gozlenmedi. Biyosilika matris igerisinde
tutuklanan enzimi tagiyan Silka (sol-jel) oda sicakliginda 5 dakika 9.000 x g ‘de
santrifiijlenerek immobilize enzim pelleti toplandi. Elde edilen pellet saf su ile iki
kez yikandi. Enkapsiilasyon verimi toplam aktivite ve protein {izerinden

hesaplandi.

4.3.2. GdH-RS5 ve KreD’in birlikte immobilizasyonu

GdH-R5  immobilizasyonu i¢in kullanmilan protokole ek olarak
immobilizasyonu ortamina RS flizyonu tagimayan saf KreD enzimi artan miktarda
eklenerek elde edilen biyosilika sol igerisinde tutuklu enzim ¢ift immobilizasyonu
gergeklestirildi. GAH-RS5 enziminin immobilizasyonu i¢in gerekli optimum silisik
asit miktar1 sabit enzim derisimine karsi test edildi (Tablo 4.5). GdH-R5
enziminin silisik asit miktarina bagli olarak immobilizasyonu veriminin

belirlenmesi amaciyla, 2 mg/mL GdH-RS igeren ¢ozelti ortamina 10-100 mM
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arasinda silisik asit ilavesine bagli olarak immobilizasyon verimi belirlendi.Sol
olusumunun tamamlanmasi i¢in 60 dakika siireyle inkiibasyonun ardindan enzim

aktivitesi standart kosullarda belirlendi.

Tablo 4.5. Silisik asit miktarinin GAH-R5 enzim enkapsiilasyonuna etkisinin incelenmesi.

GdH-R5 Si(OH), Immobilizasyon
mg/mL (mM) Verimi %

2 0 -

2 10 23
2 25 64
2 50 87
2 75 93
2 100 95

GdH-RS5 enziminin otosilisifikasyonu sirasinda kendisi ile birlikte
tutuklayabilecegi maksimum KreD enzim miktariin belirlenmesi amaciyla artan
miktarlarda KreD varliginda, 0-2 mg/mL protein, koimmobilizasyon
gerceklestirildi (Tablo 4.6). olarak 2 mg/mL GdH-R5 ve saf 0-2 mg/ml KreD
enzim 50 mM pH 8.0 fosfat tamponuna eklendi. 100 mM silisik asit ilavesi ile
immobilizasyonu gerceklestirldi. Tablo 4.6’da kullanilan KreD miktar1 8 kat
arttirildiginda (esit miktarda 2/mg/mL protein) GdH-RS enkapsiilasyonu ile KreD

immobilizasyonu verimi %9 azalmistir.

Tablo 4.6. GdH-R5 ve KreD koimmobilizasyonun optimizasyonu.

1 2 3 4 5
Toplam GdH-R5 (Unit) 21,2 21,2 21,2 21,2 21,2
Toplam KreD (Unit) 0 0,65 1,3 2,6 5,2
GdH-R5 (%) 95 95 95 95 95
KreD (%) - 93 90 87 81

4.4. Kofaktor Rejenerasyonu ve Kiral Biyokataliz

4.4.1. Serbest enzim cifti ile kiral biyokataliz
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Serbest enzim ¢ifti ile biyokataliz reaksiyonu 37 °C’da pH 7.0 fosfat
tamponunda 1 mL lizat tizerine 0.5 mM NADPH, 200 mM glukoz ve 20 mM
acetofenon eklenmesiyle baslatildi. 24 saat sonunda alinan Orneklerde
asetpfenonun indirgenmesi sonucu enantiyomerik oran ve reaksiyon verimi
belirlendi (Sekil 4.12). Tablo 4.5’te herhangi bir modifikasyon olmaksizin
eksprese edilen B. subtillis enzim giftinin ayni hiicre igerisinde ko-ekspresyonu
gerceklestirildi. Bu amagcla 3 saat 37 °C’da 1 mM IPTG indiiksiyonu sonrasinda
elde edilen lizatlar kullanilarak standart kosullar altinda 340 nm’de NADPH

izlenerek enzim aktiviteleri belirlendi.

(o]
Keton rediiktaz X
CHj >

E. coli Asetofenon NADPH .- NADP* (S)-Fenilethanol
Rekombinant 1mMIPTG T 1\ / Glukoz
protein iiretimi 37°C, 3 Saat : ort, Glukoz dehidrojenaz

™\

%)
CHE |

Sekil 4.12. Rekombinant B. subtillis GdH ve KreD ko-ekspresyonu enantiyoselektif kiral
alkol eldesi.

Ko-ekspresyon gerceklestilen hiicrede GdH ve KreD enzim aktivitesi 8,6
U/mg (0,5 mM NADPH) ve KreD aktivitesi (Etilpyruvat) indirgenmesi ile 9,2
U/mg (mg yas hiicre) olarak belirlendi. Elde edilen lizatlarda ayrica kiral alkol
sentezi gerceklestirildi (Tablo 4.7)
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Tablo 4.7. Rekombinant E.coli hiicre lizatlarinda GdH ve KreD aktiviteleri. Enzim

aktivitesi mg yas hiicre i¢in spektrofotometrik yontemle 6lgiildi. Kiral biyokataliz asetofenon

indirgenmesi GC ile analizlendi.

Enzim Aktiviteleri Biyokataliz
Rekombinant Keton rediiktaz Aktivitesi ~ Glukoz Dehidrojenaz~ Verim ee
Hiicre U/mg U/mg % %
E. coli KreD 6,9+0,8 - 174 99,0
E. coli GdH - 6,80 2,6 99,0
E. coli GdH - KreD 9,20 8,60 91,0 99,0
E. coli pet24a -* -* - -

GdH ve KreD enzimlerinin birlikte iretildigi hiicreden elde edilen lizatin,
asetofenonun (S)-1-feniletanole indirgeme reaksiyonunu yiiksek secimlilikle (eep>
%99) katalizleyebildigi gosterildi (Tablo 4.5). Cift enzim eksprese edilen hiicre
lizatlarinda ¢alisilan derisimlerde 24 saat sonunda %91 doniisiim oranina ulasildi
(Tablo 4.5). Biyokataliz sonucu olusan S ve R enantiyomerlerin kiral GC ile

ayrimi Sekil 4.16°da 6rnek kromatogramda gosterilmistir.

CHy CHy

pA

504 /\

4 @L)H ( dw”””
CF '

E (R)-Feniletanol J (5)-Feniletanol

——n
11 12 13 14 18

Sekil 4.13 Asetofenon indirgenmesi sonucu olusan tdriinlerin kiral GC ile feniletanol
enantiyomerlerinin ayrimi.

min
|
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4.4.2. immobilize Enzim Cifti ile Biyokataliz

Koimmobilizasyonu GdH-R5’mn biyosilisifikasyon yetenegi ile elde edilen
KreD (Sekil 4.14).

[ Glukoz dehidrojenaz }-[ R5 ]

+

[ Keton rediiktaz ]

0,
Biosilika tutuklama pH 8. ,0,2,5 ¢ .
0.1 M Silisik Asit
5dk
Biosilika
RS peptid dizisi /
|
4 “"/
N o -
2 3 eb‘n;g deh{drb]’r.:hlnz-ks g

Keton rediiktaz >4 5. ¢

Sekil 4.14. GdH-RS5 biyosilisifikasyonu sirasinda KreD ko-immobilizasyonu.

Tablo 4.8. NADPH rejenerasyonu i¢in immobilize GdH-R5 ve KreD enzim ¢ifti ile kiral

kataliz.
Substrat Substrat Derisimi Siire Doniisiim ee Uriin
[mM] [dakika] [%6] [%6]
0 OH
@)\ 10 120 >91 > 99 (S) ©/\
0 o]

HanO\H\CHS 10 120 100 >99 (S) HSC\./U\O/\CHQ,
0 OH
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5. TARTISMA

Oksidorediiktaz siifina bagl ketorediiktazlar (KRED) NADPH bagimli ¢ok
sayida aromatik ve alifatik prokiral ketonunun rediiksiiyonunu stereosecimli
olarak katalizleyen yesil biyokatalizorlerdir. Kiral sekonder alkollerin sentezinde
kimya ve ilag sanayinde her gecen giin yeni sentezlerde endiistriyel kullanim alani
bulmustur. NADPH bagimli bu enzimler rekombinant teknolojinin imkanlarina
paralel olarak hizla kii¢lik ve biiyiik dlgeklerde sentezlerde tercih edilmektedir.
Uriin miktarma sitokiyometrik oranda gereksinim duyulan ve indirgenmis
kofaktor gereksinimi, canlt hiicrelerin  kullanildigr  biyotransfotrmayon
reaksiyonlar1 ile saglanabilmektedir. Canli hiicre sistemlerinin reaksiyon
verimliliklerinin izole enzimlere kiyasla diisiik ve irlinlerin safsizliklara
kirlenmesi maliyetleri arttirmaktadir. Saf enzimlerin kullanilmasi1  kiral
reaksiyonlarin c¢esitliligi, verimliligi ve uygulanabilirligi acisindan Snemlidir.
Verimli ve enantiyo-se¢imli ketorediiktazlarin ve enzimatik kofaktor rejenerasyon
sistemlerinin gelistirilebilmesi amaciyla arastirmalarin sayis1 hizla artmaktadir.
Saf enzimlerin biyokataliz reaksiyonlarinda daha ¢ok yer bularak kullanilabilmesi,
immobilizasyon stratejilerinin gelistirilmesini gerekli kilmaktadir.

Doktora tezi kapsaminda keton-rediiktaz (EC ="1.1.1.2") ve kofaktorii
NADPH’mn rejenerasyonu igin, glukoz-1-dehidrogenaz (GDH; EC ="1.1.1.47")
enzimlerine ait gen bolgeleri B. subtilis 168’ten klonlanarak, E.coli BL21
hiicrelerinde {iretildi, saflastirild1 ve karakterize edildi. Bu enzimlere biomimetik
silika  minerilizasyon yetenegi kazandirilabilmesi ve bu enzimlerin
immobilizasyonlarinin gergeklestirilebilmesi amaciyla Cylindrotheca fusiformi
diatomlarinda karakterize edilen R5 peptid dizisi sentetik DNA primerleri
kullanilarak C-terminal uglara rekombinant tekniklerle transfer edildi. KreD ve
GdH enzimlerinin RS flizyon proteinleri iiretilerek, nano yapili silika sol matris
igerisine iki enzim birarada immobilizasyonu gergeklestirildi. Biomimetik silika
igerisine immobilize KreD ve Glukoz/GdH kofaktor rejenerasyon sistemi ile
asetofenon ve etil piruvat substratlar1 kullanilarak kiral alkollerin iretimi ee,>99

etkin bicimde kullanilabildigi gosterildi.
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EKLER

Ek 1 Keton Rediiktaz Enziminin DNA Dizisi

>gnl|BSUB|BSU29050 ytbE

Bacillus subtilis subtilis 168

B8§~cancac
GGCCTCGGCG
ATTGTTCACG
GGAGAAGGGA
ACATCGAAAG
AGTCTGTCCA
GGAAAGTATA
GCGATTGGCG
ATTAAGCCTA
AGATACTGCC
CTGCTGGATC
ATTATTTTGC
CACCGCATTA
CGAATCGATG
taa

ATTTACAAGC
TGTTCCAAGT
GGTACCGCAG
TTCGGGAAGG
TATGGAATGC
AACTCGGTCT
AAGAAGCTTG
TAAGCAACTT
TGATTAACCA
AAAATCAGGG
ACCCTGTATT
GCTGGGATCT
AAGAAAATGC
CACTGAATGA

AAAAGCAACA
GGAAGAAGGA
TATTGATACT
CATTGAAGAA
GGATTTAGGC
GGATTATTTG
GAGAGCGCTT
CCAAATTCAC
AGTGGAATTT
CATCCAGATG
GGCTGACATC
GCAGCATGGC
AAGCGTATTT
AAACTTGCGC

"BSU29050-MONOMER"

CTTCATAATG
TCTGAACTGG
GCAGCAATCT
GCAGGCATTT
TACGAAGAAA
GATCTATACC
GAAACGCTGT
CATCTTGAAG
CACCCGCGCC
GAGGCTTGGT
GCTCAAACAT
ATTATAACGA
GACTTTGAAT
GTCGGTCCTG

GGGTAGAAAT
TAAACGCAGT
ATGGAAATGA
CAAGAGAGGA
CACTCGCCGC
TCATCCACTG
ATAAAGAAGG
ATCTGATGAC
TCACACAAAA
CACCTTTAAT
ATAATAAATC
TTCCTAAATC
TAACGCAGGA
ATCCGGACAA

2970038..2970880

GCCTTGGTTC
TAAAACTGCC
AGCTGGAGTC
TCTGTTTATC
GTTTGAAACA
GCCTGTAGAA
CCGTATCAAA
GGCAGCTGAA
AGAGTTGATA
GCAGGGACAG
TGTCGCACAA
AACGAAGGAA
TGACATGAAC
CTTTGATTTT

Ek 2 Keton rediiktaz enziminin Protein Dizisi (His tag birlikte)

10
MTTHLQAKAT
60
AATIYGNEAGV
110
SLSKLGLDYL
160
HLEDLMTAAE
210
LLDHPVLADI
260
DFELTQDDMN

20
LHNGVEMPWE
70
GEGIREGIEE
120
DLYLIHWPVE
170
IKPMINQVEF
220
AQTYNKSVAQ
270
RIDALNENLR

30
GLGVFQVEEG
80
AGISREDLFI
130
GKYKEAWRAL
180
HPRLTQKELI
230
ITLRWDLOHG
280
VGPDPDNEDF

40
SELVNAVKTA
90
TSKVWNADLG
140
ETLYKEGRIK
190
RYCONQGIOM
240
IITIPKSTKE

GHHHHHH-

50
IVHGYRSIDT
100
YEETLAAFET
150
ATIGVSNFQIH
200
EAWSPLMOGOQ
250
HRIKENASVE




Ek 3 Keton rediiktaz enziminin Protein Dizisi (R5 peptid dizisi ve His tag ile

birlikte)

10
MTTHLQAKAT
60
AATYGNEAGV
110
SLSKLGLDYL
160
HLEDLMTAAE
210
LLDHPVLADI
260
DFELTQDDMN

HHHHHH

20
LHNGVEMPWE
70
GEGIREGIEE
120
DLYLIHWPVE
170
IKPMINQVEF
220
AQTYNKSVAQ
270
RIDALNENLR

30
GLGVFQVEEG
80
AGISREDLFI
130
GKYKEAWRAL
180
HPRLTOKELT
230
ITLRWDLOHG
280
VGPDPDNFEDF

40
SELVNAVKTA
90
TSKVWNADLG
140
ETLYKEGRIK
190
RYCONQGIQOM
240
IITIPKSTKE
290
GSSKKSGSYS

50
IVHGYRSIDT
100
YEETLAAFET
150
ATIGVSNFQIH
200
EAWSPLMOGQ
250
HRIKENASVE
300
GSKGSKRRIL

PDB id: 3B3D
B.subtilis YtbE




Ek 3 Glukoz 1 Dehidrojenaz Enziminin DNA Dizisi

>gnl|BSUB|BSU03930 gdh "BSU03930-MONOMER"

subtilis subtilis 168

atgTATCCGG
AAGGCGATGG
AATAAACAAG
GTCGTCCAAG
AAGGAGTTCG
TCTCACGAAA
TTTTTAGGAA
ATTAACATGT
AGTAAAGGCG
ATTCGCGTCA
GCTGACCCTA
CCGGAGGAGA
GGCATCACGT
GGTtaa

ATTTAAAAGG
CCATTCGCTT
ATCCGAACGA
GAGATGTCAC
GCACACTCGA
TGCCGCTCAA
GCCGTGAAGC
CCAGTGTGCA
GGATAAAGCT
ATAATATTGG
AACAGAAAGC
TCGCCGCAGT
TATTCGCGGA

AAAAGTCGTC
CGGCAAGGAG
GGTAAAAGAA
GAAAGAGGAA
TATTATGATT
GGATTGGGAT
GATTAAATAT
CGAAGTGATT
GATGACAGAA
GCCAGGTGCG
TGATGTAGAA
AGCAGCCTGG
CGGCGGTATG

GCTATTACAG
CAGGCAAAAG
GAGGTCATCA
GATGTAAAAA
AATAATGCCG
AAAGTCATCG
TTCGTAGAAA
CCTTGGCCGT
ACATTAGCGT
ATCAACACGC
AGCATGATTC
CTTGCTTCGA
ACACAATATC

GAGCTGCTTC
TGGTTATCAA
AGGCGGGCGG
ATATCGTGCA
GTCTTGAAAA
GCACGAACTT
ACGATATCAA
TATTTGTCCA
TGGAATACGC
CAATCAATGC
CAATGGGATA
AGGAAGCCAG
CTTCATTCCA

445344, .446129 Bacillus

AGGGCTCGGA
CTATTATAGT
TGAAGCTGTT
AACGGCAATT
TCCTGTGCCA
AACGGGTGCC
GGGAAATGTC
CTATGCGGCA
GCCGAAGGGC
TGAAAAATTC
TATCGGCGAA
CTACGTCACA
GGCAGGCCGC

Ek 4 Glukoz 1 Dehidrojenaz Enziminin Protein Dizisi (His-Tag ile birlikte)

>sp|P12310|DHG_BACSU Glucose l-dehydrogenase OS=Bacillus subtilis

(strain 168) 0X=224308 GN=gdh PE=2 SV=2
10 20 30 40 50
MYPDLKGKVV AITGAASGLG KAMAIRFGKE QAKVVINYYS NKQDPNEVKE
60 70 80 90 100
EVIKAGGEAV VVQGDVTKEE DVKNIVQTAI KEFGTLDIMI NNAGLENPVP
110 120 130 140 150
SHEMPLKDWD KVIGTNLTGA FLGSREAIKY FVENDIKGNV INMSSVHEVI
160 170 180 190 200
PWPLFVHYAA SKGGIKLMTE TLALEYAPKG IRVNNIGPGA INTPINAEKF
210 220 230 240 250
ADPKQKADVE SMIPMGYIGE PEEIAAVAAW LASKEASYVT GITLFADGGM
260

TOQYPSFQAGR

GHHHHHH




Ek 3 Glukoz 1 Dehidrojenaz Protein Dizisi (R5 peptid dizisi fiizyonu ve His tag)

10
MYPDLKGKVV
60
EVIKAGGEAV
110
SHEMPLKDWD
160
PWPLEFVHYAA
210
ADPKQKADVE
260
TOQYPSFQOAGR

20
AITGAASGLG
70
VVQGDVTKEE
120
KVIGTNLTGA
170
SKGGIKLMTE
220
SMIPMGYIGE

GSSKKSGSYS

30
KAMATIRFGKE
80
DVKNIVQTAT
130
FLGSREAIKY
180
TLALEYAPKG
230
PEEIAAVAAW

GSKGSKRRIL

40
QAKVVINYYS
90
KEFGTLDIMI
140
FVENDIKGNV
190
IRVNNIGPGA
240
LASKEASYVT

HHHHHH

50
NKQODPNEVKE
100
NNAGLENPVP
150
INMSSVHEVI
200
INTPINAEKF
250
GITLFADGGM






