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ÖZET 

 

 

Gosspypium hirsutum Format Dehidrogenaz Enziminin 

Oksidatif Stabilitesinde Yüzey Metionin Kalıntılarının 

Etkisinin Araştırılması 

Sinem KURT 

 

Moleküler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dalı 

Yüksek Lisans Tezi 

 

Danışman: Dr. Öğr. Üyesi Emel ORDU 

 

Optikçe saf kiral bileşiklerin eldesi hem ürün kalitesi hem de insan sağlığı için 

önemlidir. Kimyasal yöntemlerle elde edilen kiral bileşikler sonucunda rasemik 

karışımlar elde edilmektedir. Rasemik karışımlar farmasötik, gıda, tarım gibi optik 

olarak saf ürün gerektiren sektörlerde problem yaratmaktadır. Kiral moleküllerin 

sentezinde kimyasal yöntemler yerine enzimlerin kullanılması optikçe saf ürünlerin 

eldesine imkân sağlamaktadır. Endüstriyel üretimde, optikçe saf kiral ürün 

eldesinde oksidoredüktaz grubu enzimler kullanılmaktadır. Ancak bu enzimlerin 

kullanımı için oldukça pahalı bir koenzim olan NAD(P)H gerekmektedir. NAD+ 

bağımlı format dehidrogenazlar, formatı CO2‘e okside ederken; NAD+’nin NADH’e 

indirger ve NADH varlığında ise, CO2’in indirgenmesini katalizlerler. Bu nedenle 

pahalı bir koenzim olan NAD(P)H’ın rejenerasyonu ve CO2’den hidrojen yakıtının 

stabilize bir formu olan formik asit üretimi araştırmalarında önemlidir.  

Bitkilerde çevresel stres koşulları ile mücadelede anahtar rol oynayan FDH enzimi 

ıslah çalışmaları için de önemlidir. Literatürdeki CbFDH, PsFDH, SoyFDH gibi 

rekombinant enzimlerinin gerek aktivite gerekse kararlılıkları açısından 



xiii 

geliştirilmesi gerekmektedir. Bu nedenle yeni FDH’lerin araştırılması ve 

geliştirilmesi önemlidir. Mikrobiyal kaynaklı FDH’ler hakkında geniş bir literatür 

bulunmakla beraber, bitkisel FDH’lerin biyoteknolojik potansiyeli yeteri kadar 

değerlendirilmemiştir. 

Protein yüzeyindeki metionin amino asitleri oksidatif strese karşı hassastır ve 

reaktif oksijen türleri ile metionin sülfokside dönüştürülebilirler. Bu nedenle 

proteinin konformasyonunun değişmesinde ve aktivitesinin kaybolmasında kritik 

bölgelerdir. Sülfür grubu nedeniyle oksidasyona meyilli metioninin, oksidasyona 

dirençli bir lösin amino asidi ile değiştirilmesi oksidatif kararlılığın arttırılmasında 

önemli bir stratejidir.  

Bu yüksek lisans tezinde yönlendirilmiş mutagenez yöntemi ile GhFDH protein 

yüzeyinde M225L, M234L, M243L, M225/243L ve M225/234/243L mutasyonları 

yapılarak yüzey metioninlerinin oksidatif kararlılığa olan etkisi araştırılmıştır. 

Sonuçlar, M234L (0,72 s − 1 mM − 1) ve M225/234/243L (0,55 s − 1 mM − 1), yabanıl 

tipten daha yüksek katalitik etkinliğe sahip olduğunu göstermiştir. Kimyasal 

kararlılıkta en dikkat çekici sonuçlar, ikili ve üçlü mutantlarda görülmüştür. 

M225/243L ve M225/243L/234L, kef in faktörünü (sırasıyla 12,3x10-5 ve 12,8x10-5 

s-1) azaltmıştır. 

Anahtar Kelimeler: NAD+ bağımlı format dehidrogenaz, Gossypium hirsutum, 

bölgeye yönelik mutagenez, oksidatif kararlılık 
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Optically pure chiral compounds, which are very important for product quality and 

human health, are obtained by chemical methods and form racemic mixtures. 

Enzymatic methods can be used instead of chemical in the synthesis of chiral 

molecules. In industrial production, oxidoreductase enzymes are used to obtain 

optically pure chiral products. However, these enzymes require NAD(P)H, a rather 

expensive coenzyme. NAD+ dependent FDHs, while oxidizing the formate to CO2; It 

reduces NAD+ to NADH and in the presence of NADH it reduces CO2. Therefore, it is 

important in the regeneration of NAD(P)H, an expensive coenzyme, and the 

production of formic acid, a stabilized form of hydrogen fuel from CO2. FDH enzyme, 

which plays a key role in combating stress in plants, is also important for breeding 

studies. The activity and stability of existing recombinant enzymes need to be 

improved. Therefore, it is important to research and develop new FDHs. While there 

are many studies on microbial FDHs, the biotechnological potential of plant FDHs 

has not been emphasized.  
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Methionine on the protein surface are susceptible to oxidative stress and can be 

converted to methionine sulfoxide with ROS. The conformation of oxidized proteins 

may change and their activity may be lost. Replacing methionine, which is prone to 

oxidation due to its sulfur group, with oxidation-resistant leucine is an important 

strategy in increasing oxidative stability. In this master's thesis, M225L M234 and 

M243L mutations were made on the GhFDH protein surface with the directed 

mutagenesis method and their effect on oxidative stability was investigated. The 

results showed that M234L (0.72 s -1mM-1) and M225/234/243L (0.55 s -1mM-1) had 

higher catalytic activity than wild type. The most remarkable results in chemical 

stability were seen with double and triple mutants. Double (12.3x10-5 s-1) and triple 

mutant (12.8x10-5 s-1) reduced the factor in kef in. 

Keywords: NAD+ dependent formate dehydrogenase, Gossypium hirsutum, site 

directed mutagenesis, oxidative stability 
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1 
GİRİŞ 

 

1.1 Literatür Özeti 

Format dehidrogenazlar (FDH, EC 1.2.1.2), metilotrofik mikroorganizmalarda ve 

yüksek bitkilerde yaygın olarak bulunmaktadır. FDH enzimi, formatın CO2‘e 

oksidasyonunu katalizlerken; NAD+’nin NADH’ye indirgenmesini sağlamakla 

beraber uygun şartlarda NAD(P)H varlığında, tersinir olarak CO2’nin formata 

indirgenmesini katalizleyebilmektedir [1].  

Bu özellikleri ile FDH’ler, kiral bileşiklerin enzimatik sentezi sırasında kullanılması 

gereken ve pahalı bir koenzim olan NAD(P)H’ın yeniden eldesi, ortamdaki formik 

asit miktarının belirlenmesi, atmosferik CO2’in tutulması ve CO2’den hidrojen 

yakıtının stabilize edilmiş bir formu olan formik asit üretilmesi gibi biyoteknolojik 

uygulamalar için önemli enzimlerdir [2].  

NAD(P)H rejenerasyonunda kullanılan, fosfat dehidrogenaz, glukoz dehidrogenaz 

gibi başka enzimler de mevcut olduğu bilinmektedir. Bu enzimlerin NADH’a 

indirgeme aktivitesinin düşük olması ve tersinir olarak çalışırken istenmeyen yan 

ürünlerin ortaya çıkması gibi dezavantajları mevcuttur. Bu dezavantajlar ve 

maaliyet göz önünde bulundurulduğunda FDH, NAD(P)H rejenerasyonu için en 

doğru enzim olarak görülmektedir. Ayrıca FDH enzimlerinin %100’e yakın verimle 

çalışıyor olması, reaksiyon ürünü olan CO2‘nin ortamdan kolayca 

uzaklaştırılabilmesi, kullandığı substrat, koenzim ve oluşan ürünün diğer 

reaksiyonlarda inhibitör etki göstermemesi ve geniş pH aralığında çalışıyor olması 

gibi avantajları sebebiyle NAD(P)H rejenerasyonunda yaygın kullanım alanları 

bulmuştur [1, 3-5].  

FDH enziminin NAD(P)H rejenerasyonuna ek olarak karbondioksiti fikse ederek 

formik asit üretim kabiliyeti de mevcuttur. Formik asit, hidrojen yakıtının kararlı 

hala gelmiş bir formudur ve H2 gazına göre enerji kapasitesi oldukça yüksektir. 

Çevre dostu olan bu yakıt, CO2 gazının sıvı forma (formik asit) geçmesi ile elde 
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edilmektedir. Kimyasal prosedürlerle formik asit eldesi oldukça enerji gerektiren ve 

pahalı bir yöntemdir. Bu yüzden herhangi bir pahalı maddeye gereksinim duymayan 

FDH enzimi gibi biyokatalizörlerin kullanılması bu sorunları ortadan 

kaldırılabileceği düşünülmektedir [6, 7].  Format üretimini sağlayan güncel kimya 

mühendisliği metotlarının yerine geçebilecek, etkili enzimlerin arayışı sürmektedir. 

Bu arayışta CO2’i formata indirgeyebilen FDH dışında enzimlerin mevcut olduğu 

bildirilmiştir. Pirüvat dekarboksilaz, karbonik anhidraz gibi enzimlerin de CO2’i 

fikse etme yeteneği bilinmektedir. Pirüvat dekarboksilaz, CO2‘i indirgeyebilmek için 

ekimolar asetaldehite ihtiyaç duymaktadır. Karbonik anhidraz, CO2‘i etkili bir 

şekilde bikarbonata dönüştürürken indirgenme reaksiyonu değil, hidrasyon 

reaksiyonu gerçekleştirmektedir. NAD+ bağımlı format dehidrogenaz enzimleri ise 

herhangi başka bir maddeye gereksinim duymadan, yüksek seçicilik ile CO2’i 

doğrudan yüksek enerji kapasiteli formata indirgeyebilmektedir. Daha sonra 

kullanılacak olan alana göre aldehit dehidrogenaz ve alkol dehidrogenaz gibi 

enzimlerle birlikte çalışarak, formaldehit ve metanole de indirgenebilmektedir. 

Bundan dolayı NAD+ bağımlı format dehidrogenaz enzimleri CO2 indirgeme 

reaksiyonlarında sıklıkla tercih edilmektedir [8, 9].  

Fungal FDH’lerinden biri olan Candida boidinii FDH (CbFDH), ticari olarak kolay 

bulunan, çift enzimli reaksiyon sistemlerinde kullanılmaya uygun, NAD(P)H 

rejenerasyonunda ve CO2 fiksasyonunda kullanılabilen önemli bir enzimdir [9]. 

Ancak CO2‘yi formata indirgeme kapasitesi düşüktür [2, 6]. Ökaryotik ve 

prokaryotik farklı organizmalardan izole edilmiş FDH enzimlerinin (Anciyobacter 

aquaticus FDH-AaFDH, Ceriporiopsis subvermispora FDH-CsFDH, Moraxella sp. C-1 

FDH-MsFDH, Paracoccus sp. 12-A FDH-PsFDH, Thiobacillus sp. KNK 65MA FDH-

TsFDH) CO2‘i indirgeme aktiviteleri karşılaştırıldığında TsFDH’in CbFDH’den 84 kat 

fazla katalitik etkinlik gösterdiği bildirilmiştir [9]. Ancak gelişen endüstiyel teknoloji 

ile bu enzimlerin ticari anlamda geliştirilmesine ihtiyaç vardır. Bu sebeple bir 

yandan farklı kaynaklardan izole edilen endüstriyel şartlara dayanıklı yeni 

FDH’lerin izolasyonu ve karakterizasyon çalışmaları sürerken [9, 10], diğer yandan 

var olan enzimlerin geliştirilmesi amacıyla protein mühendisliği metotları 

uygulanmaktadır [11-16].  
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Literatüre bakıldığında bitki FDH’lerinin aynı zamanda birer stres proteini olduğu 

bilinmektedir. Kuraklık, sıcaklık değişimi, ağır metal kirliliği, kimyasal ajanlara 

maruz kalma, hipoksiya, patajenik mikroorganizma saldırısı gibi durumlarla 

bitkilerde FDH sentezi artmaktadır [17, 18]. Çok farklı stres faktörlerine karşı 

sentezlenmesi, FDH’in evrensel bir enzim olduğunu ve yüksek bitkilerin stres 

metabolizmasında anahtar bir role sahip olduğunu düşündürmektedir.  

FDH’ler ökaryotik canlılarda genellikle mitokondride bulunurken, A. thaliana’dan 

izole edilen FDH’in karakterizasyon çalışmasında, enzimin N-terminal bölgesinde 

kloroplasta taşındığına dair sinyal dizisi bulunmuştur. Belirli durumlarda 

kloroplastta da bulunan AtFDH enziminin tersinir olarak da çalıştığı 

düşünülmektedir [19]. Bazı bitki FDH’lerin gerekli durumlarda kloroplastta 

bulunması enerji metabolizması açısından oldukça ilgi çekicidir. Çünkü kloroplastın 

metabolizması mitokondrininkinden oldukça farklıdır. FDH’in kloroplastta 

bulunması, mitokondride mümkün olandan daha yüksek enerjili elektron kaynağı 

sağlayabileceği ve tersinir indirgenme reaksiyonlarını gerçekleştirebileceğini 

düşündürmüştür [20]. Bu hipotezi doğrular nitelikte, Peacock ve Boulter (1970) 

tarafından Phaseolus aerous bitkisinden izole edilen FDH’in (PaFDH) asidik pH’da 

(6.8) bazik pH’a (8) göre 19,7 kat fazla CO2‘i indirgeyici aktive gösterdiği 

bildirilmiştir[21]. 

NCBI (National Center for Biotechnology Information)’da 32771 NAD+ bağımlı FDH 

proteini listelenmektedir ve bunlardan yalnızca 183’ü bitki kaynaklıdır. Bitki 

FDH’lerinin ise çoğu genomik çalışmalar sonucu elde edilen varsayımsal verilerdir. 

Bitki FDH’leri çalışmalarında ise genellikle AtFDH ve SoyFDH’a odaklanılmıştır [18, 

22]. Diğer FDH’ler ile kıyaslandığında aynı zamanda birer stres proteini olan AtFDH 

ve SoyFDH H2O2’ye karşı daha kararlıdır. Bakteriyel FDH’ler arasında mutant 

PseFDH enzimi benzer bir oksidatif kararlılık göstermektedir. SoyFDH, substrat ve 

koenzim için düşük Km değeri gösterse de termal kararlılığının ve katalitik 

etkinliğinin düşük olması nedeniyle endüstriyel uygulamalar için ideal ticari enzim 

olamamıştır [22, 23].  

Protein yapısını oluşturan tüm amino asitler, farklı reaktif oksijen türleri (ROS) ile 

oksitlenmeye meyillidir. Özellikle metionin ve sistein amino asidinin yan 

zincirlerindeki sülfür atomundan dolayı proteinlerin başlıca oksidasyon 
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bölgeleridir [24, 25]. FDH enzimi, endüstriyel işlemlerde yüksek pH, sıcaklık ve 

farklı çözücü sistemlerine maruz kaldığında, içerdiği aktif sistein bakiyeleri 

nedeniyle kolaylıkla kararlılığını kaybedebilmektedir. Diğer FDH ile 

karşılaştırıldığında, stresle indüklenen bitki FDH’lerinin oksidatif kararlılıkları daha 

yüksek olsa da endüstriyel uygulamalar için geliştirilmesi gerekmektedir [26].  

Literatür incelendiğinde; sistein amino asitlerinin, enzim kinetiği ve kararlılığı 

üzerindeki etkisini incelemek ya da enzim kararlılığını arttırmak için birçok çalışma 

olduğu görülmektedir. Metionin bakiyelerinin enzim kararlılığı ve aktivitesi 

üzerindeki etkileri hakkında bilgimiz ise sisteinlere göre kısıtlıdır. Pseudomonas sp. 

101 [26, 27] Mycobacterium vaccae [28], Candida boidinii [29, 30], Candida 

methylica'dan [12, 14], izole edilen NAD+ bağımlı FDH enzimleri üzerinde sistein 

bakiyelerinin oksidasyonunu önlemek ve protein kararlılığını arttırmak için protein 

mühendisliği uygulamaları yapılmıştır. Sistein bakiyelerinin diğer amino asitler ile 

değişimi ve FDH enzimleri üzerinde disülfit mühendisliği metodu uygulanarak 

önemli başarılar elde edilmesine rağmen, bu çalışmalar birçok mutantın aktivitesi 

veya kararlılığın azalması ile sonuçlanmıştır.  

2016 yılında Zheng ve arkadaşları tarafından Candida boidinii FDH (CbFDH) 

üzerinde yapılan disülfit mühendisliği çalışmasında, protein yüzeyinde bulunan 

A10C ile C23 bakiyeleri arasında kurulan disülfit köprüsü, katalitik verimi ve 

kararlılığı arttırırken; proteinin içine gömülü olan I239C ile C262 bakiyeleri 

arasında kurulan disülfit köprüsünün koenzimin bağlanma afinitesini ve enzimin 

katalitik etkinliğini azalttığı bildirilmiştir [30]. 2000 yılında Slusarczyk ve 

arkadaşları, oksidatif strese karşı  C23S ve C23S/C262A mutantlarının, yabanıl tip 

CbFDH’e göre kararlılık seviyesini önemli ölçüde arttırdığını bildirmişlerdir [29]. 

Pseudomonas sp. 101 (PseFDH) mutantlarının hidrojen peroksit kaynaklı 

inaktivasyonu üzerine yapılan çalışmalar, PseFDH'nin format ve koenzim bağlanma 

bölgelerinde bulunan C145S ve C255A mutasyonların, enzim kararlılığını 

arttırdığını gösterirken, protein yüzeyinde bulunan C354 değişimi enzim 

özelliklerini önemli ölçüde etkilemediği gösterilmiştir [26]. Ayrıca, bir başka 

çalışmada, C255A mutasyonunun NADP+ bağlanmasını arttırdığı gösterilmiştir [27]. 

Mycobacterium vaccae N10 FDH ile yapılan çalışmada, C255V mutasyonunun 

enzimin katalitik etkinliğini ve NADP bağlanma spesifitesini arttırdığı gösterilmiştir 
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[28]. Öte yandan, sistein içermeyen Candida methylica FDH'e (CmFDH) disülfit 

köprüsünün eklenmesi, enzim aktivitesi ve kararlılığının azalmasına veya 

kaybolmasına neden olmuştur [12]. 

Sistein bakiyelerinin değişimi için birçok çalışma mevcutken, NAD+ bağımlı 

FDH'lerdeki metionin değişimi, yalnızca CmFDH ‘in M1C ve M1L değişimleri ile 

sınırlı kalmıştır. Bu çalışmalarda, M1C ve D62C bakiyelerinin arasına disülfit bağının 

eklenmesi CmFDH'in termal kararlılığını azaltırken, 1M’in sisteine değiştirilmesi 

katalitik etkinliği ve termal kararlılığı arttırmıştır ve tüm mutantlar arasında 60 

°C’de inkübasyon sonrasındaki aktivitesini en iyi koruyan M1L mutantı olmuştur 

[10, 14]. 

Enzimlerin oksidatif kararlılığı, sistein ve metionin bakiyelerinin kararlılığı ile doğru 

orantılıdır [25]. Metionin, protein fosforilasyonunu kontrol etmek ve hücredeki 

reaktif türleri temizlemek için metionin sülfoksite oksitlenerek reaktif oksijen 

türleri için bir sensör görevi görür [31-33]. Bununla birlikte, metionin oksidasyonu, 

protein kararlılığını ciddi şekilde etkiler ve endüstriyel işleme veya depolama 

sırasında biyolojik aktiviteyi azaltır [34]. Metioninin, metionin sülfoksite 

dönüşmesi, yan zincirin hidrojen bağlama kapasitesini, hacmini ve polaritesini 

artırarak protein yapısını ve kararlılığını bozduğu düşünülmektedir [35].  

Literatürde metioninlerin; glutamin, lösin, izolösin, fenilalanin, valin, alanin veya 

kodlanmamış amino asitler ile değiştirilmesinin oksidasyona etkisini araştıran 

çalışmalar bulunmaktadır [14, 35-37]. Bu çalışmalar sonucunda, proteinin oksidatif 

stres hasarını azaltmak için, metionin gibi oksidasyona meyilli amino asitlerin, 

oksidasyona dayanıklı alanin, lösin gibi amino asitler ile değiştirilmesinin; proteinin 

oksidatif stres hasarını azalttığı bilinmektedir ve birçok endüstriyel protein 

üzerinde bu strateji uygulanmıştır [25, 38].  Alkalimonas amylolytica’dan izole edilen 

amilaz enziminin 247. pozisyonundaki metionin amino asidinin lösin amino asidi ile 

değiştirilmesi oksidatif stabilititesini 7 kat arttırmakla beraber; termal kararlılık ve 

katalitik aktivitesini de geliştirmiştir. Geobacillus stearothermophilus, Bacillussp. TS-

23 ve Alkalimonas amylolytica amilazlarında metionin amino asidinin oksidasyona 

dayanıklı alanin ve lösin ile yer değiştirilmesi H2O2 varlığında proteinlerin 

kararlılığını arttırmıştır [39]. Amino hidrolaz ile yapılan bir çalışmada; M221L 

değişiminin oksidatif kararlılığı, enzimin yarı ömrünü ve aktivitesini arttırdığı 
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bildirilmiştir [40]. Savin ve Thiskov (2010)’un PsFDH’in kimyasal kararlılığını 

arttırmak için yaptıkları çalışmada; C255S ve C145S mutantları tek başına kayda 

değer bir değişikliğe neden olmazken Cys255Ala /Cys145Ser ikili mutantının 

kümülatif etkisi yabanıl tipe göre kimyasal kararlılığı 1000 kat arttırmıştır [26].  

Bu yüksek lisans tezinde, GhFDH enziminin yüzeyinde yer alan M225, M234 ve 

M243 amino asit bakiyeleri hedef alınmıştır. Hedeflenen ve oksidasyona meyilli 

yüzey metionin amino asitleri, “site directed mutagenesis” metodu ile oksidasyona 

dayanıklı lösin amino asidi ile yer değiştirilmiştir.  

1.2 Tezin Amacı 

Genel olarak enerji metabolizmasındaki görevi ile bilinmekle birlikte, bitkilerde 

oksidatif stres ile mücadelede de önemli enzimler olan NAD+ bağımlı FDH enzimleri 

özellikle, ilaç endüstrisinde önem arz eden optikçe kiral saf bileşiklerin, enzimatik 

sentezi sırasında kullanılması gereken ve pahalı bir koenzim olan NAD(P)H’ın 

yeniden eldesi ve CO2’den hidrojen yakıtının stabilize edilmiş bir formu olan formik 

asit üretimi gibi biyoteknolojik uygulamalar için önemlidir[2]. 

Bu tez çalışmasına konu olan, GhFDH enziminin önceki biyokimyasal 

karakterizasyon çalışmaları, GhFDH enziminin çevresel stres koşullarına karşı 

dayanıklılığının biyoteknolojik olarak önemli bir potansiyel taşıdığını 

göstermektedir [21]. Oksidasyon da en önemli çevresel streslerden biridir ve 

üretim, işlenme veya depolama gibi endüstriyel aşamalarda enzim inaktivasyonuna 

sebep olabilmektedir [34]. Bu yüzden oksidatif kararlılık, en önemli kalite 

parametrelerinden biridir. 

Gossypium hirsutum format dehidrogenaz (GhFDH), 9 metionin (M126, M214, M225, 

M234, M243, M258, M294, M299, M32) ve 5 sistein bakiyesine (C22, C51, C185, 

C218 ve C265) sahiptir. Sistein bakiyelerinin, farklı kaynaklardan izole edilen FDH 

enzimlerinin kinetiği ve kararlılığı üzerindeki rolü hakkında çok sayıda veri varken; 

metionin bakiyelerinin, FDH'lerin kararlılığı ve aktivitesi üzerindeki etkisine ilişkin 

bilgimiz kısıtlıdır. Bu yüksek lisans tez çalışmasında, NAD+ bağımlı GhFDH 

enziminin oksidatif kararlılığını arttırmak amacıyla protein mühendisliği 

yaklaşımlarından biri olan bölgeye özgü mutagenez yöntemi uygulanmıştır. GhFDH 

protein yüzeyinde yer alan ve oksidasyona yatkın olan metionin amino asitleri 
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(Met), oksidasyona karşı dayanıklı lösin (Leu) ile yer değiştirilmiştir. Böylece bu 

Met/Leu değişimlerinin enzimin termal kararlılığına ve aktivitesine olan etkisinin 

aydınlatılmasının yanı sıra enziminin oksidatif kararlılığının arttırılması 

amaçlanmaktadır. 

1.3 Hipotez 

Bu tez çalışmasıyla GhFDH enzimi yüzey metionin amino asit bakiyeleri (M225, 

M234 ve M243) üzerinde ilk kez protein mühendisliği metotlarından biri olan “site 

directed mutagenesis” yöntemi uygulanmıştır. Protein yüzeyindeki metionin amino 

asitleri oksidatif strese karşı hassastır ve reaktif oksijen türevleri tarafından 

kolaylıkla metionin sülfokside dönüşebilmektedir. Metionin sülfoksit redüktaz, 

okside olmuş metionini indirgeyerek bir antioksidan savunma mekanizması 

sağlamaktadır. Eğer okside olmuş metionin indirgenemezse bu bölgenin 

hidrofobikliği ve dolayısıyla protein konformasyonu değiştiğinden aktivite kaybı ile 

sonuçlanmaktadır [40]. Bu bilgiler doğrultusunda çalışmamız, GhFDH enziminde 

bulunan oksidasyona eğilimli yüzey metionin amino asitlerinin, oksidasyona 

dayanıklı lösin amino asidi ile değiştirilerek enzimin oksidatif kararlılığının 

arttırılacağı hipotezi üzerine kurulmuştur. 
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2 
GENEL BİLGİLER 

  

2.1 NAD+ Bağımlı Format Dehidrogenazlar 

NAD+ bağımlı format dehidrogenazlar (FDH, EC 1.2.1.2) doğada yaygın olarak 

bulunmaktadırlar. Bu enzimler, formatın CO2‘e oksidasyonunu katalizlerken 

NAD+’nin NADH’e indirgenmesini ve NADH varlığında ise, CO2’in indirgenmesini 

katalizlemektedirler (Şekil 2.1-2.2). 

 

Şekil 2.1 NAD+ bağımlı FDH enziminin tersinir reaksiyonu [6] 

 

Şekil 2.2 FDH tarafından katalizlenen reaksiyon[41] 
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FDH, D-spesifik 2-hidroksi asit dehidrogenaz süper familyasına mensup bir 

enzimdir. Bu süper familyanın üyeleri; kuaterner yapıları, içerdikleri prostetik 

gruplarının tipi ve substrat spesifisiteleri bakımından çeşitlilik göstermektedir 

[15],[42]. Format dehidrogenazlar aerobik bakteri, arke, maya, fungi, bitki ve 

omurgalıların  yanı sıra anaerobik türlerde de bulunmaktadır [43]. Format 

dehidrogenazlar, metal bağımlı format dehidrogenazlar ve metal bağımsız format 

dehidrogenazlar olmak üzere iki gruba ayrılırlar: İlk gruba dahil olan 

oksidoredüktazlar, optikçe aktif bileşik üretimde kozmetik, farmasötik gibi 

endüstriler için önemli biyokatalizörlerdir. İkinci gruba dahil  olan format 

dehidrogenazlar ise, aynı iki alt birimden oluşan homodimerler olarak işlev 

görmektedir ve NAD(P)+ 'ye karşı yüksek bir özgünlüğü olduğu bilinmektedir [44]. 

NAD + bağımlı format dehidrogenaz enzimi (FDH, EC 1.2.1.2), metilotropik mayalar, 

bakteriler [42, 45-47] ve bitkiler [11, 19, 48] de dahil olmak üzere birçok 

organizmada yaygın olarak bulunmaktadır. Karbon ve enerji kaynağı olarak metanol 

kullanan metilotropik mikroorganizmalar, metanolün CO2'ye oksidasyonundaki 

terminal basamağı katalizleyen NAD+ bağımlı format dehidrogenaza sahiptir. 

Metanol kullanan bakteri ve mayalarda FDH, hücrenin enerjisine katkıda 

bulunurken, patojenik bakteri ve mantarlarda FDH bir stres proteini olarak görev 

yapmaktadır [49]. Bitki FDH’leri ise formatın karanlıkta oksidasyonundan sorumlu 

olduğu gibi demir eksikliği ve farklı anaerobik stres koşullarında da ekspresyonu 

artmaktadır [50]. 

NAD+ bağımlı format dehidrogenazlar; CO2’in formata oksidayonunu katalizlerken, 

NAD+’i NADH’e indirgeme sayesinde, NAD(P)H-bağımlı oksidoredüktazların 

kullandığı ve oldukça pahalı bir koenzim olan NAD(P)H’in rejenerasyonu için 

optikçe saf ürün sentezinin önemli olduğu farmasötik, gıda, kozmetik ve tarım 

endüstrilerinde yaygın olarak kullanılmaktadır [15, 20].   
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Şekil 2.3 NAD(P) rejenerasyonu [15] 

Şekil 2.3’te, ana enzim Ep (dehidrogenaz, redüktaz, monoksigenaz, vb.) kofaktörü 

indirgeyerek kiral bileşiğin üretimini katalizlerken, ikinci enzim ER (format 

dehidrogenaz) koenzimin oksidasyonuyla tekrar NAD(P)H'ye indirgemektedir. 

Uygun şartlarda, aynı enzim her iki reaksiyonu katalizleyebilmektedir [51-53]. 

Format dehidrogenazın katalizlediği reaksiyonlar, hidrit iyonunun substrattan asit-

baz katalizi aşamaları olmadan, NAD+'nin nikotinamid parçasının, C4 atomuna 

doğrudan aktarılarak; hidrid iyon transferinin genel mekanizmasını araştırmak için 

uygun bir model olmaktadır [54]. 

Bu özellikleri ile NAD+ bağımlı format dehidrogenazlar, optikçe saf kiral bileşiklerin 

enzimatik sentezinde gerekli ve pahalı bir koenzim olan NAD(P)H’ın yeniden eldesi, 

atmosferik CO2’in tutulmasında kullanılırken, tersinir çalışarak CO2’den hidrojen 

yakıtının stabilize edilmiş bir formu olan formik asit üretilmesi, ortamdaki formik 

asit miktarının belirlenmesi gibi biyoteknolojik uygulamalar için önemli bir enzim 

olduğu bilinmektedir [20].  

2.1.1 Bitkisel NAD+ Bağımlı Format Dehidrogenazlar 

İki özdeş alt birimden oluşan format dehidrogenazlar, protestik gruplar ve metal 

iyonlar içermemektedir. NAD+ bağımlı format dehidrogenazlar; bakteriler, mayalar, 

mantarlar ve bitkiler gibi birçok farklı organizmada (patojenik olanlar dahil) 

bulunmaktadır. Bakteriyel FDH’ler sitoplazmada bulunurken, bitki FDH'leri 

mitokondride bulunmaktadır. Bitkide format dehidrogenaz aktivitesi ilk olarak 

1921 yılında fasulye (Phaseolus vulgaris) ‘de keşfedilmesine rağmen bitki kaynaklı 

FDH’ler ile yapılan çalışmaların mikroorganizma kaynaklı FDH’lere göre oldukça az 

olduğu görülmektedir [23, 55]. 
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FDH'lerin aktif ve sistematik çalışması 1970'lerin başında başlamış ve bakteriyel 

çalışmalar odaklı olarak sürdürülmüştür. Metanol kullanan bakteri ve mayalarda 

FDH, enerji metabolizmasına katkı sağlarken, son çalışmalar, patojenik 

mikroorganizmalara benzer şekilde, bitkilerde FDH’in stres proteinleri olduğu 

belirlenmiştir. Bitkilerde FDH sentezi, kuraklık, ani sıcaklık değişimi, UV ışını, 

kimyasal ajanlar [50, 56, 57], hipoksi [58] ve patojenik mikroorganizmalar [17] ile 

artmaktadır. 

Mitokondride bulunan bitki FDH’leri, hücre içindeki çözünür proteinlerin küçük bir 

bölümünü oluşturmaktadır. Bir enzimin doğrudan bitkilerden izole edilmesi, emek 

isteyen ve zaman alıcı bir işlemdir. Bitki FDH'leri çoğunlukla çok kararlı değildir, bu 

da izolasyon sırasında enzimin inaktivasyonuyla sonuçlanabilir. Bu nedenle, ortaya 

çıkan FDH’lerinin spesifik aktivitesi beklenenden çok daha düşüktür. Bitki FDH’i ilk 

kez 1951'de bezelye ve fransız fasulyesinden saflaştırılmıştır [59]. 1983 yılında, 

soya fasulyesinden (G.max) büyük miktarda FDH ekstrakte edilmiş ve bitki FDH’in 

amino asit kompozisyonunun belirlenmesi sağlanmıştır [60]. 

1993'ten bu yana patates [48], arpa [50], pirinç [61] ve A. thaliana [19, 62] olmak 

üzere sadece birkaç FDH’in cDNA’sı klonlanmıştır [63]. Bitki kaynaklı FDH 

cDNA’larının E. coli konakçı hücresinde ekspresyonu çözünmeyen inklüzyon 

cisimcikleri oluşturmaktadır [48]. E. coli hücrelerinde mitokondriye taşınma sistemi 

olmadığından bitki kaynaklı FDH enzimini kodlayan cDNA’dan mitokondriyal sinyal 

peptidini kodlayan dizinin silinmesi ile ilk kez E.coli’de aktif ve çözünür FDH enzimi 

elde edilebilmiştir. Ancak protein içeriği hücre içindeki tüm proteinlerin yaklaşık 

%0.01’i olabilmiştir [23, 61]. 

Kültür koşullarının optimizasyonundan sonra, A. Thaliana (Şekil 2.4) ve G. max'den 

izole edilen rekombinant FDH verimi, besiyerinin 500-600 mg/L'sine ulaşabilmiştir 

[15]. Böylelikle, bitki FDH'lerinin sistematik çalışmaları için gerekli tüm koşullar 

sağlanmıştır. Adreadeli ve arkadaşları (2009) L. Japonicas’dan izole ettikleri FDH 

genini E. coli’de verimle eksprese ettiklerini bildirmiştir [58]. Kurt-Gür ve Ordu 

(2018)’nun pamuk (Gossypium hirsutum) FDH’i ile yaptıkları çalışmada, % 87.3 

oranda verimle protein elde edilerek Gossypium hirsutum FDH enziminin 

biyoteknolojik potansiyeli gösterilmiştir [21]. 
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Soya fasulyesi FDH'nin, optikçe aktif bileşiklerin sentezinde kullanılan NAD(P)H 

rejenerasyonu için oldukça verimli bir biyokatalizör olmayı vaat ettiği 

öngörülmüştür [23]. Yayınlanan veriler, bitki FDH'leri özellikle çeşitli stres 

etmenlerine yanıt olarak oluştuğu için son derece önemlidir. FDH'lerin biyosentez 

düzenlemesi ve fizyolojik rolü karmaşıktır ve şimdiye kadar tam anlamıyla 

aydınlatılmamıştır. Bu enzimlerin yapı ve işlev çalışmaları henüz başlangıç 

aşamasındadır. Bu çalışmaların sonuçları, temel bilimler için büyük önem taşımakla 

birlikte, FDH'nin yüksek aktiviteye sahip mutant formlarının üretilmesi, strese karşı 

geliştirilmiş dayanıklı bitkiler tasarlamak için de yeni yaklaşımlar getirmektedir.  

 

 

Şekil 2.4 Arabidopsis thaliana’dan izole edilen NAD-bağımlı format dehidrogenaz 
enziminin X-ray kristalografi ile elde edilmiş 3 boyutlu yapısı (AtFDH) [64] 

2.2 Proteinlerin Kararlılığı 

Protein kararlılığından peptit omurgasındaki kovalent bağlar, disülfit köprüleri, 

amino asitlerin birbirleri ile ve su molekülleri arasındaki kovalent olmayan 

etkileşimler sorumludur. Kovalent olmayan etkileşimler, van der Waals, hidrofobik, 

elektrostatik etkileşimler ve hidrojen bağlarının kümülatif etkisidir. Bu kuvvetlerin 

toplamı, bir proteinin yapısal kararlılığı olarak bilinir. Termodinamik olarak protein 

doğal yapısından, katlanmamış yani yapısal olmayan polipeptid zincir formuna geçiş 

için Gibbs serbest enerji değişimi (∆G) olarak tanımlanmaktadır [41, 65]. 

2.2.1 Oksidatif Kararlılık 

Protein oksidasyonu, reaktif oksijen türleri (ROS) ile doğrudan veya oksidatif 

stresin yan ürünleri ile dolaylı reaksiyonlarla indüklenen, proteinin kovalent 

modifikasyonu olarak tanımlanmaktadır. ROS, serbest radikaller (•OH, O2•-, RS• ve 

ROO•), radikal olmayan türler (H2O2 ve ROOH) ve reaktif aldehitler ve ketonları 
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içermektedir [66].  ROS, hem amino asit yan zincirlerinde hem de protein iskeletinde 

oksidasyona neden olarak protein parçalanmasına veya protein-protein çapraz 

bağlarına neden olabilmektedir. Proteinlerin oksidasyonu; konformasyon, yapı, 

çözünürlük, proteolize duyarlılık ve enzim aktiviteleri dahil olmak üzere fiziksel ve 

kimyasal özelliklerini değiştirebilmektedir. Oksidatif stres, oksidant seviyesinin, 

organizmadaki antioksidant sisteminin ROS'u uzaklaştırma kapasitesini aştığında 

ortaya çıkmaktadır [67, 68]. ROS ve bir dizi başka reaktif bileşik, aerobik 

metabolizmanın bir sonucudur. Bu reaktif bileşikler, proteinler, lipitler ve DNA ile 

reaksiyona girerek, bunları değiştirebilir [69-71]. Bu tür değişiklikler, insanlarda 

dejeneratif hastalıklara ve yaşlanmaya neden olabilir [72].  

Bitkilerde biyotik veya abiyotik stres koşullarında ile ROS bileşiklerindeki artış, 

antioksidant sistemi aştığında oksidatif stres oluşabilmektedir. Stres altında 

elektronlar, asıl hedefleri yerine oksijene taşınmaktadır. Bu şekilde başlayan 

zincirleme reaksiyonlar ile dokularda ROS bileşikleri birikmektedir. Bu sebeple, 

stres koşullarında yan bir stres olarak ortaya çıkan oksidatif stres, tarımsal 

verimliliği tehdit eden en önemli unsur olarak kabul edilmektedir ve bitkilerde 

önemli ölçüde verim kaybına sebep olabilmektedir. Bitkilerde oksidatif stresin 

kaynağının çoğu zaman H2O2’in olduğu varsayılmaktadır. Hidrojen peroksidin 

oksitleme gücünün zayıf olmasına rağmen doğrudan sülfidril grupları ile etkileşime 

girerek fruktoz bifosfataz vb. enzimleri inaktif ettiği bildirilmiştir[73].  

Tüm amino asitler, ROS tarafından oksitlenebilmektedir. Fakat sistein ve metionin 

aminoasitleri, içerdikleri sülfür grubundan dolayı oksidasyon seviyesi yüksek 

olduğu bilinmektedir. Sisteinin, radikal oksidan ile tek elektronlu oksidasyonu 

sonucu tiyil radikalleri oluşabilmektedir [74, 75]. Sistein ve oksidanlar arasındaki 

iki elektronlu oksidasyonu sonucu, sülfenik asit (CysSOH), sülfinik asit (CysSO2H) ve 

sülfonik asit (CysSO3H) oluşabilmektedir [76]. Bu türler kararsız olmakla birlikte 

hidroliz reaksiyonları ile oksiasitler veya başka bir tiyol grubu ile reaksiyona girerek 

disülfit bağları verebilmektedir [77]. Benzer şekilde, metionin bakiyeleri, çeşitli 

oksidan türleri tarafından kolayca oksitlenebilmektedir. Metionin oksidasyonu 

sonucu oluşan ürün, sülfona oksitlenebilen sülfoksittir [78, 79]. Metionin sülfoksit, 

metionin sülfoksit redüktaz enzimi, merkaptoetanol ve ditiyotreitol gibi indirgeyici 

reaktifler ile metionine geri çevrilebilir [80, 81].  
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2.2.2 Termal Kararlılık 

Termofilik organizmalar, 120 °C'ye kadar sıcak ortamlarda yaşayabilmek için 

evrimleşmiş organizmalardır. Bu moleküller, ekstrem koşullar altında 

kararlılıklarını ve fonksiyonlarını korumak için farklı stratejilerle evrimleşmiştir. 

Protein mühendisliği uygulamaları doğayı taklit ederek, mezofilik proteinlere, 

ekstremofilik proteinlerin özellikleri kazandırılarak kararlılıkları 

geliştirilebilmektedir [65, 82].  

Endüstriyel üretim süreçlerin başlıca sorunlardan biri katalitik aktivitesi yüksek 

enzimlerin yüksek sıcaklıklarda denatüre olarak aktivitesinin azalması ve zamanla 

aktivitesini kaybetmesidir. Bu yüzden termofilik canlılardan (Thermus aquaticus, 

Pyrococcus furiosus ve Thermococcus litoralis vb.) izole edilen enzimler yüksek 

sıcaklıklarda muamele edilmesi gereken uygulamalar için ideal enzim adaylarıdır. 

Örnek olarak moleküler biyoloji sektöründe sıklıkla kullanılan polimeraz zincir 

reaksiyonu katalizleyen DNA polimeraz enzimi bir termofilik bir proteindir. Fakat 

termofilik canlılarla çalışmak zordur. Bu yüzden çalışılması nispeten daha kolay 

mezofilik canlılardan izole edilen proteinler, termofilik özellikler kazandırarak 

proteinlerin termal kararlılık seviyelerinin arttırılması hedeflenmektedir. Bu 

özellikler çalışılan proteine göre değişse de literatürdeki çalışmalar; termofilik 

proteinlerde van der Waals etkileşimlerinin, hidrojen bağlarının, tuz köprülerinin, 

dipol-dipol etkileşimlerinin fazla olduğu ve disülfit köprülerinin, hidrofobik 

etkileşimlerinin ve yüzeyde kısa loop yapılarının olduğunu göstermektedir [41, 83-

85].  
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2.3 Protein Mühendisliği 

Protein mühendisliği, istenen işlevleri elde etmek için yeni proteinlerin sentezini 

veya mevcut protein dizisinde / yapısında değişiklik yapılmasını içermektedir. Yeni 

protein tasarım algoritmaları, yapısal biyoinformatiğin ilerleyişi, moleküler kuvvet 

alanları ve 3D protein yapısı ile ilgili bilgilerin artması, protein mühendisliği 

uygulamaları için hesaplamalı yaklaşımların kullanılmasını mümkün kılmıştır [86]. 

Proteinlerin özelliklerinin geliştirilmesi ya da değiştirilmesi için genel olarak iki ana 

protein mühendisliği yaklaşımı olan rasyonel tasarım ve yönlendirilmiş evrim 

kullanılmaktadır. İlk yaklaşım olan rasyonel tasarımda, protein yapısı bilgisi 

kullanılmaktadır ve protein yapı iskeletlerini (örneğin biyokatalizörün aktif bölgesi) 

modifiye etmek için bölgeye yönlendirilmiş mutagenez kullanılmaktadır. Bu 

yaklaşım için, hedef proteinin amino asit dizi bilgisi ve protein yapı bilgisi 

gerekmektedir. İkinci yaklaşım, yönlendirilmiş evrim olarak adlandırılmaktadır. 

Yönlendirilmiş evrim, çok sayıda rastgele mutagenez veya rekombinasyon ardından 

mutant kütüphanesinin taranmasını içermektedir [87]. Yönlendirilmiş evrimde, 

protein yapısının bilgisi gerekli değildir. Yönlendirilmiş evrimin problemi, 

fonksiyonel dizi bilgisinin sınırlı olmasından dolayı örneklemelerin veriminin az 

olmasıdır. Bununla birlikte, kısmi yapısal bilgi mevcut ise üçüncü bir protein 

mühendisliği yaklaşımı olarak tanımlanan yarı rasyonel dizayn (bölge doyurulmuş 

mutagenez) uygulanabilmektedir. Bölge doyurulmuş mutagenezin avantajı rastgele 

mutasyonları bir bölgede sınırlayarak taranması daha kolay akıllı kütüphanelerin 

oluşturulabilmesidir [14]. 

2.3.1 Rasyonel Dizayn 

Rasyonel dizayn yaklaşımında, bilgisayar tabanlı modelleme ve biyoinformatik 

bilgisi ile proteinin yapısal ve işlevsel özelliklerini belirlenebilmekte ve hedeflenen 

bölgelerde mutasyon gerçekleştirilebilmektedir. Bu hesaplamalı yöntem 

yaklaşımında hedeflenen proteinin amino asit dizi bilgisi, yapısı ve fonksiyon bilgisi 

gerekmektedir. Rasyonel dizayn ile yapılan değişiklik, insersiyon, delesyon ya da 

inversiyon olabileceği gibi nokta mutasyonu ya da kaset mutasyonu da 

olabilmektedir. Rasyonel dizayn yapılırken istenilen değişiklikler, proteine PCR 

tabanlı bir yöntem olan bölgeye yönelik mutagenez yöntemi ile sokulmaktadır [88, 

89]. 
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2.3.1.1 Bölgeye Yönelik Mutagenez 

Bölgeye yönelik mutagenez, bir genin DNA dizisinde ve herhangi bir gen ürününde 

spesifik değişiklikler yapmak için kullanılan PCR işlemine dayalı bir moleküler 

biyoloji yöntemidir. Bölgeye özgü mutagenez DNA, RNA ve protein moleküllerinin 

yapısını ve biyolojik aktivitesini araştırmak için de kullanılmaktadır [90]. 

Bölgeye özgü mutagenez için temel prosedür şöyledir: istenen mutasyonu içeren 

kısa sentetik oligonükleotit, kalıp DNA'nın tamamlayıcısıdır, böylece ilgilenilen 

gendeki DNA ile hibridize olabilmektedir. Mutasyon, tek bir baz değişikliği (bir 

nokta mutasyonu), çoklu baz değişiklikleri, delesyon veya insersiyon 

içerebilmektedir. Tek iplikli primer daha sonra genin geri kalanını kopyalayan bir 

DNA polimeraz kullanılarak uzatılır. Bu şekilde çoğaltılan gen, mutasyona uğramış 

bölgeyi içerir ve daha sonra bir vektör yardımıyla hücreye sokulur ve klonlanır. Son 

olarak, istenen mutasyonu içerip içermediklerini kontrol etmek için DNA dizi analizi 

ile gen dizisi kontrol edilir [91]. 

Kunkel’s metot [92], kaset mutagenez [93], PCR tabanlı bölgeye yönelik mutagenez 

[94],  “Whole Plasmid” mutagenez [95] olmak üzere çeşitleri mevcuttur. Bu yüksek 

lisans tezinde de kullanılan PCR tabanlı bölgeye yönelik mutagenez (Şekil 2.5) 

yönteminin protokolü kısaca şöyledir: İstenilen mutasyon(lar), kalıp plazmiti 

çoğaltan bir PCR protokolü ile primerler (istenen mutasyona sahip) kullanılarak 

plazmitlere sokulmaktadır. Kalıp DNA, metilasyona bağımlı bir endonükleaz (DpnI) 

kullanılarak kesilerek bakteriye, nükleaza dirençli plazmit (PCR ürünü) 

aktarılmaktadır. Plazmitler, elde edilen kolonilerden izole edildikten sonra istenilen 

mutasyon için taranmaktadır. Son olarak pozitif kolonilerde, hedeflenen 

mutasyonun varlığını ve ek mutasyonların olup olmadığını kontrol etmek için DNA 

dizi analizi yapılmaktadır [96]. 
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Şekil 2.5 PCR tabanlı bölgeye özgü mutagenez metodu [97] 

 



18 

2.4 Homoloji Modelleme 

Homoloji modellemesi, birden çok adımdan oluşan bir yapı tahmin yöntemidir ve 

küçük farklılıklar içeren ortak prosedürlere sahiptir. Homoloji modelleme, 3 

boyutlu yapısı belirlenmemiş proteinlerin yapısını tahmin etmek için en doğru ve 

güvenilir hesaplama yöntemidir. Homoloji modellemesi, sorgulanan proteininin üç 

boyutlu yapısını, kalıp proteinler ile dizi hizalaması yoluyla tahmin etmektedir. 

Genel olarak, homoloji modelleme yöntemi: hedef tanımlama, dizi hizalama, model 

oluşturma ve model geliştirme olmak üzere 4 adımdan oluşmaktadır [98]. Homoloji 

modelleme basamakları Şekil 2.6'da özetlenmiştir. 

 

Şekil 2.6 Homoloji modelleme basamakları [99] 
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Homoloji modellemesi için bu yüksek lisans tezinde SWISS MODEL sunucusu 

kullanılmıştır. SWISS-MODEL’de homoloji modelleme için gerçekleştirilmesi 

gereken ana basamakların sırası şöyle olmaktadır: Sorgulanan hedef proteinin dizisi 

FASTA, Clustal veya düz metin formatında girilmektedir. Hedeflenen proteinin 

dizisi, veri tabanında sorgulanarak, homolog proteinler yüzdesel olarak en yüksek 

eşleşmeye sahip olandan düşük olana doğru sıralanmaktadır. Planlanan çalışmaya 

göre, yüzdesel olarak yüksek homoloji gösteren protein(ler) kalıp olarak 

seçilmektedir ve seçilen her kalıp için korunmuş amino asitlerin koordinatları 

aktarılarak, 3 boyutlu protein modeli sunucu tarafından otomatik olarak 

oluşturulmaktadır. Oluşturulan modellerin, model kalite tahmin skoruna bakarak 

oluşturulan modelin doğruluğuna ilişkin yorum yapılabilmektedir[100]. 

Tablo 2.1’de verilen modelleme araçlarının avantaj ve dezavantajları mevcuttur. Bu 

araçları karşılaştırmak için; aynı veri kümesine karşı, aynı süre zarfında, tamamen 

aynı parametre kümesini kullanarak test edilmektedir. CASP (Protein Yapısı 

Tahmininin Kritik Değerlendirmesi), 1994'ten bu yana iki yılda bir gerçekleşen 

protein yapısı tahmini için dünya çapında bir deneydir [101]. CASP, yapı tahmin 

yöntemlerini objektif olarak test etme ve protein yapı modellemesindeki son 

teknolojiyi bağımsız bir şekilde değerlendirme fırsatı sunmaktadır. CASP'nin birincil 

amacı, amino asit dizisinden proteinin üç boyutlu yapısını belirleme yöntemlerini 

geliştirmeye yardımcı olmak olsa da CASP sayesinde, mevcut araçlarda büyük 

iyileştirmeler yapılmıştır. Ayrıca, CAMEO topluluk projesi [102] LiveBench [103] ve 

EVA [104, 105] otomatikleştirilmiş yapı tahmin sunucularının sürekli olarak 

değerlendirmesini sağlayan diğer kaynaklardır [106]. 
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Tablo 2.1 Popüler homoloji modelleme araç ve sunucuları[99] 

 

 

Homoloji 

Modelleme 

Sunucuları ve 

Araçları 

Açıklama 

 

MODELLER 

Uzamsal kısıtlama yöntemi ile proteinlerin 3 boyutlu yapısını 

oluşturan bir homoloji modelleme aracıdır. Ücretsiz erişilebilir, 

güçlü özelliklere sahiptir ve güvenilir sonuçlar verir. 

 

I-TASSER 

Protein yapı tahmini için internet bazlı hizmet sağlayan bir 

sunucudur. CASP deneyinin sunucular bölümünde en iyi 

yöntemlerden biri olduğu görülmüştür.  

 

SWISS-MODEL 

Proteinin, amino asit diziliminden 3D yapısını veren bir 

sunucudur. Web arayüzü kullanışlıdır. Bu sunucu, en uygun 

şablonu seçmek için model kalite tahminini kullanır ve tahmini 

oluşturulan modellerin doğruluğunu verir. 

 

 

MOE 

Segment eşleştirme ve ekleme veya silme bölgeleri yaklaşımlarının 

modellemesinin bir kombinasyonudur. 3D yapı tahminine ek 

olarak, gelişmiş loop modelleme, gelişmiş hizalama yöntemleri ve 

güçlü hizalama görselleştiricisi ve düzenleyicisine sahiptir. 

 

PHYRE2 

Bu modelleme, 3D yapılar oluşturmak için çeşitli tespit araçları 

kullanır. Protein amino asit dizileri arasında ligand bağlanma 

tahmini ve varyant analizi gibi özel özelliklere sahiptir. 

 

HHPRED 

Bu araç, profil gizli Markov modellerinin (HMMs) tekli veya çoklu 

sorgu dizisinden, ikili karşılaştırma yaparak 3D yapılar oluşturur. 

 

ROBETTA 

ROSETTA parça ekleme yöntemine dayanarak, protein bölgesinin 

hem başlangıç hem de homoloji modellerini verir. 

PMP PMP, model oluşturma ve kalite değerlendirmesi için etkileşimli 

arayüz sağlar. 

 

ICM 

Doğruluğu yüksek 3 boyutlu yapı veren homoloji modelleme 

araçlarından biridir. Özellikleri arasında hızlı model oluşturma, 

loop tahmini, model doğrulama ve iyileştirme bulunur. 
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Tablo 2.1 Popüler homoloji modelleme araç ve sunucuları (devamı) [99] 

 

 

PRIME 

Doğru protein yapısı tahmini için güçlü bir pakettir. Yüksek doğrulukta 

yapı oluşturmasının yanı sıra gelişmiş simülasyon sağlar. Homoloji 

modellemesini ve katlanmayı doğrulamasını bir paket halinde birleştirir. 

Kullanımı kolay bir arayüze sahiptir. 

SCWRL4 İyi doğrulukta hızlı ve kullanımı kolay bir araçtır. 

 

INTFOLD 

Yapı içi bozuklukları, domainleri ve protein-ligand bağlanma alanlarını 

tahmin eden bağımsız bir sunucudur. 
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3 
MATERYAL VE METOT 

 

3.1  Materyal 

3.1.1 Kullanılan Hücreler ve Vektör 

Bu çalışmada kompatent hücre olarak ticari bakteri suşu kullanılmıştır [DH5α -T1 

E. coli (F φ80lacZ∆M15 ∆ (lacZYA-argF) U169 recA1 endA1 hsdR17 (rk -, mk +) phoA 

supE44 thi-1 gyrA96 relA1 tonA) (Invitrogen)  ticari kompatent hücre].  GhFDH geni, 

pQE-2 vektörüne (Şekil 3.1) klonlanmış ve stok hücre olarak sağlanmıştır. 

.  

Şekil 3.1 pQE-2 vektör haritası [107] 



23 

 

3.1.2 Mutasyon Primerleri 

Tablo 3.1 Hedeflenen amino asitlere özgü tasarlanan mutasyon primerleri 

M225 FP: 5’-ATTATTGTCATAAATCTACCTCTAACTGAGAAG-3’ 

RP: 3’-TAATAACAGTATTTAGATGGAGATTGACTCTTC-5’ 

M234 FP: 5’-GAGAAGACAAGAGGGCTATTTGACAAAGATCGG-3’ 

RP: 3’-CTCTTCTGTTCTCCCGATAAACTGTTTCTAGCC-5’ 

M243 FP: 5’-GATCGGATCGCGAAGCTAAAGAAGGGAGTCCTG-3’ 

RP: 3’-CTAGCCTAGCGCTTCGATTTCTTCCCTCAGGAC-5’ 

3.1.3 Kullanılan Kitler 

- Plazmit izolasyon kiti Plasmid Miniprep Kit I, peqGOLD (732-2780) 

- Quick Start™ Bradford Protein Assay (Bio-Rad) 

3.1.4 Kimyasal ve Malzemeler 

Sodyum hidroksit (NaOH, Sigma Aldrich), hidroklorik asit (HCI, Sigma-Aldrich), 

etanol (EtOH, Sigma Aldrich), etilendiamintetraasetik asit (EDTA Sigma Aldrich), 

quartz küvet (Sigma Aldrich), Tris (Sigma Aldrich), Agaroz (Sigma Aldrich), 

Nikotinamid Adenin Dinükleotit (NEB), sodyum format (MERCK), 1 kb DNA Markör 

(NEB). 

3.1.5 Kullanılan Besiyerleri 

- Luria Broth (LB):10 g Tripton, 5g Yeast Extract, 10 g NaCl üzerine saf su ilave 

edilerek 1 litreye tamamlanarak hazırlanmıştır. pH 7’ye ayarlandıktan sonra 

121 °C’de 15 dakika otoklavda steril edilmiştir. Katı LB için sıvı 1L LB’ye 15 

g Agar ilave edildikten sonra 121 °C’de 20 dakika otoklavlanarak 

sterilizasyon gerçekleştirilmiştir. 

- SOC (Super Optimal Broth with added Glycose): 49 ml SOB’ye, 1 ml steril 1 M 

glikoz solüsyonu eklenerek hazırlanmıştır.   

- TB (Terrific Broth) besiyeri: 1 litre için; 12 g tripton, 24 g maya ekstratı ve 4 

ml gliserol 900 ml distile su içerisinde çözündürülüp ve 121 °C’de 1,5 atm 
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basınçta 15 dakika otoklavda steril edilmiştir. Otoklavdan sonra besiyerinin 

sıcaklığı 60 ˚C’ ye düştüğünde  100 ml steril potasyum fosfat tamponu (100 

ml için; 2,31 g KH2PO4 ve 12,54 g K2HPO4.) ilave edilmiştir. 

3.1.6 Kullanılan Tampon Çözeltileri 

- 10X TBE Tamponu: 54 g Tris, 27,5 g Borik Asit, 20 ml 0,5 M EDTA (pH 8.3), 1 

L saf su ile tamamlanmıştır. 

- DNA yükleme boyası: 250 mM Tris-HCl pH 7.5, %0,2 bromfenol mavisi, %0,2 

ksilen siyanol ve % 40 gliserol karıştırarak elde edilmiştir. 

- Etidyum bromür stok solüsyonu (EtBr): 5 mg/ml EtBr’e steril saf su ilave 

edilmiştir. 

- Ampisilin: 100 mg/ml stok solüsyon hazırlandı ve 0.22 µm membran filtre ile 

sterilize edilmiştir. 

- IPTG (Isopropyl-B-D-thiogaltopyranoside): 1M stok solüsyon hazırlanarak 

ve 0.22 µm membran filtre ile sterilize edilmiştir. 

- Potasyum fosfat tamponu (pH 7; 1M; 1L): 20,1 g K2HPO4 ve 11,51 g KH2PO4  

tartılıp, distile suda çözündürülerek 1 litreye tamamlanmıştır. 

- Protein saflaştırma tamponları: 

 Bağlanma tamponu (pH 8): 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 10 mM 

imidazol içermektedir. 

 Yıkama tamponu (pH 8): 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 20 mM imidazol 

içermektedir. 

 Elüsyon tamponu (pH 8): 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 500 mM 

imidazol içermektedir. 

3.1.7 Kullanılan Enzimler 

- DpnI endonükleaz (Thermo Fisher Scientific 500 U) 

- Platinum® Taq High Fidelity DNA polimeraz (Thermo Fisher Scientific 

11304011) 
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3.2 Metot 

3.2.1 Homoloji modelleme 

Rekombinant GhFDH geni, 348 amino asit içeren 38.65 kDa büyüklüğünde bir 

protein kodlamaktadır. Homodimerik yapıdaki GhFDH enzimi M126, M214, M225, 

M234, M243, M258, M294, M299, M321 olmak üzere 9 metionin amino asidi 

içermektedir. Şekil 4.2’de homoloji modellemede kalıp amino asit dizisi olarak 

kullanılan ligand bağlanmış NAD+ bağımlı Arabidopsis thaliana format dehidrogenaz 

(AtFDH, PDB ID: 3N7U, resolution 2.0 Å) enzimi ile GhFDH’in amino asit homolojisi 

ve metionin bakiyeleri gösterilmektedir. 

Rekombinant GhFDH’in 3- boyutlu yapı modeli, SWISS-MODEL aracılığı ile %87,6 

dizi benzerliği gösteren Arabidopsis thaliana format dehidrogenaz apo-form AtFDH 

(pdb kod: 3NAQ_A, çözünürlük 1.70 Å) ve ligand bağlanmış AtFDH (pdb kod: 3N7U, 

çözünürlük 2.0 Å) kalıp olarak kullanılarak elde edilmiştir. 

SWISS-MODEL’da oluşturulan homoloji modeli kalıp olarak kullanılarak PyMOL 

2.4’te yüzey metionin bakiyelerinin birbirlerine ve NAD+’a ve olan uzaklıkları 

belirlenmiştir (Şekil 4.5). 

Çalışmamızda 9 metionin (Met) amino asit bakiyesi arasından protein yüzeyinde 

bulunduğu tespit edilen M225, M234 ve M243 pozisyonları hedef alınmıştır.  Bu 

pozisyonlardaki metionin amino asitleri bölgeye yönlendirilmiş mutagenez yöntemi 

kullanılarak oksidasyona karşı dayanıklı amino asitlerden biri olan lösin (Leu) ile 

yer değiştirilmiştir. Yabanıl tip ve mutant GhFDH’lerin kinetik özellikleri, termal ve 

oksidatif kararlılıkları analiz edilerek metionin oksidasyonunun GhFDH enzimin 

inaktivasyonundaki etkisi incelenmiştir.  

3.2.2 Bölgeye Yönlendirilmiş Mutagenez 

Hedeflenen mutasyonlar için tasarlanmış sentetik oligonükleotidler (Tablo 3.1) 

kullanılarak, PCR aracılığıyla GhFDH'nin yüzeyinde 225, 234 ve 243 pozisyonlarında 

bulunan Met/Leu değişimi gerçekleştirilmiştir. Mutasyon PCR’ları için kalıp olarak 

pQE-2 TAGZyme ekspresyon vektörüne klonlanmış his-kuyruklu yabanıl tip GhFDH 

geni kullanılmıştır. GhFDH'nin lineer plazmidini elde etmek için PCR reaksiyonu 

tablo 3.2’de belirtildiği gibi gerçekleştirilmiştir. Mutasyon PCR’ı için 50 ng kalıp 

DNA, 0.2 mM dNTP, 0.2 µM ileri ve geri mutasyon primerleri ve 1 ünite Platinum® 
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Taq High Fidelity DNA polimeraz kullanılmıştır. PCR ürünleri, %0,8 agaroz jel 

elektroforezi ile görüntülenmiştir. Elde edilen PCR ürünleri, 37°C'de 4 saat boyunca 

10 ünite DpnI endonükleaz (Thermo Fisher Scientific 500 U) ile inkübe edilerek, 

yabanıl tip GhFDH genlerini elimine etmek için kesilmiştir. DpnI endonükleaz 

inaktivasyonu için 80 °C'de 20 dk inkübe edilmiştir. 

Tablo 3.2 PCR reaksiyon koşulları 

Sıcaklık Süre Döngü 

94 °C 2 dakika 1 

94 °C 15 saniye 

30 57 °C 30 saniye 

68 °C 5,5 dakika 

 

3.2.3 Transformasyon 

Mutasyona uğramış GhFDH genlerini içeren 5 µl DpnI kesim reaksiyon ürününün, 

kompetent hücrelere transformasyonu, aşağıdaki koşullarda gerçekleştirilmiştir: 

Transformasyon koşulları: 

- 5 μl DpnI kesim reaksiyonu, buzda erimiş 50 μl kompetent hücreye eklenmiş 

ve 30 dk inkübe edilmiştir. 

- Bakteriler buzdan alınıp 42°C’ de 30 saniye inkübe edilmiştir.   

- 42°C’ den alınan bakteriler, buzda 2 dk inkübe edildikten sonra ve üzerine 1 

ml SOC eklenmiştir. 

- 37°C’de 1,5 saat çalkalamalı inkübatörde inkübasyona bırakılmıştır  

- İnkübasyon süresi bittikten sonra 4000 rpm’de 5 dk santrifüj edildikten 

sonra, süpernatanttan 100 μl kalacak şekilde üst sıvı atılmış, kalan 

süpernatantla pellet çözdürülmüştür. Ampsilinli LB Agara ekilmiştir. 37 

°C’de gece boyu inkübe edilmiştir. 
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Transformantlar için, 100 µg ml− 1 ampisilin içeren Luria – Bertani agarda 

seçilim yapılmıştır.  

- Mutasyona uğratılmış konumlar, DNA dizileme analizi ile doğrulanmıştır. 

3.2.4 Yabanıl Tip ve Mutant GhFDH’lerin Ekspresyonu 

pQE-2 ekspresyon vektörü içinde yer alan histidin kuyruklu rekombinant yabanıl 

tip ve mutant GhFDH genleri aşağıdaki koşullarda ekspresyonu sağlanmıştır: 

-  İlgili vektörü içeren E. coli DH5α hücreleri 37 °C’ de gece boyu (16 saat) LB 

besiyerinde 250 rpm’de çalkalanarak büyütülmüştür.  

- Gece boyu büyümüş hücre kültüründen 40 ml, ampisilin (100 μg/ml) içeren 

800 ml TB besiyerine eklenerek ve 37 °C’ de OD600 değeri 0.6 ya ulaşana 

kadar çalkalanarak büyütülmüştür. 

- Kültüre son konsantrasyonu 1mM olacak şekilde, 1M IPTG (isopropyl-β-D- 

thiogalactopyranoside) eklenerek GhFDH gen ekspresyonu indüklenmiştir.  

- IPTG ile indüklendikten sonra 24 °C’de 24 saat çalkalanarak büyütülmüştür.  

- Kültür 4000 g’de 20 dk santrifüj edilerek pellet -80 °C’ de saklanmıştır. 

3.2.5 Enzimlerin Saflaştırılması 

pQE-2 ekspresyon vektörü içerisinde bulunan 6xHis-kuyruğu içeren GhFDH geninin 

ekspresyonu ve enzimin izolasyonu Ni-NTA rezin kullanılarak Ordu ve ark. 

(2013)’de anlatıldığı gibi gerçekleştirilmiştir[13]:  

- 800 ml'lik kültürden santrifüj edilen hücreler, 12 ml bağlanma tamponu 

içerisinde süspanse edildikten sonra 1 mg/ml oranında lizozim eklenip ve 30 

dk buzda çalkalamalı inkübasyona tabi tutulmuştur. 

- O sırada 500 ml Ni-NTA rezine 2,5 ml bağlanma tampon eklenip ve buzda 

çalkalamalı inkübasyona tabii tutulmuştur. 

- Lizozime maruz bırakılmış kültür, inkübasyon sonrası 200-300 W’de 1 

dakika (10 sn vuruş-10 sn duruş) sonikasyon yapılmıştır. 

- Total protein ekspresyonunun belirlenmesi için 50 µl numune ayrılarak SDS-

PAGE’de kontrol edilmiştir.  

- Kalan hücre süspansiyonu 15000 g'de 15 dakika boyunca 4 °C'de santrifüj 

edilmiştir.  
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- Bağlanma tampon içindeki rezin, 1000 xg’de 1 dk santrifüj yapılarak üst faz 

atılmıştır.  

- Rezinin üzerine 12 ml temizlenmiş lizat ilave edilerek 45 dakika boyunca 4 

°C'de çalkalanarak rezin ile proteinin reaksiyona girmesi sağlanmıştır (yatay 

bir çalkalayıcıda 50 devir / dakika).  

- Karışım 1000 g’de 1 dakika süreyle santrifüje tabi tutulup resin 

çöktürülmüştür.  

- Pellet haline getirilmiş rezin, 1 dakika süreyle 1000 g'de santrifüj ile 3 ml 

yıkama tamponu ile iki kez yıkanmıştır.  

- His-kuyruklu proteinler 1000 g'de 1 dakika süreyle 6 kere santrifüje edilerek 

1 ml'lik elüsyon tamponlarına alınmıştır.  

- Elde edilen protein +4 °C’de muhafaza edilmiştir. 

- Elüe edilen proteinler, SDS poliakrilamid jel (%12 w/v) elektroforezi ile 

analiz edilmiştir.  

3.2.5.1 Ultrafiltrasyon 

Enzim saflaştırılması ile elde edilen elüsyon tamponu içinde bulunan 6 enzim 

fraksiyonu ultrafiltrason tüpüne aktarılmıştır ve üzerine tüpün haznesini 

dolduracak şekilde 50 mM, pH 7 potasyum fosfat tamponu eklenmiştir. 3000 g’de 

30 dk santrifüj edildikten sonra üzerine 2 kez daha potasyum fosfat tamponu 

eklenerek, santrifüj işlemi tekrarlanmıştır. En son tüp haznesinde 1 ml kalacak 

şekilde santifüje devam edilmiş, kalan 1 ml yeni tüpe alınmıştır. Elde edilen 

enzimlerin muhafazası +4°C’de gerçekleştirilmiştir. 

3.2.5.2 Protein Miktar Tayini 

Protein konsantrasyonu, Quick Start™ Bradford Protein Assay (Bio-Rad) kiti 

kullanılarak  Bradford (1976) [108] yöntemi ile belirlenip ve 39 kDa monomer 

kütlesi kullanılarak monomerik protein konsantrasyonu cinsinden ifade edilmiştir. 

3.2.6 Kararlı Hal Kinetiğinin Belirlenmesi 

Kararlı hal kinetik deneyleri, 20 mM pH 7 potasyum fosfat, 1 mM NAD+, 0–40 mM 

format, 0,4 μM enzim içeren bir reaksiyon karışımında Shimadzu 1800 çift ışınlı (10 

mm yol uzunluğu) UV-VIS spektrofotometre kullanılarak oda sıcaklığında 

gerçekleştirilmiştir. Reaksiyon sonucunda ortaya çıkan NADH üretimi, 340 nm'deki 
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absorpsiyon artışı ile izlenmiştir [14]. 3 tekrarlı ölçümlerden elde edilen veriler, 

“Grafit 5 Kinetics” yazılımı kullanılarak değerlendirilmiştir. 

3.2.7 Termal Kararlılığının Belirlenmesi 

Protein örneklerinin termal kararlılığı, üç tekrarlı olarak 25 °C ile 70 °C arası 

sıcaklıklarda (5 °C aralıklarla), 20 dakika inkübe edildikten sonra 340 nm'de NADH 

üretimi ölçülerek belirlenmiştir. Aktivite ölçümleri; 10 mM format, 1 mM NAD + ve 

0.4 μM enzim 20 mM pH 7 potasyum fosfat içeren reaksiyonda oda sıcaklığında 

gerçekleştirilmiştir. 

Optimum koşullardaki aktiviteyi %50 azaltmak için gereken sıcaklığı gösteren T0.5 

değeri, “Grafit 5 Kinetics” yazılımı kullanılarak sıcaklığa karşı kalan aktivite 

grafiğinden belirlenmiştir. 

3.2.8 Oksidatif Kararlılığının Belirlenmesi 

Oksidatif kararlılığın belirlenmesi deneyinde inaktivasyon madde olarak hidrojen 

peroksitin kullanılmıştır. Hidrojen peroksit kullanılmasının 3 ana nedeni: Hidrojen 

peroksit küçük bir moleküldür ve hem yüzey tiyollerini hem de protein globülünün 

içinde bulunanları okside edebilmektedir [109]. Hidrojen peroksit, doğal olarak 

oluşan bir inaktive edici ve sinyal verici bir ajandır. Doğal kökenli ve küçük boyutlu 

oluşu ile, in vivo FDH kararlılık deneyleri için ideal bir kimyasal maddedir [55]. Stres 

koşulları altındaki hücrelerde hidrojen peroksit konsantrasyonu artar. Bazı 

durumlarda, hücredeki FDH konsantrasyonun stres altında önemli ölçüde arttığı 

gözlemlenmiştir. Örneğin; bitkilerde, FDH stres altında mitokondrideki enzim 

içeriği toplam proteinin %9'a kadar ulaşabildiği bildirilmiştir [110]. Bu da hidrojen 

peroksit ve FDH enziminin belirli stres koşullarda pozitif korelasyon ilişkisi 

olduğunu göstermektedir. 

Yabanıl tip ve mutant GhFDH enzimleri bir dizi farklı konsantrasyonda (50, 100, 

150, 200 ve 300 mM) hidrojen peroksit ile (H2O2) muamele edilmiştir. Muamele 

sonrası enzimler; reaksiyonun içinde 0.4 µM olacak şekilde; 10 mM format, 1 mM 

NAD+, 20 mM pH 7 potasyum fosfat tampon çözeltisine eklenmiştir ve 340 nm dalga 

boyundaki absorbans değerleri kaydedilmiştir. Enzimlerin hidrojen peroksit ile 

muamelesi, çalkalamalı ısıtıcı blok üzerinde 100 rpm hız ile sürekli olarak 

çalkalanarak oda sıcaklığında gerçekleştirilmiştir. Farklı H2O2 konsantrasyonları ile 
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muamele edilen enzimler, herhangi bir aktivite gözlemlenmeyene kadar 15 dakika 

aralıklarla ölçülmüştür. Ölçümlerde BioTek Mikroplaka Spektrofotometre cihazı 

kullanılmıştır. Elde edilen veriler ile “Grafit 5 Kinetics” yazılımı kullanılarak, zamana 

karşı rezidüel aktivite grafiği çizilmiştir. Grafikten, başlangıç aktivitesini %50 

azaltmak için gereken süre (t0.5) ve kefin (etkin kinetik inaktivasyon sabiti) değeri 

belirlenmiştir. 
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4 
SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

4.1 Sonuç  

4.1.1 Homoloji Modelleme ve Mutantların Dizaynı 

Rekombinant GhFDH'nin homoloji modellemesi, Arabidopsis thaliana'dan NAD+ 

bağımlı FDH'in güncel kristal yapısı (Şekil 4.1) kalıp olarak kullanılarak SWISS-

MODEL aracılığı ile gerçekleştirilmiştir. Homoloji modelinin, hedef-kalıp 

eşleşmesine göre “Global Model Kalite Tahmini” skoru 0,97; QMEAN (Niteliksel 

Model Enerji Analizi) değeri ise 0,58 olarak belirlenmiştir.  

 

Şekil 4.1 NAD+-bağımlı Arabidopsis thaliana (AtFDH, pdb kod: 3NAQ_A, 

çözünürlük 1.70Å)’ya göre elde edilen GhFDH modeli 

348 amino asit içeren rekombinant NAD+ bağımlı GhFDH geni, 38.65 kD 

büyüklüğünde bir protein sentezlemektedir. Homodimer GhFDH enzimi, metal 

iyonları içermez. Dimer, iki NAD+ bağlanma alanı ve katalitik alanda N-terminaldeki 

küçük bir dimerizasyon sarmalı tarafından tutulmaktadır [111].   
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Şekil 4.2 NAD+-bağımlı Arabidopsis thaliana (AtFDH, pdb kod: 3NAQ_A, resolution 
1.70Å)’ya göre elde edilen GhFDH’in 3 boyutlu homoloji modeli üzerinde metionin 

bakiyelerinin yerleri 

 

Şekil 4.3 GhFDH'de yüzey metionin amino asitlerinin gösterimi 
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GhFDH enzimi, her bir alt ünite için M126, M214, M225, M234, M243, M258, M294, 

M299, M321 pozisyonlarında 9 metionin içermektedir (Şekil 4.2-4.4). Enzimin 

homoloji modeline göre, protein yüzeyinde bulunan M225, M234 ve M243 

pozisyonlarındaki 3 amino asit bakiyesi, lösin ile değiştirilmek üzere seçilmiştir 

(Şekil 4.3). Mutasyonların kümülatif etkisini anlayabilmek için ikili ve üçlü mutant 

(M225/243L ve M225/234/243L) tasarlanmıştır. 

 

Şekil 4.4 Homoloji modellemede kalıp olarak kullanıan ligand bağlanmış NAD+ 
bağımlı Arabidopsis thaliana format dehidrogenaz (AtFDH, pdb kod: 3N7U, 
çözünürlük 2.0 Å) ve GhFDH arasındaki amino asit homolojisi ve metionin 

bakiyelerinin primer yapıdaki konumları 
 

Lösin ile değiştirilmek için seçilen metionin amino asit bakiyeleri (M225, M234 ve 

M243) NAD+ bağlanma alanında bulunmaktadır ve dimerizasyon arayüzünden 

uzaktır. 3 metioninin NAD+'a ve birbirine göre uzaklıkları Şekil 4.5’te 

gösterilmektedir.  
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Şekil 4.5 Seçilen 3 yüzey metionin bakiyesinin NAD+ 'e ve birbirine göre konumları 

4.1.2 Mutasyon PCR’ı ve Mutasyonların Kontrolü 

GhFDH geninde hedeflenen mutasyonlar, bölgeye yönlendirilmiş mutagenez işlemi 

ile gerçekleştirilmiştir. Mutagenez gerçekleştirildikten sonra elde edilen PCR 

ürünleri %0,8 agaroz jel elektroforezinde görüntülenmiştir. M234L’nin agaroz jel 

görüntüsü şekil 4.6’da gösterilmiştir. Agaroz jel analizinde, 1047 bç büyüklüğündeki 

GhFDH genini ve bağlı olduğu 4.8 kb büyüklüğündeki pQE-2 vektörünü gösteren 

toplamda 5.8 kilobazlık beklenen bir bant büyüklüğü gözlemlenmiştir (Şekil 4.6).  
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Şekil 4.6 M234’e yönelik mutasyon PCR ürününün, %0,8 agaroz jel elektroforez 

görüntüsü [Sağ baştan 1. kuyucuk: Marker (BioMarker™ 10kb), 2. kuyucuk: M234L 
PCR ürünü) 

Mutasyon PCR ürünleri, DpnI endonükleaz enzimi ile kesildikten sonra, kesim 

ürünü, E.coli kompetent hücrelerine transformasyon yoluyla aktarılmıştır. 

Transformasyon sonrası, ampisilin antibiyotik seçilimi ile büyütülen kolonilerden 

plazmit izolasyonu yapılmıştır. Elde edilen plazmitlerde, mutasyon varlığını kontrol 

etmek için Triogen Biyoteknoloji firmasına DNA dizi analizi hizmet alımı olarak 

yaptırılmıştır. DNA dizi analizi sonrası hedeflenen mutasyonlara dair değişimler 

gözlemlenen kolonilerden gliserol stok hazırlanarak, enzim karakterizasyon 

deneyleri için -80 °C’de muhafaza edilmiştir. DNA dizi analizi sonuçlarının analizi Ek 

A’da verilmiştir. 

4.1.3 Enzimlerin Ekspresyonu ve Saflaştırılması 

Hedeflenen mutasyon noktaları DNA dizi analizi ile doğrulanmış hücreler, IPTG ile 

indüklenerek ekspresyonu sağlanmıştır. Ekspresyon gerçekleştiğini doğrulamak 

için indüklenmiş hücrelerden ayrılan örneğin, SDS-PAGE ile analizi yapılmıştır. 

Yaklaşık 40 kD büyüklüğünde, beklenen boyutta overeksprese olmuş bant 

gözlemlenmiştir. Ekspresyon gerçekleştiği doğrulandıktan sonra protein 

saflaştırma gerçekleştirilmiştir. Saflaştırma için N-terminalde bulunan histidin 

kuyruğundan faydalanarak afinite saflaştırılması yapılmıştır. Saflaştırılmış 

enzimlerin 6 fraksiyonunu birleştirerek konsantre etmek ve enzim karakterizasyon 
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deneyleri için enzimi istenilen potasyum fosfat tampon çözeltisi içine alabilmek için 

ultrafiltrasyon yöntemi kullanılmıştır. Ultrafiltrasyon sonrası konsantre edilmiş 

enzim örneklerinin yoğunluğu, Bradford yöntemi ile tayin edilmiştir. Saflaştırılan 

enzimlerin saflığının kontrol edilmesi için SDS PAGE ile analizi yapılmıştır (Şekil 

4.7). >%95 saflıkla elde edilen yabanıl tip ve mutant GhFDH proteinlerinin ölçülen 

protein konsantrasyonları, tüm mutantlar için Met/Leu değişimlerinin ekspresyon 

seviyesini önemli ölçüde etkilemediği gösterilmiştir (Şekil 4.7). 

 

Şekil 4.7 Yabanıl tip ve mutant GhFDH'lerin ekspresyon seviyeleri 

4.1.4 Kararlı Hal Kinetiği 

3.2.6’da verilen şartlarda gerçekleştirilen, rekombinant yabanıl tip ve mutant 

GhFDH' lerin kararlı hal kinetik deneylerinden elde edilen veriler “Grafit 5 Kinetics 

Software” kullanılarak analiz edilmiştir (Şekil 4.8). 

Tablo 4.1’de verilen sonuçlara göre, M225L'nin (0.41 s−1 mM−1) katalitik 

verimliliğinin neredeyse yabanıl tip GhFDH'ye (0.39 s−1 mM−1) eşit olduğu 

gösterilmiştir. M234L (0.72 s−1 mM−1) ve M225L / M234L / M243L (0.55 s−1 mM−1), 

yabanıl tip enzimden daha yüksek bir katalitik verime sahiptir. Diğer mutant 

enzimler (M243L ve M225L / M243L) daha düşük katalitik aktivite göstermiştir ve 

bu mutantların katalitik aktiviteleri (0.26 s−1 mM−1) birbirine eşittir. Yabanıl tip 

enzime göre yaklaşık 2 kat daha yüksek katalitik aktiviteye sahip olan M234L 

mutantı aynı zamanda en yüksek kcat değerine sahiptir.  
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Spesifik aktivite, enzimin konsantrasyonuna bağlı olarak değişmektedir. Enzimin, 

miligram başına düşen ünite miktarıdır. Enzimin saflık derecesi hakkında bilgi 

edinmemizi sağlamaktadır [112]. Bu nedenle Tablo 4.1’de verilen U/mg cinsinden 

verilen değerler kıyaslandığı zaman yabanıl tip ve mutant enzimlerin saflık 

derecelerinin birbirlerine yakın olduğu görülmektedir. Saflık derecesi açısından 

sıralaması şu şekildedir: M234L>M225/243L>M225/234/243L>Yabanıl 

tip>M243L<M225L. 

Tablo 1.1 Yabanıl tip ve mutant Gossypium hirsutum FDH’lerin kinetik sabit 
değerleri 

 

 

 
Yabanıl 

tip 
M225L M234L M243L 

M225L/ 

M243L 

M225L/ 

M243L/ 

M234L 

Km (mM) 0.76±0.07 1.47±0.03 1.82±0.03 2.6±0.05 3.55±0.02 1.58±0.2 

kcat (s-1) 0.29±0.00 0.6±0.00 1.3±0.00 0.68±0.00 0.93±0.00 0.86±0.00 

kcat/Km 0.39 0.41 0.72 0.26 0.26 0.55 

Spesifik 

Aktivite 

(U/mg) 

1.2±0.02 0.9±0.05 2±0.08 1.03±0.03 1.4±0.05 1.3±0.04 
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Şekil 4.8 Mutant GhFDH’lerin kinetik ölçüm grafikler  
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4.1.5 Termal Denatürasyon 

Termal kararlılık için, farklı sıcaklıklarda inkübe edilen yabanıl tip ve mutant 

enzimlerin kalan aktivitesi değerlendirilmiştir. Enzimin başlangıç aktivitesinin %50 

azalması için gereken sıcaklık olan T0.5’in hesaplanması için elde edilen veriler 

“Grafit5 Kinetics Software” yazılımı kullanılarak değerlendirilmiştir (Şekil 4.9). 

 

Şekil 4.9 Mutant GhFDH’lerin termal inaktivasyon grafikleri 

 Tüm mutant enzimlerin T0.5 değerleri kıyaslandığında, aralarında çok büyük bir 

değişim olmadığı gözlemlenmiştir. Tablo 4.2’de, enzimlerin termal denatürasyon 

grafiklerinden elde edilen T0.5 değerleri gösterilmiştir. Yabanıl tip GhFDH'nin T0.5 

değerine (53.8 ± 0.12) göre M225L (53.3 ± 0.9) mutasyonunun GhFDH kararlılığı 

üzerinde en az etkiye sahip olduğu ve M225L / M243L / M234L üçlü mutasyonunun 

T0.5 değerinin, yabanıl tip enziminki (53.7 ± 0.44) ile hemen hemen aynı olduğu 

görülmüştür (Tablo 4.2). 
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Tablo 4.2 Termal inaktivasyon sıcaklıklarının (T0.5) karşılaştırılması 

Topt (optimal aktivite sıcaklıklığı), maksimum aktivitenin gözlemlendiği sıcaklık 

değeridir. Topt değerlerinin küçükten büyüğe sıralaması şu şekildedir: Yabanıl 

tip=M243L=M225/243L<M225/234/243L<M225L<M234L (Tablo 4.2). Elde edilen 

verilerden yola çıkarak; 243. pozisyondaki Met/Leu değişiminin, yabanıl tip ile 

kıyaslandığında Topt değerine etki etmediği, 225. pozisyondaki değişiminin ise 

optimal aktivite sıcaklığını 10 derece arttırdığı gözlemlenmiştir. M225/243L 

mutasyonlarının kümülatif etkisine bakıldığında M225 değişiminin arttırıcı 

etkisinin baskılandığı ve yabanıl tip ile eşlenik Topt sıcaklığına sahip olduğu 

gözlemlenmiştir. M234 değişimi ise yabanıl tipe göre Topt değerinde 20 derece artış 

sağlayarak, 45 °C’ye ulaşmıştır. Mutasyonların üçlü etkisine (M225/234/243L) 

bakıldığında ise Topt değerinin (30 °C) yabanıl tipin sahip olduğu T0.5 değerinin 5 °C 

üzerinde olduğu görülmüştür. 

Sonuçlar, M225L ve M234L mutantlarının 50 °C'de inkübasyondan sonra 

aktivitelerinin sırasıyla %84 ve %82'sini koruyabildiğini göstermiştir. M225L 

mutantı, 55 °C'de inkübasyondan sonra aktivitesinin yarısını korumuştur. 60 °C'de 

inkübasyondan sonra, yabanıl tip enzim ölçülebilir herhangi bir aktivite 

göstermezken, M225L ve M234L mutantlarında aktivitelerinin %5’ini koruduğu 

gözlemlenmiştir (Şekil 4.10).  

Sıcaklık 

(°C) 

Yabanıl tip M225L M234L  M243L  M225L/ 

M243L 

M225/ 

243/234L 

T0.5 53.8±0.12 

[21] 

53.3±0.9 52±0.3 51.5±0.3 52.5±1.1 53.7±0.44 

∆T0.5 0 -0.5 -1.8 -2.3 -1.3 -0.1 

Topt  25 35 45 25 25 30  
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Şekil 4.10 50, 55 ve 60 °C'lerde inkübe edilmiş enzimlerin yüzdesel kalan aktivite 
grafiği 

4.1.6 GhFDH'nin Hidrojen Peroksite Karşı Kararlılığı 

Farklı H2O2 konsantrasyonları ile muamele sonrası kalan enzim aktivitesi ölçülerek 

Met/Leu değişiminin enzim aktivitesi ve kararlılığı üzerindeki etkisi araştırılmıştır. 

Aktivite ölçümlerine, ölçülebilir bir enzim aktivitesi görülmeyene dek devam 

edilmiştir. 

Her bir H2O2 konsantrasyonu için, optimum koşullardaki aktiviteyi %50 azaltmak 

için gereken zamanı gösteren t0.5 değeri, “Grafit5 Kinetics Software” kullanılarak 

zamana karşı kalan aktivite grafiği çizilerek belirlenmiştir. Yabanıl tip GhFDH 

enzimi ile mutantların karşılaştırması Tablo 4.3’te gösterilmiştir.  Sonuçlar, tüm 

GhFDH'lerin enzim aktivitesinin, artan H2O2 konsantrasyonu (50-300 mM) ile 

aşamalı olarak azaldığını göstermiştir. 50 ve 100 mM H2O2 muamelesinde, ikili 

mutant (M225L /M243L) aktivitesini, yabanıl tip GhFDH'den sırasıyla 7.8 ve 10 kat 

daha uzun süre sürdürebilmiştir. Üçlü mutantın (M225L/M234L /M243L) enzim 

aktivitesi, aynı H2O2 konsantrasyonlarında (50 ve 100 mM) yabanıl tipe göre 

sırasıyla 10 ve 35 kat daha uzun süre devam ettiği ölçülmüştür. M225L, 50 ve 100 

mM ve M243L; 50, 100 ve 200 mM H2O2 muamelesinde yabanıl tip GhFDH 

enziminden daha uzun süre aktif kalabildiği belirlenmiştir. Diğer mutant M234L ise 
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farklı H2O2 konsantrasyonlarında diğer tüm mutant GhFDH'lerden daha düşük 

kararlılığa sahip olduğu belirlenmiştir (Tablo 4.3). 

Tablo 4.3 Yabanıl tip ve mutant GhFDH'lerin t0.5 değerlerinin karşılaştırılması 

 t0.5 (dk) 

H2O2 (mM)  50 100 150 200 300 

Yabanıl tip GhFDH 354 ±8.5 82±9.4 63±9.2 64,6±4.2 51,6±6.2 

M225L 404±79 309±65 36±3 36±9 21±0.9 

M234L 63.8±6 24.2±1.7 24.6±2.7 19±0.7 19.3±0.4 

M243L 158±13 106±6.2 83±4.5 76±8.4 48±9 

M225/243L 2773±131 841±125 123±27 86±2.5 55±2.3 

M225/234/243L 3540±429 2838±50 149±26 148±13 61±3.7 

Tüm H2O2 konsantrasyonları için zamana karşı aktivitenin logaritmasına dayalı 

çizilen grafiklerin eğimlerinden etkin kinetik inaktivasyon sabiti (kefin) 

hesaplanmıştır. FDH enziminin inaktivasyonu, bimoleküler bir reaksiyondur ve 

enzim, hiçbir ara ürün oluşturmamaktadır. Reaksiyon sırasında H2O2 

konsantrasyonundaki azalma ihmal edilebilir derecede küçüktür ve reaksiyon 

enzim konsantrasyonuna bağlı değildir. Bu nedenle hidrojen peroksit fazlalığında, 

enzim inaktivasyon kinetiği birinci derecedir. Savin ve Thiskov (2010)’nun önerdiği 

gibi sabit bir H2O2 konsantrasyonunda mutant GhFDH'lerin kararlılığını 

karşılaştırmak için etkili birinci derece inaktivasyon sabitleri kullanılmıştır [26]. 

Yabanıl tip GhFDH'nin inaktivasyon deneylerine de dayanarak, ortalama 

inaktivasyon konsantrasyonu olan 150 mM sabit olarak seçilerek mutantların 

inaktivasyon grafikleri yabanıl tip GhFDH ile karşılaştırılmıştır. Enzimlerin 

inaktivasyon grafiği Şekil 4.11’de verilmiştir. 
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Şekil 4.11 Yabanıl tip ve mutant GhFDH enzimlerinin 0.15 М H2O2 ile 
inkübasyonundan elde edilen inaktivasyon grafiği (M225/234L/243L yeşil daire, 

M225/243L lacivert daire, M243L sarı kare, yabanıl tip GhFDH açık mavi kare, 
M225L kırmızı kare ve M234L gri üçgen olarak gösterilmiştir.) 

Hesaplanan kefin değerleri Tablo 4.4'te gösterilmektedir. Yabanıl tip ve mutant 

GhFDH’ler için etkili inaktivasyon kinetik sabitlerinin (kefin) karşılaştırılması, seçilen 

mutasyon noktalarının, enzim kararlılığına katkısı için bir tahmin sağlamaktadır. 

kefin değeri kullanılarak, uygulanan amino asit değişimlerinin enzimin kimyasal 

kararlılığına etkisi değerlendirilebilmektedir. kefin sabitleri kıyaslandığında aynı 

loop üzerinde bulunan M225 ve M234, hidrojen peroksite karşı benzer reaktivite 

göstermiştir ve inaktivasyon sabitini yabanıl tipe göre yaklaşık 2.5 kat arttırmıştır. 

4 amino asitlik komşu loop bölgesinde bulunan M243L değişimi yabanıl tip GhFDH 

ile kıyaslandığında ise kayda değer bir değişim olmadığı gözlemlenmiştir. İkili ve 

üçlü mutantlarda mutasyon noktalarının kümülatif etkisi ile en düşük inaktivasyon 

sabitlerine sahip olduğu (yabanıl tipten yaklaşık 2,3 kat daha az) ve hemen hemen 

birbirlerine eşit olduğu belirlenmiştir. 
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Tablo 4.4 Yabanıl tip ve mutant GhFDH'lerin H2O2 ile inaktivasyonu için etkili 
birinci dereceden kinetik sabitler 

Enzim Yabanıl tip  M225L M234L M243L 
M225/ 

243L 
M225/234/243L 

kef in 

*10-5 

(s-1) 

28.5±0.002 72.7±0.001 69.8±0.002 28.8±0.003 12.3±0.001 12.8±0.002 

4.2 Öneriler 

4.2.1 Mutasyonların Dizaynı ve Modellerin Analizi 

SWISS-MODEL kullanılarak yapılan modelleme çalışmaları için ve farklı FDH’lerin 

amino asit dizilerinin karşılaştırmaları sonucunda 9 metionin arasından protein 

yüzeyinde bulunan M225, M234 ve M243 pozisyonları lösin ile değiştirilmek üzere 

seçilmiştir. Bu mutasyonların sonuçlarına göre, tek mutantların kümülatif etkisini 

incelemek üzere ikili ve üçlü mutant tasarlanmıştır. 

En çok çalışılan bakteriyel (PsFDH), fungal (CbFDH) ve bitki kaynaklı (AtFDH ve 

GmFDH) FDH’lerin amino asit dizilerinin çoklu hizalamaları (Şekil 4.12) sonucu 

M126, M294 ve M299'un korunmuş amino asitler olduğu gösterilmektedir [21]. 

Karşılaştırılan FDH'ler arasında farklı olarak sadece CbFDH’in 214. pozisyonunda 

lösin bulunması, M214’ün de korunmuş bir bakiye olduğu düşünülmektedir. Bu 

metioninlerin korunmuş olması GhFDH enziminin yapısı ve işlevindeki önemini 

göstermektedir.  

Fosforilasyon motiflerinde bulunan metioninler, in vivo oksidasyona eğilimli olduğu 

bilinmektedir [33]. Bykova ve arkadaşları 2003’te patates FDH'inde fosforillenmiş 

amino asit bakiyelerinin yakınında bulunan M327 ve M332’nin oksitlendiğini 

göstermiştir [113]. Patates FDH’inde okside oldukları belirlenen bu bakiyelerin 

GhFDH yapısındaki homologları M294 ve M299'dur. Bu iki bakiyenin de oksidatif 

stresle mücadelede etkin bir rolü olduğunu göstermektedir. 

GhFDH’de lösin ile değiştirmek üzere seçtiğimiz M234’ün homoloğu PsFDH ve 

AtFDH’de metionin, CbFDH ve GmFDH’de lösindir. M225 amino asit bakiyesinin 

diğer FDH’lerde homologu metionin, alanin, sistein ve tirozin iken M243’ün lösin, 

fenilalanin ve sisteindir. 
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Şekil 4.12 GhFDH'in kristalografik yapı bilgisi olan diğer FDH'ler ile çoklu amino 
asit hizalaması [21] (AtFDH: Arabidopsis thaliana FDH, PsFDH: Pseudomonas 101 

sp. FDH, CbFDH: Candida biodinii FDH ve GmFDH: Glycine max’ı temsil etmektedir.) 

GhFDH proteinin, NAD+ bağlama alanının yüzeyinde bulunan M225, M234 ve M243 

amino asit bakiyeleri, gömülü olanlara göre oksidasyona daha duyarlıdır. İkincil 

yapı değerlendirildiğinde, seçilen M225 ve M234 amino asit bakiyeleri aynı loop 
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yapısında iken, M243 sadece 4 amino asit içeren komşu loopta yer almaktadır. 

Metionin oksidasyonunun global analizi çalışmasında loop yapılarında bulunan 

metioninler büyük ölçüde oksitlenmeye meyilli iken, ß-tabaka ve α-sarmallarındaki 

metioninlerin oksitlenmeye karşı korunduğu bildirilmiştir [114]. 

4.2.2 Mutasyonların Aktiviteye ve Termal Kararlılığa Etkisi 

Bu tez çalışmasında hedeflediğimiz ve NAD+ 'a göre uzaklıkları Şekil 4.5’te gösterilen 

metionin bakiyelerinin etkisini anlamak için, GhFDH'nin kinetik ve kararlılık 

parametreleri karşılaştırılmıştır. NAD+’ a 4.7 Å uzaklıktaki M225L ve NAD+’ a 15.3 Å 

uzaklıktaki M243L mutasyonları spesifik aktivitede önemli bir değişikliğe neden 

olmazken, NAD+'dan 5,7 Å uzaklıkta bulunan M234L, spesifik ve katalitik aktiviteyi 

yaklaşık 2 kat arttırmıştır. 

Substrata olan afinite (Km) karşılaştırıldığında; tasarlanan tüm mutantların, yabanıl 

tipe göre formata karşı daha düşük afiniteli olduğu belirlenmiştir. İkili ve üçlü 

mutantların kcat değerleri hemen hemen aynı olmasına rağmen, bu mutantların Km 

değerleri arasındaki fark, M234L mutasyonunun formata karşı afiniteyi arttırdığını 

göstermiştir. Üçlü mutantın Km değeri M225L ve M234L’e yakın ve ikili mutantın 

Km değerinin M243L'den yüksek olduğu gösterilmiştir. Uygulanan tekli ve çoklu 

mutasyonlar sonucunda, substrata afiniteler kıyaslandığında M234’ün M225 ve 

M243’e göre en etkili amino asit bakiyesi olduğu ve diğer mutasyonlarla kümülatif 

etkisine bakıldığında da substrat afinitesini arttırdığı belirlenmiştir. 

Tablo 4.2'de görüldüğü gibi, yabanıl tip ve mutant GhFDH'lerin T0.5‘i hemen hemen 

aynıdır. Ancak 50 °C'de enzimlerin aktiviteleri çok farklıdır (%59-%84). Bu farklılık, 

50 °C'nin üzerinde enzimlerin aktivitelerindeki bozulma oranları ile açıklanabilir. 

50 °C'’nin üzerindeki sıcaklıklarda, M243L, M225/243L ve M225/243/234L 

mutantlarının aktivitesi hızlı azalırken, yabanıl tip, M225L ve M234L enzimlerinin 

aktivite kaybı daha yavaş olmuştur (Şekil. 4.10). 50 °C'de; M225L ve M234L 

mutantlarının kararlılık seviyesi (%82), yabanıl tip ile aynı olduğu görülmüştür. 

Yalnızca M225L mutantı, 55 °C'de inkübasyondan sonra aktivitesinin yarısını 

koruyabilmiştir [yabanıl tipten (%33) daha yüksek]. 60 °C'de inkübasyondan sonra, 

yabanıl tip GhFDH aktivitesini kaybetmiş, M225L ve M234L ise aktivitelerini %5 

koruduğu gözlemlenmiştir. Termal inaktivasyon deneylerine göre kalan 

aktivitelerinin karşılaştırılması, 50, 55 ve 60 °C'de inkübasyondan sonra M225L 
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mutantının, yabanıl tip GhFDH'den daha uzun süre aktif kaldığını göstermektedir. 

Özgün ve arkadaşları (2016) tarafından, Candida methylica NAD+ bağımlı FDH 

üzerinde bölge doygunluk mutagenezi ile elde edilen tüm mutantlar arasından M1L, 

60 °C'de aktivitesinin %17’sini koruması ile en iyi aktiviteye sahip olduğunu 

bildirilmiştir [37]. Bu bildirinin dışında, literatürde Met/Leu değişiminin NAD+ 

bağımlı FDH üzerindeki etkisini araştıran başka bir çalışma bulunmamaktadır. 

Çalışmamız, Met/Leu değişiminin NAD+ bağımlı FDH üzerindeki etkilerinin ilk 

karakterizasyonudur. 

4.2.3 Mutasyonların Oksidatif Kararlılığa Etkisi 

Format dehidrogenazların kimyasal kararlılık çalışmalarında, Pseudomonas sp. 101, 

Mycobacterium vaccae ve Candida boidinii'den izole edilen FDH enzimleri ile Hg+2, 

Cu+2, DTNB ve p-kloro mercuribenzoat gibi kimyasal ajanlar kullanılmıştır [26]. 

Stres koşullarında H202 seviyesinin artmasıyla, hücrede FDH ekspresyon 

seviyesinin arttığı bilinmektedir. Pseodomonas fluorescens ile yapılan bir çalışmada 

mikroorganizma H202’ye maruz bırakıldığında format konsantrasyonunun kontrol 

grubuna göre 2 ile 8 kat arası arttığı bildirilmiştir [115]. Oksidatif stresle 

mücadelede format indirgeyici bir kuvvet olarak kullanılıp stres altındaki 

hücrelerde aktivitesi artan NAD+ bağımlı FDH tarafından düzenlenebilir. Bu 

nedenle, GhFDH'nin kararlılığını gözlemlemek için çalışmamızda kimyasal 

inaktivasyon ajanı olarak H202 seçilmiştir.  

Oksidasyona meyilli amino asit sisteinin ikili ve üçlü mutasyonlarının H202 stresine 

karşı etkisi, Savin ve Tishkov (2010) tarafından araştırılmıştır. C255S ve C145S 

mutantları önemli bir değişikliğe neden olmazken, C255A/C145S ikili mutantının 

kimyasal kararlılığı, yabanıl tip PsFDH'e göre 1000 kat arttığı bildirilmiştir [26]. Bu 

çalışmada da oksidasyona meyilli metionin amino asitlerinin ikili/üçlü mutasyonları 

incelenmiştir. Enzimlerin kimyasal kararlılıkları karşılaştırıldığında, en dikkat 

çekici sonuçlar 50 ve 100 mM H202 ile muamele edilmiş ikili ve üçlü mutantta 

görülmüştür. Yabanıl tip GhFDH enziminin t0.5 değeri 50 mM H202‘de 354 dk iken, 

M225L / M243L 2772 dk ve üçlü mutantınki ise 3540 dakikadır.  

Tek amino asit değişimleri arasından, yabanıl tip GhFDH'den daha uzun süre aktif 

kalabilen M225L ve M243L'nin H2O2 stresine karşı daha toleranslı olduğu 

gösterilmiştir. M234L ise farklı H2O2 konsantrasyonlarında diğer tüm mutant 
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GhFDH'lerden daha düşük kararlılığa sahiptir (Tablo 4.3). Metionin ve aromatik 

amino asitler arasındaki hidrofobik etkileşimin, proteinlerin kararlılığına katkısı 

bilinmektedir [114, 116]. Çalışmamızda en düşük kararlılığa sahip olan M234L, 

fenilalanine komşudur. Buna göre, M234L’nin düşük kararlılığı, Met-Leu değişimi 

sonucu bu etkileşimde bir değişiklikle açıklanabilir. 

Huang ve arkadaşları (2017), mitokondriyal proteinlerin, (özellikle ROS’a maruz 

kalanların) oksidatif strese karşı korunmak için, korunmuş metioninler açısından 

zengin olduğunu öne sürmüşlerdir [117]. Bitki kaynaklı NAD+ bağımlı FDH’ler 

mitokondriyal bir proteinlerdir. Arabidopsis thaliana ve Glycine max'dan izole edilen 

NAD+ bağımlı FDH'lerinin kimyasal kararlılık deneylerinin, H202 kullanılan bir 

çalışmasında, stresle indüklenen FDH'lerin, stres olmayan koşullarda eksprese 

edilen FDH'lerden daha stabil olduğu gösterilmiştir [26]. Bu verilere dayanarak, 

M225L ve M234L'nin kararlılığının düşük olması, 225. ve 234. pozisyondaki 

metioninlerin, oksidasyon savunma mekanizmaları için kritik bir pozisyonda 

olabileceğini düşündürmektedir. 

Yabanıl tip ve mutant GhFDH enzimlerinin spesifik aktiviteleri, ticari olarak yaygın 

olarak kullanılan PseFDH, CbFDH, CmFDH enzimlerinden düşük olsa da tüm GhFDH 

enzimlerinin, sektörde kullanılan FDH’lere kıyasla daha yüksek katalitik etkinliğe 

sahip olduğu görülmektedir [16]. 

H202 ile gerçekleştirilen inaktivasyon deneylerinde elde edilen sonuçlar, seçilen her 

metionin bakiyesinin GhFDH kararlılığına katkısını açıklamaya yardımcı 

olmaktadır. Seçilen metionin bakiyeleri NAD+’a ne kadar yakınsa, gözlemlenen 

kararlılık seviyesi o kadar düşük olmuştur. M243'ün lösin ile değiştirilmesi, 

inaktivasyon sabitini değiştirmemiş, yabanıl tip ile neredeyse aynı kefin değerine 

sahip olduğu belirlenmiştir. Kimyasal kararlılık açısından en dikkat çekici sonuçlar, 

kümülatif olarak ikili ve üçlü mutantlarda görülmüştür. Metioninin lösine, ikili ve 

üçlü değişimi (M225L / M243L ve M225L / M243L / M234L) kefin faktörünü 

(sırasıyla 12,3x10-5 ve 12,8x10-5 s-1) azaltmıştır. Bu mutantların yaklaşık aynı olan 

inaktivasyon sabitleri, M225L/M243L mutantına M234L eklenmesinin, H202‘ye 

karşı enzim kararlılığında önemli bir etkiye sahip olmadığını göstermiştir [115]. 

PseFDH ticari olarak yaygın olarak kullanılan bir bakteri kaynaklı enzimdir. 

Literatüre bakıldığında, PseFDH enzimindeki sistein amino asidi değişimlerinin 
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etkilerini araştıran çalışmanın sonuçlarına göre [26]; yabanıl tip ve M243L, 

M225/243L, M225/234/243L mutant GhFDH enzimlerinin kef in faktörünün mutant 

PseFDH enziminkinden daha yüksek olduğu gözlemlenmektedir. C245S/C255A 

PseFDH mutantı en düşük kef in faktörüne sahip olsa da M225/243L ve 

M225/234/243L GhFDH mutantlarının da düşük etkin kinetik inaktivasyon değeri 

ile endüstriyel alanda kullanılabilir aday biyokatalizörler olduğu düşünülmektedir. 

İleriki çalışmalarda, bu aday mutant enzimlere, farklı mutasyonlar eklenerek 

geliştirilebileceği öngörülmektedir. 

Özetle bu yüksek lisans tez çalışması ile, Met/Leu değişiminin NAD+ bağımlı FDH 

üzerindeki etkileri literatürde ilk kez detaylı olarak araştırılmıştır. Metionin 

mutasyonlarının enzimlerin kararlılığı üzerindeki kümülatif etkisi dikkat 

çekmektedir. Sonuçlar, özellikle 3 mutant GhFDH'nin (M243L, M225L/M243L ve 

M225L/M234L/M243L) endüstriyel uygulamalar için güçlü aday biyokatalizörler 

olabileceğini göstermektedir. Bu çalışmadan elde edilen sonuçların, GhFDH'nin 

kararlılığının anlaşılmasının yanı sıra, kiral sentezin önemli olduğu ilaç, gıda ve 

tarım gibi biyoteknoloji üretim sektörlerine de önemli bir katkı sağlayacağı 

düşünülmektedir. 
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A 
DNA DİZİ ANALİZİ SONUÇLARININ 

DEĞERLENDİRİLMESİ 

 

Şekil A.1 M225L'nin BLASTn ile DNA Hizalama Görüntüsü (Mutasyon noktası 
kırmızı çember ile gösterilmiştir.) 
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Şekil A.2 M234L'nin BLASTn ile DNA Hizalama Görüntüsü (Mutasyon noktası 
kırmızı çember ile gösterilmiştir.) 
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Şekil A.3 M243L'nin BLASTn ile DNA Hizalama Görüntüsü (Mutasyon noktası 
kırmızı çember ile gösterilmiştir.) 
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Şekil A.4 M225L/M243L’nin BLASTn ile DNA Hizalama Görüntüsü (Mutasyon 
noktaları kırmızı çember ile gösterilmiştir.) 
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Şekil A.5 M225L/M234L/M243L'nin BLASTn ile DNA Hizalama Görüntüsü 
(Mutasyon noktaları kırmızı çember ile gösterilmiştir.) 
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