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OZET

Gosspypium hirsutum Format Dehidrogenaz Enziminin
Oksidatif Stabilitesinde Yiizey Metionin Kalintilarinin

EtKkisinin Arastirilmasi

Sinem KURT

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Yuksek Lisans Tezi

Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Emel ORDU

Optikge saf kiral bilesiklerin eldesi hem {irlin kalitesi hem de insan saghgi icin
onemlidir. Kimyasal yontemlerle elde edilen kiral bilesikler sonucunda rasemik
karisimlar elde edilmektedir. Rasemik karisimlar farmasotik, gida, tarim gibi optik
olarak saf iiriin gerektiren sektorlerde problem yaratmaktadir. Kiral molekiillerin
sentezinde kimyasal yontemler yerine enzimlerin kullanilmasi optikge saf iirlinlerin
eldesine imkan saglamaktadir. Endiistriyel iiretimde, optikce saf kiral iiriin
eldesinde oksidorediiktaz grubu enzimler kullanilmaktadir. Ancak bu enzimlerin
kullanimi icin oldukg¢a pahali bir koenzim olan NAD(P)H gerekmektedir. NAD*
bagimlh format dehidrogenazlar, formati COz‘e okside ederken; NAD*'nin NADH’e
indirger ve NADH varliginda ise, CO2’in indirgenmesini katalizlerler. Bu nedenle
pahali bir koenzim olan NAD(P)H'in rejenerasyonu ve COz'den hidrojen yakitinin

stabilize bir formu olan formik asit iretimi arastirmalarinda 6énemlidir.

Bitkilerde ¢evresel stres kosullari ile miicadelede anahtar rol oynayan FDH enzimi
1slah calismalar icin de 6nemlidir. Literatiirdeki CbFDH, PsFDH, SoyFDH gibi

rekombinant enzimlerinin gerek aktivite gerekse Kkararhliklar1 agisindan

xii



gelistirilmesi gerekmektedir. Bu nedenle yeni FDH’lerin arastirilmasi ve
gelistirilmesi 6nemlidir. Mikrobiyal kaynakli FDH’ler hakkinda genis bir literatiir
bulunmakla beraber, bitkisel FDH’lerin biyoteknolojik potansiyeli yeteri kadar

degerlendirilmemistir.

Protein yilizeyindeki metionin amino asitleri oksidatif strese karsi hassastir ve
reaktif oksijen tiirleri ile metionin siilfokside doniistiirtilebilirler. Bu nedenle
proteinin konformasyonunun degismesinde ve aktivitesinin kaybolmasinda kritik
bolgelerdir. Silfiir grubu nedeniyle oksidasyona meyilli metioninin, oksidasyona
direncli bir 16sin amino asidi ile degistirilmesi oksidatif kararliligin arttirilmasinda

onemli bir stratejidir.

Bu yiiksek lisans tezinde yonlendirilmis mutagenez yontemi ile GhFDH protein
ylzeyinde M225L, M234L, M243L, M225/243L ve M225/234/243L mutasyonlari
yapilarak yiizey metioninlerinin oksidatif kararhliga olan etkisi arastirilmistir.
Sonuglar, M234L (0,72 s -1 mM -1) ve M225/234/243L (0,55 s -1 mM - 1), yabanil
tipten daha yiiksek Kkatalitik etkinlige sahip oldugunu gostermistir. Kimyasal
kararhilikta en dikkat cekici sonuglar, ikili ve i¢li mutantlarda gorilmistiir.
M225/243L ve M225/243L/234L, kefin faktorini (sirasiyla 12,3x10-5 ve 12,8x10-5

s'1) azaltmistir.

Anahtar Kelimeler: NAD* bagimli format dehidrogenaz, Gossypium hirsutum,

bolgeye yonelik mutagenez, oksidatif kararlilik

YILDIZ TEKNiK UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
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ABSTRACT

Investigation of the Effect of Surface Methionine Residues
on the Oxidative Stability of Gosspypium hirsutum Format

Dehydrogenase Enzyme

Sinem KURT

Department of Molecular Biology and Genetics

Master of Science Thesis

Advisor: Assist. Prof. Dr. Emel ORDU

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 COz. 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 -ITmM-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->s1) and triple

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

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

directed mutagenesis, oxidative stability

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
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GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Format dehidrogenazlar (FDH, EC 1.2.1.2), metilotrofik mikroorganizmalarda ve
yliksek bitkilerde yaygin olarak bulunmaktadir. FDH enzimi, formatin CO:2'e
oksidasyonunu katalizlerken; NAD+nin NADH’ye indirgenmesini saglamakla
beraber uygun sartlarda NAD(P)H varliginda, tersinir olarak CO2'nin formata

indirgenmesini katalizleyebilmektedir [1].

Bu o6zellikleri ile FDH’ler, kiral bilesiklerin enzimatik sentezi sirasinda kullanilmasi
gereken ve pahali bir koenzim olan NAD(P)H’1n yeniden eldesi, ortamdaki formik
asit miktarinin belirlenmesi, atmosferik CO2’'in tutulmasi ve CO2z'den hidrojen
yakitinin stabilize edilmis bir formu olan formik asit iiretilmesi gibi biyoteknolojik

uygulamalar i¢in 6nemli enzimlerdir [2].

NAD(P)H rejenerasyonunda kullanilan, fosfat dehidrogenaz, glukoz dehidrogenaz
gibi baska enzimler de mevcut oldugu bilinmektedir. Bu enzimlerin NADH’a
indirgeme aktivitesinin diisiik olmasi ve tersinir olarak c¢alisirken istenmeyen yan
Urlnlerin ortaya ¢ikmasi gibi dezavantajlari mevcuttur. Bu dezavantajlar ve
maaliyet goz oniinde bulunduruldugunda FDH, NAD(P)H rejenerasyonu igin en
dogru enzim olarak goriilmektedir. Ayrica FDH enzimlerinin %100’e yakin verimle
calistyor olmasi, reaksiyon {iriini olan CO2'nin ortamdan kolayca
uzaklastirilabilmesi, kullandig1 substrat, koenzim ve olusan {riiniin diger
reaksiyonlarda inhibitor etki gostermemesi ve genis pH araliginda galisiyor olmasi
gibi avantajlar1 sebebiyle NAD(P)H rejenerasyonunda yaygin kullanim alanlari

bulmustur [1, 3-5].

FDH enziminin NAD(P)H rejenerasyonuna ek olarak karbondioksiti fikse ederek
formik asit iiretim kabiliyeti de mevcuttur. Formik asit, hidrojen yakitinin kararh
hala gelmis bir formudur ve Hz gazina gore enerji kapasitesi olduk¢a ytksektir.

Cevre dostu olan bu yakit, CO2 gazinin sivi forma (formik asit) gecmesi ile elde



edilmektedir. Kimyasal prosediirlerle formik asit eldesi oldukc¢a enerji gerektiren ve
pahali bir yontemdir. Bu yiizden herhangi bir pahali maddeye gereksinim duymayan
FDH enzimi gibi biyokatalizorlerin kullanilmasi bu sorunlar1 ortadan
kaldirilabilecegi distiniilmektedir [6, 7]. Format tretimini saglayan gilincel kimya
miihendisligi metotlarinin yerine gecebilecek, etkili enzimlerin arayisi siirmektedir.
Bu arayista CO2'i formata indirgeyebilen FDH disinda enzimlerin mevcut oldugu
bildirilmistir. Pirtivat dekarboksilaz, karbonik anhidraz gibi enzimlerin de CO2’i
fikse etme yetenegi bilinmektedir. Pirtivat dekarboksilaz, CO2‘i indirgeyebilmek icin
ekimolar asetaldehite ihtiyac duymaktadir. Karbonik anhidraz, CO:‘i etkili bir
sekilde bikarbonata doénistiiriirken indirgenme reaksiyonu degil, hidrasyon
reaksiyonu gerceklestirmektedir. NAD* bagimli format dehidrogenaz enzimleri ise
herhangi baska bir maddeye gereksinim duymadan, yiliksek segicilik ile CO2’i
dogrudan yiiksek enerji kapasiteli formata indirgeyebilmektedir. Daha sonra
kullanilacak olan alana gore aldehit dehidrogenaz ve alkol dehidrogenaz gibi
enzimlerle birlikte ¢alisarak, formaldehit ve metanole de indirgenebilmektedir.
Bundan dolay1r NAD* bagimli format dehidrogenaz enzimleri CO2 indirgeme

reaksiyonlarinda siklikla tercih edilmektedir [8, 9].

Fungal FDH’lerinden biri olan Candida boidinii FDH (CbFDH), ticari olarak kolay
bulunan, cift enzimli reaksiyon sistemlerinde kullanilmaya uygun, NAD(P)H
rejenerasyonunda ve CO2 fiksasyonunda kullanilabilen 6nemli bir enzimdir [9].
Ancak CO:2'yi formata indirgeme kapasitesi diisiiktiir [2, 6]. Okaryotik ve
prokaryotik farkli organizmalardan izole edilmis 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) CO2i indirgeme aktiviteleri karsilastirildiginda TsFDH’in CbFDH’den 84 kat
fazla katalitik etkinlik gosterdigi bildirilmistir [9]. Ancak gelisen endiistiyel teknoloji
ile bu enzimlerin ticari anlamda gelistirilmesine ihtiya¢ vardir. Bu sebeple bir
yandan farkli kaynaklardan izole edilen endiistriyel sartlara dayanikli yeni
FDH’lerin izolasyonu ve karakterizasyon c¢alismalari siirerken [9, 10], diger yandan
var olan enzimlerin gelistirilmesi amaciyla protein miihendisligi metotlar:

uygulanmaktadir [11-16].



Literatilire bakildiginda bitki FDH'lerinin ayni zamanda birer stres proteini oldugu
bilinmektedir. Kuraklik, sicaklik degisimi, agir metal Kkirliligi, kimyasal ajanlara
maruz kalma, hipoksiya, patajenik mikroorganizma saldiris1 gibi durumlarla
bitkilerde FDH sentezi artmaktadir [17, 18]. Cok farkli stres faktorlerine karsi
sentezlenmesi, FDH'in evrensel bir enzim oldugunu ve yiliksek bitkilerin stres

metabolizmasinda anahtar bir role sahip oldugunu diisiindiirmektedir.

FDH’ler o6karyotik canlilarda genellikle mitokondride bulunurken, A. thaliana’dan
izole edilen FDH'in karakterizasyon calismasinda, enzimin N-terminal bolgesinde
kloroplasta tasindigina dair sinyal dizisi bulunmustur. Belirli durumlarda
kloroplastta da bulunan AtFDH enziminin tersinir olarak da c¢alistigi
diistiniilmektedir [19]. Baz1 bitki FDH’lerin gerekli durumlarda kloroplastta
bulunmasi enerji metabolizmasi agisindan oldukea ilgi ¢ekicidir. Clinkii kloroplastin
metabolizmasi mitokondrininkinden olduk¢a farklidir. FDH’in Kkloroplastta
bulunmasi, mitokondride miimkiin olandan daha yiiksek enerjili elektron kaynagi
saglayabilecegi ve tersinir indirgenme reaksiyonlarini gerceklestirebilecegini
diistindiirmiistiir [20]. Bu hipotezi dogrular nitelikte, Peacock ve Boulter (1970)
tarafindan Phaseolus aerous bitkisinden izole edilen FDH’in (PaFDH) asidik pH’da
(6.8) bazik pH’a (8) gore 19,7 kat fazla CO:'i indirgeyici aktive gosterdigi
bildirilmistir[21].

NCBI (National Center for Biotechnology Information)’da 32771 NAD* bagimli FDH
proteini listelenmektedir ve bunlardan yalnizca 183'G bitki kaynakhdir. Bitki
FDH’lerinin ise ¢ogu genomik ¢alismalar sonucu elde edilen varsayimsal verilerdir.
Bitki FDH’leri ¢alismalarinda ise genellikle AtFDH ve SoyFDH’a odaklanilmistir [18,
22]. Diger FDH’ler ile kiyaslandiginda ayni1 zamanda birer stres proteini olan AtFDH
ve SoyFDH H:02’ye karsi daha kararhdir. Bakteriyel FDH’ler arasinda mutant
PseFDH enzimi benzer bir oksidatif kararlilik géstermektedir. SoyFDH, substrat ve
koenzim icin diisik Km degeri gosterse de termal kararliliginin ve katalitik
etkinliginin diisiik olmasi nedeniyle endiistriyel uygulamalar i¢in ideal ticari enzim

olamamistir [22, 23].

Protein yapisini olusturan tiim amino asitler, farkh reaktif oksijen tiirleri (ROS) ile
oksitlenmeye meyillidir. Ozellikle metionin ve sistein amino asidinin yan

zincirlerindeki silfiir atomundan dolay1 proteinlerin baslica oksidasyon



bolgeleridir [24, 25]. FDH enzimi, endiistriyel islemlerde yiiksek pH, sicaklik ve
farkli ¢oziicii sistemlerine maruz kaldiginda, igerdigi aktif sistein bakiyeleri
nedeniyle kolaylikla kararlihigini  kaybedebilmektedir. Diger FDH ile
karsilastirildiginda, stresle indiiklenen bitki FDH’lerinin oksidatif kararliliklar1 daha

ylksek olsa da endiistriyel uygulamalar icin gelistirilmesi gerekmektedir [26].

Literatiir incelendiginde; sistein amino asitlerinin, enzim kinetigi ve kararhligi
tizerindeki etkisini incelemek ya da enzim kararliligini arttirmak i¢in bircok ¢calisma
oldugu goriilmektedir. Metionin bakiyelerinin enzim kararliligi ve aktivitesi
tizerindeki etkileri hakkinda bilgimiz ise sisteinlere gore kisithdir. Pseudomonas sp.
101 [26, 27] Mycobacterium vaccae [28], Candida boidinii [29, 30], Candida
methylica'dan [12, 14], izole edilen NAD* bagimli FDH enzimleri {izerinde sistein
bakiyelerinin oksidasyonunu énlemek ve protein kararhligini arttirmak icin protein
mithendisligi uygulamalar1 yapilmistir. Sistein bakiyelerinin diger amino asitler ile
degisimi ve FDH enzimleri lizerinde disiilfit miihendisligi metodu uygulanarak
onemli basarilar elde edilmesine ragmen, bu calismalar birgok mutantin aktivitesi

veya kararliligin azalmasi ile sonuglanmistir.

2016 yilinda Zheng ve arkadaslar1 tarafindan Candida boidinii FDH (CbFDH)
tizerinde yapilan distilfit miithendisligi ¢alismasinda, protein yiizeyinde bulunan
A10C ile C23 bakiyeleri arasinda kurulan disiilfit koprisii, katalitik verimi ve
kararhilig1 arttirirken; proteinin igcine gomiuli olan [239C ile C262 bakiyeleri
arasinda kurulan disiilfit kopriisiiniin koenzimin baglanma afinitesini ve enzimin
katalitik etkinligini azalttigi bildirilmistir [30]. 2000 yilinda Slusarczyk ve
arkadaslari, oksidatif strese kars1 C23S ve C23S/C262A mutantlarinin, yabanil tip
CbFDH’e gore kararhlik seviyesini 6nemli 6l¢iide arttirdigini bildirmislerdir [29].
Pseudomonas sp. 101 (PseFDH) mutantlarinin hidrojen peroksit kaynaklh
inaktivasyonu lizerine yapilan ¢alismalar, PseFDH'nin format ve koenzim baglanma
bolgelerinde bulunan C145S ve C255A mutasyonlarin, enzim Kkararliligini
arttirdigini  gosterirken, protein yiizeyinde bulunan C354 degisimi enzim
ozelliklerini 6nemli o6lciide etkilemedigi gosterilmistir [26]. Ayrica, bir baska
calismada, C255A mutasyonunun NADP* baglanmasini arttirdigi gésterilmistir [27].
Mycobacterium vaccae N10 FDH ile yapilan calismada, C255V mutasyonunun

enzimin katalitik etkinligini ve NADP baglanma spesifitesini arttirdigi gosterilmistir



[28]. Ote yandan, sistein icermeyen Candida methylica FDH'e (CmFDH) disiilfit
kopriisiiniin  eklenmesi, enzim aktivitesi ve kararliliginin azalmasina veya

kaybolmasina neden olmustur [12].

Sistein bakiyelerinin degisimi i¢in bircok calisma mevcutken, NAD* bagimh
FDH'lerdeki metionin degisimi, yalnizca CmFDH ‘in M1C ve M1L degisimleri ile
sinirli kalmistir. Bu calismalarda, M1C ve D62C bakiyelerinin arasina distlfit baginin
eklenmesi CmFDH'in termal kararhligin1 azaltirken, 1M’in sisteine degistirilmesi
katalitik etkinligi ve termal kararhlig1 arttirmistir ve tim mutantlar arasinda 60
°C’de inkiibasyon sonrasindaki aktivitesini en iyi koruyan M1L mutanti olmustur

[10, 14].

Enzimlerin oksidatif kararliligy, sistein ve metionin bakiyelerinin kararlilig1 ile dogru
orantilidir [25]. Metionin, protein fosforilasyonunu kontrol etmek ve hiicredeki
reaktif tlrleri temizlemek icin metionin siilfoksite oksitlenerek reaktif oksijen
tlirleri i¢in bir sensoér gorevi goriir [31-33]. Bununla birlikte, metionin oksidasyonu,
protein kararliligin1 ciddi sekilde etkiler ve endiistriyel isleme veya depolama
sirasinda biyolojik aktiviteyi azaltir [34]. Metioninin, metionin siilfoksite
doniismesi, yan zincirin hidrojen baglama kapasitesini, hacmini ve polaritesini

artirarak protein yapisini ve kararhiligini bozdugu diistiniilmektedir [35].

Literatiirde metioninlerin; glutamin, 16sin, izoldsin, fenilalanin, valin, alanin veya
kodlanmamis amino asitler ile degistirilmesinin oksidasyona etkisini arastiran
calismalar bulunmaktadir [14, 35-37]. Bu ¢alismalar sonucunda, proteinin oksidatif
stres hasarini azaltmak icin, metionin gibi oksidasyona meyilli amino asitlerin,
oksidasyona dayanikli alanin, 16sin gibi amino asitler ile degistirilmesinin; proteinin
oksidatif stres hasarini azalttigi bilinmektedir ve bir¢ok endiistriyel protein
lizerinde bu strateji uygulanmistir [25, 38]. Alkalimonas amylolytica’dan izole edilen
amilaz enziminin 247. pozisyonundaki metionin amino asidinin 16sin amino asidi ile
degistirilmesi oksidatif stabilititesini 7 kat arttirmakla beraber; termal kararhlik ve
katalitik aktivitesini de gelistirmistir. Geobacillus stearothermophilus, Bacillussp. TS-
23 ve Alkalimonas amylolytica amilazlarinda metionin amino asidinin oksidasyona
dayanikhi alanin ve l6sin ile yer degistirilmesi H202 varlifinda proteinlerin
kararhlhigin1 arttirmistir [39]. Amino hidrolaz ile yapilan bir ¢alismada; M221L

degisiminin oksidatif kararlilifi, enzimin yar1 dmriinii ve aktivitesini arttirdigi



bildirilmistir [40]. Savin ve Thiskov (2010)’'un PsFDH’in kimyasal kararliligin
arttirmak icin yaptiklar ¢alismada; C255S ve C145S mutantlar: tek basina kayda
deger bir degisiklize neden olmazken Cys255Ala /Cys145Ser ikili mutantinin

kiimiilatif etkisi yabanil tipe gore kimyasal kararliligi 1000 kat arttirmistir [26].

Bu yiiksek lisans tezinde, GhFDH enziminin yiizeyinde yer alan M225, M234 ve
M243 amino asit bakiyeleri hedef alinmistir. Hedeflenen ve oksidasyona meyilli
ylizey metionin amino asitleri, “site directed mutagenesis” metodu ile oksidasyona

dayanikli 16sin amino asidi ile yer degistirilmistir.
1.2 Tezin Amaci

Genel olarak enerji metabolizmasindaki gorevi ile bilinmekle birlikte, bitkilerde
oksidatif stres ile miicadelede de 6nemli enzimler olan NAD* bagimh FDH enzimleri
ozellikle, ila¢ endiistrisinde 6nem arz eden optikee kiral saf bilesiklerin, enzimatik
sentezi sirasinda kullanilmasi gereken ve pahali bir koenzim olan NAD(P)H'in
yeniden eldesi ve COz'den hidrojen yakitinin stabilize edilmis bir formu olan formik

asit Uretimi gibi biyoteknolojik uygulamalar icin 6nemlidir[2].

Bu tez c¢alismasina konu olan, GhFDH enziminin 6nceki biyokimyasal
karakterizasyon c¢alismalari, GhFDH enziminin cevresel stres kosullarina karsi
dayanikliliginin  biyoteknolojik olarak o6nemli bir potansiyel tasidigini
gostermektedir [21]. Oksidasyon da en O6nemli cevresel streslerden biridir ve
liretim, islenme veya depolama gibi endiistriyel asamalarda enzim inaktivasyonuna
sebep olabilmektedir [34]. Bu yiizden oksidatif kararlilik, en o6nemli Kkalite

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, farkli kaynaklardan izole edilen FDH
enzimlerinin kinetigi ve kararlilig1 iizerindeki rolii hakkinda ¢ok sayida veri varken;
metionin bakiyelerinin, FDH'lerin kararlihig1 ve aktivitesi tizerindeki etkisine iliskin
bilgimiz kisithdir. Bu yiiksek lisans tez calismasinda, NAD* bagimhi GhFDH
enziminin oksidatif kararhligini arttirmak amaciyla protein miihendisligi
yaklasimlarindan biri olan bélgeye 6zgli mutagenez yontemi uygulanmistir. GhFDH

protein ylzeyinde yer alan ve oksidasyona yatkin olan metionin amino asitleri



(Met), oksidasyona kars1 dayanikli 16sin (Leu) ile yer degistirilmistir. Boylece bu
Met/Leu degisimlerinin enzimin termal kararhligina ve aktivitesine olan etkisinin
aydinlatilmasinin yani sira enziminin oksidatif kararliliginin arttirilmasi

amaclanmaktadir.
1.3 Hipotez

Bu tez calismasiyla GhFDH enzimi ylizey metionin amino asit bakiyeleri (M225,
M234 ve M243) lizerinde ilk kez protein miihendisligi metotlarindan biri olan “site
directed mutagenesis” yontemi uygulanmistir. Protein ylizeyindeki metionin amino
asitleri oksidatif strese karsi hassastir ve reaktif oksijen tiirevleri tarafindan
kolaylikla metionin stlfokside doniisebilmektedir. Metionin siilfoksit rediiktaz,
okside olmus metionini indirgeyerek bir antioksidan savunma mekanizmasi
saglamaktadir. Eger okside olmus metionin indirgenemezse bu bolgenin
hidrofobikligi ve dolayisiyla protein konformasyonu degistiginden aktivite kaybu ile
sonu¢lanmaktadir [40]. Bu bilgiler dogrultusunda ¢alismamiz, GhFDH enziminde
bulunan oksidasyona egilimli yiizey metionin amino asitlerinin, oksidasyona
dayanikli 16sin amino asidi ile degistirilerek enzimin oksidatif kararlhiliginin

arttirilacag hipotezi tizerine kurulmustur.



2

GENEL BILGILER

2.1 NAD* Bagimli Format Dehidrogenazlar

NAD* bagimli format dehidrogenazlar (FDH, EC 1.2.1.2) dogada yaygin olarak
bulunmaktadirlar. Bu enzimler, formatin CO:‘e oksidasyonunu katalizlerken

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

katalizlemektedirler (Sekil 2.1-2.2).
FDH

NAD(P)" NAD(P)H

HCOOH <= =~ (0,

Sekil 2.1 NAD+ bagimli FDH enziminin tersinir reaksiyonu [6]

e
7

HCOO + NAD' - 002 + NADH

Sekil 2.2 FDH tarafindan katalizlenen reaksiyon[41]



FDH, D-spesifik 2-hidroksi asit dehidrogenaz siiper familyasina mensup bir
enzimdir. Bu siiper familyanin iyeleri; kuaterner yapilari, icerdikleri prostetik
gruplarinin tipi ve substrat spesifisiteleri bakimindan cesitlilik géstermektedir
[15],[42]. Format dehidrogenazlar aerobik bakteri, arke, maya, fungi, bitki ve
omurgalilarin  yani sira anaerobik tiirlerde de bulunmaktadir [43]. Format
dehidrogenazlar, metal bagiml format dehidrogenazlar ve metal bagimsiz format
dehidrogenazlar olmak iizere iki gruba ayrlrlar: ilk gruba dahil olan
oksidorediiktazlar, optik¢e aktif bilesik tlretimde kozmetik, farmasotik gibi
endiistriler icin 6énemli biyokatalizérlerdir. Ikinci gruba dahil olan format
dehidrogenazlar ise, aynm iki alt birimden olusan homodimerler olarak islev

gormektedir ve NAD(P)* 'ye karsi yiiksek bir 6zgiinliigii oldugu bilinmektedir [44].

NAD * bagimlh format dehidrogenaz enzimi (FDH, EC 1.2.1.2), metilotropik mayalar,
bakteriler [42, 45-47] ve bitkiler [11, 19, 48] de dahil olmak {izere bir¢ok
organizmada yaygin olarak bulunmaktadir. Karbon ve enerji kaynagi olarak metanol
kullanan metilotropik mikroorganizmalar, metanoliin CO2'ye oksidasyonundaki
terminal basamag katalizleyen NAD* bagimli format dehidrogenaza sahiptir.
Metanol kullanan bakteri ve mayalarda FDH, hiicrenin enerjisine katkida
bulunurken, patojenik bakteri ve mantarlarda FDH bir stres proteini olarak gorev
yapmaktadir [49]. Bitki FDH’leri ise formatin karanlkta oksidasyonundan sorumlu
oldugu gibi demir eksikligi ve farkli anaerobik stres kosullarinda da ekspresyonu

artmaktadir [50].

NAD* bagiml format dehidrogenazlar; CO2’in formata oksidayonunu katalizlerken,
NAD+i NADH’e indirgeme sayesinde, NAD(P)H-bagimli oksidorediiktazlarin
kullandig1 ve oldukg¢a pahali bir koenzim olan NAD(P)H’in rejenerasyonu ic¢in
optikce saf iiriin sentezinin 6nemli oldugu farmasotik, gida, kozmetik ve tarim

endiistrilerinde yaygin olarak kullanilmaktadir [15, 20].
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Sekil 2.3 NAD(P) rejenerasyonu [15]

Sekil 2.3’te, ana enzim Ep (dehidrogenaz, rediiktaz, monoksigenaz, vb.) kofaktorii
indirgeyerek kiral bilesigin tliretimini katalizlerken, ikinci enzim Er (format
dehidrogenaz) koenzimin oksidasyonuyla tekrar NAD(P)H'ye indirgemektedir.
Uygun sartlarda, ayni enzim her iki reaksiyonu katalizleyebilmektedir [51-53].

Format dehidrogenazin katalizledigi reaksiyonlar, hidrit iyonunun substrattan asit-
baz katalizi asamalar1 olmadan, NAD*'nin nikotinamid parcasinin, C4 atomuna
dogrudan aktarilarak; hidrid iyon transferinin genel mekanizmasini arastirmak icin

uygun bir model olmaktadir [54].

Bu 6zellikleri ile NAD+ bagimli format dehidrogenazlar, optikce saf kiral bilesiklerin
enzimatik sentezinde gerekli ve pahali bir koenzim olan NAD(P)H’in yeniden eldesi,
atmosferik CO2'in tutulmasinda kullanilirken, tersinir calisarak CO2’den hidrojen
yakitinin stabilize edilmis bir formu olan formik asit tiretilmesi, ortamdaki formik
asit miktarinin belirlenmesi gibi biyoteknolojik uygulamalar i¢in 6nemli bir enzim

oldugu bilinmektedir [20].
2.1.1 Bitkisel NAD+* Bagimli Format Dehidrogenazlar

Iki 6zdes alt birimden olusan format dehidrogenazlar, protestik gruplar ve metal
iyonlar icermemektedir. NAD+ bagimli format dehidrogenazlar; bakteriler, mayalar,
mantarlar ve bitkiler gibi bir¢ok farkli organizmada (patojenik olanlar dahil)
bulunmaktadir. Bakteriyel FDH’ler sitoplazmada bulunurken, bitki FDH'leri
mitokondride bulunmaktadir. Bitkide format dehidrogenaz aktivitesi ilk olarak
1921 yilinda fasulye (Phaseolus vulgaris) ‘de kesfedilmesine ragmen bitki kaynakl
FDH’ler ile yapilan ¢alismalarin mikroorganizma kaynakli FDH’lere gore oldukga az

oldugu goriilmektedir [23, 55].
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FDH'lerin aktif ve sistematik ¢alismasi1 1970'lerin basinda baslamis ve bakteriyel
calismalar odakl olarak stirdiiriilmistiir. Metanol kullanan bakteri ve mayalarda
FDH, enerji metabolizmasina katki saglarken, son c¢alismalar, patojenik
mikroorganizmalara benzer sekilde, bitkilerde FDH'in stres proteinleri oldugu
belirlenmistir. Bitkilerde FDH sentezi, kuraklik, ani sicaklik degisimi, UV 1s1inj,
kimyasal ajanlar [50, 56, 57], hipoksi [58] ve patojenik mikroorganizmalar [17] ile

artmaktadir.

Mitokondride bulunan bitki FDH'leri, hiicre icindeki ¢6ziiniir proteinlerin kiiciik bir
boliimiint olusturmaktadir. Bir enzimin dogrudan bitkilerden izole edilmesi, emek
isteyen ve zaman alic1 bir islemdir. Bitki FDH'leri cogunlukla ¢ok kararh degildir, bu
da izolasyon sirasinda enzimin inaktivasyonuyla sonuglanabilir. Bu nedenle, ortaya
cikan FDH’lerinin spesifik aktivitesi beklenenden ¢ok daha diisiiktiir. Bitki FDH'i ilk
kez 1951'de bezelye ve fransiz fasulyesinden saflastirilmistir [59]. 1983 yilinda,
soya fasulyesinden (G.max) biiylik miktarda FDH ekstrakte edilmis ve bitki FDH’in

amino asit kompozisyonunun belirlenmesi saglanmistir [60].

1993'ten bu yana patates [48], arpa [50], piring [61] ve A. thaliana [19, 62] olmak
lizere sadece birka¢ FDH’in cDNA’st klonlanmistir [63]. Bitki kaynakli FDH
cDNA’larinin E. coli konakg¢i hiicresinde ekspresyonu ¢6ziinmeyen inkliizyon
cisimcikleri olusturmaktadir [48]. E. coli hiicrelerinde mitokondriye tasinma sistemi
olmadigindan bitki kaynakli FDH enzimini kodlayan cDNA’dan mitokondriyal sinyal
peptidini kodlayan dizinin silinmesi ile ilk kez E.coli’de aktif ve ¢6ziiniir FDH enzimi
elde edilebilmistir. Ancak protein icerigi hiicre icindeki tiim proteinlerin yaklasik

%0.01’i olabilmistir [23, 61].

Kiiltlr kosullarinin optimizasyonundan sonra, A. Thaliana (Sekil 2.4) ve G. max'den
izole edilen rekombinant FDH verimi, besiyerinin 500-600 mg/L'sine ulasabilmistir
[15]. Boylelikle, bitki FDH'lerinin sistematik ¢alismalari i¢in gerekli tiim kosullar
saglanmistir. Adreadeli ve arkadaslar1 (2009) L. Japonicas’dan izole ettikleri FDH
genini E. coli’de verimle eksprese ettiklerini bildirmistir [58]. Kurt-Giir ve Ordu
(2018)'nun pamuk (Gossypium hirsutum) FDH’i ile yaptiklar1 calismada, % 87.3
oranda verimle protein elde edilerek Gossypium hirsutum FDH enziminin

biyoteknolojik potansiyeli gosterilmistir [21].
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Soya fasulyesi FDH'nin, optikce aktif bilesiklerin sentezinde kullanilan NAD(P)H
rejenerasyonu icin oldukeca verimli bir biyokatalizor olmay1 vaat ettigi
ongorilmiistiir [23]. Yayinlanan veriler, bitki FDH'leri o6zellikle cesitli stres
etmenlerine yanit olarak olustugu icin son derece 6nemlidir. FDH'lerin biyosentez
diizenlemesi ve fizyolojik rolii karmasiktir ve simdiye kadar tam anlamiyla
aydinlatilmamistir. Bu enzimlerin yap1 ve islev calismalar1 heniiz baslangig
asamasindadir. Bu ¢alismalarin sonuglari, temel bilimler icin biiylik 6nem tasimakla
birlikte, FDH'nin yiiksek aktiviteye sahip mutant formlarinin iiretilmesi, strese karsi

gelistirilmis dayanikl bitkiler tasarlamak i¢in de yeni yaklasimlar getirmektedir.

Sekil 2.4 Arabidopsis thaliana’dan izole edilen NAD-bagimli format dehidrogenaz
enziminin X-ray Kristalografi ile elde edilmis 3 boyutlu yapisi (AtFDH) [64]

2.2 Proteinlerin Kararhlhg:

Protein kararhiigindan peptit omurgasindaki kovalent baglar, disiilfit kopriileri,
amino asitlerin birbirleri ile ve su molekiilleri arasindaki kovalent olmayan
etkilesimler sorumludur. Kovalent olmayan etkilesimler, van der Waals, hidrofobik,
elektrostatik etkilesimler ve hidrojen baglarinin kiimiilatif etkisidir. Bu kuvvetlerin
toplamy, bir proteinin yapisal kararlilig1 olarak bilinir. Termodinamik olarak protein
dogal yapisindan, katlanmamis yani yapisal olmayan polipeptid zincir formuna gecis

icin Gibbs serbest enerji degisimi (AG) olarak tanimlanmaktadir [41, 65].
2.2.1 Oksidatif Kararhhk

Protein oksidasyonu, reaktif oksijen tiirleri (ROS) ile dogrudan veya oksidatif
stresin yan iriinleri ile dolayll reaksiyonlarla indiiklenen, proteinin kovalent
modifikasyonu olarak tanimlanmaktadir. ROS, serbest radikaller (¢OH, Oze-, RSe ve

ROOe), radikal olmayan tiirler (H202 ve ROOH) ve reaktif aldehitler ve ketonlari
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icermektedir [66]. ROS, hem amino asit yan zincirlerinde hem de protein iskeletinde
oksidasyona neden olarak protein pargalanmasina veya protein-protein ¢apraz
baglarina neden olabilmektedir. Proteinlerin oksidasyonu; konformasyon, yapi,
¢cozunurlik, proteolize duyarlilik ve enzim aktiviteleri dahil olmak tlizere fiziksel ve
kimyasal 6zelliklerini degistirebilmektedir. Oksidatif stres, oksidant seviyesinin,
organizmadaki antioksidant sisteminin ROS'u uzaklastirma kapasitesini astiginda
ortaya cikmaktadir [67, 68]. ROS ve bir dizi baska reaktif bilesik, aerobik
metabolizmanin bir sonucudur. Bu reaktif bilesikler, proteinler, lipitler ve DNA ile
reaksiyona girerek, bunlar1 degistirebilir [69-71]. Bu tiir degisiklikler, insanlarda

dejeneratif hastaliklara ve yaslanmaya neden olabilir [72].

Bitkilerde biyotik veya abiyotik stres kosullarinda ile ROS bilesiklerindeki artis,
antioksidant sistemi astiginda oksidatif stres olusabilmektedir. Stres altinda
elektronlar, asil hedefleri yerine oksijene tasinmaktadir. Bu sekilde baslayan
zincirleme reaksiyonlar ile dokularda ROS bilesikleri birikmektedir. Bu sebeple,
stres kosullarinda yan bir stres olarak ortaya c¢ikan oksidatif stres, tarimsal
verimliligi tehdit eden en 6nemli unsur olarak kabul edilmektedir ve bitkilerde
onemli Ol¢lide verim kaybina sebep olabilmektedir. Bitkilerde oksidatif stresin
kaynaginin ¢ogu zaman H202'in oldugu varsayimaktadir. Hidrojen peroksidin
oksitleme giiciiniin zayif olmasina ragmen dogrudan stlfidril gruplari ile etkilesime

girerek fruktoz bifosfataz vb. enzimleri inaktif ettigi bildirilmistir[73].

Tim amino asitler, ROS tarafindan oksitlenebilmektedir. Fakat sistein ve metionin
aminoasitleri, igerdikleri silfiir grubundan dolay1 oksidasyon seviyesi yiliksek
oldugu bilinmektedir. Sisteinin, radikal oksidan ile tek elektronlu oksidasyonu
sonucu tiyil radikalleri olusabilmektedir [74, 75]. Sistein ve oksidanlar arasindaki
iki elektronlu oksidasyonu sonucu, siilfenik asit (CysSOH), stilfinik asit (CysSO2H) ve
siilfonik asit (CysSOsH) olusabilmektedir [76]. Bu tiirler kararsiz olmakla birlikte
hidroliz reaksiyonlari ile oksiasitler veya baska bir tiyol grubu ile reaksiyona girerek
distlfit baglar1 verebilmektedir [77]. Benzer sekilde, metionin bakiyeleri, cesitli
oksidan tiirleri tarafindan kolayca oksitlenebilmektedir. Metionin oksidasyonu
sonucu olusan iriin, siilfona oksitlenebilen siilfoksittir [78, 79]. Metionin siilfoksit,
metionin siilfoksit rediiktaz enzimi, merkaptoetanol ve ditiyotreitol gibi indirgeyici

reaktifler ile metionine geri gevrilebilir [80, 81].
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2.2.2 Termal Kararlilhik

Termofilik organizmalar, 120 °C'ye kadar sicak ortamlarda yasayabilmek icin
evrimlesmis organizmalardir. Bu molekiiller, ekstrem kosullar altinda
kararhliklarini ve fonksiyonlarin1 korumak icin farkh stratejilerle evrimlesmistir.
Protein miihendisligi uygulamalar1 dogay:1 taklit ederek, mezofilik proteinlere,
ekstremofilik proteinlerin ozellikleri kazandirilarak kararhliklar:

gelistirilebilmektedir [65, 82].

Endtstriyel liretim siireclerin baslica sorunlardan biri katalitik aktivitesi yliksek
enzimlerin ytliksek sicakliklarda denatiire olarak aktivitesinin azalmasi ve zamanla
aktivitesini kaybetmesidir. Bu ylizden termofilik canlilardan (Thermus aquaticus,
Pyrococcus furiosus ve Thermococcus litoralis vb.) izole edilen enzimler yiiksek
sicakliklarda muamele edilmesi gereken uygulamalar icin ideal enzim adaylaridir.
Ornek olarak molekiiler biyoloji sektoriinde sikhikla kullanilan polimeraz zincir
reaksiyonu katalizleyen DNA polimeraz enzimi bir termofilik bir proteindir. Fakat
termofilik canlilarla ¢alismak zordur. Bu ylizden ¢alisilmasi nispeten daha kolay
mezofilik canlilardan izole edilen proteinler, termofilik 6zellikler kazandirarak
proteinlerin termal kararlilik seviyelerinin arttirilmasi hedeflenmektedir. Bu
ozellikler calisilan proteine gore degisse de literatiirdeki calismalar; termofilik
proteinlerde van der Waals etkilesimlerinin, hidrojen baglarinin, tuz kopriilerinin,
dipol-dipol etkilesimlerinin fazla oldugu ve disiilfit koéprilerinin, hidrofobik
etkilesimlerinin ve ylizeyde kisa loop yapilarinin oldugunu géstermektedir [41, 83-

85].
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2.3 Protein Miihendisligi

Protein miihendisligi, istenen islevleri elde etmek icin yeni proteinlerin sentezini
veya mevcut protein dizisinde / yapisinda degisiklik yapilmasini icermektedir. Yeni
protein tasarim algoritmalari, yapisal biyoinformatigin ilerleyisi, molekiiler kuvvet
alanlar1 ve 3D protein yapisi ile ilgili bilgilerin artmasi, protein miihendisligi

uygulamalari icin hesaplamali yaklasimlarin kullanilmasini miimkiin kilmistir [86].

Proteinlerin 6zelliklerinin gelistirilmesi ya da degistirilmesi i¢in genel olarak iki ana
protein miihendisligi yaklasimi olan rasyonel tasarim ve yonlendirilmis evrim
kullanilmaktadir. ilk yaklasim olan rasyonel tasarimda, protein yapisi bilgisi
kullanilmaktadir ve protein yapi iskeletlerini (6rnegin biyokatalizoriin aktif bolgesi)
modifiye etmek icin bolgeye yonlendirilmis mutagenez kullanilmaktadir. Bu
yaklasim icin, hedef proteinin amino asit dizi bilgisi ve protein yapi bilgisi
gerekmektedir. Ikinci yaklasim, yonlendirilmis evrim olarak adlandiriimaktadir.
Yonlendirilmis evrim, ¢ok sayida rastgele mutagenez veya rekombinasyon ardindan
mutant kitiiphanesinin taranmasini icermektedir [87]. Yonlendirilmis evrimde,
protein yapisinin bilgisi gerekli degildir. Yonlendirilmis evrimin problemi,
fonksiyonel dizi bilgisinin sinirli olmasindan dolay1 6rneklemelerin veriminin az
olmasidir. Bununla birlikte, kismi yapisal bilgi mevcut ise lglincii bir protein
miihendisligi yaklasimi olarak tanimlanan yari1 rasyonel dizayn (bodlge doyurulmus
mutagenez) uygulanabilmektedir. Bolge doyurulmus mutagenezin avantaji rastgele
mutasyonlar1 bir bélgede sinirlayarak taranmasi daha kolay akilli kiitiiphanelerin

olusturulabilmesidir [14].
2.3.1 Rasyonel Dizayn

Rasyonel dizayn yaklasiminda, bilgisayar tabanli modelleme ve biyoinformatik
bilgisi ile proteinin yapisal ve islevsel 6zelliklerini belirlenebilmekte ve hedeflenen
bolgelerde mutasyon gercgeklestirilebilmektedir. Bu hesaplamali yontem
yaklasiminda hedeflenen proteinin amino asit dizi bilgisi, yapisi ve fonksiyon bilgisi
gerekmektedir. Rasyonel dizayn ile yapilan degisiklik, insersiyon, delesyon ya da
inversiyon olabilecegi gibi nokta mutasyonu ya da kaset mutasyonu da
olabilmektedir. Rasyonel dizayn yapilirken istenilen degisiklikler, proteine PCR
tabanli bir yontem olan bélgeye yonelik mutagenez yontemi ile sokulmaktadir [88,

89].
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2.3.1.1 Bolgeye Yonelik Mutagenez

Bolgeye yonelik mutagenez, bir genin DNA dizisinde ve herhangi bir gen tiriiniinde
spesifik degisiklikler yapmak i¢in kullanilan PCR islemine dayal bir molekiiler
biyoloji yontemidir. Bolgeye 6zgli mutagenez DNA, RNA ve protein molekiillerinin

yapisini ve biyolojik aktivitesini arastirmak i¢in de kullanilmaktadir [90].

Bolgeye 0zgli mutagenez icin temel prosediir soyledir: istenen mutasyonu iceren
kisa sentetik oligoniikleotit, kalip DNA'nin tamamlayicisidir, boylece ilgilenilen
gendeki DNA ile hibridize olabilmektedir. Mutasyon, tek bir baz degisikligi (bir
nokta mutasyonu), c¢oklu baz degisiklikleri, delesyon veya insersiyon
icerebilmektedir. Tek iplikli primer daha sonra genin geri kalanin1 kopyalayan bir
DNA polimeraz kullanilarak uzatilir. Bu sekilde ¢ogaltilan gen, mutasyona ugramis
bolgeyi icerir ve daha sonra bir vektér yardimiyla hiicreye sokulur ve klonlanir. Son
olarak, istenen mutasyonu icerip icermediklerini kontrol etmek icin DNA dizi analizi

ile gen dizisi kontrol edilir [91].

Kunkel’s metot [92], kaset mutagenez [93], PCR tabanli bolgeye yonelik mutagenez
[94], “Whole Plasmid” mutagenez [95] olmak ilizere ¢esitleri mevcuttur. Bu yliksek
lisans tezinde de kullanilan PCR tabanli bélgeye yonelik mutagenez (Sekil 2.5)
yonteminin protokolii kisaca séyledir: istenilen mutasyon(lar), kalip plazmiti
cogaltan bir PCR protokolii ile primerler (istenen mutasyona sahip) kullanilarak
plazmitlere sokulmaktadir. Kalip DNA, metilasyona bagimli bir endontikleaz (Dpnl)
kullanilarak kesilerek bakteriye, niikleaza diren¢li plazmit (PCR iriinii)
aktarilmaktadir. Plazmitler, elde edilen kolonilerden izole edildikten sonra istenilen
mutasyon icin taranmaktadir. Son olarak pozitif kolonilerde, hedeflenen
mutasyonun varligini ve ek mutasyonlarin olup olmadigini kontrol etmek icin DNA

dizi analizi yapilmaktadir [96].
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1. Mutant Zincir Sentezi

-Kalip DNA denatiire edilir.

-istenilen mutasyona sahip mutajenik
primerler kalip DNA'ya baglanir.

-'High Fidelity’ enzim ile primerler uzar
ve reaksiyon sonlanir.

2. Kalip DNA'nin Dpnl Enzimi ile Kesimi
-Dpnl enzimi ile metillenmis parental
DNA kesilir.

3. Transformasyon
-Mutasyon iceren plazmitler, kompetent
hiicrelere aktarilir.

Sekil 2.5 PCR tabanli bolgeye 6zgli mutagenez metodu [97]
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2.4 Homoloji Modelleme

Homoloji modellemesi, birden ¢ok adimdan olusan bir yap:1 tahmin yontemidir ve
kiiciik farkhliklar iceren ortak prosediirlere sahiptir. Homoloji modelleme, 3
boyutlu yapisi belirlenmemis proteinlerin yapisini tahmin etmek icin en dogru ve
glivenilir hesaplama yontemidir. Homoloji modellemesi, sorgulanan proteininin tli¢
boyutlu yapisini, kalip proteinler ile dizi hizalamasi yoluyla tahmin etmektedir.
Genel olarak, homoloji modelleme yontemi: hedef tanimlama, dizi hizalama, model
olusturma ve model gelistirme olmak lizere 4 adimdan olusmaktadir [98]. Homoloji

modelleme basamaklari Sekil 2.6'da 6zetlenmistir.

“. /| Kalbin Secilmesi ve Tanimlanmasi & “'h'h-
Sekans benzerligi, filogenetik ve e '}‘ -
1 cevresel faktorler kullaniir, 1*‘#
A A sekanslarin Hizalanmasi ve SIEETELE SRV
N Hizalanmanin Diizeltilmesi AL s R
2 Hizalamalarin dikkatlice incelenmesi ot e ry

ve dizeltilmesi cok dnemlidir.

L — .

',/" Model Olusturma P _:" A
) Model olusturmak icin cesitl metotlar @ "‘.#c
3 meveuttur, '*i‘ )

Loop Modelleme

Loop modellemesinin dogrulugu, A ﬁr
4 modellerin gelecek icin degerini belider, %@
L

N Yan Zincir Modelleme ; ¢ ik "
hd Bu, genellikle omurgaya yan zincir v ,
5 konularak yapilir. L }

Model Optimizasyonu
v Bu basamak, modelin kalitesini artirmak
6 icin yapilir.

" Model Dogrulama
Modelin kalitesi onun islevselligini belirler,

Sekil 2.6 Homoloji modelleme basamaklari [99]
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Homoloji modellemesi i¢in bu yiiksek lisans tezinde SWISS MODEL sunucusu
kullanilmistir.  SWISS-MODEL’de homoloji modelleme i¢cin gerceklestirilmesi
gereken ana basamaklarin sirasi séyle olmaktadir: Sorgulanan hedef proteinin dizisi
FASTA, Clustal veya diiz metin formatinda girilmektedir. Hedeflenen proteinin
dizisi, veri tabaninda sorgulanarak, homolog proteinler ylizdesel olarak en ytiksek
eslesmeye sahip olandan diisiik olana dogru siralanmaktadir. Planlanan ¢alismaya
gore, yuzdesel olarak yiliksek homoloji gosteren protein(ler) kalip olarak
secilmektedir ve secilen her kalip icin korunmus amino asitlerin koordinatlari
aktarilarak, 3 boyutlu protein modeli sunucu tarafindan otomatik olarak
olusturulmaktadir. Olusturulan modellerin, model kalite tahmin skoruna bakarak

olusturulan modelin dogruluguna iliskin yorum yapilabilmektedir[100].

Tablo 2.1’de verilen modelleme araglarinin avantaj ve dezavantajlar1 mevcuttur. Bu
araclar1 karsilastirmak icin; ayni veri kiilmesine karsi, ayni siire zarfinda, tamamen
ayni parametre kiimesini kullanarak test edilmektedir. CASP (Protein Yapisi
Tahmininin Kritik Degerlendirmesi), 1994'ten bu yana iki yilda bir gerceklesen
protein yapisi tahmini i¢in diinya ¢apinda bir deneydir [101]. CASP, yap1 tahmin
yontemlerini objektif olarak test etme ve protein yapi1 modellemesindeki son
teknolojiyi bagimsiz bir sekilde degerlendirme firsati sunmaktadir. CASP'nin birincil
amaci, amino asit dizisinden proteinin ii¢ boyutlu yapisini belirleme yontemlerini
gelistirmeye yardimci olmak olsa da CASP sayesinde, mevcut araglarda biyiik
iyilestirmeler yapilmistir. Ayrica, CAMEO topluluk projesi [102] LiveBench [103] ve
EVA [104, 105] otomatiklestirilmis yapi1 tahmin sunucularinin strekli olarak

degerlendirmesini saglayan diger kaynaklardir [106].
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Tablo 2.1 Popiiler homoloji modelleme arag¢ ve sunuculari[99]

Homoloji
Modelleme
Sunuculari ve Agtklama

Araglar
Uzamsal kisitlama yontemi ile proteinlerin 3 boyutlu yapisini

MODELLER olusturan bir homoloji modelleme aracidir. Ucretsiz erisilebilir,
glclu ozelliklere sahiptir ve glivenilir sonuglar verir.
Protein yapi tahmini icin internet bazli hizmet saglayan bir

I-TASSER sunucudur. CASP deneyinin sunucular boéliimiinde en iyi

yontemlerden biri oldugu gorilmiistiir.

SWISS-MODEL

Proteinin, amino asit diziliminden 3D yapisini veren bir
sunucudur. Web arayiizii kullanighdir. Bu sunucu, en uygun
sablonu se¢mek icin model kalite tahminini kullanir ve tahmini

olusturulan modellerin dogrulugunu verir.

Segment eslestirme ve ekleme veya silme bolgeleri yaklasimlarinin
modellemesinin bir kombinasyonudur. 3D yap1 tahminine ek

olarak, gelismis loop modelleme, gelismis hizalama ydntemleri ve

MOE
gliclii hizalama gorsellestiricisi ve dlizenleyicisine sahiptir.
Bu modelleme, 3D yapilar olusturmak icin cesitli tespit araclari
PHYRE2 kullanir. Protein amino asit dizileri arasinda ligand baglanma
tahmini ve varyant analizi gibi 6zel 6zelliklere sahiptir.
Bu arag, profil gizli Markov modellerinin (HMMs) tekli veya ¢oklu
HHPRED sorgu dizisinden, ikili karsilagtirma yaparak 3D yapilar olusturur.
ROSETTA parca ekleme yontemine dayanarak, protein bolgesinin
ROBETTA hem baslangic hem de homoloji modellerini verir.
PMP PMP, model olusturma ve kalite degerlendirmesi icin etkilesimli
arayiiz saglar.
Dogrulugu yiiksek 3 boyutlu yapt veren homoloji modelleme
ICM araclarindan biridir. Ozellikleri arasinda hizh model olusturma,

loop tahmini, model dogrulama ve iyilestirme bulunur.
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Tablo 2.1 Popiiler homoloji modelleme ara¢ ve sunuculari (devami) [99]

Dogru protein yapisi tahmini i¢in gii¢li bir pakettir. Yiiksek dogrulukta
yapl olusturmasinin yani sira gelismis simiilasyon saglar. Homoloji

modellemesini ve katlanmay1 dogrulamasini bir paket halinde birlestirir.

PRIME
Kullanimi kolay bir araytize sahiptir.
SCWRL4 lyi dogrulukta hizli ve kullanimi kolay bir aragtir.
Yapu ici bozukluklari, domainleri ve protein-ligand baglanma alanlarinm
INTFOLD tahmin eden bagimsiz bir sunucudur.
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3

MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

3.1.1 Kullanilan Hiicreler ve Vektor

Bu c¢alismada kompatent hiicre olarak ticari bakteri susu kullanilmistir [DH5a -T1
E. coli (F ¢80lacZAM15 A (lacZYA-argF) U169 recAl endA1 hsdR17 (rk -, mk +) phoA
supE44 thi-1 gyrA96 relAl tonA) (Invitrogen) ticari kompatent hiicre]. GhFDH geni,

pQE-2 vektoriine (Sekil 3.1) klonlanmis ve stok hiicre olarak saglanmistir.

TS promater Psil [49)
/ 159)
(2) BmeT1101 f fex ()
(1) Aval - BsoBI - PaeR7I - Xhol [/ (lac aperator)
[4588) Aatil \ \ f / / .
> A ) / EcoRI (88)
(4586) Zral N\ / 7 e 1
RBS
(4365) XmnI g
A _ BseRI (113)
[ETE)

- BxHis

— SphI (128)

— Ecos3kI (154)
— SacI (156)
_——— Eagl - NotI (151)
——— SacIl (167)

(4136) Puul

(3885) BglI _

~ BfuAI - BspMI (133
~ HindIII {134)
BlpI (20£)

(3827) Bsal

(3766) AhdI —__ " Nhel (3:4)

~__ Bmil [318)
Bpu101 (333}

" BspEI (362)

~__ Pasl (798}

Ncol - Styl (887}

TAGZyme pQE-2

4758 bp

PR — x
(3289) AlwNI Hpal (1481)
EcoRV (1337}
BssHIT (1372

PspOMI [1776)
Apal (1780)
. BStEIT [1801)
(2873] Pl ;
4 L, / \
{2737} BepQL — Sapl a4 /o \  Belr* (1959)
(2646] BstZi7I VA Miul (1383)
(2620} PAFT - Tth111l /
(2517} Pfol
(2453) FspAl
(2436) PpuMI *

Sekil 3.1 pQE-2 vektor haritasi [107]
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3.1.2 Mutasyon Primerleri

Tablo 3.1 Hedeflenen amino asitlere 6zgii tasarlanan mutasyon primerleri

FP: 5-ATTATTGTCATAAATCTACCTCTAACTGAGAAG-3’

M225
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 Kullanilan Kitler

Plazmit izolasyon Kkiti 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

quartz

(EtOH, Sigma Aldrich), etilendiamintetraasetik asit (EDTA Sigma Aldrich),
kiivet (Sigma Aldrich), Tris (Sigma Aldrich), Agaroz (Sigma Aldrich),

Nikotinamid Adenin Diniikleotit (NEB), sodyum format (MERCK), 1 kb DNA Markér

(NEB).

3.1.5 Kullanilan Besiyerleri

Luria Broth (LB):10 g Tripton, 5g Yeast Extract, 10 g NaCl lizerine saf su ilave
edilerek 1 litreye tamamlanarak hazirlanmistir. pH 7’ye ayarlandiktan sonra
121 °C’'de 15 dakika otoklavda steril edilmistir. Kat1 LB i¢in siv1 1L LB’ye 15
g Agar ilave edildikten sonra 121 °C’de 20 dakika otoklavlanarak

sterilizasyon gerceklestirilmistir.

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

glikoz soliisyonu eklenerek hazirlanmistir.

TB (Terrific Broth) besiyeri: 1 litre i¢in; 12 g tripton, 24 g maya ekstrati ve 4

ml gliserol 900 ml distile su icerisinde ¢oziindiiriiliip ve 121 °C'de 1,5 atm
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basingta 15 dakika otoklavda steril edilmistir. Otoklavdan sonra besiyerinin
sicakhigl 60 °C’ ye distiiglinde 100 ml steril potasyum fosfat tamponu (100
ml icin; 2,31 g KH2PO4 ve 12,54 g K2HPO4.) ilave edilmistir.

3.1.6 Kullanilan Tampon Cozeltileri

10X TBE Tamponu: 54 g Tris, 27,5 g Borik Asit, 20 m1 0,5 M EDTA (pH 8.3), 1

L saf su ile tamamlanmistir.

DNA ytikleme boyasi: 250 mM Tris-HCI pH 7.5, %0,2 bromfenol mavisi, %0,2

ksilen siyanol ve % 40 gliserol karistirarak elde edilmistir.

Etidyum bromiir stok soliisyonu (EtBr): 5 mg/ml EtBr’e steril saf su ilave
edilmistir.

Ampisilin: 100 mg/ml stok sollisyon hazirlandi ve 0.22 pm membran filtre ile

sterilize edilmistir.

IPTG (Isopropyl-B-D-thiogaltopyranoside): 1M stok soliisyon hazirlanarak

ve 0.22 ym membran filtre ile sterilize edilmistir.

Potasyum fosfat tamponu (pH 7; 1M; 1L): 20,1 g KzHPOs4ve 11,51 g KH2PO4

tartilip, distile suda ¢oziindiriilerek 1 litreye tamamlanmistir.
Protein saflastirma tamponlari:

e Baglanma tamponu (pH 8): 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 10 mM

imidazol icermektedir.

¢ Yikama tamponu (pH 8): 50 mM NaH2P04, 300 mM NacCl, 20 mM imidazol

icermektedir.

e Eliisyon tamponu (pH 8): 50 mM NaH2P04, 300 mM NaCl, 500 mM

imidazol icermektedir.

3.1.7 Kullanilan Enzimler

Dpnl endoniikleaz (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 iceren 38.65 kDa biiyiikliiglinde bir
protein kodlamaktadir. Homodimerik yapidaki GhFDH enzimi M126, M214, M225,
M234, M243, M258, M294, M299, M321 olmak ilizere 9 metionin amino asidi
icermektedir. Sekil 4.2’de homoloji modellemede kalip amino asit dizisi olarak
kullanilan ligand baglanmis NAD* bagimli Arabidopsis thaliana format dehidrogenaz
(AtFDH, PDB ID: 3N7U, resolution 2.0 A) enzimi ile GhFDH’in amino asit homolojisi
ve metionin bakiyeleri gosterilmektedir.

Rekombinant GhFDH’in 3- boyutlu yap1 modeli, SWISS-MODEL araciligi ile %87,6
dizi benzerligi gosteren Arabidopsis thaliana format dehidrogenaz apo-form AtFDH
(pdb kod: 3NAQ_A, ¢oziiniirliik 1.70 A) ve ligand baglanmis AtFDH (pdb kod: 3N7U,
coziniirlik 2.0 A) kalip olarak kullanilarak elde edilmistir.

SWISS-MODEL’da olusturulan homoloji modeli kalip olarak kullanilarak PyMOL
2.4'te ylizey metionin bakiyelerinin birbirlerine ve NAD+'a ve olan uzakliklar

belirlenmistir (Sekil 4.5).

Calismamizda 9 metionin (Met) amino asit bakiyesi arasindan protein yiizeyinde
bulundugu tespit edilen M225, M234 ve M243 pozisyonlar1 hedef alinmistir. Bu
pozisyonlardaki metionin amino asitleri bolgeye yonlendirilmis mutagenez yontemi
kullanilarak oksidasyona karsi dayanikli amino asitlerden biri olan 16sin (Leu) ile
yer degistirilmistir. Yabanil tip ve mutant GhFDH’lerin kinetik 6zellikleri, termal ve
oksidatif kararliliklar1 analiz edilerek metionin oksidasyonunun GhFDH enzimin

inaktivasyonundaki etkisi incelenmistir.

3.2.2 Bolgeye Yonlendirilmis Mutagenez

Hedeflenen mutasyonlar icin tasarlanmis sentetik oligontikleotidler (Tablo 3.1)
kullanilarak, PCR araciligiyla GhFDH'nin ylizeyinde 225, 234 ve 243 pozisyonlarinda
bulunan Met/Leu degisimi gerceklestirilmistir. Mutasyon PCR’lar1 i¢in kalip olarak
PQE-2 TAGZyme ekspresyon vektoriine klonlanmis his-kuyruklu yabanil tip GhFDH
geni kullanilmistir. GhFDH'nin lineer plazmidini elde etmek i¢cin PCR reaksiyonu
tablo 3.2’de belirtildigi gibi gerceklestirilmistir. Mutasyon PCR’1 icin 50 ng kalip
DNA, 0.2 mM dNTP, 0.2 pM ileri ve geri mutasyon primerleri ve 1 iinite Platinum®
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Taq High Fidelity DNA polimeraz kullanilmistir. PCR {rtnleri, %0,8 agaroz jel
elektroforezi ile goriintiilenmistir. Elde edilen PCR iirtinleri, 37°C'de 4 saat boyunca
10 tnite Dpnl endoniikleaz (Thermo Fisher Scientific 500 U) ile inkiibe edilerek,
yabanil tip GhFDH genlerini elimine etmek icin kesilmistir. Dpnl endoniikleaz

inaktivasyonu icin 80 °C'de 20 dk inkiibe edilmistir.

Tablo 3.2 PCR reaksiyon kosullari

Sicaklik Siire Dongii
94 °C 2 dakika 1
94 °C 15 saniye
57 °C 30 saniye 30
68 °C 5,5 dakika

3.2.3 Transformasyon

Mutasyona ugramis GhFDH genlerini iceren 5 pl Dpnl kesim reaksiyon tirtiniiniin,

kompetent hiicrelere transformasyonu, asagidaki kosullarda gerceklestirilmistir:
Transformasyon kosullart:

- 5 ul Dpnl kesim reaksiyonu, buzda erimis 50 pl kompetent hiicreye eklenmis
ve 30 dk inkiibe edilmistir.

- Bakteriler buzdan alinip 42°C’ de 30 saniye inkiibe edilmistir.

- 42°C’ den alinan bakteriler, buzda 2 dk inkiibe edildikten sonra ve tizerine 1
ml SOC eklenmistir.

- 37°C’de 1,5 saat ¢alkalamali inkiibatérde inkiibasyona birakilmistir

- Inkiibasyon siiresi bittikten sonra 4000 rpm’de 5 dk santrifiij edildikten
sonra, siupernatanttan 100 pl kalacak sekilde iist sivi atilmig, kalan
stipernatantla pellet ¢ozdiirtilmiistir. Ampsilinli LB Agara ekilmistir. 37

°C’de gece boyu inkiibe edilmistir.
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Transformantlar i¢in, 100 pg ml-1 ampisilin igeren Luria - Bertani agarda
secilim yapilmistir.

Mutasyona ugratilmis konumlar, DNA dizileme analizi ile dogrulanmistir.

3.2.4 Yabanil Tip ve Mutant GhFDH’lerin Ekspresyonu

pPQE-2 ekspresyon vektorii icinde yer alan histidin kuyruklu rekombinant yabanil

tip ve mutant GhFDH genleri asagidaki kosullarda ekspresyonu saglanmistir:

Igili vektorii iceren E. coli DH5a hiicreleri 37 °C’ de gece boyu (16 saat) LB
besiyerinde 250 rpm’de ¢alkalanarak buyiitiilmiistiir.

Gece boyu biiytimiis hiicre kiltiiriinden 40 ml, ampisilin (100 pg/ml) iceren
800 ml TB besiyerine eklenerek ve 37 °C’ de ODesoo degeri 0.6 ya ulasana
kadar g¢alkalanarak biiyttilmisttir.

Kiiltlire son konsantrasyonu 1mM olacak sekilde, 1M IPTG (isopropyl-B-D-
thiogalactopyranoside) eklenerek GhFDH gen ekspresyonu indiiklenmistir.
IPTG ile indiiklendikten sonra 24 °C’de 24 saat ¢alkalanarak biiytitilmiistiir.
Kiiltlir 4000 g’de 20 dk santrifiij edilerek pellet -80 °C’ de saklanmuistir.

3.2.5 Enzimlerin Saflastirilmasi

PQE-2 ekspresyon vektort icerisinde bulunan 6xHis-kuyrugu iceren GhFDH geninin

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

(2013)’de anlatildig: gibi gerceklestirilmistir[13]:

800 ml'lik kiiltiirden santrifiij edilen hiicreler, 12 ml baglanma tamponu
icerisinde stispanse edildikten sonra 1 mg/ml oraninda lizozim eklenip ve 30
dk buzda calkalamali inkiibasyona tabi tutulmustur.

O sirada 500 ml Ni-NTA rezine 2,5 ml baglanma tampon eklenip ve buzda
calkalamali inkiibasyona tabii tutulmustur.

Lizozime maruz birakilmis kiiltiir, inkiibasyon sonrasi 200-300 W’de 1
dakika (10 sn vurus-10 sn durus) sonikasyon yapilmistir.

Total protein ekspresyonunun belirlenmesi i¢gin 50 pl numune ayrilarak SDS-
PAGE'’de kontrol edilmistir.

Kalan hiicre siispansiyonu 15000 g'de 15 dakika boyunca 4 °C'de santrifiij

edilmistir.
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- Baglanma tampon i¢indeki rezin, 1000 xg’de 1 dk santrifiij yapilarak iist faz
atilmistir.

- Rezinin tlizerine 12 ml temizlenmis lizat ilave edilerek 45 dakika boyunca 4
°C'de calkalanarak rezin ile proteinin reaksiyona girmesi saglanmistir (yatay
bir calkalayicida 50 devir / dakika).

- Karisim 1000 g'de 1 dakika siireyle santrifiifje tabi tutulup resin
coktlirtilmistiir.

- Pellet haline getirilmis rezin, 1 dakika stireyle 1000 g'de santrifiij ile 3 ml
yikama tamponu ile iki kez yikanmistir.

- His-kuyruklu proteinler 1000 g'de 1 dakika siireyle 6 kere santrifiije edilerek
1 ml'lik elisyon tamponlarina alinmistir.

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

- Eliie edilen proteinler, SDS poliakrilamid jel (%12 w/v) elektroforezi ile
analiz edilmistir.

3.2.5.1 Ultrafiltrasyon

Enzim saflastirilmasi ile elde edilen eliisyon tamponu iginde bulunan 6 enzim
fraksiyonu ultrafiltrason tiipline aktarilmistir ve {izerine tlipiin haznesini
dolduracak sekilde 50 mM, pH 7 potasyum fosfat tamponu eklenmistir. 3000 g'de
30 dk santrifiij edildikten sonra lizerine 2 kez daha potasyum fosfat tamponu
eklenerek, santrifiij islemi tekrarlanmistir. En son tiip haznesinde 1 ml kalacak
sekilde santifiije devam edilmis, kalan 1 ml yeni tiipe alinmistir. Elde edilen

enzimlerin muhafazasi +4°C’de gergeklestirilmistir.
3.2.5.2 Protein Miktar Tayini

Protein konsantrasyonu, Quick Start™ Bradford Protein Assay (Bio-Rad) kiti
kullanilarak Bradford (1976) [108] yontemi ile belirlenip ve 39 kDa monomer

kiitlesi kullanilarak monomerik protein konsantrasyonu cinsinden ifade edilmistir.
3.2.6 Kararh Hal Kinetiginin Belirlenmesi

Kararl hal kinetik deneyleri, 20 mM pH 7 potasyum fosfat, 1 mM NAD+*, 0-40 mM
format, 0,4 uM enzim iceren bir reaksiyon karisiminda Shimadzu 1800 cift 1s1nl1 (10
mm yol uzunlugu) UV-VIS spektrofotometre kullanilarak oda sicakliginda

gerceklestirilmistir. Reaksiyon sonucunda ortaya ¢ikan NADH iiretimi, 340 nm'deki
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absorpsiyon artisi ile izlenmistir [14]. 3 tekrarli 6lciimlerden elde edilen veriler,

“Grafit 5 Kinetics” yazilimi kullanilarak degerlendirilmistir.
3.2.7 Termal Kararliliginin Belirlenmesi

Protein Orneklerinin termal kararhligy, ti¢ tekrarli olarak 25 °C ile 70 °C arasi
sicakliklarda (5 °C araliklarla), 20 dakika inkitibe edildikten sonra 340 nm'de NADH
tiretimi Olciilerek belirlenmistir. Aktivite 6l¢timleri; 10 mM format, 1 mM NAD * ve
0.4 uM enzim 20 mM pH 7 potasyum fosfat iceren reaksiyonda oda sicakliginda

gerceklestirilmistir.

Optimum kosullardaki aktiviteyi %50 azaltmak i¢in gereken sicakligl gosteren To.s
degeri, “Grafit 5 Kinetics” yazilimi kullanilarak sicakliga karsi kalan aktivite

grafiginden belirlenmistir.
3.2.8 Oksidatif Kararhiliginin Belirlenmesi

Oksidatif kararhiligin belirlenmesi deneyinde inaktivasyon madde olarak hidrojen
peroksitin kullanilmistir. Hidrojen peroksit kullanilmasinin 3 ana nedeni: Hidrojen
peroksit kii¢iik bir molekiildiir ve hem yiizey tiyollerini hem de protein globiiliiniin
icinde bulunanlar1 okside edebilmektedir [109]. Hidrojen peroksit, dogal olarak
olusan bir inaktive edici ve sinyal verici bir ajandir. Dogal kokenli ve kiiciik boyutlu
olusuile, in vivo FDH kararlilik deneyleri icin ideal bir kimyasal maddedir [55]. Stres
kosullar1 altindaki hiicrelerde hidrojen peroksit konsantrasyonu artar. Bazi
durumlarda, hiicredeki FDH konsantrasyonun stres altinda énemli 6l¢iide arttigi
gozlemlenmistir. C)rnegin; bitkilerde, FDH stres altinda mitokondrideki enzim
icerigi toplam proteinin %9'a kadar ulasabildigi bildirilmistir [110]. Bu da hidrojen
peroksit ve FDH enziminin belirli stres kosullarda pozitif korelasyon iliskisi

oldugunu gostermektedir.

Yabanil tip ve mutant GhFDH enzimleri bir dizi farkli konsantrasyonda (50, 100,
150, 200 ve 300 mM) hidrojen peroksit ile (H202) muamele edilmistir. Muamele
sonrasli enzimler; reaksiyonun i¢cinde 0.4 uM olacak sekilde; 10 mM format, 1 mM
NAD+*, 20 mM pH 7 potasyum fosfat tampon ¢ozeltisine eklenmistir ve 340 nm dalga
boyundaki absorbans degerleri kaydedilmistir. Enzimlerin hidrojen peroksit ile
muamelesi, c¢alkalamali 1sitici blok iizerinde 100 rpm hiz ile siirekli olarak

calkalanarak oda sicakliginda gergeklestirilmistir. Farkli H202 konsantrasyonlar ile
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muamele edilen enzimler, herhangi bir aktivite gozlemlenmeyene kadar 15 dakika
araliklarla él¢iilmiistiir. Olgiimlerde BioTek Mikroplaka Spektrofotometre cihazi
kullanilmistir. Elde edilen veriler ile “Grafit 5 Kinetics” yazilimi kullanilarak, zamana
kars1 rezidiiel aktivite grafigi cizilmistir. Grafikten, baslangi¢ aktivitesini %50
azaltmak i¢in gereken siire (tos) ve kefin (etkin kinetik inaktivasyon sabiti) degeri

belirlenmistir.
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4

SONUC VE ONERILER

4.1 Sonug

4.1.1 Homoloji Modelleme ve Mutantlarin Dizayni

Rekombinant GhFDH'nin homoloji modellemesi, Arabidopsis thaliana'dan NAD+*
bagimhi FDH'in gilincel kristal yapisi1 (Sekil 4.1) kalip olarak kullanilarak SWISS-
MODEL aracihigr ile gerceklestirilmistir. Homoloji modelinin, hedef-kalip
eslesmesine gore “Global Model Kalite Tahmini” skoru 0,97; QMEAN (Niteliksel

Model Enerji Analizi) degeri ise 0,58 olarak belirlenmistir.

Sekil 4.1 NAD+-bagimh Arabidopsis thaliana (AtFDH, pdb kod: 3NAQ_A,
coziiniirliik 1.704)’ya gore elde edilen GhFDH modeli

348 amino asit iceren rekombinant NAD+* bagimli GhFDH geni, 38.65 kD
biiytikliigiinde bir protein sentezlemektedir. Homodimer GhFDH enzimi, metal
iyonlar1 icermez. Dimer, iki NAD* baglanma alani ve katalitik alanda N-terminaldeki

kii¢lik bir dimerizasyon sarmali tarafindan tutulmaktadir [111].
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Sekil 4.2 NAD*-bagimh Arabidopsis thaliana (AtFDH, pdb kod: 3NAQ_A, resolution
1.70A)’ya gore elde edilen GhFDH'in 3 boyutlu homoloji modeli iizerinde metionin
bakiyelerinin yerleri

Sekil 4.3 GhFDH'de ylizey metionin amino asitlerinin gésterimi
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GhFDH enzimi, her bir alt tinite icin M126, M214, M225, M234, M243, M258, M294,
M299, M321 pozisyonlarinda 9 metionin icermektedir (Sekil 4.2-4.4). Enzimin
homoloji modeline gore, protein yiizeyinde bulunan M225, M234 ve M243
pozisyonlarindaki 3 amino asit bakiyesi, 16sin ile degistirilmek iizere se¢ilmistir
(Sekil 4.3). Mutasyonlarin kiimiilatif etkisini anlayabilmek i¢in ikili ve ti¢lii mutant

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

Model 01:5 MEELS

PRCARIE YR T R AR
3n7u.1.2 | [EVCPADRANEY= DN N Ve (BTG RINLESQG!

Model 0i:A
Model 01:B
3nTu.1.AF

Model 01:3]

Model 01:8B b §
3n7u.l.ALEDELMRILILMRNFEVEGY IQV Y GEUNVAGIAYRAYDLEGH 183

Model 01:2 240

Model 01:B 240
3!‘17L1-1.3i-5£?§"'u 243

Model 01:& 300
Model 01:B 300
3n7u.l .H.DK KE mg; a @ 303
Model 01:A 348
Model 01:B 348
3‘17“'1-3*':?1& (@D {IDAQLRYAANG RDMLERYERGEDFHI MYz VR GE] 351

Sekil 4.4 Homoloji modellemede kalip olarak kullanian ligand baglanmis NAD*
bagiml Arabidopsis thaliana format dehidrogenaz (AtFDH, pdb kod: 3N7U,
coziiniirliik 2.0 A) ve GhFDH arasindaki amino asit homolojisi ve metionin

bakiyelerinin primer yapidaki konumlari

Losin ile degistirilmek icin secilen metionin amino asit bakiyeleri (M225, M234 ve
M243) NAD* baglanma alaninda bulunmaktadir ve dimerizasyon arayiiziinden
uzaktir. 3 metioninin NAD*'a ve birbirine gore uzaklhklarnt S$ekil 4.5'te

gosterilmektedir.
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Sekil 4.5 Secilen 3 yiizey metionin bakiyesinin NAD* 'e ve birbirine gére konumlari

4.1.2 Mutasyon PCR’1 ve Mutasyonlarin Kontroli

GhFDH geninde hedeflenen mutasyonlar, bolgeye yonlendirilmis mutagenez islemi
ile gerceklestirilmistir. Mutagenez gerceklestirildikten sonra elde edilen PCR
trinleri %0,8 agaroz jel elektroforezinde goriintiilenmistir. M234L’nin agaroz jel
gorintiisii sekil 4.6’da gosterilmistir. Agaroz jel analizinde, 1047 bg biiytikliigiindeki
GhFDH genini ve bagh oldugu 4.8 kb biiytikliigiindeki pQE-2 vektoriinii gosteren
toplamda 5.8 kilobazlik beklenen bir bant biiytkligu gozlemlenmistir (Sekil 4.6).
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—Crigin

5.8 kb

kb

Sekil 4.6 M234’e yonelik mutasyon PCR {riiniiniin, %0,8 agaroz jel elektroforez
gorintiisii [Sag bastan 1. kuyucuk: Marker (BioMarker™ 10kb), 2. kuyucuk: M234L
PCR {iriinii)

Mutasyon PCR friinleri, Dpnl endoniikleaz enzimi ile kesildikten sonra, kesim
Urinl, E.coli kompetent hiicrelerine transformasyon yoluyla aktarilmistir.
Transformasyon sonrasi, ampisilin antibiyotik secilimi ile biiytitiilen kolonilerden
plazmit izolasyonu yapilmistir. Elde edilen plazmitlerde, mutasyon varligini kontrol
etmek icin Triogen Biyoteknoloji firmasina DNA dizi analizi hizmet alim1 olarak
yaptirilmistir. DNA dizi analizi sonrasi hedeflenen mutasyonlara dair degisimler
gozlemlenen kolonilerden gliserol stok hazirlanarak, enzim karakterizasyon
deneyleri i¢in -80 °C’'de muhafaza edilmistir. DNA dizi analizi sonug¢larinin analizi Ek

A’da verilmistir.
4.1.3 Enzimlerin Ekspresyonu ve Saflastirilmasi

Hedeflenen mutasyon noktalar1 DNA dizi analizi ile dogrulanmis hiicreler, IPTG ile
indiiklenerek ekspresyonu saglanmistir. Ekspresyon gerceklestigini dogrulamak
icin indiiklenmis hiicrelerden ayrilan 6rnegin, SDS-PAGE ile analizi yapilmistir.
Yaklasik 40 kD biiytikligiinde, beklenen boyutta overeksprese olmus bant
gozlemlenmistir. Ekspresyon gerceklestigi dogrulandiktan sonra protein
saflagtirma gergeklestirilmistir. Saflastirma icin N-terminalde bulunan histidin
kuyrugundan faydalanarak afinite saflastirilmas1 yapilmistir. Saflastirilmis

enzimlerin 6 fraksiyonunu birlestirerek konsantre etmek ve enzim karakterizasyon
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deneyleri i¢in enzimi istenilen potasyum fosfat tampon ¢ozeltisi i¢ine alabilmek icin
ultrafiltrasyon yontemi kullanilmistir. Ultrafiltrasyon sonrasi konsantre edilmis
enzim Orneklerinin yogunlugu, Bradford yontemi ile tayin edilmistir. Saflastirilan
enzimlerin safliginin kontrol edilmesi i¢in SDS PAGE ile analizi yapilmistir (Sekil
4.7). >%95 saflikla elde edilen yabanil tip ve mutant GhFDH proteinlerinin 6l¢iilen
protein konsantrasyonlari, tiim mutantlar i¢in Met/Leu degisimlerinin ekspresyon

seviyesini 6nemli 6l¢lide etkilemedigi gosterilmistir (Sekil 4.7).

40 kD 40 kD

Sekil 4.7 Yabanil tip ve mutant GhFDH'lerin ekspresyon seviyeleri

4.1.4 Kararh Hal Kinetigi

3.2.6'da verilen sartlarda gerceklestirilen, rekombinant yabanil tip ve mutant
GhFDH' lerin kararl hal kinetik deneylerinden elde edilen veriler “Grafit 5 Kinetics

Software” kullanilarak analiz edilmistir (Sekil 4.8).

Tablo 4.1'de verilen sonuglara gore, M225L'nin (0.41 s-! mM-1) Kkatalitik
verimliliginin neredeyse yabanil tip GhFDH'ye (0.39 s1 mM-1) esit oldugu
gosterilmistir. M234L (0.72 s1 mM-1) ve M225L / M234L / M243L (0.55 st mM-1),
yabanil tip enzimden daha yiiksek bir katalitik verime sahiptir. Diger mutant
enzimler (M243L ve M225L / M243L) daha diisiik katalitik aktivite gostermistir ve
bu mutantlarin katalitik aktiviteleri (0.26 s~ mM-1) birbirine esittir. Yabanil tip
enzime gore yaklasik 2 kat daha yiiksek katalitik aktiviteye sahip olan M234L

mutanti ayni zamanda en yiiksek kcat degerine sahiptir.
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Spesifik aktivite, enzimin konsantrasyonuna baglh olarak degismektedir. Enzimin,
miligram basina diisen linite miktaridir. Enzimin saflik derecesi hakkinda bilgi
edinmemizi saglamaktadir [112]. Bu nedenle Tablo 4.1'de verilen U/mg cinsinden
verilen degerler kiyaslandigli zaman yabanil tip ve mutant enzimlerin saflik
derecelerinin birbirlerine yakin oldugu gorilmektedir. Saflik derecesi agisindan
siralamas1  su  sekildedir: M234L>M225/243L>M225/234/243L>Yabanil

tip>M243L<M225L.

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

degerleri
M225L/
Yabanil M225L/
M225L M234L M243L M243L/
tip M243L
M234L
Km (mM) | 0.76+0.07 | 1.47+0.03 | 1.82+0.03 | 2.6x0.05 | 3.55%£0.02 | 1.58%0.2
Keat (s1) | 0.29£0.00 | 0.6%£0.00 1.3£0.00 | 0.68+0.00 | 0.93+0.00 | 0.86%0.00
Keat/Km 0.39 0.41 0.72 0.26 0.26 0.55
Spesifik
Aktivite | 1.2+0.02 | 0.9+0.05 2+0.08 1.03+£0.03 | 1.4+0.05 1.3£0.04
(U/mg)
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Sekil 4.8 Mutant GhFDH’lerin kinetik 6lciim grafikler
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4.1.5 Termal Denatiirasyon

Termal kararhilik icin, farkli sicakliklarda inkiibe edilen yabanil tip ve mutant

enzimlerin kalan aktivitesi degerlendirilmistir. Enzimin baslangi¢ aktivitesinin %50

azalmasi icin gereken sicaklik olan Tos’in hesaplanmasi icin elde edilen veriler

“Grafit5 Kinetics Software” yazilimi kullanilarak degerlendirilmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9 Mutant GhFDH’lerin termal inaktivasyon grafikleri

Tiim mutant enzimlerin Tos degerleri kiyaslandiginda, aralarinda ¢ok biiytik bir

degisim olmadig1 gozlemlenmistir. Tablo 4.2’de, enzimlerin termal denatiirasyon

grafiklerinden elde edilen Tos degerleri gosterilmistir. Yabanil tip GhFDH'nin Tos

degerine (53.8 * 0.12) gore M225L (53.3 = 0.9) mutasyonunun GhFDH kararhlig:

lizerinde en az etkiye sahip oldugu ve M225L / M243L / M234L i¢lii mutasyonunun

To.s degerinin, yabanil tip enziminki (53.7 + 0.44) ile hemen hemen ayni oldugu

gorilmiistiir (Tablo 4.2).
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Tablo 4.2 Termal inaktivasyon sicakliklarinin (To.s) karsilastirilmasi

Sicaklik | Yabanltip | M225L M234L | M243L M225L/ M225/

(°Q) M243L 243/234L

Tos 53.8+0.12 | 53.3+0.9 | 52+0.3 | 51.5+0.3 52.5+1.1 53.7+0.44
[21]

ATos 0 -0.5 -1.8 -2.3 -1.3 -0.1

Topt 25 35 45 25 25 30

Topt (optimal aktivite sicakliklig1l), maksimum aktivitenin gézlemlendigi sicaklik
degeridir. Topt degerlerinin kiiclikten biiylige siralamasi su sekildedir: Yabanil
tip=M243L=M225/243L<M225/234/243L<M225L<M234L (Tablo 4.2). Elde edilen
verilerden yola c¢ikarak; 243. pozisyondaki Met/Leu degisiminin, yabanil tip ile
kiyaslandiginda Topt degerine etki etmedigi, 225. pozisyondaki degisiminin ise
optimal aktivite sicakligini 10 derece arttirdigi goézlemlenmistir. M225/243L
mutasyonlarinin kiimiilatif etkisine bakildiginda M225 degisiminin arttirici
etkisinin baskilandig1 ve yabanil tip ile eslenik Topt sicakligina sahip oldugu
gozlemlenmistir. M234 degisimi ise yabanil tipe gore Topt degerinde 20 derece artis
saglayarak, 45 °C’ye ulasmistir. Mutasyonlarin tgcli etkisine (M225/234/243L)
bakildiginda ise Topt degerinin (30 °C) yabanil tipin sahip oldugu To.s degerinin 5 °C

tizerinde oldugu gorilmiistiir.

Sonuglar, M225L ve M234L mutantlarinin 50 °C'de inkiibasyondan sonra
aktivitelerinin sirasiyla %84 ve %82'sini koruyabildigini gostermistir. M225L
mutanti, 55 °C'de inkiibasyondan sonra aktivitesinin yarisini1 korumustur. 60 °C'de
inkiibasyondan sonra, yabanil tip enzim dlciilebilir herhangi bir aktivite
gostermezken, M225L ve M234L mutantlarinda aktivitelerinin %5’ini korudugu

gozlemlenmistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10 50, 55 ve 60 °C'lerde inkiibe edilmis enzimlerin yiizdesel kalan aktivite
grafigi

4.1.6 GhFDH'nin Hidrojen Peroksite Karsi Kararliligi

Farkli H202 konsantrasyonlari ile muamele sonrasi kalan enzim aktivitesi 6l¢iilerek
Met/Leu degisiminin enzim aktivitesi ve kararlilig1 iizerindeki etkisi arastirilmistir.
Aktivite Olglimlerine, olciilebilir bir enzim aktivitesi goriilmeyene dek devam

edilmistir.

Her bir H202 konsantrasyonu i¢in, optimum kosullardaki aktiviteyi %50 azaltmak
icin gereken zamani gosteren tos degeri, “GrafitS Kinetics Software” kullanilarak
zamana kars1 kalan aktivite grafigi cizilerek belirlenmistir. Yabanil tip GhFDH
enzimi ile mutantlarin karsilastirmasi Tablo 4.3'te gosterilmistir. Sonuglar, tiim
GhFDH'lerin enzim aktivitesinin, artan H202 konsantrasyonu (50-300 mM) ile
asamali olarak azaldigini géstermistir. 50 ve 100 mM H202 muamelesinde, ikili
mutant (M225L /M243L) aktivitesini, yabanil tip GhFDH'den sirasiyla 7.8 ve 10 kat
daha uzun siire siirdiirebilmistir. Uclii mutantin (M225L/M234L /M243L) enzim
aktivitesi, ayn1 H202 konsantrasyonlarinda (50 ve 100 mM) yabanil tipe gore
sirasiyla 10 ve 35 kat daha uzun siire devam ettigi 6l¢iilmiistiir. M225L, 50 ve 100
mM ve M243L; 50, 100 ve 200 mM H202 muamelesinde yabanil tip GhFDH

enziminden daha uzun siire aktif kalabildigi belirlenmistir. Diger mutant M234L ise
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farkli H202 konsantrasyonlarinda diger tiim mutant GhFDH'lerden daha diisiik

kararhlhiga sahip oldugu belirlenmistir (Tablo 4.3).

Tablo 4.3 Yabanil tip ve mutant GhFDH'lerin tos degerlerinin karsilastirilmasi

tos (dK)
H202 (mM) 50 100 150 200 300
Yabanil tip GhFDH | 354 £8.5 82+9.4 63+9.2 64,6+4.2 | 51,6%6.2
M225L 404+79 30965 | 36%3 36%9 21+0.9
M234L 63.8+6 24.2+1.7 | 24.6x2.7 | 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 | 123427 | 86%2.5 55+2.3
M225/234/243L 3540+429 | 2838450 | 149+26 | 148+13 | 61£3.7

Tiim H202 konsantrasyonlar1 i¢in zamana karsi aktivitenin logaritmasina dayali

cizilen grafiklerin egimlerinden etkin Kinetik inaktivasyon sabiti (Kkefin
hesaplanmistir. FDH enziminin inaktivasyonu, bimolekiiler bir reaksiyondur ve
enzim, hicbir ara {rin olusturmamaktadir. Reaksiyon sirasinda H20:2

konsantrasyonundaki azalma ihmal edilebilir derecede kiiciiktiir ve reaksiyon
enzim konsantrasyonuna baglh degildir. Bu nedenle hidrojen peroksit fazlaliginda,
enzim inaktivasyon kinetigi birinci derecedir. Savin ve Thiskov (2010)'nun 6nerdigi
gibi sabit bir H202 konsantrasyonunda mutant GhFDH'lerin kararhligini
karsilastirmak icin etkili birinci derece inaktivasyon sabitleri kullanilmistir [26].
Yabanil tip GhFDH'nin inaktivasyon deneylerine de dayanarak, ortalama
inaktivasyon konsantrasyonu olan 150 mM sabit olarak secilerek mutantlarin
inaktivasyon grafikleri yabanil tip GhFDH ile karsilastirilmistir. Enzimlerin

inaktivasyon grafigi Sekil 4.11’de verilmistir.
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Sekil 4.11 Yabanil tip ve mutant GhFDH enzimlerinin 0.15 M H20:2 ile
inkiibasyonundan elde edilen inaktivasyon grafigi (M225/234L/243L yesil daire,
M225/243L lacivert daire, M243L sar1 kare, yabanil tip GhFDH a¢ik mavi kare,
M225L kirmizi kare ve M234L gri liggen olarak gosterilmistir.)

Hesaplanan kefin degerleri Tablo 4.4'te gosterilmektedir. Yabanil tip ve mutant
GhFDH’ler icin etkili inaktivasyon Kinetik sabitlerinin (kefin) karsilastirilmasi, segilen
mutasyon noktalarinin, enzim kararliligina katkisi i¢in bir tahmin saglamaktadir.
kefin degeri kullanilarak, uygulanan amino asit degisimlerinin enzimin kimyasal
kararliligina etkisi degerlendirilebilmektedir. kefin sabitleri kiyaslandiginda aymi
loop tizerinde bulunan M225 ve M234, hidrojen peroksite karsi benzer reaktivite
gostermistir ve inaktivasyon sabitini yabanil tipe gore yaklasik 2.5 kat arttirmistir.
4 amino asitlik komsu loop boélgesinde bulunan M243L degisimi yabanil tip GhFDH
ile kiyaslandiginda ise kayda deger bir degisim olmadig1 gézlemlenmistir. ikili ve
ticlii mutantlarda mutasyon noktalarinin kiimiilatif etkisi ile en diisiik inaktivasyon
sabitlerine sahip oldugu (yabanil tipten yaklasik 2,3 kat daha az) ve hemen hemen

birbirlerine esit oldugu belirlenmistir.
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Tablo 4.4 Yabanil tip ve mutant GhFDH'lerin H20: ile inaktivasyonu i¢in etkili
birinci dereceden kinetik sabitler

M225/
Enzim | Yabamltip | M225L M234L M243L 243l M225/234/243L

Kef in

*10°5 28.5+0.002 | 72.7+0.001 | 69.8+0.002 | 28.8+0.003 | 12.3+0.001 12.8+0.002
D

4.2 Oneriler

4.2.1 Mutasyonlarin Dizayni ve Modellerin Analizi

SWISS-MODEL kullanilarak yapilan modelleme ¢alismalari i¢in ve farkli FDH’lerin
amino asit dizilerinin karsilastirmalari sonucunda 9 metionin arasindan protein
ylizeyinde bulunan M225, M234 ve M243 pozisyonlari 16sin ile degistirilmek iizere
secilmistir. Bu mutasyonlarin sonuclarina gore, tek mutantlarin kiimiilatif etkisini

incelemek tlizere ikili ve liclii mutant tasarlanmistir.

En cok calisilan bakteriyel (PsFDH), fungal (CbFDH) ve bitki kaynakli (AtFDH ve
GmFDH) FDH’lerin amino asit dizilerinin ¢oklu hizalamalar1 (Sekil 4.12) sonucu
M126, M294 ve M299'un korunmus amino asitler oldugu gosterilmektedir [21].
Karsilastirilan FDH'ler arasinda farkl olarak sadece CbFDH’in 214. pozisyonunda
16sin bulunmasi, M214’iin de korunmus bir bakiye oldugu diisiiniilmektedir. Bu
metioninlerin korunmus olmasi GhFDH enziminin yapisi ve islevindeki énemini

gostermektedir.

Fosforilasyon motiflerinde bulunan metioninler, in vivo oksidasyona egilimli oldugu
bilinmektedir [33]. Bykova ve arkadaslar1 2003’te patates FDH'inde fosforillenmis
amino asit bakiyelerinin yakininda bulunan M327 ve M332'nin oksitlendigini
gostermistir [113]. Patates FDH’inde okside olduklar1 belirlenen bu bakiyelerin
GhFDH yapisindaki homologlar1t M294 ve M299'dur. Bu iki bakiyenin de oksidatif

stresle miicadelede etkin bir rolii oldugunu géstermektedir.

GhFDH’de 16sin ile degistirmek lizere sectigimiz M234’tin homologu PsFDH ve
AtFDH’de metionin, CbFDH ve GmFDH’de l6sindir. M225 amino asit bakiyesinin
diger FDH’lerde homologu metionin, alanin, sistein ve tirozin iken M243’iin 16sin,

fenilalanin ve sisteindir.
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Sekil 4.12 GhFDH'in kristalografik yapi bilgisi olan diger FDH'ler ile ¢oklu amino
asit hizalamasi [21] (AtFDH: Arabidopsis thaliana FDH, PsFDH: Pseudomonas 101
sp. FDH, CbFDH: Candida biodinii FDH ve GmFDH: Glycine max’1 temsil etmektedir.)

GhFDH proteinin, NAD* baglama alaninin yiizeyinde bulunan M225, M234 ve M243
amino asit bakiyeleri, gomiilii olanlara gore oksidasyona daha duyarhdir. Ikincil

yap1 degerlendirildiginde, segilen M225 ve M234 amino asit bakiyeleri ayni loop
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yapisinda iken, M243 sadece 4 amino asit iceren komsu loopta yer almaktadir.
Metionin oksidasyonunun global analizi ¢alismasinda loop yapilarinda bulunan
metioninler biiyiik ol¢iide oksitlenmeye meyilli iken, -tabaka ve a-sarmallarindaki

metioninlerin oksitlenmeye karsi korundugu bildirilmistir [114].
4.2.2 Mutasyonlarin Aktiviteye ve Termal Kararliliga Etkisi

Bu tez calismasinda hedefledigimiz ve NAD* 'a gore uzakliklar: Sekil 4.5’te gosterilen
metionin bakiyelerinin etkisini anlamak i¢in, GhFDH'nin kinetik ve kararlilik
parametreleri karsilastirilmistir. NAD* a 4.7 A uzakliktaki M225L ve NAD*'a 15.3 A
uzakliktaki M243L mutasyonlar spesifik aktivitede 6nemli bir degisiklie neden
olmazken, NAD+'dan 5,7 A uzaklikta bulunan M2 34L, spesifik ve katalitik aktiviteyi
yaklasik 2 kat arttirmistir.

Substrata olan afinite (Km) karsilastirildiginda; tasarlanan tiim mutantlarin, yabanil
tipe gore formata karsi daha diisiik afiniteli oldugu belirlenmistir. Ikili ve tgli
mutantlarin kcat degerleri hemen hemen ayni olmasina ragmen, bu mutantlarin Km
degerleri arasindaki fark, M234L mutasyonunun formata karsi afiniteyi arttirdigini
gostermistir. Uglii mutantin Km degeri M225L ve M234L’e yakin ve ikili mutantin
Km degerinin M243L'den yiiksek oldugu gosterilmistir. Uygulanan tekli ve ¢oklu
mutasyonlar sonucunda, substrata afiniteler kiyaslandiginda M234’tin M225 ve
M243’e gore en etkili amino asit bakiyesi oldugu ve diger mutasyonlarla kiimtlatif

etkisine bakildiginda da substrat afinitesini arttirdig1 belirlenmistir.

Tablo 4.2'de gorildigi gibi, yabanil tip ve mutant GhFDH'lerin To5‘i hemen hemen
aynidir. Ancak 50 °C'de enzimlerin aktiviteleri ¢cok farklidir (%59-%84). Bu farklilik,
50 °C'nin lizerinde enzimlerin aktivitelerindeki bozulma oranlar ile agiklanabilir.
50 °C"nin tizerindeki sicakliklarda, M243L, M225/243L ve M225/243/234L
mutantlarinin aktivitesi hizli azalirken, yabanil tip, M225L ve M234L enzimlerinin
aktivite kayb1 daha yavas olmustur (Sekil. 4.10). 50 °C'de; M225L ve M234L
mutantlarinin kararlilik seviyesi (%82), yabanil tip ile ayni1 oldugu gorilmiistiir.
Yalnizca M225L mutanti, 55 °C'de inkiibasyondan sonra aktivitesinin yarisini
koruyabilmistir [yabanil tipten (%33) daha ytiksek]. 60 °C'de inkiibasyondan sonra,
yabanil tip GhFDH aktivitesini kaybetmis, M225L ve M234L ise aktivitelerini %5
korudugu gozlemlenmistir. Termal inaktivasyon deneylerine goére kalan

aktivitelerinin karsilastirilmasi, 50, 55 ve 60 °C'de inkiibasyondan sonra M225L
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mutantinin, yabanil tip GhFDH'den daha uzun siire aktif kaldigini géstermektedir.

Ozgiin ve arkadaslar1 (2016) tarafindan, Candida methylica NAD* bagimli FDH
tizerinde bolge doygunluk mutagenezi ile elde edilen tiim mutantlar arasindan M1L,
60 °C'de aktivitesinin %17’sini korumasi ile en iyi aktiviteye sahip oldugunu
bildirilmistir [37]. Bu bildirinin disinda, literatiirde Met/Leu degisiminin NAD*
bagimhi FDH iizerindeki etkisini arastiran baska bir calisma bulunmamaktadir.
Calismamiz, Met/Leu degisiminin NAD* bagimli FDH iizerindeki etkilerinin ilk

karakterizasyonudur.
4.2.3 Mutasyonlarin Oksidatif Kararlihiga Etkisi

Format dehidrogenazlarin kimyasal kararhlik calismalarinda, Pseudomonas sp. 101,
Mycobacterium vaccae ve Candida boidinii'den izole edilen FDH enzimleri ile Hg*?,
Cu*2, DTNB ve p-kloro mercuribenzoat gibi kimyasal ajanlar kullanilmistir [26].
Stres kosullarinda H202 seviyesinin artmasiyla, hiicrede FDH ekspresyon
seviyesinin arttig1 bilinmektedir. Pseodomonas fluorescens ile yapilan bir calismada
mikroorganizma H202'ye maruz birakildiginda format konsantrasyonunun kontrol
grubuna gore 2 ile 8 kat arasi arttigi bildirilmistir [115]. Oksidatif stresle
miicadelede format indirgeyici bir kuvvet olarak kullanilip stres altindaki
hiicrelerde aktivitesi artan NAD* bagimli FDH tarafindan diizenlenebilir. Bu
nedenle, GhFDH'nin kararliligini gézlemlemek igin ¢alismamizda kimyasal

inaktivasyon ajani olarak H202 secilmistir.

Oksidasyona meyilli amino asit sisteinin ikili ve ti¢clii mutasyonlarinin H202 stresine
kars1 etkisi, Savin ve Tishkov (2010) tarafindan arastirilmistir. C255S ve C145S
mutantlar1 6nemli bir degisiklige neden olmazken, C255A/C145S ikili mutantinin
kimyasal kararhilig, yabanil tip PsFDH'e gore 1000 kat arttig1 bildirilmistir [26]. Bu
calismada da oksidasyona meyilli metionin amino asitlerinin ikili/ii¢lii mutasyonlari
incelenmistir. Enzimlerin kimyasal kararliliklar1 karsilastirildiginda, en dikkat
cekici sonuglar 50 ve 100 mM H202 ile muamele edilmis ikili ve li¢lii mutantta
gorilmustiir. Yabanil tip GhFDH enziminin tos degeri 50 mM H202'de 354 dk iken,
M225L / M243L 2772 dk ve ti¢lii mutantinki ise 3540 dakikadir.

Tek amino asit degisimleri arasindan, yabanil tip GhFDH'den daha uzun stire aktif
kalabilen M225L ve M243L'nin H202 stresine karsi daha toleransh oldugu

gosterilmistir. M234L ise farkli H202 konsantrasyonlarinda diger tim mutant
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GhFDH'lerden daha diisiik kararhiliga sahiptir (Tablo 4.3). Metionin ve aromatik
amino asitler arasindaki hidrofobik etkilesimin, proteinlerin kararliligina katkisi
bilinmektedir [114, 116]. Calismamizda en diisiik kararhiliga sahip olan M234L,
fenilalanine komsudur. Buna gore, M234L'nin diisiik kararlihigi, Met-Leu degisimi

sonucu bu etkilesimde bir degisiklikle aciklanabilir.

Huang ve arkadaslar1 (2017), mitokondriyal proteinlerin, (6zellikle ROS’a maruz
kalanlarin) oksidatif strese karsi korunmak icin, korunmus metioninler agisindan
zengin oldugunu o6ne siirmislerdir [117]. Bitki kaynakli NAD* bagimlhi FDH'ler
mitokondriyal bir proteinlerdir. Arabidopsis thaliana ve Glycine max'dan izole edilen
NAD* bagimhi FDH'lerinin kimyasal kararlilik deneylerinin, H202 kullanilan bir
calismasinda, stresle indiiklenen FDH'lerin, stres olmayan kosullarda eksprese
edilen FDH'lerden daha stabil oldugu gosterilmistir [26]. Bu verilere dayanarak,
M225L ve M234L'nin kararhliginin diisiik olmasi, 225. ve 234. pozisyondaki
metioninlerin, oksidasyon savunma mekanizmalar1 igin Kkritik bir pozisyonda

olabilecegini diisiindiirmektedir.

Yabanil tip ve mutant GhFDH enzimlerinin spesifik aktiviteleri, ticari olarak yaygin
olarak kullanilan PseFDH, CbFDH, CmFDH enzimlerinden diistik olsa da tiim GhFDH
enzimlerinin, sektérde kullanilan FDH’lere kiyasla daha yiiksek katalitik etkinlige

sahip oldugu goriilmektedir [16].

H202 ile gerceklestirilen inaktivasyon deneylerinde elde edilen sonuglar, secilen her
metionin bakiyesinin GhFDH kararhligina katkisim1 acgiklamaya yardimci
olmaktadir. Segilen metionin bakiyeleri NAD*'a ne kadar yakinsa, gézlemlenen
kararhlik seviyesi o kadar diisiik olmustur. M243'liin 16sin ile degistirilmesi,
inaktivasyon sabitini degistirmemis, yabanil tip ile neredeyse ayni kefin degerine
sahip oldugu belirlenmistir. Kimyasal kararlilik agisindan en dikkat ¢ekici sonuclar,
kiimiilatif olarak ikili ve ti¢clii mutantlarda goriilmiistiir. Metioninin 16sine, ikili ve
tcli degisimi (M225L / M243L ve M225L / M243L / M234L) kefin faktoriini
(sirasiyla 12,3x10-5 ve 12,8x10-5 s-1) azaltmistir. Bu mutantlarin yaklasik ayni olan
inaktivasyon sabitleri, M225L/M243L mutantina M234L eklenmesinin, H202'ye
kars1 enzim kararhiiginda énemli bir etkiye sahip olmadigini goéstermistir [115].
PseFDH ticari olarak yaygin olarak kullanilan bir bakteri kaynakli enzimdir.

Literatiire bakildiginda, PseFDH enzimindeki sistein amino asidi degisimlerinin
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etkilerini arastiran calismanin sonuglarina gore [26]; yabanil tip ve M243L,
M225/243L,M225/234/243L mutant GhFDH enzimlerinin kefi, faktoriiniin mutant
PseFDH enziminkinden daha yiliksek oldugu gozlemlenmektedir. C245S/C255A
PseFDH mutanti en diisik kef in faktoriine sahip olsa da M225/243L ve
M225/234/243L GhFDH mutantlarinin da diisiik etkin kinetik inaktivasyon degeri
ile endiistriyel alanda kullanilabilir aday biyokatalizorler oldugu diisiintilmektedir.
lleriki calismalarda, bu aday mutant enzimlere, farkli mutasyonlar eklenerek

gelistirilebilecegi 6ngoriilmektedir.

Ozetle bu yiiksek lisans tez calismasi ile, Met/Leu degisiminin NAD* bagimh FDH
tzerindeki etkileri literatiirde ilk kez detayll olarak arastirilmistir. Metionin
mutasyonlarinin enzimlerin kararhihig1 t{izerindeki kiimiilatif etkisi dikkat
cekmektedir. Sonuglar, 6zellikle 3 mutant GhFDH'nin (M243L, M225L/M243L ve
M225L/M234L/M243L) endiistriyel uygulamalar i¢in giiclii aday biyokatalizorler
olabilecegini gostermektedir. Bu calismadan elde edilen sonuglarin, GhFDH'nin
kararliliginin anlasilmasinin yani sira, kiral sentezin énemli oldugu ilag, gida ve
tarim gibi biyoteknoloji liretim sektorlerine de 6nemli bir katki saglayacagi

diistiniilmektedir.

49



KAYNAKCA

[11]

V. T. Popov, Vladimir "NAD+-dependent formate dehydrogenase. From a
model enzyme to a versatile biocatalyst," in Protein structures (Kaleidoscope
of stuctural properties and functions 2003), V. N. Uversky Ed., 2003, pp. 441-
473.

M. H.Kim, S. Park, Y. H. Kim, K. Won, and S. H. Lee, "Immobilization of formate
dehydrogenase from Candida boidinii through cross-linked enzyme
aggregates," Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, vol. 97, pp. 209-214,
2013.

B. Kaup, S. Bringer-Meyer, and H. Sahm, "D: -Mannitol formation from D: -
glucose in a whole-cell biotransformation with recombinant Escherichia
coli," Appl Microbiol Biotechnol, vol. 69, no. 4, pp. 397-403, 2005.

G. Mayer, K. D. Kulbe, and B. Nidetzky, "Utilization of xylitol dehydrogenase
in a combined microbial/enzymatic process for production of xylitol from D-
glucose," Appl Biochem Biotechnol, vol. 98-100, pp. 577-89, 2002.

W. A.van der Donk and H. Zhao, "Recent developments in pyridine nucleotide
regeneration," Curr Opin Biotechnol, vol. 14, no. 4, pp. 421-6, 2003.

A. Alissandratos, H. K. Kim, H. Matthews, |. E. Hennessy, A. Philbrook, and C.
J. Easton, "Clostridium carboxidivorans strain P7T recombinant formate

dehydrogenase catalyzes reduction of CO(2) to formate," Appl Environ
Microbiol, vol. 79, no. 2, pp. 741-4, 2013.

I. Tsujisho, M. Toyoda, and Y. Amao, "Photochemical and enzymatic synthesis
of formic acid from CO2 with chlorophyll and dehydrogenase system,"
Catalysis Communications, vol. 7, no. 3, pp- 173-176, 2006.

A. Bassegoda, C. Madden, D. W. Wakerley, E. Reisner, and ]. Hirst, "Reversible
interconversion of CO2 and formate by a molybdenum-containing formate
dehydrogenase," ] Am Chem Soc, vol. 136, no. 44, pp. 15473-6, 2014.

H. Choe et al.,, "Efficient CO2-reducing activity of NAD-dependent formate
dehydrogenase from Thiobacillus sp. KNK65MA for formate production from
CO2 gas," PLoS One, vol. 9,no. 7, p. e103111, 2014.

G. C)zgﬁn, N. G. Karagiler, O. Turunen, N. J. Turner, and B. Binay,
"Characterization of a new acidic NAD+-dependent formate dehydrogenase
from thermophilic fungus Chaetomium thermophilum," Journal of Molecular
Catalysis B: Enzymatic, vol. 122, pp. 212-217,2015.

A. Andreadeli, D. Platis, V. Tishkov, V. Popov, and N. E. Labrou, "Structure-
guided alteration of coenzyme specificity of formate dehydrogenase by
saturation mutagenesis to enable efficient utilization of NADP+," Febs j, vol.
275, no. 15, pp. 3859-69, 2008.

N. G. Karagiiler, R. B. Sessions, B. Binay, E. B. Ordu, and A. R. Clarke, "Protein
engineering applications of industrially exploitable enzymes: Geobacillus

stearothermophilus LDH and Candida methylica FDH," Biochemical Society
Transactions, vol. 35, no. 6, pp. 1610-1615, 2007.

50



[13]

[15]

[16]

[17]

[23]

[24]

[25]

E. B. Orduy, R. B. Sessions, A. R. Clarke, and N. G. Karagiiler, "Effect of surface
electrostatic interactions on the stability and folding of formate
dehydrogenase from Candida methylica," Journal of Molecular Catalysis B:
Enzymatic, vol. 95, pp. 23-28, 2013.

E. B. Ordu, E. Yelboga, F. Secundo, R. B. Sessions, and N. G. Karagiiler, "The
effect of methionine to cysteine substitution on the stability of formate

dehydrogenase from Candida methylica," Journal of Molecular Catalysis B:
Enzymatic, vol. 82, pp. 109-114, 2012.

V. L. Tishkov and V. O. Popov, "Protein engineering of formate
dehydrogenase,"Biomol Eng, vol. 23, no. 2-3, pp. 89-110, 2006.

W. Wu, D. Zhu, and L. Hua, "Site-saturation mutagenesis of formate
dehydrogenase from Candida bodinii creating effective NADP+-dependent
FDH enzymes," Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, vol. 61, no. 3, pp.
157-161, 2009.

P. David et al,, "Three highly similar formate dehydrogenase genes located in
the vicinity of the B4 resistance gene cluster are differentially expressed
under biotic and abiotic stresses in Phaseolus vulgaris," Theor Appl Genet, vol.
121, no. 1, pp. 87-103, 2010.

H. Q. Lou et al, "A Formate Dehydrogenase Confers Tolerance to Aluminum
and Low pH," Plant Physiol, vol. 171, no. 1, pp. 294-305, 2016.

B.]. Olson, M. Skavdahl, H. Ramberg, J. C. Osterman, and J. Markwell, "Formate
dehydrogenase in Arabidopsis thaliana: characterization and possible
targeting to the chloroplast,” Plant Sci, vol. 159, no. 2, pp. 205-212, 2000.

V. I. Tishkov and V. O. Popov, "Catalytic mechanism and application of
formate dehydrogenase," Biochemistry (Moscow), vol. 69, no. 11, pp. 1252-
1267, 2004.

G. Kurt-Gur and E. Ordu, "Characterization of a novel thermotolerant NAD+-
dependent formate dehydrogenase from hot climate plant cotton
(Gossypium hirsutum L.)," 3 Biotech, vol. 8, no. 3, p. 175, 2018.

[. S. Kargov, S. Y. Kleimenov, S. S. Savin, V. L. Tishkov, and A. A. Alekseeva,
"Improvement of the soy formate dehydrogenase properties by rational
design," Protein Eng Des Sel, vol. 28, no. 6, pp. 171-8, 2015.

A. A. Alekseeva, S. S. Savin, and V. I. Tishkov, "NAD (+) -dependent Formate
Dehydrogenase from Plants," Acta naturae, vol. 3, no. 4, pp. 38-54, 2011.

P. Bin, R. Huang, and X. Zhou, "Oxidation Resistance of the Sulfur Amino
Acids: Methionine and Cysteine," Biomed Res Int, vol. 2017, p. 9584932, 2017.

D. L. Atroshenko, I. V. Golubev, S. S. Savin, and V. . Tishkov, "Influence of
Met/Leu amino acid changes on catalytic properties and oxidative and

thermal stability of yeast D-amino acid oxidase,” Moscow University
Chemistry Bulletin, vol. 71, no. 4, pp. 243-252, 2016.

S. S. Savin and V. L. Tishkov, "Assessment of Formate Dehydrogenase Stress
Stability In vivo using Inactivation by Hydrogen Peroxide," Acta naturae, vol.
2,no0.1, pp.97-102, 2010.

51



[27]

[28]

[29]

[36]

[37]

L. Calzadiaz-Ramirez et al, "In Vivo Selection for Formate Dehydrogenases
with High Efficiency and Specificity toward NADP+," ACS Catalysis, vol. 10, no.
14, pp. 7512-7525, 2020.

K. Hoelsch, L. Sithrer, M. Heusel, and D. Weuster-Botz, "Engineering of formate
dehydrogenase: synergistic effect of mutations affecting cofactor specificity
and chemical stability," Appl Microbiol Biotechnol, vol. 97, no. 6, pp. 2473-81,
2013.

H. Slusarczyk, S. Felber, M. R. Kula, and M. Pohl, "Stabilization of NAD-
dependent formate dehydrogenase from Candida boidinii by site-directed

mutagenesis of cysteine residues," Eur | Biochem, vol. 267, no. 5, pp. 1280-9,
2000.

J. Zheng, T. Yang, J. Zhou, M. Xu, X. Zhang, and Z. Rao, "Elimination of a Free
Cysteine by Creation of a Disulfide Bond Increases the Activity and Stability
of Candida boidinii Formate Dehydrogenase," Appl Environ Microbiol, vol. 83,
no. 2, 2017.

A. Drazic et al, "Methionine oxidation activates a transcription factor in
response to oxidative stress," Proc Natl Acad Sci U S A, vol. 110, no. 23, pp.
9493-8, 2013.

S. Luo and R. L. Levine, "Methionine in proteins defends against oxidative
stress," Faseb j, vol. 23, no. 2, pp. 464-72, Feb 2009.

F. ]. Veredas, F. R. Cantén, and J. C. Aledo, "Methionine residues around
phosphorylation sites are preferentially oxidized in vivo under stress
conditions," Scientific Reports, vol. 7,no. 1, p. 40403, 2017.

E. Folzer et al, "Selective Oxidation of Methionine and Tryptophan Residues
in a Therapeutic IgG1 Molecule," ] Pharm Sci, vol. 104, no. 9, pp. 2824-31, Sep
2015.

Y. H. Kim, A. H. Berry, D. S. Spencer, and W. E. Stites, "Comparing the effect on
protein stability of methionine oxidation versus mutagenesis: steps toward
engineering oxidative resistance in proteins," Protein Engineering, Design
and Selection, vol. 14, no. 5, pp. 343-347, 2001.

V. Saez-Jiménez, S. Acebes, V. Guallar, A. T. Martinez, and F. ]J. Ruiz-Dueias,
"Improving the oxidative stability of a high redox potential fungal peroxidase
by rational design," PLoS One, vol. 10, no. 4, p. e0124750, 2015.

G. P. Ozgiin, E. B. Ordu, H. E. Tiitiincii, E. Yelboga, R. B. Sessions, and N. Giil
Karagiiler, "Site Saturation Mutagenesis Applications on<i> Candida
methylica</i> Formate Dehydrogenase," Scientifica, vol. 2016, p. 4902450,
2016/10/25 2016.

D. Bordo and P. Argos, "Suggestions for "safe" residue substitutions in site-
directed mutagenesis," ] Mol Biol, vol. 217, no. 4, pp. 721-9, 1991.

H. Yang et al, "Structure-based engineering of methionine residues in the
catalytic cores of alkaline amylase from Alkalimonas amylolytica for
improved oxidative stability,"Appl Environ Microbiol, vol. 78, no. 21, pp.
7519-7526, 2012.

52



[40]

[42]

[44]

[49]

[50]

[. C. Peng, K.-Y. Lo, C.-H. Hsu, and C.-Y. Lee, "Increasing the storage and
oxidation stabilities of N-acyl-d-amino acid amidohydrolase by site-directed
mutagenesis of critical methionine residues," Process Biochemistry, vol. 47,
no. 12, pp. 1785-1790, 2012.

E. Ordu, "Protein Miihendisligi ile Candida methylica Format Dehidrogenaz
Enzimin Katlanma Mekanizmasinin Aydinlatilmas1 ve Termostabilitesinin
Arttirilmas)," Doktora Tezi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik, Istanbul Teknik
Universitesi, 2010.

S.]. Allen and J. J. Holbrook, "Isolation, sequence and overexpression of the
gene encoding NAD-dependent formate dehydrogenase from the
methylotrophic yeast Candida methylica," Gene, vol. 162, no. 1, pp. 99-104,
1995.

X. Yu, D. Niks, A. Mulchandani, and R. Hille, "Efficient reduction of CO(2) by
the molybdenum-containing formate dehydrogenase from Cupriavidus
necator (Ralstonia eutropha),"The Journal of biological chemistry, vol. 292,
no. 41, pp. 16872-16879, 2017.

[. G. Shabalin, K. M. Polyakov, V. L. Tishkov, and V. O. Popov, "Atomic
Resolution Crystal Structure of NAD(+)-Dependent Formate Dehydrogenase
from Bacterium Moraxella sp. C-1," Acta Naturae, vol. 1, no. 3, pp. 89-93,
20009.

L. Chistoserdova, G. ]J. Crowther, |J. A. Vorholt, E. Skovran, ].-C. Portais, and M.
E. Lidstrom, "Identification of a Fourth Formate Dehydrogenase in
<em>Methylobacterium extorquens</em> AM1 and Confirmation of the
Essential Role of Formate Oxidation in Methylotrophy," Journal of
Bacteriology, vol. 189, no. 24, pp. 9076-9081, 2007.

V. 0. Popov and V. S. Lamzin, "NAD(+)-dependent formate dehydrogenase,"
The Biochemical journal, vol. 301 ( Pt 3), no. Pt 3, pp. 625-643, 1994.

T. Watanabe, T. Hattori, S. Tengku, and M. Shimada, "Purification and
characterization of NAD-dependent formate dehydrogenase from the white-
rot fungus Ceriporiopsis subvermispora and a possible role of the enzyme in
oxalate metabolism," Enzyme and Microbial Technology, vol. 37, no. 1, pp. 68-
75, 2005.

C. C. des Francs-Small, F. Ambard-Bretteville, I. D. Small, and R. Remy,
"Identification of a Major Soluble Protein in Mitochondria from
Nonphotosynthetic Tissues as NAD-Dependent Formate Dehydrogenase,”
Plant Physiology, vol. 102, no. 4, pp. 1171-1177, 1993.

V.S. Lamzin, Z. Dauter, V. O. Popov, E. H. Harutyunyan, and K. S. Wilson, "High
Resolution Structures of Holo and Apo Formate Dehydrogenase," Journal of
Molecular Biology, vol. 236, no. 3, pp. 759-785, 1994.

K. Suzuki, R. Itai, H. Nakanishi, N. Nishizawa, E. Yoshimura, and S. Mori,
"Formate Dehydrogenase, an Enzyme of Anaerobic Metabolism, Is Induced
by Iron Deficiency in Barley Roots," Plant physiology, vol. 116, pp. 725-32,
1998.

53



[63]

[64]

M. R. Kula and C. Wandrey, "Continuous enzymatic transformation in an
enzyme-membrane reactor with simultaneous NADH regeneration,"Methods
Enzymol, vol. 136, pp. 9-21, 1987.

D. T. Yiicesoy, "Multifunctional Formate Dehydrogenase Fusion Protein
Binds To Gold Surface With Improved Reaction Kinetics," Master,
Department of Advanced Technologies, Istanbul Technical University, 2011.

A. Liese and M. Villela Filho, "Production of fine chemicals using biocatalysis,"
Current Opinion in Biotechnology, vol. 10, no. 6, pp. 595-603, 1999.

A.E.Serov, A.S. Popova, and V. I. Tishkov, "The kinetic mechanism of formate
dehydrogenase from bakery yeast," Doklady. Biochemistry and biophysics,
Article vol. 382, pp. 26-30, 2002.

U. Kragl, W. Kruse, W. Hummel, and C. Wandrey, "Enzyme engineering
aspects of biocatalysis: cofactor regeneration as example," Biotechnol Bioeng,
vol. 52, no. 2, pp. 309-19, 1996.

C. Hourton-Cabassa, F. Ambard-Bretteville, F. Moreau, ]. D. de Virville, R.
Rémy, and C. Colas des Francs-Small, "Stress Induction of Mitochondrial
Formate Dehydrogenase in Potato Leaves," Plant Physiology, vol. 116, no. 2,
pp. 627-635, 1998.

P. Thompson, C. G. Bowsher, and A. K. Tobin, "Heterogeneity of mitochondrial
protein biogenesis during primary leaf development in barley,"Plant
physiology, vol. 118, no. 3, pp. 1089-1099, 1998, doi: 10.1104/pp.118.3.1089.

A. Andreadeli et al., "Cloning and characterization of Lotus japonicus formate
dehydrogenase: A possible correlation with hypoxia," Biochimica et
Biophysica Acta (BBA) - Proteins and Proteomics, vol. 1794, no. 6, pp. 976-984,
20009.

D. C. Davison, "Studies on plant formic dehydrogenase," Biochemical Journal,
vol. 49, no. 4, pp. 520-526, 1951.

M. P. Farinelli, D. W. Fry, and K. E. Richardson, "Isolation, purification, and
partial characterization of formate dehydrogenase from soybean seed," Plant
physiology, vol. 73, no. 3, pp- 858-859, 1983.

T. Shiraishi, E.-1. Fukusaki, and A. Kobayashi, "Formate dehydrogenase in rice
plant: Growth stimulation effect of formate in rice plant," Journal of
Bioscience and Bioengineering, vol. 89, no. 3, pp. 241-246, 2000.

E.-I. Fukusaki, T. Ikeda, T. Shiraishi, T. Nishikawa, and A. Kobayashi, "Formate
dehydrogenase gene of Arabidopsis thaliana is induced by formaldehyde and

not by formic acid," Journal of Bioscience and Bioengineering, vol. 90, no. 6,
pp. 691-693, 2000.

P. L. Herman, H. Ramberg, R. D. Baack, ]J. Markwell, and ]J. C. Osterman,
"Formate dehydrogenase in Arabidopsis thaliana: overexpression and

subcellular localization in leaves," Plant Science, vol. 163, no. 6, pp. 1137-
1145, 2002.

[. G. Shabalin et al, "Structures of the apo and holo forms of formate
dehydrogenase from the bacterium Moraxella sp. C-1: towards

54



understanding the mechanism of the closure of the interdomain cleft," Acta
Crystallogr D Biol Crystallogr, vol. 65, no. Pt 12, pp. 1315-25, 2009.

A. Razvi and ]. M. Scholtz, "Lessons in stability from thermophilic proteins,"
Protein Sci, vol. 15, no. 7, pp. 1569-78, 2006.

D. A. Butterfield and E. R. Stadtman, "Protein Oxidation Processes in Aging
Brain," in Advances in Cell Aging and Gerontology, vol. 2, P. S. Timiras and E.
E. Bittar Eds.: Elsevier, 1997, pp. 161-191.

. M. Mgller and B. K. Kristensen, "Protein oxidation in plant mitochondria
detected as oxidized tryptophan,” Free Radical Biology and Medicine, vol. 40,
no. 3, pp. 430-435, 2006.

W. Zhang, S. Xiao, and D. U. Ahn, "Protein Oxidation: Basic Principles and
Implications for Meat Quality," Critical Reviews in Food Science and Nutrition,
vol. 53, no. 11, pp. 1191-1201, 2013.

B. Halliwell and ]J. M. C. Gutteridge, Free Radicals in Biology and Medicine.
Oxford University Press, 1999.

E. Shacter, "Quantification And Significance Of Protein Oxidation In Biological
Samples," Drug Metabolism Reviews, vol. 32, no. 3-4, pp. 307-326, 2000.

P. Ghezzi and V. Bonetto, "Redox proteomics: identification of oxidatively
modified proteins," Proteomics, vol. 3, no. 7, pp. 1145-53, 2003.

W. Droge, "Free radicals in the physiological control of cell function," Physiol
Rev, vol. 82, no. 1, pp. 47-95, 2002.

A. Dogru, "Bitkilerde Aktif Oksijen Tiirleri ve Oksidatif Stres," 26/05/2020.

C. Schoneich, "Mechanisms of Protein Damage Induced by Cysteine Thiyl
Radical Formation," Chemical Research in Toxicology, vol. 21, no. 6, pp. 1175-
1179, 2008.

P. Wardman and C. von Sonntag, "Kinetic factors that control the fate of thiyl
radicals in cells," in Methods in Enzymology, vol. 251: Academic Press, 1995,
pp. 31-45.

L. B. Poole, P. A. Karplus, and A. Claiborne, "Protein sulfenic acids in redox
signaling,"Annu Rev Pharmacol Toxicol, vol. 44, pp. 325-47, 2004.

L. Turell et al, "Reactivity of Sulfenic Acid in Human Serum Albumin,"
Biochemistry, vol. 47, no. 1, pp. 358-367, 2008.

S. Barelli et al,, "Oxidation of proteins: Basic principles and perspectives for
blood proteomics,"Proteomics Clin Appl, vol. 2, no. 2, pp. 142-57, 2008.

W. Vogt, "Oxidation of methionyl residues in proteins: tools, targets, and
reversal,"Free Radic Biol Med, vol. 18, no. 1, pp. 93-105, 1995.

R. T. Dean, S. Fu, R. Stocker, and M. ]. Davies, "Biochemistry and pathology of
radical-mediated protein oxidation,"Biochem J, vol. 324 ( Pt 1), no. Pt 1, pp. 1-
18, 1997.

R. A. Houghten and C. H. Li, "Reduction of sulfoxides in peptides and
proteins," Methods Enzymol, vol. 91, pp. 549-59, 1983.

55



[86]

[87]

[88]

[89]

F. Rigoldi, S. Donini, A. Redaelli, E. Parisini, and A. Gautieri, "Review:
Engineering of thermostable enzymes for industrial applications,"APL
Bioeng, vol. 2,no. 1, p. 011501, 2018.

A. Karshikoff and R. Ladenstein, "Proteins from thermophilic and mesophilic
organisms essentially do not differ in packing,"Protein Eng, vol. 11, no. 10, pp.
867-72,1998.

S. Kumar, B. Ma, C. ]. Tsai, and R. Nussinov, "Electrostatic strengths of salt
bridges in thermophilic and mesophilic glutamate dehydrogenase
monomers,"Proteins, vol. 38, no. 4, pp. 368-83, 2000.

M. Robinson-Rechavi, A. Alibés, and A. Godzik, "Contribution of Electrostatic
Interactions, Compactness and Quaternary Structure to Protein
Thermostability: Lessons from Structural Genomics of Thermotoga
maritima," Journal of Molecular Biology, vol. 356, no. 2, pp. 547-557, 2006.

J. K. Dhanjal, V. Malik, N. Radhakrishnan, M. Sigar, A. Kumari, and D. Sundar,
"Computational Protein Engineering Approaches for Effective Design of New
Molecules," in Encyclopedia of Bioinformatics and Computational Biology, S.
Ranganathan, M. Gribskov, K. Nakai, and C. Schonbach Eds. Oxford: Academic
Press, 2019, pp. 631-643.

C.A. Tracewell and F. H. Arnold, "Directed enzyme evolution: climbing fitness
peaks one amino acid at a time," Curr Opin Chem Biol, vol. 13, no. 1, pp. 3-9,
Feb 20009.

S. A. Marshall, G. A. Lazar, A. ]. Chirino, and ]. R. Desjarlais, "Rational design
and engineering of therapeutic proteins,"Drug Discov Today, vol. 8, no. 5, pp.
212-21, Mar 1 2003.

Z. N. Candan, "Candida methylica Kaynaklhi NAD+- Bagimli Format
Dehidrojenaz enziminin koenzim 6zelliginin rasyonel dizayn ile degistirilme
denemeleri,” Yiiksek Lisans Tezi, Ileri Teknolojiler, [stanbuk Teknik
Universitesi, 2008.

P. D. Hsu, E. S. Lander, and F. Zhang, "Development and applications of
CRISPR-Cas9 for genome engineering,"Cell, vol. 157, no. 6, pp. 1262-1278, Jun
52014.

M. P. Weiner, K. A. Felts, T. G. Simcox, and J. C. Braman, "A method for the site-
directed mono- and multi-mutagenesis of double-stranded DNA,"Gene, vol.
126, no. 1, pp. 35-41, Apr 15 1993.

T. A. Kunkel, "Rapid and efficient site-specific mutagenesis without
phenotypic selection,"Proc Natl Acad Sci U S A, vol. 82, no. 2, pp. 488-92, Jan
1985.

J. A.Wells and D. A. Estell, "Subtilisin--an enzyme designed to be engineered,"
Trends Biochem Sci, vol. 13, no. 8, pp. 291-7, Aug 1988.

M. F. Carey, C. L. Peterson, and S. T. Smale, "PCR-mediated site-directed
mutagenesis,"Cold Spring Harb Protoc, vol. 2013, no. 8, pp. 738-42, Aug 1
2013.

C. Papworth, J. Bauer, and J. Braman, "Site-Directed Mutagenesis in One day
with >80% Efficiency," Strategies, vol. 9, pp. 3-4,01/01 1996.

56



[96]

[97]

[98]

[99]

[100]

[101]

[102]

[103]

[104]

[105]

[106]

[107]

[108]

[109]

F. Castorena, K. Pefiuelas-Urquides, and M. Bermudez de Leon, "Site-Directed
Mutagenesis by Polymerase Chain Reaction,” 2016.

Agilent. "QuikChange II Site-Directed Mutagenesis Kits - Details &
Specifications." https://www.agilent.com/en/quikchange-ii-site-directed-
mutagenesis-kits-details, 23.11.2020.

S. Skariyachan and S. Garka, "Chapter 1 - Exploring the binding potential of
carbon nanotubes and fullerene towards major drug targets of multidrug
resistant bacterial pathogens and their utility as novel therapeutic agents,"
in Fullerens, Graphenes and Nanotubes, A. M. Grumezescu Ed.. William
Andrew Publishing, 2018, pp. 1-29.

M. T. Muhammed and E. Aki-Yalcin, "Homology modeling in drug discovery:
Overview, current applications, and future perspectives," Chemical Biology &
Drug Design, vol. 93, no. 1, pp. 12-20, 2019.

A. Waterhouse et al, "SWISS-MODEL: homology modelling of protein
structures and complexes,"Nucleic Acids Res, vol. 46,no. W1, pp. W296-w303,
Jul 2 2018.

J- Moult, J. T. Pedersen, R. Judson, and K. Fidelis, "A large-scale experiment to
assess protein structure prediction methods,"Proteins, vol. 23, no. 3, pp. ii-v,
Nov 1995.

J. Haas et al., "The Protein Model Portal--a comprehensive resource for
protein structure and model information,"Database (Oxford), vol. 2013, pp.
bat031-bat031, 2013.

J. M. Bujnicki, A. Elofsson, D. Fischer, and L. Rychlewski, "LiveBench-2: large-
scale automated evaluation of protein structure prediction servers,"Proteins,
vol. Suppl 5, pp. 184-91, 2001.

V. A. Eyrich et al., "EVA: continuous automatic evaluation of protein structure
prediction servers,"Bioinformatics, vol. 17, no. 12, pp. 1242-3, Dec 2001.

[. Y. Y. Koh et al, "EVA: evaluation of protein structure prediction servers,"
Nucleic Acids Research, vol. 31, no. 13, pp- 3311-3315, 2003.

H. Jalily Hasani and K. Barakat, "Homology Modeling: an Overview of
Fundamentals and Tools," International Review on Modelling and Simulations
(IREMOS), vol. 10, p. 129, 04/30 2017.

Qiagen. "TAGZyme pQE-2 Plasmid." Snapgene.
https://www.snapgene.com/resources/plasmid-
files/?set=giagen vectors&plasmid=TAGZyme pQE-2, 04.01.2021.

M. M. Bradford, "A rapid and sensitive method for the quantitation of
microgram quantities of protein utilizing the principle of protein-dye
binding," Anal Biochem, vol. 72, pp. 248-54, May 7 1976.

V. L. Tishkov et al, "Catalytic Properties and Stability of a Pseudomonas
sp.101 Formate Dehydrogenase Mutants Containing Cys-255-Ser and Cys-
255-Met  Replacements," Biochemical and Biophysical Research
Communications, vol. 192, no. 2, pp. 976-981, 1993.

57



[110]

[111]

[112]

[113]

[114]

[115]

[116]

[117]

C. C. des Francs-Small et al., "Variation of the polypeptide composition of
mitochondria isolated from different potato tissues,"Plant physiology, vol. 98,
no. 1, pp. 273-278, 1992.

K. Schirwitz, A. Schmidt, and V. S. Lamzin, "High-resolution structures of
formate dehydrogenase from Candida boidinii," Protein Sci, vol. 16, no. 6, pp.
1146-56, Jun 2007.

B. Foldesi. "Guide to Enzyme Unit Definitions and Assay Design."
https://www.biomol.com /resources /biomol-blog/guide-to-enzyme-unit-
definitions-and-assay-design, 28.01.2021.

N. V. Bykova, A. Stensballe, H. Egsgaard, O. N. Jensen, and 1. M. Moller,
"Phosphorylation of formate dehydrogenase in potato tuber mitochondria,"
J Biol Chem, vol. 278, no. 28, pp. 26021-30, Jul 11 2003.

E. J. Walker, J. Q. Bettinger, K. A. Welle, ]J. R. Hryhorenko, and S.
Ghaemmaghami, "Global analysis of methionine oxidation provides a census
of folding stabilities for the human proteome," Proceedings of the National
Academy of Sciences, vol. 116, no. 13, pp. 6081-6090, 2019.

S. C. Thomas, A. Alhasawi, C. Auger, A. Omri, and V. D. Appanna, "The role of
formate in combatting oxidative stress," Antonie van Leeuwenhoek, vol. 109,
no. 2, pp. 263-271,2016/02/01 2016.

K. Xu, V. N. Uversky, and B. Xue, "Local flexibility facilitates oxidization of
buried methionine residues," Protein Pept Lett, vol. 19, no. 6, pp. 688-97, Jun
12012.

J. Huang et al., "Self-protection of cytosolic malate dehydrogenase against
oxidative stress in Arabidopsis," Journal of Experimental Botany, vol. 69, no.
14, pp. 3491-3505, 2017.

58



A

DNA DIZI ANALIZI SONUCLARININ

~

DEGERLENDIRILMESI

PREDICTED: Gossypium hirsutum formate dehydrogenase, mitochondrial (LOC1

Sequence ID: gij 1028930049

XM 0168943821 Length: 1639 Number of Matches: 1

hics

Grapl

Range 1: 300 to 1418 GenBank

Strand
Plus/Fi

Gaps

Identities

Expect
0.0

Score

12/1112{1%)

1083/1112(97%)

1840 bits{2040)

Query 46

Query 186

Sbjct 369

Query 166

Sbijct 429

ATCAAGA 285

GAGG
111
GAGG

TTACGTTACGGCTGA

T
|
T

TLELLTELLLT

[ [l
TTACGTTACGGCTGA

TCAAGA 545

caae
1]
Ca6C

ACCCCATTCCACT

LILLILLLT

TATCG
[11]
ATCG

A
|
)

TCCATGTGCTC

Query 226

[1] [1
TATCGACCCCATTCCACK

NN

|
TCCATGTGCTC

Sbjct 480

GATTGGCTCCOQATCATGTTGATCTTA 345

CAGGGA
11111
CAGGEA

ARCTGCTTCTCACAG

CTTG

A

AAGCT

Query 286

[LLLLDTLIIREETTTLTL

111
GATTEECTCCGATCATGTTGATCTTA  6@E

GG

(c
[1]
AMGCCAAARACTTGCAACTECTTCTCACA

549

Sojct

TEGTTTGACTGTTGCTGAAGT TACTGGRAGCAATGTCGTCTCGO 485

FELERUE LR LR LR R LR TR ]

C
1]
GCTEATTTGACTGT TGCTGAAGT TACTGGAAGCAATGTCGTCTCGE 668

St ity miiti

AG
|

A
|

AGGCAGLTGLAG

346

Query

[11
AGGCAGCTGCAG

Sbjct a9

a

LI

GETTATC 728

GGTTATC 485
TTGCTT#TAGAGCTTATEATCTCG 325

T
[l

TTGTTCGEAATTTCGTAC
TTATTCGEAATTTCGTAC

LLLECELELELTLTLT]

T7C
[1]

Sojct 662

T

TT7C

TTECTEAGGACGAGCTAATEAGGATTCTTA

CELLLETT LT TTLEE T LT

TTGCTTATAGAGCTTATGATCTCG 788

TATCGGCAAGLT

ca
Il
A

CAGG
[11
CAGG

TOGAGATTGGAATGT TG

C
|

TELLLELITITATTL

|
TGGAGAT TGEAATGT TG

16
L]
16

TTA
11
&

A
)
A

ATCAAGTTATTAC

ARGOGALGACA

-
|

ATCAAGT

Query 466

Sojct 729

1
CAGLGAT B48

% GCGAT 583

X

il
ACTC

1T
[

c
1
C

TCGGCAAGLCTITT,

LTI

1]
TA

6CCa
[11]
6CCa

-
|

?T?CTATAGGT??T?

CTATAGGTGLTG

G
|
G

ARGGEAAGACAGT

526

Query

Soict 789

il =
GAATTGG  9@5

TCCA
11
TCCA

LELTTELET LT

?TTCTCCTATATCAT?TTCGAGTCAAGATA??
AATCTCCTATATCATGATCGAGTCAAGATAGA

CTGT
1l
CTGT.

TEAAGCCATTCAA

TEARACCATTCALC

586

Query
Sbjct 849

Sbict 989

CATGGATA &25

TCATGGATA 1888

sl LJ—LJ
D=0 —10
F—F S—
-— \H—1g
i
e I
—e  —L)
Bemy e
s
S
- o m”m
e Re=
3=8 p=f
n.nlM bt
= 15—I0

1
F—F F—F
—i g—Lo
[ T = 1

R =
=
ih g

—of  =r— et
Bk S

Query 706

Sbict 969

Query 766

Sbict 1029

TGTTT &85

LI

ATGTTT 1148

G
|
G

Query 826

Sbjct 1889

GCCAAATCAAGCTATGA 045
LELTLTLILELILELLET]

1]
TACATGCCAAATCAAGCTATEA 1288

TA

-

Query 886

Sbict 1149

Query 946

Sbjct 1289

Query 1886

Sbijct 1269

CRATGAAGARAA 1118

Query 1862

[ LI

TCCATGAAAGAGA 1388

Skjct 1329

GTC--GATGTGATCCGTTGATAGLT-AACGTA 1147
Sbjct 1387 GTCCARATGTGTTCEGTTGOTAGTTAMACGTA 1418

Query 1119

Sekil A.1 M225L'nin BLASTn ile DNA Hizalama Goriintiisii (Mutasyon noktasi

kirmizi gember ile gosterilmistir.)

59



PREDICTED: Gossypium hirsutum formate dehydrogenase, mitochondrial (LOC1C

Sequence 1D: gi| 10289900491 XM 0168943821 Length: 1639 Mumber of Matches: 1

Range 1: 309 to 1410 GenBank Graphics

Strand

Gaps

Identities

Expect
0.0

Score

Plus/Plu:

13/1108(1%)

1082/1108(98%)

1851 bits{2052)

(¥a] oo w [£a] [¥a] oo w [E]
L T A RN - B = B
B T T~ S o B~ SR o T
2= bbb E=¢ =3
BEE 322 =5 i=2
) e = e
A% g U—Y ek
— e l—J Lt
Li—L) 13—l J—LJ) g—3
d—J —0 s s i D—-0
Li—LJ) \D—L0 &=l L]
= 1010 j—=  He—lg
M|wﬂ el=——c]  sf——cl cL—xcf
o L) )—) H—L0
e Rl Y e L o S e
F—o §—a I—= B0
=8 =3 = B
et B e pm——
b=k =g =4 i
i=e BB = =
2=2F 9= w=s o—U
9—8 U=o o=8 8=8
M'.ﬁ 0—\0 A'M L
|m Li—LJ) \O0—10 Ll—LJ
) — D=0 10—\ Ul
L=l | ==L ] L]
W= | o L= )
We==11] " (\Qe==ll]  ale——xl | el
= el e M~ el o
a—=.  p— — o
D=0 [
[ ] M| [}
L o L
G m T8 O e
—5: B2 5T =
bl B—8 3—F =—
LE s L 1] [l L] )= s
i
P—E R G0 O—=0
—l —m Oe— —f
WD—I13 \g—\3 ‘al—al Ll
el = o ek B
wlw =L e O—i0 _m|_“m
G0 —=  — =
B = B— =— o
M|M B—5 a—a U—
— —F E—k 0L
—= — gL —F
[ T N R e = VR e o ]
- [cn] ) [Xe] L=} [} (%] [£a]
L o S I A - o S -
e i v e r O Al
R T T
=)
L=t P = T = T B =

=] =] 5] [ I = R -4}
(s ol wr o [¥a) [Fa] w (=] [¥a) o w (e o o w Lo ] [¥s) (5] w0 = (s [ex) [ex] o
f A - IO = R R T R o I o B = S s =} L o DL N -~ I o I R o I = N |
(] (¥= =t [Yu} = I~ un = un [Ea) [Yu] o -~ o = = [£a] — [£a] = o —~ = =
EoF 8o E= =9 5=k 98 5=0 §=9% f=f E=F $=8 =¥
E=E o208 =R E=E 8=8 BT i . = R ECE g=a
—ld F—F —F U—l J—d = d—0 O—0 — \O— g e— L —-
F— =l e = 0—10 — = — ﬂm| "m ek —
I=E B B0E S =8 = EmE goa BelE Niew e B
F—F U—4d F—F =k U—d S—a — —J 33 4= I—3F
e ey SR B LR, e S =& BT BT AT ke
S Bl i—F 0 e 2o o el 0] B B bl
Al B e Wl e g — a—e U— o— — —L
Bl Gy O S el Sem e B emEe AT ST B
h'@ \D)—=\0 | e G|m k F [ F .—1 F t F G|m e L [ el |
B8 =3 P=F ==F §=F 3=3 o S=¢ E=F oo =%
S8 B=8 3= i=r = = RGP = B =
BoB E=¢ U=f F=F gob BSB Soeed s =8 BT e
B8 24 O=5 E—b mHm eyt WH_._.m MHG o e o cal ety
ok b=b b0 505 Rk 508 809 §=8 $-% S=5 9-§ oL
g=8 #=4 °oF 00§ Bof Ese poF 408 o0 00 BB 5=
= e Sy - — — — —_— ] —] e e =
.I_.mu Lo BT B W E —l A} mrm e A R - I Ml.% [ o e o CR o e A
=l | T||_H = L) |l = — pme——= . S——sT SL—al \O—\0
—8 P—5 g—a B0 L—8 U—U B—8 g—a b—b b—© O—0 5—B8
[ e el e lJ—lJ el S E—d = G—lD  eL—e il
T B — B— 18 B—8 e He—1h be—ld et =3 YUy 6=
U= — —p e e g 83— e 10— = U—d
— Ll M| M H—l e ST ) e el S —eT
e et e et S ot T S S ST i K et el et e - R
o iz D=0 D=1 D=0 o e b=—=) L) et L) Lo =10 b =—=i}
ey f— L — D—10 F F I | | | I | | I L1 MlM Ll—LJ
Ll e L — [ s i St SR A L A e A e A L e e R e = — e
P BmE e S= e RS m”m Ben By e Al Bee
U= B=8 S8 =2 — 2=3 d== oo 508 e boo a4
— r— i & ——=] —_— — — = —| = — ]
3=5 Y=§ 0=0 B=8 B=B B=P b=p Bk 303 =8 B¢ =8
o= lw L2 UlU __Hl__H o o R S = o~ L [ _C £ _r._ _r._ _C
=& B2 8=F 4= Boh d4=d Foh I 2mg P o Eor
23 OO 32 E=F =0 PR g=h B BOE E=F 3/—3 B
—S 50 g—9g g—a S ok S L= meom W u—u g
— —F B—a e e e g L wHe—in e m—1n
— e 3—F E=k S3—3 Hd=d S3—3 p—k =3 J=d 9—d 21—«
S— D=0 D=0 D=0 — L) = D=0 — D= L [ |
—J S—a k—p g—g 8— o] —4. f—=F B=g J=3 g=d ==
Ll— Ll Ll—iJ g — |M —] [ Ll— . e L)
L — B0 =10 10— — |m = IO—I10 Lj— —=  —lJ
M| b—a —F — M| g g —k  O—l0 e lm—in
— E—F F—F g9—a d—<= = E—=E F—k F—F U—U 0—0 u—w
o o o o
e = S v N T S - = = S B P R A =T R
e o s e L Il 7 ol v o L L e Sl A 7 A
T T o o e o e RO~ N U R
=
L T = = = I = = = = ¥ T = L P I = ¥ = L P

TN T
GTGETTTCTTCATCCAT-GAAAGAGA 1386

dd
[l
C

-ATACCGATGATTT

il |
TCCTCARTACCGATGATTT!

C
|
C

1937 ATA

Query

1269 ATATG

Shict

c
l
C

—10

Sbict 1328

Query

GAATGTGATC

1128 AC

Sbjct 1387

Query

[11T1]

Sekil A.2 M234L'nin BLASTn ile DNA Hizalama Goriintiisii (Mutasyon noktasi

kirmizi gember ile gosterilmistir.)

60



PREDICTED: Gossypium hirsutum formate dehydrogenase, mitochondrial (LOC107¢

Sequence ID: gi| 1028930045/ XM_0168594382.1 Length: 1639 Number of Maiches: 1

Range 1: 359 to 1493 GenBank Graphics

Strand

Gaps

Identities

Expect
0.0

Score

Plus/Plus

8/1136(0%)

1109/1135(98%)

1903 bits(2110)

M~ 6 = = =
[ I o S R i R i SN 1
L= L I B s
O=0 33 88
e D [
d—tJ — d—tJ
= — (D]
[ ”w_. m|m 0—10
o s =t ]
! —Lg" e
ot = e s ol s
Be 58 o—/o
B a—3 I—=
p—ip=  H—L0 . =—=
ﬂ|ﬂ L e
it R
(e L L | =il
\J—A0  ef— [
B E—E o=
HE e 35
3-8 2= P=p
3-8 8% 575
i = %'M o
== o H =l
O S—g O
#=2 I=8 =2
[ (=) @lﬂ.ﬂ ==
\g—1J —iE
53 13 o
Lo Glm oL —
W—ia = L=
= ! L R
R ="
E£ b=b b=l
55 C=C B8
L "w e e, L e
= ==l il
b—ls F—p o—U
e e e
= =—= =g—=
Fsnl - ="
d—i)  eg——eg i L
MlM U—d Ll
oy R
==t =L L —=T
W= 10— Pl

] LB

i " = = =
woom oo o=
iy el ol Tl
3.8 & & 3. &
(=TT I = =

I~ - I~ = ?
T N S L e e T T e T e T e o o O O e S = T S« M ST o
(L~ (R~ T SO Ol RS ot NN Y o SN 6 S NN =5 S = TR~ SO NN~ SN ot N =~ Y i SN o SN . RN s AR+ B
£ i e (1) [aal = =+ = =+ (£l L [24) i o (s} = [ = [ — [Ea] — [==] —
S—0 3—3 b=k v—® F—F $=% U=0 =8 g—g I—% I—3 PP
e e s e . . L N - e e e = e - AU et —3 2=
sf—=[ J—A\]  p—f=  —a O} b t ; i b t W—I10. sL—aL —d  J—L)
U= $=§ E—F F—k 8—8 O0—0 E—8 bolb S—% E—F S—@ o—U
DD =@ oo g geg g—d e R 59—y g E—= St
F—F O—0 g—= |=— — =S Al e (U—0. Dl el e
—l) e g e I R E — g | A U et
WW—10 L) 1D0—L0 Ll—LJ 1D—l0 |} K'.& =40 K'.& bb—_LJ) aL—ef O—I]
0—L0 =L —rl =L WO—13 00— O—13 ‘= U=t ‘= WO—13 = L=t
F F r F F r — e - e r— b [— -
h I I I i h h f U—J m M e m M = = _..H m m m m
L—= M|G b—lb H—=% T—=2 b8 O—0 M|m =% =5 3=8 E=F
g—i5 |M — Ul e = — — e e 9—3a g—ig
Boe S8 DOD B0E 0T a5E boD 2o 23 30h BOE 505
o Eop e e oo B e | E— a—a a— -]
Clﬁ —i)  — —i a— &L— &L  <[— — — O— — — 1
=% b=k U-C p=b 88 ik g9 =3 8=
E=p O=U E=F =8 b=p Ao 520 S=f E=b
E=b =2 5= 49 80 L= o= o= ===
fr—pe  E—E E— B e e e Ml..n ]
= E=E e B BEom Rel Bes —=f L
E—E o=k Bk =3 OO _ M|m o— o—d
[ R L P L M| M [ MlM MlM =L — i) LT
m|m = = F—d g s e F—fF =
— L ——  ge—ig ge—H e I —| | L
= — d—i  \D—iD Dl | Gl% \D—LD  \D—iD
i S e L B e e e L e S e b I [ +
—F i=F F—=F Y=Y b= == 22 u—u U—
Gl S—% O—0 F—g S—8 U= O—0 §—% =+
— el T —— Ul e — MlM b=l
TR Mol el Sl R Do T ey Sk
=3 4=8 #=3 G=F 3=3 o=p 5=8 5=8 3=5
B=b 379 B=F 4= =B 2 & 33 §=H E=F
=g oo e ol e B e e s
EE=1=R=F=1=-F= =g 5=
' a—a  o— = i = — = =
[ T R py S o i —5 =k —&
— b O ge— e de—d e et — il
=8 o B CoE M BhlE g B e et R Be
e e o =l o = e m|m b—ls g Bk e b
ef—af O—I0 l0—I0 0—I10 10— e ot e )i sL— L )| O—1i0
H—1g — O—ld —F e O] g — T— —1J  eT—eT MlM
B—0 = e el Sl e U—d g — e g—d
el ——r] o=\ 10—10 =l | eor ==l L= — e — [ 1D—L0 L=
E—d F—F F—F 4 b a—a F—F e U—d J—d b

=) [l =) [l
BB B B3 B 0D 6 6d B 60 6 6 B B) G 6 B e 6 = B M @ o
= [ni] i L= o [E5) %3] = — [ = i i o o i i L) — o = = i) —
™ Cal [} o) ™ w [l = “f [~ = 2] Cal [£4] Cal o =} ™ M= — = ™ =4 ™
o A e R s N ol O s e R s o R S
S R AR & R8RSR LEEEEEE SR IE SR D
[ TR = TR v Y = U ¥ T = T T = (O T = ¥, T = (v T = Y B = Y TR = TR T JY = U T I = v

D i S i S i SO i)
[T S B S e ]
[T o SO~ R L T -~ T~ §
(3] = L I B 2 | —

[y
] [yl

b e T e fm=——j= =
——  d— o—ig A
Wl O =
— [t M|M
T H—ig — [
go oo EEE B
0=3 F=F 3=3 =%
Ml =L e Wo=—=tT]
a= F—f &— =
G=C 5=5 a== 3—%
U—id 8— p—f= S—
—= = le—ld O
F— GOl g—a F—=
| e e o I e e e
Y=¢ E=F 33 5=G
L e e - ]
|M mlm —F ——F
=5 [Bas 2= E=2
t—5 56—8 3—3 a—=
] Elm _I..|.| _nluul...lvlH
=3 =% =% o=C
Mo g—g S—=x E—hb
F—p S F—f= <=
s L= 0—L0 =L
Ly e Bl i
== 55h Eep EoE
We—in e 10—l ﬂ|m
W—L3  Ll—LJ 1D—L0 ==
s T e e R
L ==L I
= e E—d MHA
b= =8 B=k 3=
TrTrm mlr_.r mrm .II.__FI"_
ol .~ T |
5=5 9=8 o=p ==k
iy - e
—,  d—-  S—d  \g—ig
=8 Sy HoE Fe
E—k E— G|m _H|T
\O—10  0—i0 h) |m
SN B S EEE
W—l0  ef——el 10—l @l@
O—0 J—id e 0

=) (el [ex) =) =) [l
[£e] [Ty [=4) i — = [ [l
oy [} L i i)
L= EE e N~ (I o | m L H n
ol i ol o o B T
AR T = AU =
[T I = R Y (Y R = TR |

Sekil A.3 M243L'nin BLASTn ile DNA Hizalama Goriintiisii (Mutasyon noktasi

kirmizi gember ile gosterilmistir.)

61



PREDICTED: Gossypium hirsutum formate dehydrogenase, mitochondrial (LOC10

Sequence ID: gi| 1028950049

XM 0168943821 Length: 1639 Number of Matches: 1

Range 1: 300 to 1372 GenBank Graphics

Strand

Gaps

Identities

Expect
0.0

Score

Plus/Plus

5/1069(0%)

1043/1069{98%)

1803 bits{1299]

[£a) [Ea) [£a] [Ea]

& 8 F 8 3 8 F §
P S T N~ Y o R Y o R Vo
e b EmR 3=B
- T sl - et M[
= d—u w—g —
il —= b L
S—E g% MW Bk
— Li—1d 10 er——e
U—u) a—n O—g U—g
L e L R e e e L
Li=—LJ) \0—I\0 «f—x<I [ e
| o] 0—a | o)l U—g
mlm L=l fLe——al L=l
—_ Uy L -0
— A—af B ——r
Ml i Ml L
ey e g sges
g=h =2 =% =%
e (B i e
=k =0 L= B—b
—iJ |m M| —iJ
B2 BEEE 5= =2
22 g8 BTw OO
@..I_.u_ I e e e L
Li—L) g—J =) 10—Ii0
Mlm =10 o =)
== Ljm=l_] . L= b=t
— 10—\ B—0 A
L= == b ]
10— ey =l b
O—10 \0—i0 <l Ll—LJ
Sers e e EekE
Ll O—\a el i
2= =P /3 359
[ I el L
l—1) el —

Gln S—% O—u H—s
5=8 =0 i=§ =g
2=F B=F I=f =5
 F— e Dl fme—
O=—I10 10—1\0 c[—<] L—LJ
E=k Hoh S ETp
= e o
—10 —f — E—i=
= [ e N e [@
— I —
e — e— O—u
—2 b—F L= —F
(a1 U (=)} ui =31 [Ta] o
[Ty] ] m [Tl [%=) 5] (] [ca]
s/ om o= oM o " oy
il ol v B rE e ol
S E 5 F 5% 5 F
[ T o Y T o T o T

=] (]
(£ (£ [Fa) [£a] [£a] (£ (€] [ ] (£
3 2 & 2 3 83 8 F g I EIFEITE I E
[ T T R~ s ' S~ N S 1 o S S I o SN - TN ¥ T S SN s SN == N - < |
S=% BB Yo 98 5% B8 55 =% o=
—k —ld b —= u—u MlM = =— "m| ﬁ
9= E—F g—l@ d—= &4—d &S—a jmis a—a e
— W e e O— a—a ge— — —
Padey et Wlesnal B PR Soe B =% BTk
o __.m =L—T _Hl_H eI = |j=—i= — bod— [ )
— A== E—h P4 m—F g—3 J—d I—d 00
) . 10—l 10— —— H—0 —y 10— 10—
e =) ) el L) =] e e f e
@l@ H—10 = H— W15
U0 ®W—@ bF h—e 3-8 B—§ BB b—lo S—=
B=H B8 22 2= == =~ [§ B8 =%
Bel BoE B9 B gm8 o0 ey e P
L I S e L e B—1a MI”W 010
it ) | vl i oA e il o S MHM =5 WHM
—_ — | — T, —_ J—10 e — _—
ERci=A g2
it T S G N P [ - =
qT—F F—p F—pF g—F O—4 E—k k—k 0—g E—F
el e— e Ue—ld 8 — m oL |M et
WD==I] \O==I0 ' «cle==c] 1O==(0 D=0 =l LY = 1O=—=10
a—g E=F E=F E=E L= k=R 222 == E-b
S=0 B=f p=p EE2 B=f soR 508 2=P EmE
e— —i e M' el e Sl L—l) e
L=l cl=—xl c[=—scT = B==10] =) D=0 MlM Li—L)
FofF ©8—8 g—g 9= S—F U—0 O—g d—a O—U
e L e e M G P S S O R - —
o e B s B B MH E=E 5=
9=% =8 =3 =2 =3 5 iR N
323 o0 B 3% 338 Bb ph(E-D)E
P=B =2 S8 B=F B=F =4 2w =2
) = e — o = = =T £T5
i g5 == =8 3—=5 848 343 5w
- =g g—= PE=E =5 B o= TrIT.‘mn“Wv
i W—10  P0—J c[—<[ c[—<] p—l=  EL——c], &L —<L <
e el s gk Fank b Y e e e
Moo E3—= Bk a—S Y- £ 9 S—S F—F 9—¢
[ I B ) — -5 |M |M —b=
==l  \Qe==i0 0=l |le==lJ] D=l — = sf—= 1O0—I\0
—  IB—0 e —= —d  G—d h—d —p  O—uJ
— AL e A—f de—d m— A —
o
pe Lo LRBREeYRRELS
AR R F e RARERIITEESRES
el - . - O N R T I R T - S
[N L [ L [ [¥] [ w [ (™) [ (V] [N L [ (¥ |5 [¥]
8§ R 8RS R SRS ESESESEEE
Fan T T o TR o N B e T T N ¥ N N T o B T o N T B T

111]]]

GATGTTT 1143

? TTATGTTT B84

Shjct 1889

GGa

AT TCCOAANGOACCATCCATGRCOT TACATGC CAGATCAMGCTA

ot

? o044

1

TOCTCCGAA-GOACCATCCATGRCOTTACATGCCAAATCAMGCTATG 1287

CELLELERY TELLTIL L ELEL L ELL L] LRl ETTLE

y

AL

[
C

ACCCGE
1111
GC

(CCO

I
&

GGT
11
a1

885

Query

Sbjct 1149

al

MHCAA  TGad

Sbjct 1288

GTCAA 1265

n

GANMNAGG

|

A

GA-GAGET,

T
Ll
cT

Query

1335 ?TTNMNG

Sbict 1267 GGATATG

TACCGAAOAATTTCHNGGEONTTTCTTC 1113

LLLILLLL

111}

TACCGATG-ATTTC-GTGETTTCTTC 1372

—
i
f——=
L—LJ
[
——1
o
25
=

%3
s
WO—10
==
09—
0—a
[ L5 B =
=)
=
[y) (=]
(¥a) od
<) (L]
™ ™
g o
35
&N

noktalari kirmizi ¢gember ile gosterilmistir.)

Sekil A.4 M225L/M243L'nin BLASTn ile DNA Hizalama Goriintiisii (Mutasyon

62



sl
ol

Range 1: 300 to 1499 GenBank Grg

Score

Strand

Gaps

Identities

Expect
0.0

Plus/Plus

0/1191(0%)

1178/1191(99%)

20090 bits{2317)

) ) o woor
= [£a) = [£2) = [£x) = [2a] = [ = [Eal = [£a] = (=] = [£a) = =) = [£2) = (a2 = [2a) = =t = L] % W
[ R = T ¥ N o S o - = B - = B~ AR | [ T~ R Y = R ¥ = O NN ' SN - = T == R NN (N =~ IR = N V.= SO = T = o N <~ s B D S | (2]
(= [aa] =~ =+ (] =+ (o] i " [ral =t W =t [ [E5] [ (03] [£a) [Y=) o = 53] [ = [£x) = [£a) = 0 — = =i
2= b PoE E=3 Aof 9=9 EoE 99 5§ 928 050 §=% A= B0k =8 9%
. T - Lo A posmp (e pm—f— =5 F—k H—a 0= T—= E=F o
o e - e T T e 1 o o e L e - O e - e T i T iR
el e — U—id — il e —=  WO—0 MlM m—  — — e b i
=R eTe WeU TRoR gl s B Soe SN (8 —ig da—a E— S —l —=
—iJ E—E —ig e O e e —) e e ge—e, U—t) g—e g d—a
U0 B—18 e R e e e e A B B e N e Y E -— = E— 1 —=T  1EH—1g
Ll—LJ 0= &L=l < 10— m WD—1i0 L) — L) Ll |W o sf=——sl  LD=—LD ey LO—10
=== 0—La == n—a = e e =] ] s e ——=n] == e b D=0 | vt o == i
= |M A—=aL sf—af Sa—s= SL— &L Mlm =l ) = L] =] CEl—l L) 8—10 &f— =L
o =L L= D=0 L=l e ] =10 e W0=—10 =Ll D=0 [ ] e e o \D—10
—d A B—0 F—F E—k L) U—d g—a u—lu G—a F—F F—F H—d uU—J S—=a F—F
M' —i —_ L—l)  Te—el 13— — H—0 —= —— b— —F He—g e el i
=8 ST—& S—a b—8 LU B8 F—k E—r B—B b—8 BB =—2% E—t @E=E =0
=t = o = e — = = e — = b — = =
=8 5 = = B = = s i e B e =
oF BSE OESE BSE SR Of B B b BB =R =R LI S8 =R =
= T _m|”rG.._ Petfl S O—0 B—F B—8 b—b B-D %|% B—p E—8 =i O—0
=8 Feh==) == === =2 =0 = = h o
78 353 /8 LD B8 33 B wTe hT0h R=5 E=F mHm Y=y 9=g o -
Ha=f)  J=—=LlJ |===|= |H=—l0 _.u_|m Wi ==l H=l]] ==l m.l. m L - M'M M|ﬁ Pl m|m
er_ =i er_ =10 s |=—|= i el . T - A s L B it B s ﬁl—l S—<I  =L—&L \O—\0
L — W=l 0——=10 L= 10-=80 B—I\0 &L—= H—I\0 O—\0 —| =i — D—=10 10—I\0" L= [I5—5
Ue—i B8 18— o— —eT 1 1 H—1T — =
i) ) =il —_] t I L=l sl=——x] =gl el=——al jme—j= D=l a=——<] L]
17 —_— e —i —F a—m Q=0 ida—lm BB =—= —lE  H—1T —T Mlm Ll—i  g—1a
Gg—0 9—o H—d U—U Ul e e B i JO—d 0D e O a— —  —
Mlm H—18 e e e —l) M| M D17 == —el ) e — e I e
% P—f 98 E—k U—U g g g— O U— ) g—d Ul e G
el Emie Eime apmeh Peml ol el ClEeiE SR ol s (Bl Moml R Bad e
i D= Ul e Foimg Fe— ae— U=l =l =0 = E=E &=5 F==

=i fm HO—E F=F b BE—E =5 =0 =% mlm O—b 5—=& O—=C &8—=5 o—o

b5 $—=2 =% F—F =% 5—% E—x g—d WHW g A—d s 0= Bl o—y A—d
] mH@ ety P ol HM b A e mHm = mH._m e @ MHM i ot B~
%[G L e L .IK e KIG | N St o O L S R i = 15 e I i I I I P
\g— M|nm el el e —! o bl et |M G|% — — U— — —i
PR BB bU—u 0—=0 O—h S—% ob—g g #—=2 3=3 o9=8 3=3 /3 B\r—F a—= F—F
= = o = = = = = = = oy = i =
— P el e — - e PR S [ = M . Oy v —E 3=3 P
W—i0 W—g &E—a L—i S—< P—0 W—id S—<f &a—a f—p &—ef <I—< 2/ \o—ig  ui—u  <—t
— —k b—k O—u —_ ——=  10—10  p—= g —eT He—ld e e e 10e—10 —
e T el R T et Tl T B e G o B e I e B o - S R R e
e S = e L Pt L] - e 110 ——10  lg—in — U—ig U o—ig — W18 el
[ e e ol e [ ey e i T v o g —F B=8 g Ded e
o—i e m| nm S i e e ] — W15 |M — —_—r 1] — —T Ll

E—0 g—a U—) 80— O—@0 90— J—u) 0—0  a—= — —a D—D U—) e Ol

T— P e Ol = WH—8 e — =L H—id by e e p— e lne—in
TI—F F— A—d —f " d—L — Al T — g —f e U—l B—0 u—u
[=x) o o o

m e 5 38 8 E BB QHEIEDELEDE TR ELRES AR R IEA
=t " — ™ L] = i =} (o] u M (X1 =} Li=] sf r~ (%2} M= [a M M % M~ [=2] r~ L] [=s] [ =] ™~ (=2 -
e T - T - e . L T - . e L SR - O . T R A o
= (=) = o | = (=) = o | . (=] = (=] { S L = (=) = (=) = (=] 5. (=) = o = (=) = o | S (=] = (=]
SR E RS R Y RYRYRY R OEROSORYLYRYRLLTER IR YR
QSW.SQS_W.SQS_W.SQS_W_SQSW_SQSW.SU_S_W.SO_S_W.S

f~ @ P~ B3 P~ o
[ul L} [} [£a] [Ea] M
[==] " L m L |
L=} = — = — =]
9= = A=<
i=2 §=3 =%
I e A e
E—k W—i —
b s i S o
= e S e
= —Ag; =Le—al
U— 80—
e i e
— e —
U—o U—U =k
===
MLIA = — A|M
S i
Tl gl el
. R R (- YA -4
s o
F=r L= =2=%
b D e
—l_] s L et )
e ] v b
T— of —al =
— F=lT]: LO=—=\D0
—i5] — = —0
E—r M|A
=11 W= |M
D==i0 =L =
— ) e
\M«|W Al
o e WHW e
o — -
T|_ﬂ Ul G[ﬂ
U—l F—F 10—
== U=0 F—F
Boa O—0 B8
i R o Ll i
W0—ig J—LlJ g—i0
= 10— e
= L=<l OO0
BoE e Bk
2oE B0k Mlm
£Lr—&f  \D—i0  L—
== —f
L] —lt  L—L)
] o Lol o ] [=1)
L e Y T B+
Ficy TR = B~ B v o S B v
™ ™ — ™ ™ ™
. - ]
{ L = (=) 5. (=)
L5 55 %W
pr-) pr )
(= BT _wl.v_ i on

MTGT&.TTC'I—T 1238

LLLLI

TGTTACGTT 1499

cTT
[
T

AAATGOOGCTT TGAA

ATATTQTGCTTTGAAC

CCATCT
[LIL1]
cT

'Il'G

Query 1188

Spjct 1449 TG

CCAT

Sekil A.5 M225L/M234L/M243L'nin BLASTn ile DNA Hizalama Gorlintiisii

(Mutasyon noktalar1 kirmizi cember ile gosterilmistir.)

63



Tezden Uretilmis Yayinlar

iletisim Bilgisi: kurt.sinem@outlook.com

Projeler

1. E.Ordu, G. Kurt-Giir, S. Kurt, A. Sunulu, “Pamuk Bitkisinden (Gossypium
hirsutum) izole Edilen NAD+- Bagimhi Format Dehidrogenaz'in Rekombinant
Uretimi ve Biyoteknolojik Kullaniminin Arastirilmasi,” 216Z052 numaral
TUBITAK Projesi, 2019.

64



