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OZET

Gossypium hirsutum Format Dehidrogenaz Enzimi

Uzerine Bolge Doygunluk Mutasyonu Uygulamalari

Kiibra ATIK

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Yuksek Lisans Tezi

Danisman: Dr.0gr.Uyesi Emel ORDU

NAD*-bagimli format dehidrogenazlar (FDH, EC 1.2.1.2) metilotrofik
mikroorganizmalar ve yiiksek bitkilerde yaygin olarak bulunan enzimlerdir. FDH
enzimi NAD(P)* varliginda formatin CO;’e oksidasyonunu katalizlerken NAD+*1n
NADH’a indirgenmesini ve uygun sartlarda NADH varliginda ise ters yonde, CO?’in
indirgenmesini  katalizleyebilmektedir. Dolayisiyla hem CO: indirgeme
reaksiyonlarinin gelistirilmesinde hem de kiral molekiillerin optikce saf olarak
sentezlenmesi sirasinda kullanilan NAD(P)H koenziminin yeniden elde
edilmesinde 6nemli enzimlerdir. Literatiir incelendiginde, NAD*-bagimli FDH
enzimleri ile ilgili calismalarin mikroorganizmalar tlizerinde yogunlastigi, bitki
FDH’leri ile ilgili protein miihendisligi c¢alismalarinin olduk¢a az oldugu
gorilmektedir. Bu nedenle pamuk (Gossypium hirsutum L.) bitkisinden izole
edilerek E.coli konak¢i hiicresinde rekombinant olarak tretilebilen Gossypium
hirsutum NAD+*-bagimli FDH (GhFDH) enziminin NAD(P)H rejenerasyonunda
kullanilma potansiyelinin gelistirilmesi amac¢lanmistir. FDH enzimleri genellikle

NAD+* koenzimine karsi kesin bir spesifite gostermekle birlikte GhFDH’in NADP*'ye
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karsi da bir afinite gosterdigi tespit edilmistir. Belirlenen bu NADP* afinitesi
GhFDH enziminin NAD(P)H rejenerasyonu icin gelistirilmeye deger oldugunu
gostermektedir. NADP+ afinitesi gosteren bir FDH enziminin elde edilmesi
endiistriyel olarak en az NADH kadar siklikla kullanilan NAD(P)H koenziminin
rejenerasyonu icin 6nemlidir. Bugiline kadar FDH enziminin koenzim
spesifisitesinin degistirilmesine yonelik ¢alismalar sonucunda NADP+ molekiiliine

kismi aktivite gosteren birka¢ mutant enzim elde edilmistir.

Bu ¢alismada Bolge Doygunluk Mutasyonu yontemi kullanilarak GhFDH enziminin
koenzim spesifitesinin genisletilmesi hedeflenmistir. Elde edilen mutasyonlarin
koenzim spesifitesinin yani sira, substrat spesifitesi, enzim aktivitesi ve termal
kararlilig1 iizerine olan etkileri de incelenmistir. GhFDH'de koenzim spesifitesi
acisindan 6nemli bir bolge oldugu bilinen N184 amino asidine uygulanan Bolge
Doygunluk Mutasyonu ile hedef bolgede mutasyonlar igeren bir akilli kiitiiphane
elde edilerek mutant GhFDH’ler karakterize edilmistir. Kiitliphanenin aktiviteye
bagli olarak taranmasi sonucunda hedef bolgedeki N184R ve N184H hedef
mutasyonlarina ek olarak farkhi iki mutant (D123A ve E198G) daha tespit
edilmistir. Taramalar sonucu secilen bir baska mutantta ise sadece nitkleotid

degisimi gerceklestigi, amino asidin ayni kaldig1 goriilmiistiir (N184N, AAC—>AAT).

N184R mutantinin Kkatalitik aktivitesi (Kkcat/Km) koenzim olarak NAD*
kullanildiginda yabanil tip GhFDH’e gore 0.39 s'mM-'dan 0.0048 s'mM-'a
diismiustir. NADP+* koenzimi kullanilarak yapilan aktivite 6l¢ciimlerinde N184R’nin
katalitik aktivitesi yabanil tip GhFDH’e gore 0.0042 s''mM-"dan 0.00049’a diisiis
gostermistir. Yabanil tip GhFDH'in termal kararhligi (Tos) 53.8°C iken, N184R ic¢in
50.37°C olarak hesaplanmistir. N184H mutantinin Kkatalitik aktivitesi NAD*
kullanildiginda 0.017 s''TmM-1! olarak olciiliirken, NADP+ kullanildiginda katalitik
aktivite 0.00049 s'lmM-1 olarak belirlenmistir. Termal kararlilik ise N184H icin
yabanil tip GhFDH’e gore yaklasik 1°C diisiis gostermistir. Bununla birlikte hedef
dis1 rastlanan iki mutasyon noktasi olan D123A ve E198G’de herhangi bir aktivite
elde edilmemistir. ileriki calismalarda ikinci tur bélge doygunluk mutasyonu ve
koenzim spesifitesi i¢cin 6nemli oldugu bilinen farkli residulara bélge doygunluk
mutasyonu uygulanarak, NADP+* spesifitesi icin 6nemli bir potansiyele sahip olan

GhFDH enziminin koenzim tanima araliginin genisletilebilecegi diisiiniilmektedir.
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ABSTRACT

Site Saturation Mutagenesis Applications On

Gossypium hirsutum Formate Dehydrogenase Enzyme

Kiibra ATIK

Department of Molecular Biology and Genetics

Doctor of Philosophy Thesis

Advisor: Asts.Prof.Dr Emel ORDU

NAD*-dependent formate dehydrogenases (FDH, EC 1.2.1.2) are enzymes
commonly found in methylotrophic microorganisms and higher plants. While the
FDH enzyme catalyzes the oxidation of formate to CO; in the presence of NAD(P)*,
it can catalyze the reduction of NAD* to NADH and if it is reverse in the presence of
NADH under appropriate conditions, the reductive catalyzes of CO». Therefore,
they are important enzymes in the development of CO reduction reactions as well
as in the recovery of the NAD(P)H coenzyme used during the optically pure
synthesis of chiral molecules. When the literature is examined, it is seen that
studies on NAD+*-dependent FDH enzymes focus on microorganisms, and protein
engineering studies on plant FDHs are very few. Therefore, the potential of using
Gossypium hirsutum NAD*-dependent FDH (GhFDH) enzyme, which can be isolated
from cotton (Gossypium hirsutum L.) and produced recombinantly in E.coli host

cell, in NAD(P)H regeneration has been predicted.

Although FDH enzymes generally show a definite specification for NAD* coenzyme,
it has been determined that GhFDH also shows an affinity for NADP*. This
determined NADP* affinity makes it worth developing for the NAD(P)H
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regeneration of the GhFDH enzyme. It is important for the regeneration of the
coenzyme NAD(P)H, which is used at least as much as NADH, as an FDH enzyme
with NADP+ affinity needs to be obtained. Until today, several mutant enzymes that
show activity to the NADP* molecule have been obtained in studies aimed at
changing the coenzyme specific activity of the FDH enzyme. This site is aimed at
the coenzyme-specific expansion of the GhFDH enzyme under the Site Saturation
Mutagenesis. In addition to the coenzyme specification, the effects of the obtained
mutations on substrate specificity, enzyme activity and thermal application were
also investigated. A smart library containing targeted mutations with the Site
Saturation Mutagenesis of N184 amino acid, which is known to be an important
region of coenzyme specificity in GhFDH, was obtained and mutant GhFDHs were

noted.

Depending on the activity of the library, in addition to the N184R and N184H
target mutations in the target region, two different mutants (D123A and E198G)
were detected. The screening path was observed to occur only in the nucleotide in
another mutant, and the amino acid remained the same (N184N, AAC>AAT). The
catalytic activity (Kcai/Km) of the N184R mutant decreased from 0.39 s-lmM-1 to
0.0048 s''mM-1 compared to wild-type GhFDH when NAD* was used as coenzyme.
In the activity measurements using NADP+* coenzyme, the catalytic activity of
N184R decreased from 0.0042 s'1mM-1 to 0.00049 compared to wild type GhFDH.
While the thermal stability (To.5) of wild type GhFDH was 53.8°C, it was calculated
as 50.37°C for N184R. The catalytic activity of the N184H mutant was measured as
0.017 s'ITmM-1 when NAD* was used, while the catalytic activity was determined as
0.00049 s''mM-! when NADP+* was used. Thermal stability decreased by about 1°C
for N184H compared to wild type GhFDH.

However, no activity was obtained in D123A and E198G, two non-target mutation
points. In future studies, it is thought that the coenzyme recognition range of the
GhFDH enzyme, which has an important potential for NADP+ specificity, can be
expanded by applying site saturation mutagenesis to different residues known to
be important for second round site saturation mutagenesis and coenzyme

specificity.
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1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Format dehidrogenazlar (FDH, EC 1.2.1.2) metilotrofik mikroorganizmalar ve
ylksek bitkilerde yaygin olarak bulunan oksidorediiktaz grubu enzimlerdir. FDH
enzimi NAD(P)* varliginda formatin CO2’e oksidasyonunu katalizlerken NAD*1n
NADH’a indirgenmesini ve uygun sartlarda NADH varliginda ise ters yonde, CO2’in
indirgenmesini katalizleyebilmektedir 1. Bu 6zelliginden dolay1 FDH’ler, hem CO:
indirgeme reaksiyonlarinin gelistirilmesinde hem de kiral molekiillerin optik¢e saf
olarak sentezlenmesi sirasinda kullanilan NAD(P)H koenziminin yeniden

eldilmesinde kullanilan 6nemli enzimlerdir.

Farmasotik, gida, tarim, kozmetik ve koku gibi endiistri alanlarinda optikge saf
molekiillerin sentezlenmesinin 6nemli olmasi1 sebebiyle kiral molekiillerin
enzimatik sentezi sirasinda kullanilan laktat dehidrogenaz, hidroksi isocaproate
dehidrogenaz, ksilitol dehidrogenaz, mannitol dehidrogenaz ve Ilimon
monooksigenaz gibi oksidorediiktaz grubu enzimler olduk¢a pahali bir koenzim

olan NAD(P)H koenzimine ihtiya¢c duymaktadir [2,34].

Pahali1 bir koenzim olan NAD(P)H'in kullanildiktan sonra ortamdan yeniden elde
edilebilmesi ve yeniden kullanilabilmesi endistriyel a¢idan Onemlidir (s
NAD(P)H koenzimi hem irtln kalitesi hem de insan saghg icin optik olarak saf
kiral bilesiklerin elde edilmesinde gereklidir. Kiral merkezli molekiillerin sentezi
kimyasal yontemlerle gerceklestirildiginde rasemik karisimlar elde edilmektedir.
Aktif kiral bilesigin her iki enantiyomerini de iceren rasemik karisimlar farmasotik,
gida, tarim, kozmetik ve koku gibi optik olarak saf triin gerektiren endiistri
alanlarinda problem yaratmaktadir. Kiral maddelerin elde edilmesi ile ilgili olan
bir¢ok ¢alismada FDH enziminin koenzim rejenerasyonunu gerceklestirebilen en

uygun enzim oldugu belirtilmistir 7.

19



GhFDH enziminin karakterizasyon sonuglar1 enziminin literatiirde bildirilen diger
rekombinant bitki FDH enzimlerine gore formata daha ytiksek afinitesi (0.76 mM)
oldugunu, NAD* i¢in K degerinin 0.06 = 0.01 mM ve NADP* i¢cin K degerinin
198 + 04 mM oldugunu gostermektedir (g FDH enzimleri genellikle NAD*
koenzimine karsi kesin bir spesifite gostermekle birlikte GhFDH’'in NADP+'ye karsi
da bir afinite gosterdigi tespit edilmistir. Bu NADP+ spesifitesi GhFDH enziminin
biyoteknolojik kullanima yonelik olarak gelistirilmeye deger oldugunu
gostermektedir [g). Bolge doygunluk mutasyonu yontemi ile Candida boidinii FDH'’i
lizerinde yapilan bir calismada koenzim o6zgiinligi ile ilgili oldugu belirlenen
Asp195 ve Tyr1l96 amino asitleri bolgesine uygulanan iki tur bolge doygunluk
mutasyonunun ardindan yapilan tarama sonuglar1 Asp195GIn/Tyr196His cift
mutantinin NADP+ye olan ilgisinin 900 kattan fazla arttirilabildigi bildirilmistir [9;.
Candida methylica FDH enzimi {izerinde bélge doygunluk mutasyonunun Asp195,
Tyr196 ve GIn197 residularina uygulanmasi ile NAD* koenzim spesifitesi NADP*'ye

donistirilmiistir f1o.

1.2 Tezin Amaci

NAD*-bagimhi format dehidrogenazlar, format ve NAD*in karbondioksit ve
NADH'ye doniisimiinii katalizlemektedir. Dolayisiyla kiral olarak saf alkollerin
olusturulmas1 i¢in aldehitlerin ve ketonlarin enzimatik indirgenmesinde
kullanilmasi gereken ve pahali bir koenzim olan NAD(P)H'nin rejenerasyonunda
oldukca onemli bir potansiyele sahiptir. NAD*-bagimli FDH’lerin reaksiyonu tek
basamakta gerceklestirmesi ve substrat olarak kullanilan formatin ucuz ve kii¢iik
bir molekill olmasi, yan {riin CO2'nin reaksiyon ortaminda Kkolayca
uzaklastirilabilmesi FDH’leri NAD(P)H rejenerasyonunda oldukg¢a énemli bir yere
koymaktadir. Literatir incelendiginde, NAD*-bagimli FDH enzimleri ile ilgili
calismalarin mikroorganizmalar lizerinde yogunlastigl, bitki FDH’leri ile ilgili
protein mihendisligi calismalarinin olduk¢a az oldugu goriilmektedir. Bu nedenle
bu tez calismasinda pamuk bitkisinden izole edilerek E.coli konakg1 hiicresinde
rekombinant olarak ekspresyonu yapilmis olan Gossypium hirsutum NAD+*-bagimh

FDH (GhFDH) enziminin NAD(P)H rejenerasyonunda kullanilma potansiyelinin
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gelistirilmesi amaglanmistir. GhFDH enziminin Kkarakterizasyon sonuglari
enziminin literatlirde bilidirilen diger rekombinant bitki FDH’lerine gore formata
daha ytksek afinitesi (0.76 mM) oldugunu, NAD* i¢in Ki degerinin 0.06 + 0.01 mM
iken, NADP* i¢in K degerinin 1.98 * 0.4 mM oldugunu gostermektedir. FDH
enzimleri genellikle NAD* koenzimine karsi kesin bir spesifite gostermekle birlikte
GhFDH’in NADP*'ye kars1 da bir afinite gosterdigi tespit edilmistir. Belirlenen bu
NADP+ afinitesi GhFDH enziminin biyoteknolojik kullanima yoénelik olarak
gelistirilmeye deger oldugunu géstermektedir. Bu literatiir bilgisi ve verilerinden
yola cikilarak tez c¢alismamizda, NAD+*-bagimli GhFDH enziminin koenzim
baglanma spesifitesinin gelistirilmesi amaglanmaktadir. Bu amagla Arabidopsis
thaliana FDH enziminin 3 boyutlu yapisina dayali olarak olusturulan homoloji
model ve Candida methylica NAD+*-bagimli FDH enzimi ile daha 6nce yapilmis
protein miihendisligi calismalarindan elde edilen sonuclara gére enzimin koenzim
spesifitesinde onemli residulardan biri oldugu belirlenen Asn184 pozisyonuna

bolge doygunluk mutasyonu uygulanmistir.

1.3 Hipotez

Proteinler iizerinde istenilen degisiklikleri yapabilmek i¢in ¢esitli protein
mithendisligi  yaklasimlar1  bulunmaktadir. Enzimlerin  koenzim-substrat
spefisitesini degistirmek icin en etkin yOntemin, substratin veya koenzimin
baglandig1 bolgede gerceklesen degisimlerle saglandigl cesitli ¢alismalardan
anlasilmistir [11,12). Bu tez ¢alismasi, daha 6nce Candida methylica FDH enziminde
koenzim spesifitesi icin 6nemli bir residu oldugu belirlenen Asn187 amino asidi
referans alinarak GhFDH enzimindeki homolog residu (Asn184) iizerinde
mutasyonlar yapilmasinin enzimin koenzim spesifitesini degistirecegi hipotezine
dayanmaktadir. GhFDH'in Asn184 residu tlizerine Bolge Doygunluk Mutasyonu
yontemi uygulanarak “akilli kiitliphane” olusturmus ve secilen mutasyonlarin
koenzim spesifitesindeki degisiklerin yani sira aktivite ve kararlilik iizerinde de

etkileri olacag diistiniilerek karakterize edilmistir.
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2

GENEL BILGILER

2.1 Pamuk (Gossypium hirsutum L.)

Pamuk (Gossypium hirsutum L.), diinyanin en 6énemli dogal lifidir ve 6nemli bir
kiiresel tarimsal iriint temsil etmektedir [11;. Pamuk bitkisinin verimi biyotik ve
abiyotik streslere gore degismekte olup diinya tizerinde 6zellikle iliman ve sicak
iklimlerde yetistirilmektedir. Sicak iklim boélgelerinde yetisen bitkilerden izole
edilen enzimlerin 1siya karsi dayanikliklarinin daha yiiksek olduguna dair

calismalar mevcuttur [12,13].

Bu tez ¢alismasinda koenzim spesifitesi hedef alinan format dehidrogenaz enzimi
bu sebeple pamuk bitkisinden izole edilerek rekombinant olarak eksprese
ettirilmistir. Boylece enzimin kullanim buldugu ilag, gida, enerji sektdrlerinde
gerceklestirilmekte olan biyoteknolojik sentezler sirasinda ekonomik avantajlar

getirebilecegi 6ngorilmektedir [14).

2.2 NAD+* Bagimh Format Dehidrogenaz

Endustriyel olarak en onemli bilesiklerin sentezini saglayan metabolik yollar,
indirgeme-yiikseltgenme (redoks) reaksiyonlarini icermektedir. Endistriyel
sentez reaksiyolarinda rasemik karisimlarla sonucglanan geleneksel kimyasal
sentez yontemlerinin yerine stereospesifite 6zelligi sayesinde optikge saf tirtinler
saglayan dehidrogenazlar dnemlidir. Nikotinamid adenin diniikleotidi (NAD*),
300'den fazla redoks reaksiyonunda bir koenzim olarak islev gérmektedir ve bu
ozelliginden dolay1 hiicresel metabolizmada merkezi bir rol oynar. Buna ek olarak,
literatiirdeki c¢alismalar NAD(P)H/NAD(P)* koenzim c¢iftinin baz1 genlerin
ekspresyonunda ve bazi enzimlerin aktivitesi lizerinde diizenleyici bir etki

gosterdigi belirlenmistir.

Hiicre bir redoks dengesi elde etmek icin NADH’dan NAD*1 yeniden lretmektedir.
Buna ek olarak kullanilmis koezimlerin etkili rejenerasyonu, NAD* benzeri
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koenzimlerin yiiksek maliyeti nedeniyle endistriyel alandaki koenzim bagiml
sentez sistemlerinde kritik bir 6neme sahiptir. Koenzim rejenerasyonu yapilarak,
optik olarak aktif amino asitler, kiral hidroksi asitler, esterler, alkoller ve farklh
dehidrogenazlar tarafindan sentezlenen diger saf kimyasallarin sentezi i¢in in vitro

olarak basarili uygulamalar yapilmistir [15).

T.Turnberg tarafindan 1900-1922 yillar1 arasinda kesfedilen dehidrogenazlar,
indirgeme reaksiyonlarinda oksijen yerine hidrojen atomlarin1 gideren biyolojik
katalizorlerdir (i) Buradaki esas gorevi hidrojen atomunu NAD*/NADP*ye
transfer ederek bir substrati oksitlemektir [17;. Dehidrogenaz enzim grubu
mikroorganizmalar ve bitkiler basta olmak iizere bir¢ok insan dokusunda da
bulunmaktadir [16). Format, 6karyotik organizmalar, ébakteri ve arkeobakteriler
tarafindan katalize edilen bir¢ok reaksiyonun substrati veya frilinidiir. Bu
organizmalarin tiimiinde formatin geri dontisimli iki elektronlu oksidasyonunu
katalize eden enzim olan format dehidrogenaz bulunmaktadir. Formatin bu
ozelliginin yani sira daha karmasik substratlarin kullanimi i¢in yardimci bir
indirgeyici ve reaksiyonda enerji tasarrufu saglamak icin ara madde olarak islev
gordiigli bilinmektedir [1g). Genellikle formik asit formundaki format, uygulamada
gida ve hayvan yemlerinin korunmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir ve ayrica
diger uygulamalarda pH regulatoru olarak da yer almaktadir. CO2 bir substrat ya
da biyolojide ¢ok sayida farkli enzimatik yollarla katalize edilmis reaksiyonlarin

bir Urilinii olarak ortaya ¢ikmaktadir.

Bircok farkli reaksiyonda, CO2'nin formata (HCOO-) donistiriilmesi ile birlikte
ortam sicakliginda kinetik olarak kararli sivi bir kimyasal olan irin
sentezlemektedir. Karboksilasyon yoluyla CO2'nin reaksiyona dahil edilmesinin
alternatif potansiyelinin aksine format, elektronlar ve serbest protonlar
bicimindeki enerjiden baska (koenzim) reaktifler olmadan da tiretilebilmektedir
(9. Format dehidrogenazlar (FDH, EC 1.2.1.2) metilotrofik mikroorganizmalarda
ve yiiksek bitkilerde yaygin olarak bulunan oksidorediiktaz enzimleridir. FDH
enzimi NAD(P)* varliginda formatin CO2’ye oksidasyonunu katalize ederken

NAD+*1n NADH’a indirgenmesini ve uygun sartlar altinda NADH varliginda ise
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reaksiyonu ters yonde, CO2'nin indirgenmesini katalizleyebilmektedir [1). Format

dehidrogenazin reaksiyon semasi Sekil 2.1'de belirtilen sekiller gibidir.

NAD* NADH
i "'f'_:‘ )
s
A FDH
Formate Co,

HCOO~ = CO, + H* + 2¢~

CO; + H" + 2¢~ = HCOO™

(1)
(2)

Sekil 2.1 Format dehidrogenazin reaksiyon semalari [19,20]

Hidrit transfer reaksiyonunda substrattaki tek bir karbon-hidrojen bagi
kirilmasiyla birlikte NADH {riintinde yeni bir karbon-hidrojen bagi1 olusur.
Substratin basit yapisi ve reaksiyon sirasinda proton transfer basamaklarinin
olmamasi, FDH'in hidrit transferini iceren genel kataliz mekanizmasinin
arastirilmasi i¢in uygun bir model yapmaktadir. FDH enzimi ayni1 zamanda ilag
etken maddeleri, tarim uriinleri ve kiral ara trinlerin sentezindeki verimlilik ve
zirai kimyasal endistrilerinden de yiiksek talep gormektedir. Koenzim geri
dontistimii icin FDH enzimini kullanmanin en biiyiik avantaji, normal kosullar
altinda % 100'e yakin iriin verimi saglarken ayni zamanda geri doniisimi
Ek olarak, format ve CO

olmayan katalitik bir tepkimedir. reaksiyonda

sentezlenen NADH'1 kullanan ortak enzimlerin aktivitelerini nadir olarak
etkilemektedir [21). Formatin diisiik maliyetli olmasi ve genis pH (pH 6-9) araliginda
aktivite verebilmesi FDH enzimini biyokatalitik uygulamalarda kullanisli hale
getirmektedir [22). FDH enziminin bir diger avantaji ise NAD(P)H rejenerasyonunda
reaksiyon iriinii COz2'nin reaksiyon karisimindan kolayca cikarilabilir olmasi ve

CO2'nin toksik etkisinin olmamasidir. Ayrica CO2'nin reaksiyon esnasinda
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ortamdaki enzimleri inaktive etmemesi de NAD(P)H rejenerasyonunda oldukg¢a
onemlidir. Boylece nihai iriiniin saflagstirilmasi kolay hale gelmektedir. Bununla
birlikte, metanol kullanan maya ve bakterilerden nispeten diisiik liretim maliyeti
ile yiiksek o6lcekli bir FDH enziminin tiretimi saglanmaktadir (2324257 Enzimlerin
yapisindaki farkliliklar1 inceleyerek iki ana FDH enzim grubunu ayirt etmek
mumkiindiir. Birinci grup anaerobik mikroorganizmalar ve arkealardan
olusmaktadir. Bu gruptaki FDH'ler, kompleks bir dérdiinciil yapiya ve yiiksek
molekiiler agirligina sahip olan heterooligomer FDH'lerdir. Genellikle enzimin aktif
bolgedesinde demir-siilfiir kiimeleri, molibden ve tungsten iyonlar1 gibi c¢esitli
prostetik gruplar1 bulunur ve oksijene karsi olan yiiksek hassasiyetleri vardir.
Ikinci grup, her ikisi de iki aktif bolgeye sahip olan ve protein globiiliinde metal ve
prostetik gruplarin bulunmadig iki 6zdes alt birimden olusan NAD* bagimli format
dehidrogenazlardan olusur. Bu gruba ait FDH’ler tarafindan katalizlenen format
oksidasyonu reaksiyonu, karbonil bilesiklerinin dehidrogenasyonunun en basit
ornegidir. Bunun sebebi ise katalitik mekanizmada proton transferinin ve asit-baz
katalizinin diger asamalarinin olmamasidir. FDH’lerin aktif ve sistematik ¢alismasi
1970'lerin basinda baslamistir ve 6ncelikle mikroorganizmalarin FDH enzimlerine
yonelim artmistir. Mikrobiyal FDH'lerin fizyolojik rolii farklidir. Ornegin; metanol
kullanan bakteri ve mayada, bu enzim bir hiicreye enerji saglarken patojenik
bakteriler ve mantarlarda FDH bir stres proteini olarak goriilmektedir [26). FDH'leri
kodlayan genlerin en o©nemli karakteristik 0Ozelliklerinden biri, enzimin N-
terminalinde sinyal peptidini kodlayan 6zel niikleotid dizisinin bulunmasidir. Bitki
genomlarindaki FDH genlerinin sayisi bir ile alti arasinda degisiklik
gostermektedir. Bakteri, maya ve mantarlardan elde edilen FDH'ler sitoplazmada
bulunurken bitki FDH'leri mitokondride bulunmaktadir ve homodimerik bir
dordiincil yapiya sahiptir. FDH, bitkilerdeki etkili bir stres enzimidir ve bitki stres
kosullar altindayken mitokondrideki FDH miktar1 6nemli bir miktarda artis
gosterir. Farkli izoenzimlerin ekspresyon seviyesi strese maruz kalma tipine bagh
olarak degismektedir. Stres durumlar1 kuraklik, termal degisiklikler, ultraviyole,
hipoksi ve patojen enfeksiyonu gibi maruziyetler olarak siralanabilir. Bitki

hiicrelerindeki diisiik FDH igeriginden dolayi, dogal enzimlerin saflagtirilmasi,
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diisiik verimle sonu¢lanmaktadir ve zaman alici bir laboratuvar prosediiriidiir. Bu

nedenle, dogal bitki FDH'lerinin sistematik calismalari sinirlidir [27,2829).

2.3  Protein Miithendisligi

Protein miuhendisligi, protein yapi-aktivite iliskisini daha iyi anlamak ya da bir
proteinin fonksiyonunu kontrol ederek aktivitesinde istenilen bir degisikligi elde
etmek amaciyla mutasyonlar yaparak gelistirilmis yeni protein molekiilleri elde
edilmesini amacglamaktadir. Protein miihendisligi, genetik miihendisliginden sonra
ikinci bir yenilik dalgasi olarak kabul edilmektedir. Temel arastirma ve uygulama
calismalari, yapi-islev iliskileri ve endistriyel ¢alismalar icin kullanigh bir alandir
130 Proteinler yasamin baslangicidir ve amino asit dizilerini degistirme olasiligy,
temel bilimden uygulamali bilime, gida, endiistriyel enzimler, temizlik tirtinleri gibi
cesitli alanlarda daha verimli ve daha giivenli liretimler icin firsatlar yaratmistir
;31]. Protein miihendisligi yontemleri ili¢ ana stratejiden olusmaktadir; rasyonel
tasarim, yonlendirilmis evrim ve her iki yontemin bir kombinasyonu olan yari

rasyonel tasarim (Bolge Doygunluk Mutasyonu).

1. Rasyonel Dizayn: Rasyonel dizayn, bir baska deyisle proteinlerin hesaplamali
tasarimi calisilirken, ilgilenilen proteinin amino asit dizisine, 3D yapisina ve
fonksiyon bilgisine sahip olmak gerekmektedir. Bu yontem, kontrol edilebilir
amino asit dizisi degisikliklerini (ekleme, silme veya yer degistirme) saglar.
Kontrolli degisiklikler, 06zglin residu degisikliklerinin protein yapisi,
katlanmasi, kararliligr veya fonksiyonu tuzerindeki etkisini belirlenmesi icin
onemlidir.

2. Yonlendirilmis Evrim: Yonlendirilmis evrim (in vitro evrim veya rastgele
mutasyon) proteinlerin dizisi, yapisi veya fonksiyonu hakkinda herhangi bir
bilgi gerektirmemektedir. Yonlendirilmis evrim, evrimin zaman alic1 yoniini
milyonlarca yildan aylara veya haftalara dusiirerek in vitro dogal evrimi taklit
etmektedir. Bu yontem 1980'lerden bu yana c¢esitli enzimlerin fonksiyonlarini
arttirmak veya degistirmek icin kullanilmaktadir.

3. Yar1 Rasyonel Tasarim (B6lge Doygunluk Mutasyonu): Rasyonel tasarim ya da
yonlendirilmis evrim etkili sonuglar verse de, yonlendirilmis evrimin zaman
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alic1 tarama ve secim siirecine ve rasyonel tasarim da amino asit dizi ve 3D
bilgilerine ihtiya¢ duymaktadir. Bu dezavantajlar1 agsmak i¢in yeni bir yaklasim

olarak ortaya ¢ikmistir [32).

2.3.1 Bolge Doygunluk Mutasyonu (SSM)

Yari-rasyonel tasarim ya da bolge doygunluk mutasyonu -site saturation
mutagenesis- (SSM) yontemi, rasyonel dizayn ve rastgele mutasyon yaklasiminin
beraber kullanildig1 bir ydntem olarak protein miihendisligi c¢alismalarinda
uygulanmaktadir. Bu teknikte, rasyonel dizayn yonteminde oldugu gibi 3D yapisi
bilinen bir proteini kodlayan DNA dizisinde énceden belirlenmis bir amino asit
bolgesinde mutasyon calismasi yapilmaktadir. Fakat ayn1 zamanda dejenere
primerler ile rastgele amino asit degisimi yapilarak hedeflenen boélgede farkh
ozellikte mutant kitiiphaneler olusturulabilir. Boylece yontem, rastgele mutasyon
uygulamasi yontemi ile paralellik gosterir. Rasyonel dizayn ve rastgele mutasyon
yontemlerinin avantajlarini kullanan Boélge Doygunluk Mutasyonu uygulamasiyla
belirlenmis hedef bolgede rastgele mutasyonlar ile calisilan proteinde istenilen
ozelligin elde edilmesi ihtimali arttirilmaktadir. Olusturulan mutant kiitiiphane,
onceden belirlenen hedef bolgede 22 farkli amino asit degisikliginin tiim
olasiliklarini  icermesini beklendiginden “akilli  kiitiiphane” olarak da
tanimlanmaktadir. Boylelikle elde edilen daraltilmis kiitliphanenin taranmasi daha
hizli ve kolay yapilmaktadir. Enzimlerin koenzim-substrat spefisitesini arttirmak
icin uygulanan en etkili yontem, substratin veya koenzimin baglandig1 bélgede
gerceklesen degisimlerle saglanmistir ve bu uygulamalar cesitli ¢alismalarda

belirtilmistir [33,34].

DNA karisimi, Error-prone PZR (epPCR) gibi diger rastgele mutasyon teknikleri
tim gen Uzerinde degisikliklere neden olmaktadir. Boylece taranmasi zor olan
genis gen kiitiiphanelerinin olusmasina neden olmaktadir (353637, Bu nedenle,
sadece koenzim baglanmasiyla iliskili olan bolgedeki amino asitlerin
degistirilmesine yonelik SSM yontemi daha ¢ok tercih edilmektedir. SSM yontemi

kullanilarak olusturulan kiitiiphane, homoloji modelleme ile edinilmis bilginin
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kullanilmasina imkan verdiginden ve enzim-substrat ya da enzim-koenzim
kompleksinden uzak olan amino asitlerin degisimi yerine, koenzime en yakin
amino asitlerin degisimini icerdiginden protein miihendisligi metodlar igerisinde
hedefe en iyi ulasilabilen yontem olarak kabul gérmektedir 3s;. Bu yontemle farkl
ozellikleri gelistirilmis FDH enzimleri ve farkli enzimler bulunmaktadir [1,2,339,40).
SSM, protein yapisindaki aktivite ya da substrat baglanmasi gibi fonksiyonlar i¢in
kritik olan amino asitler lizerinde kombinasyonel doygunluk mutasyonunun
gerceklestirilmesine ve yeni veya gelistirilmis enzimatik o6zellikler icin baglama

bolgesinin optimizasyonuna izin verebilmektedir [41).

2.3.2 Dejenere Primer

Bolge doygunluk mutasyonu deneylerinin temeli, kodon dejenerasyonu veya
kodonun rastlantisalligina dayanmaktadir. Dejenere primerler tamamen
rastlantisal bir kodon (NNN, burada N = A, C, G veya T), 22 amino asidin ve 3
durdurma kodonunun tiimiinii kodlayan 64 farkh diziden olusan bir kiitiiphane
boyutu ile sonuclanir. Bir deney icin tasarlanan dejenere primer ile birden fazla

kodonu hedeflediginde, kiitiiphane boyutu énemli 6l¢lide yiiksek olabilir [42;.

A For 32-fold degeneracy

5’ GAT CAG AAC GCT TTC ATC GAG GGT GTG CTC CCG AARA TTC GTC GTC
D Q N A F I E 5 v L P K F \ \'/

5" ATCAGAACGCTTTCATCGAGINKGTGCTCCCGAAATTCGTCGT 3’ coding strand
5' ACGACGAATTTCGGGAGCAQVNNCTCGATGAAAGCGTTCTGAT 3’ non-coding strand

B For 64-fold degeneracy

5' GAT CAG AAC GCT TTC ATC GAG GGT GTG CTC CCG AAA TTC GTC GTC
D Q N A F T E ; \'4 L P K F Y \'

5' ATCAGAACGCTTTCATCGAGINNGTGCTCCCGAARATTCGTCGT 3’ coding strand
5' ACGACGAATTTCGGGAGCACNNNCTCGATGAAAGCGTTCTGAT 3' non-coding strand

Sekil 2.2 Dejenere primerlerin gésterimi [43]
Mutasyona ugratilacak protein icindeki her pozisyon icin iki dejenere primer
tasarlanir ve kullanilir. Tasarlanan her iki primer de hedeflenen mutasyonu igerir
ve DNA kalibinin karsilikli yonlerinde aymi diziye baglanir. Mutasyon bolgesi

genellikle dizayn edilen primerin ortasinda bulunmaktadir. Sekil 2.2’de de
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gosterildigi gibi kodlanan iplik primeri mutasyona ugratilacak pozisyonda NNK,
kodlamayan iplik ise MNN icerir. N, dort niikleotidin tamamini icerirken; K esit bir
G ve T karisimidir; ve M, A ve C'nin esit bir karisimidir. Bu primer tasarimiyla
mutasyon, 22 amino asidin tamami ve bir durdurma kodonu i¢in kodlayan 32 farkl

dizinin bir karisimini vermektedir [43;.

2.4 Homoloji Modelleme

Protein fonksiyon mekanizmasin1 anlayabilmek i¢in genellikle protein dizisi
tarafindan belirlenen proteinin li¢ boyutlu yapisi hakkinda bilgiye ihtiyag
duyulmaktadir. X-151m1 kristalografisi veya NMR spektroskopisi gibi deneysel
yontemler kullanilarak protein yapisi belirlenmesi zaman alict uygulamalar
arasinda yer almaktadir. Bu nedenle homoloji modelleme ile ii¢ boyutlu yap1 elde

edilmesi alternatif bir yoldur [44).

Bir proteinin dizisi belli ise homoloji modellemesi yapmak i¢in dért adima ihtiyag

duyulmaktadir [44):

Protein Veri Bankasi’'ndan bilinen yapinin homologunu tanimlama; arastirilan
dizinin kalip yapisina hizalama; hizalamaya goére model olusturma; modeli

belirleme ve gelistirme [44;.

Homoloji modelleme programlari arasinda 6nemli bir yere sahip olan SWISS-
MODEL, ilk tam otomatik protein homoloji modelleme sunucusudur ve son 25

yilda strekli olarak gelistirilmistir [44).

Modelleme islevselligi, etkilesen ortak amino asit dizileri géz oniline alindiginda
homomerik ve heteromerik kompleks protein yapilarinin modellemesini de
icermektedir. 2014 yilinda giinde yaklasik 1500 modelleme yapilirken bu sayi
yillar icinde giinde yaklasik 3000 modellemeye ytlikselmistir [45).

PyMOL bir molekiiler gorsellestirme sistemidir. Yaygin olarak modelleme sistemi
olarak kullanilmaktadir ve noktalar, yiizeyler, kireler, cubuklar ve c¢izgiler dahil
olmak tzere farkl sekillerde makromolekiillerin ytliksek kaliteli filmlerini ve

goruntiilerini tasarlayabilmektedir.
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PyMOL'deki gorsellestirme ve gelismis analiz fonksiyonlarinin yani sira, ayni
zamanda protein-ligand modelleme, molekiiler simiilasyonlar (MS) ve sanal

tarama (VS) birimleri de bulunmaktadir (4.
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3

MATERYAL VE METOD
3.1 Materyal
3.1.1. Cihazlar
tez c¢alismasinda kullanilan cihazlar ve marka/modelleri asagidaki

Bu
Tablo 3.1'de verilmistir.

Tablo 3.1 Calismada kullanilan cihazlar ve marka/modelleri

Ekipman Marka/Model
Calkalayici inkiibator JSR
Giivenlik kabini Hedlab X-Bio Class-II

Hassas terazi

Jel elektroforez cihazi
Manyetik balik
Manyetik karistirici
Mikropipet
Mikroplaka spektrofotometre
Nanodrop

Otoklav

pH metre

Santrifiij

SDS-PAGE Ekipmanlar
Sonikatoér

Termal cihazi

UV Spektrometre
Vorteks

-80°C derin dondurucu

Shimadzu ATX224

Thermo fisher EC250-90
Thermo fischer

Thermo fischer

Eppendorf

Biotek Instruments MQX200R2
Thermo Scientific One/OneC
Hirayama HVE-50

Hanna Instruments

Hettich Universal 32R
BIORAD

Bandelin-Sonoplus

PeQStar

Shimadzu UV-1800
Heidolph, Stuart

Thermo fischer
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3.1.2 Kimyasallar, Enzimler ve Kitler

Bu tez calismasinda kullanilan kimyasallar, enzimler ve kitler ile firmalar1 asagida

Tablo 3.2’de verilmistir.

Tablo 3.2 Calismada kullanilan kimyasal, enzim ve kitler

Kimyasallar Firma
Agaroz Sigma Aldrich
Akrilamid BIORAD
Amonyum persiilfat (APS) BIORAD
Ampisilin BioShop

Coomassie brilliant blue
Dipotasyum Fosfat

DL-Dithiothreitol (DTT)
Etilendiamin tetraasetik asit

(EDTA)

Fenazin metosiilfat (PMS)

Hidroklorik asit (HCI)

Gliserol
Imidazol
Lizozim

Monopotasyum Fosfat

NAD+
NADH
NADP+
Nikel

nitrilotriasetik

(Ni-NTA Agaroz)
Nitroblue tetrazolium (NBT)
Sodyum Kklorid (NaCl)

Sodyum

dihidrojen

(NaH2PO4)
Sodyum dodesil siilfat (SDS)
Sodyum format

Sodyum hidroksit (NaOH)

Tetrametiletilendiamin

(TEMED)
Tripton
TRIS

Maya ekstrakti

asit

fosfat

Sigma-Aldrich
IsoLab
GoldBio
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
Merck
Multicell
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
IsoLab
Biomatik
Biomatik
Biomatik
QIAGEN

Thermo fisher
Merck
Merck

Merck
Sigma-Aldrich
Merck
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
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Tablo 3.2 (devami) Calismada kullanilan kimyasal, enzim ve kitler

Enzim Firma
Dpnl Invitrogen
Taq DNA Polimeraz Invitrogen
Kitler Firma
EcoSpin Plasmit Izolasyon Kiti EcoTech

3.1.3 Besiyerleri

LB (Luria-Bertani) Besiyeri: 1 litre LB siv1 besiyeri icin; 10 g tripton, 5 g NaClve 5 g

maya ekstrakti distile suda ¢oziliir ve pH'1 7.0’ye ayarlandiktan sonra 121°C'de 1,5

atm basincta 15 dakika siire ile otoklavda sterilize edilir.

1 litre LB kat1 besiyeri i¢in; LB sivi malzemelerine ek olarak 15 g agar eklenir ve
pH1 7.0’a ayarlanir. Otoklavda 121°C'de 1,5 atm basingta 15 dakika siire ile
sterilize edilir. Sicaklig1 katilasmayacak kadar distiiglinde ampisilin antibiyotigi
eklenir ve petri kaplarina 25 ml olacak sekilde pay edilir. Besiyeri katilastiktan

sonra +4°C’de saklanir.

Terrific Broth (TB) Besiyeri: 1 litre TB besiyeri i¢in; 12 g Tripton, 24 g maya

ekstrat1 ve 4 ml gliserol 900 ml distile su ile karistirilarak ¢6ziinmesi saglanir. 2.31
g KH2PO4 ve 12.54 g K;HPO4 100 ml distile su icinde ¢oziiliir. Potasyum fosfat
tamponu ve TB besiyeri ayr1 ayr1 121°C’de 1,5 atm basin¢ta 15 dakika sterilize
edilir. Besiyerinin sicaklig1 60°C’ye diistiiglinde icerisine potasyum fosfat tamponu

eklenir.

SOB (pH 7.0) (Super Optimal Broth): %2 Tripton, %0.5 maya ekstrakt;, 10 mM
NaCl, 2.5 mM KCI, 10 mM MgCl; icerigi hazirlandiktan sonra 121°C’'de 15 dakika

otoklavlanarak sterilize edilir.

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

filtreden gecirilerek sterilize edilmis 1 M glikoz soliisyonu eklenerek elde edilir.
3.1.4 Cozeltiler

Ampisilin: 100 mg/ml’lik stok soliisyonlar hazirlanarak filtre ile sterilize edilir.
-20°C’de saklanir.
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IPTG(Isopropyl-B-D-thiogaltopyranoside): 1 M hazirlanan stok cozelti filtre ile

sterilize edildikten sonra -20°C’de saklanir.

Agaroz Jel Elektroforezi: %1’lik agaroz jel elde etmek icin 0.4 g agaroz 40 ml Tris-

Borat-EDTA (TBE, pH 8.3) tamponunun i¢ginde ¢6ziliir. TBE tamponu 10X'lik stok

cozelti olarak hazirlanir ve tampon agaroz jel yapimi i¢in 1X’e seyreltirilir. Oda

sicakliginda saklanabilir. TBE tampon i¢in gerekli kimyasallarin miktarlar1 Tablo

3.3’te gosterilmistir. Kimyasallar 800 ml dHz0 iginde karistirildiktan sonra pH

8.3’e ayarlanir ve ardindan tamponun hacmi 1 L'ye tamamlanur.

Tablo 3.3 10X TBE tampon igerigi

Kimyasallar Miktar
Tris-baz 540¢g
Borik Asit 27.50¢g
EDTA 7440 g
dH»0 1L

SDS Jel Elektroforezi: SDS jel elektroforezi yliriitme jeli ve toplama jeli olmak lizere

toplamda iki jelden olusur. Bir jel i¢cin gerekli olan kimsallarin orani1 asagida

verilen Tablo 3.4’de belirtilmistir.

Tablo 3.4 SDS Jel Elektoroforezi i¢in gerekli kimyasallarin orani

Kimyasallar Yiiriitme jeli (%12) Toplama jeli (%5)
dH.0 1600 pL 1800 pL

Tris (1.5 M) 1300 pL

Tris (0.5 M) 312.5 uL

SDS Soliisyonu (%10) 50 uL 25 uL

Akrilamid (%30) 2000 uL 335 L

APS (%10) 50 pL 25 pL

TEMED 5 uL 2.5 pL
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SDS jellerini hazirlamak i¢in kullanilan %10’luk SDS soliisyonu hazirlamak i¢in
10.0 g SDS 100 ml dH20’da, %10’luk APS hazirlamak i¢cin 0.1 g APS 1 ml dH20’da
coziilerek hazirlanmistir. %12’lik yiirtitme jeli i¢in gerekli olan 1.5 M Tris-HCl (pH
8.8) soliisyonu hazirlamak i¢in 18.15 g Tris-baz 100 ml dH>0’da ve %5’lik toplama
jeli icin gerekli olan 0.5 M Tris-HCI (pH 6.8) soliisyonu hazirlamak i¢in 6.0 g Tris-
baz 100 ml dH20’da ¢oziilerek hazirlanmistir. SDS jel elektroforezinde proteinlerin
jelde elektrik akimi ile yiliriimesini saglayan 10X SDS yiiriitme tamponunu
hazirlamak i¢in 3.30 g Tris-baz, 144.0 g glisin ve 10.0 g SDS 1 L dH20’da ¢oziilerek
hazirlanmistir. Ardindan kurulacak deneylerde kullanilmak tizere 10X ytriitme
tamponu 1X’e seyreltilmistir. Ayrilan proteinlerin olusturdugu bantlar1 SDS jeli
lizerinde boyamak ve tespit edebilmek ilizere Coomassie Brillant Blue (CBB)
soliisyonu kullanilmistir. 1.0 g CBB; 500 ml metanol, 100 ml glasial asetik asit ve
400 ml dH;0’da c¢ozilerek hazirlanmistir. SDS jeli lizerinde bant olusturan
proteinlerin Comassie Brillant soliisyonu ile boyanmasi sonucu arka planda olusan
boyalarin jelden uzaklastirilmasi i¢in destaining soliisyonu kullanilmistir.
Destaining soliisyonu 200 ml metanol, 100 ml asetik asit ve 700 ml dH>0’un
karisimi sonucu hazirlanmistir. DTT soliisyonu, SDS jel tizerindeki proteinlerin
distlfid baglarim1 zayiflatarak proteinin jelde ylriimesini kolaylastirmasi igin
yikleme boyasi ile karistirilarak kullanilmistir. 50 mM DTT soliisyonu, 0.77 g DTT
100 ml dH;0’da c¢oziilerek hazirlanmistir. Kompetent hiicrelerin porlarini
genisletmek icin kullanilan CaClz soliisyonu 1.47 g CaCl2*2H;0 100 ml dH20’da

¢ozllmis ve filtre ya da otoklav ile sterilize edilmistir.

Kolorimetrik Aktivite Liziz Tamponu:

Proteinin kolorimetrik aktivite tayini icin gerekli olan liziz tamponun 500 ml hacmi
icin kimyasal bilesenleri Tablo 3.5’te verilmistir. Kimyasallarin tizerine 480 ml
dH70 eklendikten sonra pH 8.0’e ayarlanarak tamponun hacmi dH0 ile 500 ml'ye

tamamlanmuistir.
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Tablo 3.5 Kolorimetrik aktivite liziz tampon kimyasal igerigi

Kimyasallar Miktar

Tris-HCI (1M, pH 8) 5ml

EDTA (0.5M) 1ml
SDS (%10) 5 ml
dH,0 500 ml

1 M TRIS HCI (pH 8.0), 60.870 g Tris-baz 500 ml dH20’da ¢6ziilerek ve 0.5 M EDTA
soliisyonu 73.06 g EDTA'nin 500 ml dH20’da ¢6zlinmesi ile hazirlanmistir.

GhFDH Aktivitesi Kolorimetrik Analizi:

Mutant ve yabanil tip GhFDH enziminin kolorimetrik aktivite tayini, 20 pl 10 mM
NAD+*, 20 pl 200 mM format, 20 pul GhFDH enzimi ve 140 pl reaksiyon soliisyonu
(Tablo 3.6) varliginda 6l¢iilmiistiir. 10 mM NAD+* 0.0730 g NAD*1n 10 ml dH20’da;
10 mM NADP* 0.06580 g NADP+nin 10 ml dH20’da; 200 mM format 0.90 g

formatin 10 ml dH20’da ¢6zlinmesi ile hazirlanmistir [10).

Tablo 3.6 GhFDH aktivitesi icin kolorimetrik analizi soliisyon icerigi

Kimyasallar Miktar

Tris-HCI (50mM, pH 8.0) 060g

NBT (300 pM) 0.0240 g
PMS (30 uM) 0.00092 g
dH,0 100 ml

Protein Saflastirma:

Protein saflastirmasi liziz tamponu, yikama tamponu ve eliisyon tamponu olan li¢

farkli tampon ile gerceklestirilmistir. Kimyasal bilesenler ve miktarlar1 Tablo

36



3.7'de gosterilmistir. Ultrafiltrasyonda kullanilan 50 mM potasyum fosfat (pH 7.0),
1.577 g KH2PO4ve 2.336 g K2HPO4 500 ml dH20’da ¢6ziilerek hazirlanmistir.

Tablo 3.7 Liziz tamponu, yikama tamponu ve eliisyon tampon igerikleri

Kimyasallar Miktar Miktar Miktar

Liziz Tamponu Yikama Tamponu Eliisyon Tamponu
NaH:PO, 690¢g 690¢g 690¢g
NaCl 17.54¢g 17.54¢g 17.54¢g
Imidazol 0.68 g (10 mM) 1.36 g (20 mM) 17.00 g (250 mM)
dH:0 1L 1L 1L

Mutant GhFDH Kararli Hal Kinetigi:

Mutant GhFDH kararl hal kinetigi 6l¢iimii i¢cin 20 mM potasyum fosfat tamponu
(pH 7.0) kullanilmistir. 0.631 g KH2PO4 ve 0.934 g K;HPOs4 500 ml dH;0’da
coziilerek hazirlanmistir. Kararli hal kinetigi icin tampona ek olarak; 200 mM

format ve 10 mM NAD*, 10 mM NADP* ya da 0.5 mM NADH hazirlanmistir.

3.1.5 Kullanilan Hiicreler ve Vektor

Bu tez calismasinda kullanilan GhFDH geni, Yildiz Teknik Universitesi Molekiiler
Biyoloji Laboratuvari’nda Gossypium hirsutum L. (pamuk) bitkisinden izole
edilerek pQE-2 plazmidi icerisinde E.coli BL21 susunda heterolog olarak ekprese
edilmistir [g;. Kompetent hiicre olarak ticari bakteri suslarindan olan E.coli BL21-
DE3 ve DH5a-T1 stok hiicreler kullanilmistir. Vektor pQE-2'nin sematik gosterimi
Sekil 3.1’de verilmistir.
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Xhol (1)
EcoRI (88)
Ndel (140)
Sacl (156)
Notl (161)
Eagl (161)
Sacll (167)
Kpnl (173)
Pmll {(177)
Sall (180)
Aatll (4688) Pstl (190)
AmpR_promoter Hindlll (194)
Nhel (314)

CAT/CamR
ORF frame 2 ORF frame 2
Ampicillin Ncol (867)
rmB_T1_terminator

4758 bp

Narl (1345)
Hpal (14381)
EcoRV (1537)
ORF frame 3

Apal (1780)

pGEX_3_primer

lacl
Bell (1969)

Sekil 3.1 pQE-2 vektorii semasi [47]

3.2 Metod

3.2.1 Homoloji Modelleme

BLASTP arastirmasina gore GhFDH enziminin amino asit dizisinin Arabidopsis
thliana FDH enzimi ile ~% 88, Candida methylica NAD*-bagimli FDH enzimi ile
~%>52 benzerligi bulunmaktadir. Bitki FDH’lerinde ¢alisilmis olan Glycine max FDH
ile GhFDH arasinda da ~%@82 oraninda bir benzerlik vardir. E.coli NAD*-bagiml
FDH enzimi ile ise ~%50 benzerlik bulunmaktadir. Rekombinant GhFDH’in
3-boyutlu yapis1t SWISS_MODEL homoloji modelleme ile, NAD*-bagiml Arabidopsis
thaliana (AtFDH, pdb code: 3NAQ_A, resolution 1.70A) FDH’inin amino asit dizisi

kalip olarak kullanilarak olusturulmustur.
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3.2.2 Plazmit DNA izolasyonu

Laboratuvarda -80°C’de stok olarak bulunan yabanil tip GhFDH’den alinan 2 pl
hiicre, 3 ml LB besiyeri ve 3 pl ampisilin iceren falkon tiipler igerisinde 37°C’de
gece boyu calkalamali inkiibatér ile 200 rpm’de biyitiilmiustir. Ertesi giin
toplanan E.coli hiicrelerinden plazmit DNA izolasyonu yapilarak mutasyon PZR
reaksiyonu i¢in kalip olarak kullanilmistir. Plazmit DNA izolasyonu i¢in “EcoSpin
Plasmid Isolation Kit (ECO TECH)” kullanilmistir. izole edilen plazmit DNA sonraki

deneylerde kullanilmak tizere -20°C’de saklanmistir.

3.2.3 Bolge Doygunluk Mutasyonu

Izolasyonu yapilan plazmit DNA’lara bélge duygunluk mutasyonu uygulanabilmesi
icin hedef bolge olan Asn184 amino asidine yonelik dejenere primerler
tasarlanmistir ve tasarlanan primerler Triogen firmasina hizmet alimi olarak
sentez ettirilmistir. Tasarlanan dejenere primerler Tablo 3.8’de gosterilmektedir.
Degistirilmesi hedeflenen boélge koyu renk ile ifade edilmektedir. PZR reaksiyonu
icerigi ve termal kosullar Tablo 3.9 ve Tablo 3.10’da gosterildigi gibi, “Platinum™
Taq DNA Polymerase (Invitrogen)” kullanilarak gerceklestirilmistir.

Tablo 3.8 PZR icin tasarlanan dejenere primerler

Mutasyon Dejenere primerler
Bolgesi
Asn184 Forward 5’-CGATTGAAACCATTCNNKTGTAATCTCCTATATC-3’

Reverse 5’-GATATAGGAGATTACAMNNGAATGGTTTCAATCG-3’
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Tablo 3.9 PZR’de kullanilan igerik miktari

Bilesen Miktar
PZR suyu 38.5 ul
10x PZR tamponu 5.0ul
10 uM dNTP karisimi 1ul

10 uM forward primer 1ul

10 uM reverse primer 1ul
Template DNA (60 ng/ul) 6 ul

50 uM MgSO0, 2 ul
Platinum Taq DNA Polymerase 0.2 pl

Tablo 3.10 PZR’de kullanilan termal kosullar

Dongii sayisi Sicakhik Siire Evre
1 940C 3.5 dakika Baslangic
denatilirasyon

30 940C 30 saniye Denatiirasyon
590C 30 saniye Baglanma
720C 5.5 dakika Uzama

1 72°C 10 dakika Son uzama

1 4oC o Bekletme

PZR’nin kontroli icin %1’lik agaroz jel elektroforezi yapildi. Agaroz jel, 0.4 g
agaroza 40 ml 1x TBE'nin eklenmesi ve ardindan mikrodalga firinda 3 dakika
kaynatilmasi ile ¢6ziinmesi saglandi. Elle tutulabilir sicakliga diisen jel karisimina
2 pl etidyum bromir eklendi. Elektroforez kuyusuna uygun tarak yerlestirildikten
sonra jel dokiilerek donmaya birakildi. Donma isleminden sonra 1x TBE iceren
tankin icine birakilan jele 3 pl Lambda ecol4 digest marker yiiklendi. 1 pl 6x
loading boya (Takara) ile karistirilan 5 pl DNA jeldeki diger kuyucuga ytiklenir ve
DNA 100 voltta 30 dakika boyunca ytrttildii.

PZR sonrasi elde edilen tirtindeki mutasyona ugramayan genleri elimine etmek icin

Dpnl endontikleaz kesim enzimi ile yabanil tip GhFDH genleri parcalanmistir. Dpnl
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kesimi icin kurulan reaksiyonun bilesenleri ve miktarlar1 Tablo 3.11°de
gosterilmektedir. Enzim Kkesim reaksiyonu 4 saat boyunca 37 °Cde

gerceklestirilmesinin ardindan enzim inaktivasyonu icin -20 °C’de bekletilmistir.

Tablo 3.11 Dpnl endoniikleaz kesimi reaksiyon icerigi

Bilesenler Miktar
10x Tango Tamponu 2l
PZR {riini 17.5 ul
Dpnl 0.5l

3.2.4 CaCl: Kompetant Hiicre Hazirlanmasi

PZR sonucu olusan triinlerin transformasyonu icin gerekli kompetant hiicrelerin
hazirlanmasinda E.coli BL21-DE3 ve DH5a-T1 hiicreleri kullanilmistir. Hiicre
stoklar1 -80°C’den 0ze ile alinarak antibiyotik icermeyen kati besiyerlerine
azaltilarak ekimleri yapilmis ve gece boyu 37 °C’de biiyiitiilmiistiir. inkiibasyon
sonucu her iki sus icin de tek koloni sec¢ilerek antibiyotik icermeyen 5 ml LB siv1
besiyerine ekilmistir. Daha sonra 37°C'de 220 rpm ile gece boyu inkiibe edilen
hiicrelerden 500 pl alinarak 250 ml’lik erlenmayerde 50 ml antibiyotik icermeyen
LB sivi besiyerine aktarilmistir. 37°C ve 220 rpm’de inkiibe edilen hiicrelerin ODeoo
degeri 0.5-0.6 araligina geldiginde 50 ml'Lik baslangi¢c kiltiirleri 6nceden
sogutulmus 50°lik iki falkona pay edilmistir. Falkonlar buzun igerisinde 10 dakika
bekletilmesinin ardindan 4000 rpm ile 4°C’de 10 dakika santfirlij edilmistir.
Siipernant atilmis ve dnceden sogutulmus ve sterilize edilmis 100 mM (pH 7.0)
konsantrasyonundaki CaCl; soliisyonundan 10 ml alinarak pelletlerin iizerine
eklenmis ve pelletler yavasca pipetaj yapilarak ¢ézilmistir. 4000 rpm 4°C’de 10
dakika santfiriij edilmistir. CaCl; islemi ile santriflij islemi 3 kez tekrar edilerek
hiicre porlarinin daha gecirgen olmasi saglanmistir. Siipernantlar 2 kez atildiktan
sonra lclincl siipernant ile pellet iyice ¢oziilerek lizerine steril %100 gliserolden
200 pl eklenmistir. Hazirlanan kompetant hiicreler 6nceden sogutulmus

ependorflara etiketlenerek pay edilerek -80°C’de stoklanmistir.
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3.2.5 Transformasyon

Dpnl endoniikleaz enzimi ile yabanil tip GhFDH genlerinin kesilmesinin ardindan
PZR irini iginde mutasyona ugramis olan GhFDH genleri BL21-DE3 ve
DH5a-T1 kompetant hiicrelerine transforme edilmistir. -80°C’de saklanan 100 pl
kompetant hiicre 10 dakika buz lizerinde bekletildikten sonra hafifce pipetaj
yapilarak karismasi saglanmis ve {lizerine 10 pl Dpnl enzim kesim iriini
eklenmistir. Yarim saat buzda bekletilen kompetant hiicre-Dpnl iiriinii daha sonra
1 dakika boyunca 42°C’de bekletilerek 1s1 soku uygulanmistir. Ardindan 2 dakika
buzda iizerinde bekletilmistir. Transformasyon isleminden 6nce +4 °C'den oda
sicakligina alinan SOC besiyerinden 700 pl olmak iizere her reaksiyona
eklenmistir. Hiicrelerin 37°C’'de 1.5-2 saat kadar 200 rpm’lik c¢alkalamali
inkiibatéorde inkiibe edildikten sonra 5000 rpm’de 3 dakika boyunca oda
sicakliginda santrifiij edilmistir. Siipernatantin 700 pl’si pipet ile c¢ekilerek
ortamdan uzaklastirilmis ve geriye kalan slipernant ile pelletin karismasi igin
pipetaj yapilmistr. Coziinen hicreler ampisilinli LB kati besiyerine ekilmis ve
370°C'de 16 saat inkiibe edilmistir. Transformasyon sonucu elde edilen hiicre
kolonileri %20 gliserol stoguna alinmistir. Koloniler numaralandirildiktan sonra
400 pl ampisilinli LB s1v1 besiyerinin icinde ¢oézdiirilmiis ve 37°C 200 rpm’de 16
saat inkube edilmistir. Hiicrelerin uzerine sterilize edilmis %100 gliserolden

100 pl eklenerek %20°lik -80°C’de stoklar1 hazirlanmistir.

3.2.6 Kolorimetrik Aktivite Tayini

Yabanil tip GhFDH’e gore daha iyi aktivite gosteren stokta bulunan mutant
GhFDH’leri tasiyan hiicrelerin secilmesi icin NAD(P)H iiretimi 96 kuyucuklu
mikroplakalar lizerinde kolorimetrik aktivite tayin ile dolayl olarak gézlenmistir
o). Kolorimetrik aktivite tayin icin ilk olarak transforme edildikten sonra
stoklanmis olan her koloni eksprese edilmistir. 2 ml’lik ependorflara 1.5 ml TB
besiyeri ve 100 mg/ml ampisilin eklenmistir. Her bir koloniden ve karsilastirma

analizi icin yabanil tip GhFDH’den 3 pl hiicre besiyerine eklenmistir. Hiicreler
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240C’'de 22 saat boyunca 200 rpm’lik ¢alkalamali inkiibatorde eksprese edilmistir.
22 saat sonunda hiicreler 20 dakika siiresince oda sicakliginda ve 4000xg’de
santrifiij edilmistir. Stipernatant ortamdan uzaklastirilarak pelletlerin iizerine 50
ul kolorimetrik tayin i¢in hazirlanmis olan liziz tamponundan eklenmistir. Pelletler
hiicrelerin pargalanmasi ve enzimin elde edilmesi i¢in 24°C’de 20 dakika boyunca
200 rpm’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra hiicrelerin cokeltilerini (hiicre
duvari, hiicre zar1 gibi) ortamdan uzaklastirmak icin hiicreler 4000 xg'de oda
sicakliginda 20 dakika santrifiij edilmistir. Eksprese edilmis olan total protein
(lizat) siipernatanttan alinarak kolorimetrik tayinde kullanilmistir. Kolorimetrik
tayinde 20 pl lizat, 20 pl NAD* ya da NADP+* (10 mM), 20 pl format (200 mM) ve
140 pl reaksiyon soliisyonu (50 mM Tris-HCI iceren, pH 8.0; 300 uM NBT, 30 uM
PMS) 96 kuyucuklu mikroplakalara eklenmistir. Her lizat ii¢ kez tekrar edilerek
Olciim alinmadan hemen 6nce her reaksiyona en son lizat eklenmistir. BioTek
PowerWave XS2 cihazinda yapilan 6l¢ciimlerde inkiibasyon kapatilarak 580 nm’de
1 saniye calkalama ile kinetik o6l¢iimi yapilmistir. Tayin i¢in hazirlanmis
soliisyonlar ve lizatlar her deneyden 6nce mutlaka buzda bekletilmistir. Yabanil tip
GhFDH’in oOl¢cim sonuglarindan daha iyi sonuglar veren kolonilerin dizi analizi
yapildiktan sonra hedeflenen bolgede mutasyon tasiyan koloniler genis hacimde

eksprese edilmistir.

3.2.7 DNA Dizi Analizi

Kolorimetrik tayin sonucu secilen kolonilerde mutasyon varligin1 saptamak icin
Sanger dizi analizine gonderildi. Kolonilerin plazmit izolasyonundan sonra

dizileme analizi Triogen firmasi (istanbul, Tiirkiye) tarafindan yapild.

3.2.8 Protein Ekspresyonu

Sanger DNA dizi analizi sonucu hedef bolgede mutasyon oldugu tespit edilen
hiicreler 37°C’de 16 saat boyunca 200 rpm’de inkiibe edildikten sonra taze TB

besiyerine % 5 lik inoktlasyon yapilmistir. ODsoo degeri 0.6 olan hiicrelerin 1 M
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IPTG ile indiiklenmesinin ardindan 24°C’de 22 saat 200 rpm’de overekspresyonu

saglanmigtir.

3.2.9 6xHis-Tag Sistemi Kullanilarak GhFDH Enziminin Saflastirilmasi

1000 ml’den santrifiij edilerek elde edilen hiicrelerin lizerine 20 ml lizis tamponu
eklenerek slispansiyon hale getirilmis ve ardindan 1 mg/ml lizozim eklenmistir.
Vorktekslenerek lizozim karigsmasi saglandiktan sonra hiicreler 30 dakika boyunca
buz {izerinde birakilmistir. Hiicre siispansiyonu 200-300 W’ta 10’ar saniye
araliklar ile 6 kez 10’ar saniye sonikatérde parcalanmistir. Par¢alanan hiicreler
10000xg’de 25 dakika boyunca santriflij edilmistir. pQE-2 ekspresyon vektorii
histidin kuyrugu ile Ni-NTA afinitesi sayesinde protein saflastirma kolayligi
sagladig1 icin eksprese edilen His-kuyruklu mutant GhFDH proteini nikel-
nitrilotriasetik asit (Ni-NTA) metal-afinite kromatografisi kullanilarak izole
edilmistir. 1000 ml hiicre lizatina 500 pl Ni-NTA rezin eklenerek buz tizerinde 45
dakika calkalanarak karismasi saglanmistir. Calkalama isleminin ardindan 1 dakika
boyunca 1000 xg ve 4°C’de santrifiij edilerek silipernatant uzaklastirilmis ve
lizerine yikama tamponu eklenmistir. Rezinin tizerine 3 kez 3 ml yikama tamponu
eklenerek 1000xg’'de 1 dakika boyunca 4°C’de santrifiij edilerek yikama
yapilmistir. Ni-NTA rezine baglanan GhFDH proteinleri 6 kez 1 ml eliisyon tampon
ile 1000xg’'de 1 dakika stireyle 4°C’de santrifiij edilerek toplanmistir. Toplanan
protein bir gece +4°C’de bekletilerek rezininin ¢okmesi saglanmistir. Ertesi giin
proteine 50 mM potasyum fosfat tamponu ile ultrafiltrasyon islemi uygulanarak
konsantre edilmis ve imidazol uzaklastirilmistir. Konsantre edilen protein +4°C’de
muhafaza edilmistir. Protein miktarinin 6lglilmesi igin Bradford yo6ntemi

kullanilmistir.
3.2.10 SDS-PAGE

Proteinin saflastirilmas1 sonra enzimin elde edilip edilmedigini kanitlayabilmek
icin SDS jel elektroforezi yapilmistir. %12’lik oranla hazirlanan yiritme jeli ile
%>5’lik olarak hazirlanan toplama jeli kullanilmistir. Reaksiyon 1x SDS yiiriitme

tamponu ilave edilen ortamda gerceklesmistir. Jele yiiklenen 6rnekler 4x Laemmli
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Sample Buffer (BIO-RAD) boya ile muamele edilmistir. Jele marker olarak
Precision Plus Protein Dual Color Standards (BIO-RAD) yiiklenmistir. 30 dakika
boyunca 100 V’ta yirttilen 6rnekler toplama jelini gecince volt yiikseltilerek 160
V’a ayarlanmistir ve ornekler yaklasik 1 saat daha yiriitiilmistiir. Yuriitme
isleminden sonra jel Comassie Brillant Blue soliisyonunun icerisinde gece boyunca
37°C'de calkalanarak inkiibe edildikten sonra destaining soliisyonunda 1 saat

boyunca 37°C’de ¢alkalanmistir.

3.2.11 Mutant Proteinlerin Karakterizasyonu

3.2.11.1 Kararh Hal Kinetigi

Mutant GhFDH kolonilerinin kararli durum kinetik deneyleri oda sicakliginda
Shimadzu 1800 cift 1s5inli (10 mm yol uzunlugu) UV-VIS spektrofotometre
kullanilarak 340 nm dalga boyunda gergeklestirilmistir. NAD(P)H iiretimini
belirlemek icin 20 mM potasyum fosfat tamponu pH 8.0, 1 mM NAD+*, 0-40 mM
format ve 0.4 uM enzim ya da 200 mM format, 20 mM potasyum fosfat tamponu pH
8.0, 0-40 mM NADP* ve 4 ile 10 uM arasi degisen enzim igeren reaksiyon ile
belirtilen kosullarda kinetik o6l¢iimi yapilmistir. CO2 rediiksiyonu ise 20 mM
potasyum fosfat tamponu pH 8.0, 0-50 mM sodyum bikarbonat, 0.5 mM NADH ve 4
UM enzim iceren reaksiyon karisimi ile NADH tiiketiminin absorbans degeri
oOlciilerek belirlenmistir. Elde edilen veriler Grafit 7 programi kullanilarak analiz
edilmistir.

3.2.11.2 Termal Kararhhk

Mutant GhFDH’ler, farkl sicakliklarda (30, 35. 40, 45, 50, 55, 60, 65 ve 70 °C) 20
dakika boyunca inkiibe edilmesinin ardindan kalan aktivite 6l¢limii yapilmistir.
Aktivite 6l¢imi 20 mM potasyum fosfat tamponu pH 8.0, 1 mM NAD+* 200 mM

format ve 0.4 puM enzim iceren reaksiyon karisimi ile 340 nm dalga boyunda

gerceklestirilmistir. Elde edilen veriler Grafit 7 programinda analiz edilmistir.
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4

SONUC VE ONERILER

4.1 Sonuglar

4.1.1 Homoloji Modelleme

348 amino asitten olusan GhFDH geni 38.65 kDa biiytikliigiinde ve homo-dimerik
bir protein kodlamaktadir ve 3-boyutlu kristal yapis1 bilinmemektedir. Bu nedenle
rekombinant GhFDH’in 3-boyutlu yapist SWISS_MODEL homoloji modelleme
araciligl ile, 3 boyutlu yapi bilinen NAD*-bagimli Arabidopsis thaliana (AtFDH, pdb
code: 3NAQ_A, resolution 1.701°X) FDH'inin amino asit dizisi kalip olarak
kullanilarak olusturulmustur (Sekil 4.1). AtFDH ile GhFDH arasindaki ~%88’lik dizi
benzerligini yan1 sira elde edilen homoloji modelinin, hedef-kalip eslesme
ozelliklerine gore model Kkalitesini belirleyen “Global Model Quality Estimation”
skoru 0.95 ve “Qualitative Model Energy Analysis”e dayanan QMEAN degeri ise
0.84’ttr.

Sekil 4.1 GhFDH'in SWISS homoloji modeli: Sablon olarak AtFDH (pdb kodu:
3NAQ_A, resolution 1.704) kullanilarak olusturulan ve 6zdes iki alt iinitenin
gosterildigi GhFDH1'in Apo formu.
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Hedef mutasyon boélgesi elde edilen GhFDH homoloji modeli ve CmFDH ile daha
once yapilmis protein miithendisligi ¢alismalarindan elde edilen sonuglara gore
secilmistir. Asn187 residusu, NAD* baglanma residular1 olan Asp195, Tyr196 ve
GIn197’yi iceren o-heliks ve [-zincir arasindaki dongi iizerindedir. NAD+*
baglanma residulari olarak belirlenen bu sarmal, yapisal olarak psFDH ve cbFDH'te
benzerdir. Bu nedenle, dongiiniin NAD* adenin ribozun hidroksil gruplari ile temas
eden NAD* baglanma residularinin konumunu sagladig1 distiniilmektedir [4g).
Candida methylica NAD*-bagimli format dehidrogenaz ile GhFDH’in dizi homolojisi
ve yapis1 karsilastirildiginda CmFDH enziminin 187. pozisyonunda bulunan ve
koenzim spesifitesinden sorumlu olan asparajin amino asidi ile GhFDH enziminin
184. pozisyonunda bulunan asparajin amino asidinin homolog oldugu
anlasilmistir. GhFDH ve CmFDH’in amino asit dizi homolojisi Sekil 4.2’de

gosterilmistir.

CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

CmEFDH MEIVLVLY DAGEHAADEEELYGCTENKLGIANWLEDOGHELITTSDEEGETSELDEHI PD 60
QQEQQ “MIVGVEYKANEYFTENPNEVGCVEGALGLRPFWLESQGHQYIVTDDEEGPDCELEEKHIFD 59
* & *:*_*_:: H H T **_*_ **: **:_***: *_*_**** _**:*****
CmFDH ADIITITTPFHPAY ITKERLDEARKNLESVVVAGVGSDHIDLDY INOTGEEI SVLEVTGSNY 120
GhFDH LHVLISTPFHPAYVTAERTKEAKNLOLLLTAGIGSDHVDLEAAAEAG--LTVAEVTGSNV 117
::*:******1:* **:_*****: ::_**:****:**_ ::* ::1— *hkhkhkxkk Kk

CmFDH VSVAEHVVMTMLVLVENFVPAHEQT INHDWEVAATAKDAYDIEGKTIATI GAGRIGYEVL 180

GhFDH VSVAEDELMEILILVENFVPGYHOVITGDWNVAGIAYRAYDLEGETVGTIGAGRIGELLL 177
*****_ :* :*:*******_:_*:*_ **:**_** ***:****:_******** :*

CmFDH ERELLPFNPEELLYYDYQALPEEAEEKVGARRVENTIEELVACADIVIVNAPLHAGTEGLIN 240

GhFDH QRLEPFNCN-LLYHDRVEIDPELEEQTGAKFEEDLDAMLPKCDIIVINMPLTEKTRGMED 236
- A - - S ik

CmFDH FELLSEFEKGAWLVNTARGATCVAEDVAAATESGOLRGYGGDVWEFPOPAPEDHPWRDMEN 300

GhFDH KDRIAEKMEKGVLIVNNARGATMDTOAVADACSSGHIAGY SGDVWYPOPAPKDHPWRYMPN 296
't: ::1:***- :**-1111’1’ o a * -i'i':: **-*111:1’*t1111’*tt1 * *

CmEFDH EYGAGNAMTPHY SGTTLDAQTRYAEGTENILESFFTGEFDYRPODI ILLNGEYVTEAY GK 360

QQEQQ ————— OAMTPHISGTTIDAQLRYAAGVEDMLERYFKGE-DFPEQNY IVKAGELAPQY-R— 348

:tt**t 11’**:**1’ * ok x *_*::*1’ :*_*: *: *: *: * .
CmEFDH HDKE 364
GhEDH ———- 348

Sekil 4.2 GhFDH ile CmFDH dizi karsilastirmasi
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Belirlenen Asn184 pozisyonuna bdlge doygunluk mutasyonu uygulanarak
asparajinin diger amino asitler ile yer degistiridiginde koenzim spesifitesinde
meydana gelecek degisiklikler incelenmistir.

GhFDH homoloji modeli lizerinde mutasyon noktasi olarak secilen Asn184 amino

asiti Sekil 4.3’'te gosterilmistir. Hedef bolge olan Asn184 amino asidi loop yapisi

uzerinde bulunmaktadir.

Sekil 4.3 GhFDH enziminde mutasyon noktasi olan Asn184 ile NAD+ koenzim
baglanma bolgesi (A; uzak gérunti, B; yakin goriintii)
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4.1.2 Bolge Doygunluk Mutasyonu PZR Sonuglari

Bolge doygunluk mutasyonu icin yapilan polimeraz zincir reaksiyonu sonucu
%1’lik agaroz jel elektoroforezi ile kontrol edilmistir (Sekil 4.4). ilk kuyucuga
yluklenmis olan marker boyutu ile GhFDH geninin biyiukligi birbiri ile
ortiismektedir. Vektore bagh olan GhFDH geni 1047 bp iken pQE-2 vektor
biiytikligi 4.8 kb degerindedir. Toplam deger, jel goriintiisiindeki deger olan 5.8
kb’ye karsilik gelmektedir.

a) bp
— 19329

—TT43
— 8223

—— 4254

— —3a72

5.8 kb

I |
|

— 2690

—— 1882
—— 14889

— 925

—_— — 42

Sekil 4.4 Jel elektroforezi gorilintiisii a) Lambda eco14 digest/Takara marker ve
b) SSM PZR agaroz jel elektroforezi: 1. Marker, 2. PZR sonucu elde edilen olasi
mutant GhFDH genlerini tasiyan pQE-2 vektort

4.1.3 Transformasyon

Agaroz jel uUzerinde kontrol edilen PZR iriini, mutant GhFDH genlerini tasiyan
pQE-2 vektori, BL21-DE3 ve DH5a-T1 kompetant hiicrelerine transforme
edilmistir (Sekil 4.5). Amp’li LB kat1 besiyerine ekilen transformant hiicrelerden
tireyen koloniler numaralandirilarak sivi LB besiyerine ekilmis ve 96 kuyucuklu
“plate”lerde kolotimetrik aktivite taramasi gerceklestirilmistir. Toplamda 127

hiicrenin aktivite taramasi yapilmistir.
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Sekil 4.5 DH5a-T1 transforme hiicreleri (A’da gosterilen oklar) ve
BL21-DE3 transforme hiicreleri (B’de gosterilen oklar)

4.1.4 Kolorimetrik Aktivite Sonuclari

Elde edilen olas1 mutant GhFDH’lerin NADP+ ve NAD* varhiginda aktivitesini
saptayabilmek icin 96 kuyucuklu mikroplaka tzerinde kolorimetrik bir tarama
gerceklestirilmistir. Kolorimetrik metod, dehidrogenaz tarafindan iretilen
NAD(P)H’nin fenazin metosiilfat (PMS) varliginda nitroblue tetrazolium’un (NBT)
mavi-mor formazan ¢okelegi olusturmasina dayanmaktadir. Reaksiyon soliisyonu
NBT ve PMS icerirken, NADP* veya NAD* ile format da kolorimetrik tayinde yer
almaktadir. Kontrol (blank) ve yabanil tip GhFDH ile birlikte mutant GhFDH
kolonilerinin tcer tekrarli olmak tizere 580 nm dalga boyunda ol¢ciimii
gerceklestirildikten sonra renk degisimine ek olarak mutant olmayan GhFDH’in
Ol¢lim sonug¢larindan daha iyi sonuglar veren koloniler secilmistir. Kolorimetrik
aktivite sonucu platelerde olusan renk degisimleri Sekil 4.6’da gosterilmektedir.
Secilen kolonilerin -80°C gliserol stoklar1 yapilmis ve biiyiik hacimde biiytttlerek
protein izolasyonu yapilmistir. Ayni zamanda secilen bu kolonilerdeki mutasyonu

tayin etmek tlizere koloniler Sanger dizi analizine gonderilmistir.

50



Sekil 4.6 Kolorimetrik aktivite tarama 6rnegi

4.1.5 DNA Dizi Analizi ve Mutasyonlarin Saptanmasi

Elde edilen olasi mutant GhFDH enzimlerini kodlayan genlerin Sanger dizi analizi
sonucu mutasyonun istenen bolgede gerceklesip gerceklesmedigi kontrol
edilmistir. Dizi analizine gonderilen hiicrelerden birinde sadece niikleotid degisimi
oldugu ancak amino asidin ayni1 kaldigi tespit edilirken, 184. amino asitte
gerceklesen diger mutasyonlar N184R ve N184H olarak tespit edilmistir. Diger iki
kolonide tespit edilen mutasyonlarin hedef bolge disinda D123A ve E198G oldugu
belirlenmistir ve tim 4 mutantin analizleri yapilmistir. Sanger dizi analizi

sonuglar1 ve CLUSTAL OMEGA ile dizi karsilastirmalar ekte (Ek A) verilmistir.

4.1.6 Protein Saflastirma

Kolorimetrik aktivite tayini ile secilen mutant GhFDH enzimleri icin buyiik
hacimde protein ekspresyonu hazirlanmistir. Ekspresyon sonucu protein
saflastirmasi, pQE-2 ekspresyon vektoriiniin sagladig: histidin kuyrugu sayesinde
Ni-NTA afinitesi kullanilarak yapilmistir. Saflastirma adimlari ve en son elde edilen
proteinin safligi SDS-PAGE yontemi kullanilarak kontrol edilmistir. SDS-PAGE
sonucu Sekil 4.7’de gosterildigi gibidir ve mutant GhFDH proteini biiytikliigt olan
38.65 kDa’luk banta karsilik geldigi goriilmektedir.
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SDS-PAGE analizi saflastirmadan sonra >%95 saflikta protein elde edildigini
gostermistir. Protein konsantrasyonu Bradford yontemi ile analiz edilmistir.

Saflastirilan protein konsantrasyonlari 2-5 mg/ml arasinda degisiklik gostermistir.

4 5 6 7 8 9 10

S b 3
50 kDa \ ==
40kDa — > N O ase o
ol

JA—.__

Sekil 4.7 SDS-PAGE sonucu (1. Precision Plus Protein Dual Color Standards (BIO-
RAD) marker, 2. flowthrough, 3. yikama 1, 4. yikama 2,
5. ellisyon 1, 6. eliisyon 2, 7. eliisyon 3, 8. eliisyon 4, 9. ellisyon 5 ve 10. eliisyon 6)

4.1.7 Kinetik Olgiimler

Mutant GhFDH’lerin aktivite 6l¢iimleri 25°C’de ve Shimadzu 1800 cift 1s1nl1 (10 mm
yol uzunlugu) UV-VIS spektrofotometre ile gerceklestirilmistir. Kararli hal
Olgtimleri, pH 7.0'de 20 mM potasyum fosfat tamponu, 1 mM NAD*, 0-40 mM
format ve 0.4 pM enzim veya 200 mM format, 0-40 mM NAD(P)* ve 4-10 uM arasi
enzim iceren (N184R 10 uM, N184H 4 uM, E198G 4 uM) bir reaksiyon karisiminda
yapilmistir. Ol¢iimlerde NAD(P)* sabit tutulurken degisken olarak format
kullanilmistir. Koenzim olarak NAD+* veya NAD(P)* kullanildiginda enzimin
formata olan afinitesi ve enzim aktivitesi degisimi karsilastirilmistir. NAD(P)H
tiretimi, 340 nm'de absorpsiyondaki artisi1 takip ederek izlenmis ve elde edilen
veriler “GraFit 7 Kinetics Software” kullanilarak analiz edilmistir. Ardindan mutant
GhFDH’lerin kcar degerleri hesaplanmistir. D123A ve E198G mutasyonlarinin NAD+*
ya da NADP+ kullanilarak yapilan tekrarli aktivite o6l¢timleri sonucu ilk
kolorimetrik taramalardan fakl olarak olgiilebilir bir aktivite gézlenmemistir.

Aktivite gozlenen N184R ve N184H mutant proteinlerinin NAD* kullanilarak
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yapilan aktivite grafikleri ve kinetik analiz degerleri Sekil 4.8, Sekil 4.9’da ve Tablo
4.1'de gosterildigi gibidir.

N184R GhFDH
Enzyme Kinetics Data

0,004
- o O
9
0,002 —
x
- 0 0,2 0,4 ' 0,
1/ [Substrate]
0 | T T T T T T T
0 20 40

[formate]
Sekil 4.8 N184R aktivite grafigi

N184H GhFDH
Enzyme Kinetics Data

O

0.2 ' 0:4 ' 0.4
1/ Format

[ T
o
©
Ll b e b e b g

0 | T T T T T T T I T
0 20 40
Format

Sekil 4.9 N184H aktivite grafigi
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184. bolgede olusan her iki mutasyonun aktivite degerleri yabanil tip GhFDH

enzimine gore daha dusiik degerler ile sonuglanmistir.

Tablo 4.1 Yabanil tip rekombinant GhFDH ve mutant GhFDH’lerin aktivite
degerleri (NAD* koenzim oldugunda)

Mutasyonlar K (mM) Keat Keat/Km
(s) (s'1 mM-1)

GhFDH 0.76 £ 0.07 g 0.295(57  0.39(g

N184R 4.5870 +2.0227 0.022 0.0048

N184H 6.1084 + 1.0893 0.105 0.017

D123A

E198G

NADP+ kullanilarak yapilan aktivite grafikleri Sekil 4.10 ve Sekil 4.11’de ve Tablo
4.2’de gosterildigi gibidir.

N184R GhFDH
Enzyme Kinetics Data
- o
0,003 —
o)
. o)
1000
%1002 _C o) 800 { © .
4 o
- Teow 1,
o '®) = 400 1
0,001 o © 200 ]
0 T
- 0 0,2 0,4 0.4
1/ [Substrate]
0 T T T T T T T T T
0 20 40
(NADP+)

Sekil 4.10 N184R aktivite gratigi (NADP+)
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N184H GhFDH
Enzyme Kinetics Data

0,014

0,012

0,01

0,008
©
.006

0,004

0,002

NADP

Sekil 4.11 N184H aktivite grafigi (NADP*)

Arginin ve histidin amino asit mutasyonlar1 184. bolgedeki NADP* koenzim
spesifitesinde azalmaya neden olmustur. Elde edilen grafik egrileri ile aktivite

degerleri mutasyonlarin enzimin aktivitesini azaltmistir.

Tablo 4.2 Yabanil tip rekombinant GhFDH ve mutant GhFDH’lerin aktivite
degerleri (NADP*koenzim oldugunda)

Mutasyonlar Km (mM) Keat Keat/Km
(s) (s’ mM-1)

GhFDH 1.98 +0.403) 0.00835;  0.0042(

N184R 29.4209 + 28.3935 0.001446 0.000049

N184H 242.8583 + 0.5935 0.00244

111.6578
D123A i i i
E198G i i i
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FDH enziminin ileri yonde reaksiyonu i¢in degisen kinetik 6zelliklerini belirlemek
amaciyla NAD* ve NADP+ kullanilarak yapilan deneylerin ardindan, mutant
enzimlerin NADH koenzimine olan spesifitesini gormek, dolayisiyla ters yonde CO>
rediiksiyonu kapasitelerini 6l¢mek icin koenzim olarak NADH kullanilarak aktivite
Olctimleri yapilmistir. Bu 6lgtimler pH 7.0'de 20 mM potasyum fosfat tamponu, 0-
50 mM sodyum karbonat, 0.5 mM NADH ve 4 pM enzim iceren bir reaksiyon
karisiminda gergeklestirilmistir. NADH tiliketimi, 340 nm'de absorpsiyon azalmasi
takip ederek izlenmistir. Ol¢iimler sonucu mutant enzimlerin NADH koenzim

aktivitesine rastlanmamistir.

4.1.8 Termal Kararlilik

Bolge doygunluk mutasyonu yontemi ile GhFDH’in 184. pozisyonunda elde edilen
aktif mutantlar olan, N184R ve N184H'in termal kararlilik 6lgtimleri Shimadzu
1800 ¢ift 1smmhi (10 mm yol wuzunlugu) UV-VIS spektrofotometre ile
gerceklestirilmistir. 340 nm’de 20 dakika 30-70°C aras1 5’er derecelik artislarla
gerceklestirilen inkiibasyonlar sonucu enzimin NADH iiriintini olusturmasindaki

azalma takip edilerek termal kararhlik hesaplanmistir.

Literatiire dayanan bu calismaya gore [23), sabit bir zaman diliminde sabit sicaklik
ile inkliibasyon sonucu enzimin kalan aktivitesi ol¢iilmektedir. Enzimin baslangi¢
aktivitesinin %50 azalmasi icin gerekli sicaklik olan Tos'in hesaplanmasi icin elde
edilen veriler “Grafit 7 Kinetics Software” kullanilarak degerlendirilmistir. Termal
kararlilik icin elde edilen verilerin grafigi Sekil 4.12 ve Sekil 4.13’te
gosterilmektedir. GhFDH ile karsilastirlmali Tos hesaplamalart Tablo 4.3’te

gosterilmistir.

184. bolgede gerceklesen mutasyonlar sonucu GhFDH enziminin termal
kararliliginda diisiis gozlenmistir. Elde edilen grafik ve Tos degerlerine gore
histidin mutasyonunun arginin mutasyonuna gore daha iyi termal kararliliga sahip

oldugu analiz edilmistir.
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Tablo 4.3 Yabanil tip rekombinant GhFDH ve mutant GhFDH’lerin Tos degerleri

Mutasyonlar Tos

GhFDH 53.8+0.12
N184R 50.3765 + 2.5266
N184H 52.1798 + 2.9401
D123A

E198G

4.1.9 Mutant GhFDH’lerin Homoloji Modellemesi

GhFDH enziminin 3D yapisinin analizi, enzimin substrat baglanma bdlgelerindeki
kritik residularin Ile92 ve Asn116 amino asitlerinin oldugunu, NAD* baglanma
bolgelerinin ise Asp191, Asn252 ve Asp278 amino asitleri oldugunu ortaya
cikarmistir [g). Daha 6nceki calismalarda ise, Arg254 ve His302 enzimin katalitik
aktivitesi icin 6nemli residular oldugu belirlenmistir. Bu amino asitler ayrica Lotus
japonicus, Solanum tuberosum ve Hordeum vulgare gibi farkh bitki FDH'leri
arasinda da korunmaktadir [49,50,51]. N184 koenzim baglanma bolgesi bir loop yapisi
uzerinde ve a-heliks yapisinin bitiminde bulunmaktadir. GhFDH N184 bdlgesi
diger tirler ile olan dizi karsilastirmasinda glisin ve aspartik asit gibi amino
asitlere karsilik gelmektedir. Bolge doygunluk mutasyonu uygulamasi sonucu elde

ettigimiz mutasyonlarin homoloji modelleri asagidaki gibidir.

4.1.9.1 N184R

Asparajin, polar ytksiliz bir amino asittir. SSM sonucu elde edilen asparajinin
arjinin amino asidine degisimi (Sekil 4.14), 184. bolgenin pozitif ytiklii olmasini
saglamistir. NAD*1n yapisinda bulunan 2’-OH ve 3’-OH gruplari ile negatif yiikli
amino asitler hidrojen bag1 olusturmaktadir [51).184. bélgenin mutasyon ile pozitif
yuklii olmas1 NADP+* baglanmasini ya olumsuz etkilesimler yoluyla ya da NADP+
2'-fosfat grubu baglanmasini sterik olarak engelleyerek onledigi diistiniilmektedir

[9]. Asparajin yerine pozitif yiikli hidrofobik 6zelligi olmayan bir amino asidin
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gelmesi enzimin NADP*ye karsi olan koenzim spesifitesinin diismesine neden
olmustur [53). NADH rejenerasyonunda, NADH konsantrasyonunun GhFDH enzimi
icin inhibitor etkisi oldugu dusiiniilmektedir. Bu nedenle ¢alismalarda NADH
rejenerasyonuna rastlanmamistir. Arginin amino asidinin negatif yiiklii amino

asitler ile olusturdugu tuz kopriileri protein kararhiligina etki etmektedir [s4.

Sekil 4.14 N184R mutasyonunu temsil eden modelleme (A; uzak goértint, B;
yakin goriintii)
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4.1.9.2 N184H

Histidin amino asidi de tipki arginin gibi pozitif yikli bir amino asittir.
184. bolgedeki pozitif yiik degisimi (Sekil 4.15), enzimin NAD* ile arasinda olan
hidrojen baglarin azalttig1 disiiniilmektedir. Bu nedenle N184H mutasyonunun
NAD* koenzim spesifitesinde diisiis gozlenmistir [52;. Histidin residusunun yan
zinciri olan imidazol halkasi az da olsa NADP* koenzim baglanmasinda sterik bir
engel olusturmaktadir. Bu durumun NADP* koenzim spresifitesinde bir diisiise

neden oldugunu distiniilmektedir [9).

Sekil 4.15 N184H mutasyonunu temsil eden modelleme (A; uzak goriintii, B;
yakin goriintii)
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4.1.9.3 D123A

D123 bolgesi bir a-heliks yapisinin lizerinde bulunmaktadir. Belirtilen a-heliks
bolgesinde Asn116 residusu bulunmaktadir ve bu residu kanitlanmis substrat
baglanma bdlgesidir (Sekil B.1). D123 boélgesine uygulanan dizi karsilastirmasi
sonucu Arabidopsis thaliana FDH enziminde aspartik asit amino asidi bulunurken;

bazi maya ve bakteri tiirlerinde histidin amino asidinin yer aldig1 belirlenmistir.

Negatif yiiklii aspartik asit NAD*1n 2’-OH ve 3’-OH bdlgeleri ile kurdugu hidrojen
bag1 sayesinde NAD+*a kars1 koenzim spesifitesi bulunmaktadir [sz). Alanin amino
asidinin yan zincirinin dusik hidrofobik 6zelligi ile NAD*'a kars:1 spesifitesinin
bulunmadigr ve NADP+nin 2’-fosfat gurubu ile hidrojen baginin zayiflamasi ile
NADP*ye kars1 koenzim spesifitesi olmadig1 diisiiniilmektedir. Bu 6zelligi ile ayni
zamanda proteinin yapisinda bir bosluk olusmasina neden olmaktadir [ss;.
Mutasyon bolgesinin, 6nemli substrat baglanma boélgesi ile ayni a-heliks yapisinda

bulunmasi enzimin aktivitesini etkilemektedir.

Sekil 4.16 D123 bolgesini gosteren modelleme (A; D123A mutasyonundan
once, B; D123A mutasyonundan sonra)
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Sekil 4.16 (devami) D123 bolgesini gésteren modelleme (A; D123A
mutasyonundan 6nce, B; D123A mutasyonundan sonra)

4.1.9.4 E198G

Farkli organizmalardan izole edilmis FDH gen dizileri karsilastirildiginda 198.
bolgede bulunan glutamik asitin bircok FDH’te korunmus oldugu goriilmektedir
(Sekil 4.17). E198 kisa bir a-heliks yapisinin tizerinde ve loop yapisina baglanma
bolgesinde yer almaktadir (Sekil 4.18). Polar negatif ytklii bir amino asit oldugu
icin NAD+ ile giiclii hidrojen baglar1 kurabilmektedir. Ancak glisin polar olmayan
bir amino asittir ve bu 0Ozelliginin hem NAD+* ile olan hidrojen baglarim
kaybetmesine yol actig1 hem de bir a-heliks yap1 tizerinde bulundugunda proteinin
kararliligini azalttigl diistinilmektedir [ss). Buna ek olarak glisin residusunun
hidrofilik yapida olmasi NADP+nin 2’-fosfat grubu ile etkilesimde bulunmasini
engelledigi dustinilmektedir [9). Bu sonug ile birlikte calismalarda mutant GhFDH

enziminin aktivitesine rastlanmamistir.
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GhEDH

[Arabidopsis

GALGLRPWLESQGHQYIVTDDKEG-PDCELEKHIPDLHVLISTPFHPAYVTAERIKKREN
NALGIRDWLESQGHQYIVTDDKEG-PDCELEKHIPDLHVLISTPFHPAYVTAERIKKAKN

CmEDH
[Saccharomyces

GhFDH
[Arabidopsis

NEKLGIANWLKDQGHELITTSDKEGE-TSELDKHIPDADIIITTPFHPAYITKERLDKAKN

LOLLLTAGIGSDHVDLKAAA--EAGLTVAEVTGSNVVSVAEDELMRILILVRNEFVFGYHQ
LELLLTAGIGSDHIDLOAAA--AAGLTVAEVTGSNVVSVAEDELMRILILMRNEVPGYNQ

CmEDH

[Sagccharomyces

LESVVVAGVGSDHIDLDYINQTGKKISVLEVTGSNVVSVAEHVVMTMLVLVRNEVPAHEQ
LKLCVTAGVGSDHLDLEAAN——ERKITVTEVTGSNVVSVAEHVMATILVLIRNYNGGHQQ

He e kkekwkok s kx sk ok akkkk kAR sk ks

GhEDH VITGDWNVAGIAYRAYDLEGKTVGTIGAGRIGKLLLQRLKFPFNCN-LLYHDRVKIDPELE
[Arabidopsis VVKGEWNVAGIAYRAYDLEGKTIGTVGAGRIGKLLLORLEPFGCN-LLYHDRLOMAPELE
CmEDH IINHDWEVAAIAKDAYDIEGKTIATIGAGRIGYRVLERLLFFNPKELLYYDYQALFKEAE
[ Saccharomyce S ATNGEWDIAGVAENEYDLEDKIISTVGAGRI GYRVLERLVDFN’PKKLLYYDYQELPAEAI
* .-k . *k-k Ko HEIKIR Tk kK * * *
GhEDH KQTG--—-——--—---. AKFEEDLDAMLEKCDIIVINMPLTEKTRGMFDKDRIAKMKKGVL
{Arabidopsis KETG-=—-======--. PKFVEDLNEMLPKCDVIVINMPLTEKTRGMENKELIGKLKKGVL
CmFDH ERVG============ ARRVENIEELVAQADIVTVNAPLHAGTKGLINKELLSKFKKGAW
[Saccharomyces NR.LNEASKLFNGRGDIVQRVEK.LEDMVAQS DWT INCPLHKDSRGLFNKKLISHMKDGAY
P T
GhEDH IVNNARGAIMDTQAVADACSSGHIAGYSGDVWY PQPAPKDHPWR YMPN-———— QAMTPHT
(Arabidopsis IVNNARGAIMERQAVVDAVESGHIGGYSGDVWDPQPAPKDHPWR YMEN———— QRMTEHT
CmEDH LVNTARGAICVAEDVARALESGQLRGYGGDVWE PQPABPKDHEWRDMRNKY GAGNAMT EHY
[Saccharomyces LVNTARGAICVAEDVAEAVKSGKLAGYGGDVNDKQEAPKDHEWRTMDNKDHVGNAMTVHT

cek kk e S ok ok kkes kK kKKK KkEkk  KEKE Kk P

uzak gorinti, B; E198G mutasyonundan sonra)
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Sekil 4.17 GhFDH E198. residunun farkh kaynaklardaki dizi karsilastirmasi

Sekil 4.18 E198 bolgesini gosteren modelleme (A; E198G mutasyonundan 6nce
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Sekil 4.18 (devami) E198 bolgesini gosteren modelleme (A; E198G
mutasyonundan 6nce uzak goriintii, B; E198G mutasyonundan sonra)

4.2 Oneriler

Cesitli endiistriyel alanlarda kiral olarak saf triinlerin sentezi icin kullanilan
oksidorediiktaz enzimleri, elektron tasiyicis1i olarak pahali koenzimler olan
NAD(P)H’a ihtiya¢ duymaktadir. FDH'ler, ucuz bir substrat kullanarak NAD(P)*yi
NAD(P)H’a indirgeyebilmektedir (571 Bununla birlikte molekiiler biyoloji ve
rekombinant DNA teknolojisindeki gelismelerden yararlanilarak protein
miihendisligi teknikleri ile proteinlerin yapi ve fonksiyonlarindan sorumlu olan
amino asit dizilerinde kontrollii degisiklikler yapilabilmektedir [ss). Spesifik
endustriyel uygulamalarda kullanilmak tzere bir¢cok enzimin bu tekniklerle
basarili bir sekilde gelistirilmesi saglanmistir [394059]. NAD(P)H rejenerasyonu,
atmosferik CO2’in indirgenmesi ve hidrojen yakitinin bir stabilize bir formu olan
format tlretimi gibi amaclarla son yillarda endistriyel iiretim kosullarinin zorlu
kosullarina dayanabilecek yeni NAD+*-bagimli FDH'lerin arastirilmasi ve bunlarin
protein muhendisligi yaklasimlari ile gelistirilmesi 6nemli konular arasindadir. Su
anda 52 tam (17 bakteriden, 15 bitkiden, 10 mayadan ve 10 mantardan) ve 15'ten
fazla kismi FDH DNA dizisi bilinmekte ve cesitli calismalarda kullanilmaktadir.
DNA dizi analizi karsilastirmalarina gore en biiyik farklilik maya ve mantar
FDH’lerinde gorulmekle birlikte farkli kaynaklardan gelen tiim FDH’ler arasinda 60
residu mutlak bicimde korunmaktadir. Gruplar icinde homoloji skoru %75'in

tzerindedir [23). FDH enzimin korunmus residular1 Pro105, Phe106, [le130, Asn154,
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Val158, Gly206, Gly208, 1le210, Gly211, Arg292, Asp229, GIn321 ve His340 olarak
belirlenmistir. FDH'deki korunmus residular arasina Asp316 da dahil edilmelidir
clinkii karboksil grubu NAD*'1n nikotinamid kisminin amid grubu ile bir hidrojen

bag1 olusturmaktadir s.

Literatiirde FDH enziminin koenzim spesifitesinin gelistirilmesi ile ilgili bir¢cok
calisma bulunmaktadir. PseFDH enziminde yapilan ¢oklu mutasyonlarda, NAD*1n
adenozin riboz bolgesi ile 6nemli hidrojen baglar1 kurabilen D221 amino asidinde
yapilan mutasyon uygulamasi ile D221Q degisimi gerceklestirilmistir. Bu residu
bolgesinde aspartik asidin olusturdugu elektrostatik etki azaltilarak NADP+ye
kars1 olan koenzim spesifitesinde yabanil tip PseFDH enzimine gore artis oldugu
gozlenmistir [24). BstFDH enziminde NADP+* baglanma bdélgesi olarak bilinen Y260,
S262 ve T263 amino asitlerine uygulanan NNK dejenere primerleri ile olusturulan
mutasyonlar sonucu herhangi bir aktiviteye rastlanmamistir. Buna ek olarak alanin
amino asidinin esnekligi ve koenzim bélgesinde genis alan olusturmasi sebebiyle
lic bolgede de yapilan alanin yer degistirmesi sonucunda yalnizca S262A degisimi
ile gelismis NADP+ afinitesine rastlanmistir. Ancak bu mutasyon enzimin formata
karsi olan afinitesini yaklasik 2 kat azaltmistir [257. NADP*-bagimli Burkholderia
stabilis FDH tizerinde yapilan bir mutasyon ¢alismasinda Q223E degisiminde 223.
bolgede negatif yiiklii glutamik asit amino asidi NADP+'nin negatif ytikli fosfat
grubu ile birbirini itmektedir. Bu nedenle enzimin NADP+* koenzim spesifitesinde
diisiis gozlenmistir. Buna ek olarak negatif yiik kazanci enzimin NAD+* koenzim
spesifitesini yaklasik 24 kat arttirmistir [g0;. CO2 rediiksiyonu ile ilgili yapilan
calismalarda ¢cogu FDH enziminin o6l¢iilen bir aktivitesi bulunmamasina ragmen,
NAD+-bagimli Candida boidinii ve Thiobacillus sp. FDH enzimlerinin CO2
rediiksiyonu 6l¢iilmiistiir. Bununla birlikte asidik pH’lar notr ve bazik pH’lara gore;
N-terminal ve C-terminal ug¢larda halka yapisina sahip olan bakteriyel FDH’lerin de
okaryotik FDH’lere gore daha iyi CO: rediiksiyon aktivitesine sahip oldugu
distinilmektedir [61). CmFDH enzimi tizerinde daha 6nce yapilan ¢alismada 187.
pozisyonda bulunan asparajin amino asidinin yiizey elektrostatik etkilesiminde ve
NAD+* baglanmasinda etkili oldugu gosterilmistir [s2;. Bu bilgilerden yola c¢ikarak
bolgeye yonelik mutasyon wuygulamasi sonucu GhFDH enziminde 184.
pozisyondaki asparagin degistirilerek enzimin koenzim spesifitesinin gelistirilmesi
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hedeflenmistir. Yiikstliz polar bir amino asit olan asparajin diger polar veya ytikli
amino asitler ile etkilesimde bulunabilmaktedir [¢3;. Bolgeye 6zel mutasyon
uygulamasi sonucunda olusturdugumuz kiitiiphaneden secilen N184R mutantinda
arginin, pozitif yikli polar bir amino asittir ve protein kararhligina katkida
bulunmak i¢in negatif yiikli amino asitler ile hidrojen baglar1 kurarak tuz
kopriileri olusturabilir [s4;. NAD*1n yapisinda bulunan 2’0OH ve 3’0OH gruplar ile
negatif ytkli amino asitler hidrojen bagi olusturabilmektedir [sz). Arginin residu
degisimi ile 184. bolgede olusan pozitif yiik NAD* ile kurulan hidrojen baglarini
etkileyerek koenzim spesifitesinde diisiise neden oldugu diisiiniilmektedir.
Bununla birlikte, NADP* koenzim spesifitesinin ya koenzim-enzim baglanmasinin
ya da NADP+ 2’-fosfat grubu baglanmasinin sterik olarak engellenmesiyle diisiis
gosterdigi diistiniilmektedir. Asparajinin arginine doniisimii ile hidrofobik
olmayan bir amino asidin 184. bolgede bulunmasi NADP+*ye karsi koenzim
spesifitesinin disiisiine neden olmustur [53;. N184R degisimi ile format i¢in Kmn
degeri 4.58 mM olarak belirlenmistir. Yabanil tip GhFDH Kn degeri ile
karsilastirildiginda ytiksek bir degere sahip oldugu ve arginin amino asidinin 184.
bolgede koenzim spesifitesini azalttig1 anlasilmaktadir. Bununla birlikte yabanil tip
GhFDH Kkcar degeri 0.295 sn! iken N184R mutant GhFDH Kca: degeri 0.022 sn-!
olarak hesaplanmistir. Bu sonuglara gore mutant GhFDH kcac degeri yaklasik 13 kat
azalmistir. Termal kararhilikta mutant GhFDH yabanil tipe gore yaklasik 3°C daha
diisiik bir sonu¢ vermistir (yabaml tip GhFDH Tos degeri 53.8°C iken mutant
GhFDH Tos degeri 50.37 °C). N184H degisimdeki histidin amino asidi, imidazol yan
zincirine sahip olmasi nedeniyle amino asitler arasinda 6zel bir yeri vardir (es).
Histidin de arginin amino asidi gibi pozitif yiiklii bir amino asittir. 184. bélgenin
pozitif yikli olmasi ile NAD+* ile kurdugu hidrojen baglarinin azaldigl
distnilmektedir [s2;. Bu durum NAD* koenzim spesifitesinde bir dislise neden
olmustur. Histidin amino asidinin imidazol halkasti az da olsa NADP*
baglanmasinda bir sterik engel olusturmaktadir [9) Boylece NADP+* koenzim
spesifitesinde de bir dists oldugu diisiinilmektedir. 184. bolgedeki asparajin-
histidin degisimi yabanil tip GhFDH ile karsilastirildiginda format icin K, degerinin
yaklasik 8 kat arttig1 gozlenmistir (yabanil tip GhFDH Ky 0.76 mM ve mutant
GhFDH Kn 6.10 mM). Ayrica asparajin-histidin degisiminde mutant GhFDH’in kcat
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degeri yaklasik 3 kat azalmistir (yabanil tip GhFDH kcat 0.295 sn'! ve mutant GhFDH
Kear 0.105 sn'1). Bu mutasyon sonucuna gore FDH enziminin NAD* koenzimine
karsi koenzim spesifitesinin azaldig1 anlasilmistir. Mutant GhFDH’in termal
kararlilik sonuglarina gore Tos degeri yaklasik olarak 2°C azalmistir (yabanil tip
GhFDH Tos degeri 53.8 °C iken mutant GhFDH Tos degeri 52.17 °C). Bolge
doygunluk mutasyon PZR'’si sonucu sectigimiz iki mutantin 184. pozisyondan farkli
bolgede mutasyon tasidig1 tespit edilmistir. Bu mutasyonlar D123A ve E198G
olarak belirlenmis ve aktivite 6l¢iimleri yapilmistir. 123. bolgede bulunan aspartik
asitin alanine donlistimii sonucu mutant proteinin ekspresyonu sonucu elde edilen
enzimin aktivite gostermedigi belirlenmistir. Kanitlanmis substrat bolgesi ile ayni
a-heliks yapisi iizerinde bulunan aspartik asit, negatif yiikii ile NAD*1n 2’-OH ve 3’-
OH bolgeleri ile hidrojen bagi kurarak koenzim spesifitesinde etkili olmaktadir [s2).
Mutasyon sonucu 123. bodlgede bulunan alanin residusu, diisiik hidrofobik
ozelliginden dolay1 NAD* ile hidrojen bag1 kuramadig1 ve NADP+'nin 2’-fosfat grubu
ile de hidrojen bagi kurmasinin gii¢ oldugu diisiiniilmektedir. Alanin sahip oldugu
esnek yapi ve H atomu sayesinde a-heliks yapisinin diizensiz olmasina neden olur.
Bu 06zelligi sayesinde “heliks kiric1” olarak adlandirilmaktadir [s566). Hedef bolge
disinda goriilen diger bir mutasyon noktasi olan E198G degisiminde glutamik asit
glisin amino asidine donlsmiistir. Bu degisim ile birlikte mutant GhFDH
enziminde aktivite gozlenmemistir. Mutasyon sonucu kisa a-heliks yapisinda
bulunan glutamik asidin glisine déniisimu, NAD* ile kurulan hidrojen baglarinin
yok olmasina neden olmustur. Glisin amino asidinin hidrofilik yapida olmasi ile
NADP+nin  2’-fosfat grubu ile etkilesimde bulunmasini engelledigi
diisiiniilmektedir. Yapilan ¢alismalar sonucu elde edilen veriler N184R ve N184H
mutasyonlarinin enzim aktivitesini ve kararliligini etkileyerek azalttigi; hedef disi
mutasyonlar olan D123A ve E198G degisimlerinin ise enzim aktivitesini ve
kararlihgin direkt etkileyerek aktivite goriilmesini engelledigi goriilmiistiir. ileriki
calismalarda daha fazla mutant taranmasi, ikinci tur bélge doygunluk mutasyonu
uygulamasi ve koenzim spesifitesi icin 6nemli oldugu bilinen farkli residulara
bolge doygunluk mutasyonu uygulanarak, NADP* spesifitesi icin onemli bir

potansiyele sahip olan GhFDH enziminin koenzim tanima aralig1 genisletilebilir.
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A

DNA DiZi ANALIZi VE CLUSTAL OMEGA

A.1 N184N Niikleotid Degisimi Dizi Analizi:

ATTAAGGAAATTAACTATGAAACATCACCATCACCATCACCATATGCAAATGATTGTT
GGGGTGTTTTACAAGGCCAACGAGTACTTTACGAAGAATCCCAACTTTGTTGGTTGTGT
GGAGGGAGCCTTGGGGTTGCGCCCATGGCTGGAATCACAGGGGCATCAGTATATTGTTA
CCGACGACAAAGAAGGACCGGACTGCGAACTTGAAAAGCATATCCCTGATCTCCATGTG
CTCATATCGACCCCATTCCACCCGGCTTACGTTACGGCTGAGAGGATCAAGAAAGCCAA
AAACTTGCAACTGCTTCTCACAGCAGGGATTGGCTCCGATCATGTTGATCTTAAGGCAG
CTGCAGAAGCTGGTTTGACTGTTGCTGAAGTTACTGGGAGCAATGTCGTCTCGGTTGCT
GAGGACGAGCTAATGAGGATTCTTATTCTTGTTCGGAATTTCGTACCTGGTTATCATCA
AGTTATTACTGGAGATTGGAATGTTGCAGGCATTGCTTATAGAGCTTATGATCTCGAA
GGGAAGACAGTTGGAACTATAGGTGCTGGCCGTATCGGCAAGCTCTTACTCCAGCGATT
GAAACCATTCAATTGTAATCTCCTATATCATGATCGAGTCAAGATAGATCCAGAATTG
GAGAAACAGACCGGAGCTAAATTCGAGGAGGATCTTGATGCAATGCTTCCAAAATGTG
ACATTATTGTCATAAATATGCCTCTAACTGAGAAGACAAGAGGGATGTTTGACAAAGA
TCGGATCGCGAAGATGAAGAAGGGAGTCCTGATTGTTAACAATGCTCGAGGAGCGATC
ATGGATACTCAAGCTGTTGCTGATGCTTGTTCAAGTGGACACATTGCAGGTTACAGTGG
AGATGTTTGGTACCCGCAACCTGCTCCGAAGGACCATCCATGGCGTTACATGCCGAATC
AAGCTATGACTCCTCATATTTCTGGTACCACCATTGATGCACAATAGCGATACACTGCC
GGAATCAGGATAGGCTTGAAAGGTACTTCATAGGTGCAGAATTTCCTG
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N184N Niikleotid Degisimi:

XM 016894382.1
GhFDHA.-pQE-FP

XM 16894382.1
GhFDH4-pQE-FP

XM _016894382.1
GhFDH4-pQE-FP

XM 016894382.1
GhFDH4-pQE-FP

X 016894382.1
GhFDHA.-pQE-FP

XM 916894382.1
GhFDH4-pQE-FP

XM 016894382.1
GhFDH4-pQE-FP

XM 016894382.1
GhFDHA.-pQE-FP

XM 0168943821
GhFDHA.-pQE-FP

XM _016894382.1
GhFDH4-pQE-FP

XM 816894382.1
GhFDH4-pQE-FP

CAAAGCAATTGCCAATTCTGGGTCATCCTCTCTTCTTACCAGACAACTCCATGCTTCTCC
..................... ATTAAGGAAATTAACTATGAAACATCACCATCACCATCA

W * s 3 wOENE R MR NN Foxk

AGGGAGCAAAAAGATTGTTGGGGTGTTTTACAAGGCCAACGAGTACTTTACGAAGAATCC
CCATATGCAAATGATTGTTGGGGTGTTTTACAAGGCCAACGAGTACTTTACGAAGAATCC

o R R IAC R0 R R S8 R TR B R T R R TR TR o o o B DG D DA DA 28 SR R R 8 8 o o0 b ok o o ok e e ke

CAACTTTGTTGETTGTGTGRAGGGAGCCTTGGGGTTGCGCCCATGGCTGGAATCACAGGG
CAACTTTGTTGETTGTGTGRAGGGRAGCCTTGGGRTTGCGCCCATGRCTGGAATCACAGGG

0030 6D KR0S D 00 D R R O 6K R D6 R A D D 0 R G R R R DR K

GCATCAGTATATTGTTACCGACGACAAAGAAGGACCGGACTGCGAACTTGAAAAGCATAT
GCATCAGTATATTGTTACCGACGACAAAGAAGGACCGLACTGCGAACTTGAAAAGCATAT

R et s ks Ll s e s  E R LR s s s R s

CCCTGATCTCCATGTGCTCATATCGACCCCATTCCACCCGGETTACGTTACGGCTGAGAG
CCCTGATCTCCATGTGCTCATATCGACCCCATTCCACCCGGLTTACGTTACGGCTGAGAG

b o s o o o o o o ol o o R R B ool kol b o ol ol o o R RO K 8RR R ke

GATCAAGAAAGCCAAMAACTTGCAACTGCTTCTCACAGCAGGGATTGLCTCCGATCATGT
GATCAAGAAAGCCAAMAACTTGCAACTGCTTCTCACAGCAGGGATTGGCTCCGATCATGT

0030 6D D200 T BT D 00 D R R O D6 KR D6 R A D D 0 R G R R R DR R

TGATCTTAAGGCAGCTGCAGAAGCTGGET TTGACTGT TGCTGAAGT TACTGGGAGCAATGT
TGATCTTAAGGCAGCTGCAGAAGCTGRTTTGACTGT TGCTGAAGT TACTGGGAGCAATGT

T4 A DHC OB R DB T BT 0 T R R RO R R BB TR B R 4 R D 0 R R R SRR DR R

CETCTCRGTTACTGAGGACGAGCTAATGAGGATTCTTATTCTTGTTCGGAATTTCGTACC
CGTCTCGGTTGCTGAGGACGAGCTAATGAGGATTCTTATTCTTGTTCGGAATTTCGTACC

00 b K b e R kb e b ok bl ol ol R N R e

TGGTTATCATCAAGTTATTACTGGAGAT TGGAATGT TGCAGGCATTGCTTATAGAGCTTA
TGGTTATCATCAAGTTATTACTGGAGAT TGGAATGT TGCAGGCATTGCTTATAGAGCTTA

30k e o o o 2b o b 28 8 o 8 2 28 0 R 6 o o6 6o of o o ok o o o o 08 0 o i o 8 R oo oo ok ok o ok ke ok

TEATCTCGAAGGGAAGACAGTTGGRAACTATAGGTGCTGGCCGTATCGLCAAGCTCTTACT
TGATCTCGAAGGGAAGACAGTTGGAACTATAGGTGCTGGCCGTATCGLCAAGCTCTTACT

0030 6D KR0S D 00 D R R O 6K R D6 R A D D 0 R G R R R DR K

CCAGCGATTGAAGCCATTCAACTGTAATCTCCTATATCATGATCGAGTCAAGATAGATCC
CCAGCGATTGAAACCATTCAATTGTAATCTCCTATATCATGATCGAGTCAAGATAGATCC

T4 DR OB OB BB RO ORCONCRCIN MR RN DR OHC RO DR OB B R B R R D R 0 R R R R DR RO DR R

Sekil A.1 N184N ntikleotid degisimi
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3ee
39

368
99

420
159

486
219

548
279

bae
339

668
399

728
459

788
519

548
579

988
639



XM 816894382.1
GhFDH4-pQE-FP

XM 816894382.1
GhFDH4-pQE - FP

XM_016894382. 1
GhFDH4-pQE-FP

XM _816894382.1
GhFDHA4-pQE-FP

XM ©16894382.1
GhFDH4-pQE-FP

XM 916894382.1
GhFDH4-pQE - FP

XM_016894382. 1
GhFDH4-pQE-FP

XM_016894382. 1
GhFDH4-pQE-FP

AGAATTGGAGAAACAGACCGGAGCTAAATTCGAGGAGGATCTTGATGCAATGCTTCCAAA
AGAATTGGAGAAACAGACCAGAGCTAAATTCGAGGAGGATCTTGATGCAATGCTTCCAAA

o o b o o o o b o o R 8 R b ok ok ol ok o ko ok o o ol o ool i 6 ok o ok ok ok ok ok ke ok

ATGTGACATTATTGTCATAAATATGCCTCTAACTGAGAAGACAAGAGGGATGTTTGACAA
ATGTGACATTATTGTCATAAATATGCCTCTAACTGAGAAGACAAGAGGGATGTTTGACAA

4 B R TR D0 D DR DR R K B K R R R K R D L DA RO R R

AGATCGGATCGCGAAGATGAAGAAGGGAGTCCTGAT TGTTAACAATGCTCGAGGAGCGAT
AGATCGGATCGCGAAGATGAAGAAGGGAGTCCTGATTGTTAACAATGCTCGAGGAGCGAT

0SB R DR A DA DA R R TR R OB B R SR KR SR04 R A DR DA O R R R R R R K K K

CATGGATACTCAAGCTGTTGCTGATGCTTGTTCAAGTGGACACATTGCAGGTTACAGTGG
CATGGATACTCAAGCTGTTGCTGATGCTTGTTCAAGTGGACACATTGCAGGTTACAGTGG

0 B D D D D BT BT I W W W W W O O O O O DR D0 D0 D T T T W W W W R R R

AGATGTTTGGTACCCGCAACCTGCTCCGAAGGACCATCCATGGCGTTACATGCCARATCA
AGATGTTTGGTACCCGCAACCTGCTCCGAAGGACCATCCATGGCGTTACATGCCGAATCA

o o b o o o o b o o 6 R 8 O o ok ok ok ol oo ko ko ol o ol e R R R R R RO R R Rk R okoek

AGCTATGACTCCTCATATTTCTGGTACCACCATTGATGCGCAGTTGCGATACGCTGCCGE
AGCTATGACTCCTCATATTTCTGGTACCACCATTGATGCACAATAGCGATACACTGCCGG

0 TR TR R O R RO RO RO O R R R W MORORRORONR RO OOk

AGTCAAGGATATGCTTGAGAGGTACTTCAAAGGTGAAGACTTTCCTGAACAGAACTACAT
AATCAGGA- TﬂGGETTGAAAGGTﬂCTTCﬁTﬂGGTGCAGﬂATTTCCTG —————————————

¥ OEENR K WO CRCRCEREN OMRMRCKRORRORE  RNONNN RN RN

TGTCARAGCAGGTGAGCTCGCTCCTCAATACCGATGATTTCGTGGTTTCTTCGTCCATGA

Sekil A.1 (devami) N184N niikleotid degisimi

A.2 N184R Niikleotid Degisimi Dizi Analizi:

70

968
699

1826
759

1880
819

1148
879

1266
939

1268
999

1328
1845

1388
1845

CATAAAGGAAATTAACTATGAAACATCACCATCACCATCACCATATGCAAATGATTGT
TGGGGTGTTTTACAAGGCCAACGAGTACTTTACGAAGAATCCCAACTTTGTTGGTTGTG
TGGAGGGAGCCTTGGGGTTGCGCCCATGGCTGGAATCACAGGGGCATCAGTATATTGTT
ACCGACGACAAAGAAGGACCGGACTGCGAACTTGAAAAGCATATCCCTGATCTCCATGT
GCTCATATCGACCCCATTCCACCCGGCTTACGTTACGGCTGAGAGGATCAAGAAAGCCA
AAAACTTGCAACTGCTTCTCACAGCAGGGATTGGCTCCGATCATGTTGATCTTAAGGCA
GCTGCAGAAGCTGGTTTGACTGTTGCTGAAGTTACTGGGAGCAATGTCGTCTCGGTTGC
TGAGGACGAGCTAATGAGGATTCTTATTCTTGTTCGGAATTTCGTACCTGGTTATCATC
AAGTTATTACTGGAGATTGGAATGTTGCAGGCATTGCTTATAGAGCTTATGATCTCGA
AGGGAAGACAGTTGGAACTATAGGTGCTGGCCGTATCGGCAAGCTCTTACTCCAGCGAT
TGAAACCATTCAGGTGTAATCTCCTATATCATGATCGAGTCAAGATAGATCCAGAATT
GGAGAAACAGACCGGAGCTAAATTCGAGGAGGATCTTGATGCAATGCTTCCAAAATGT



GACATTATTGTCATAAATATGCCTCTAACTGAGAAGACAAGAGGGATGTTTGACAAAG
ATCGGATCGCGAAGATGAAGAAGGGAGTCCTGATTGTTAACAATGCTCGAGGAGCGAT
CATGGATACTCAAGCTGTTGCTGATGCTTGTTCAAGTGGACACATTGCAGGTTACAGTG
GAGATGTTTGGTACCCGCAACCTGCTCCGAAGGACCATCCATGGCGTTACATGCCAAAT
CAAGCTATGACTCCTCATATTTCTGGTACCACCATTGATGCGCAGTTGCGATACGCTGC
CGGAATCAAGGATATGCTTGAGAGGTACTTCAAAGGTGAAAACTTTCCTGAACAGAAC
TACATTGTCATAGCAGGTGAGCTCGCTTCTCAATACCGATGATTTCTTGGTTTTCTTCA
TCCAA

N184R Niikleotid Degisimi:

AM_816894382.1 CAAAGCAATTGCCAATTCTGGGTCATCCTCTCTTCTTACCAGACAACTCCATGCTTCTCC 3ee
GhFDH2-26-pQE-FP - ---mmmmmmmm oo CATﬁAﬂGGﬂﬁﬂTTﬂﬁETﬁTGﬁﬁACﬁTCﬂCCATCACCﬂTCﬂ 48
W m MK R KKK
AM_816894382.1 AGGGAGCAAAAAGATTGTTEGGGGETGTTT TACAAGGCCAACGAGTACTTTACGAAGAATCC 36
GhFDH2-26-pQE-FP CCﬂTﬂTGCﬂﬂﬂTGﬁTTGTTGGGGTGTTTTﬂCﬂﬁGGEEﬂﬁCGﬁGTﬁCTTTﬂCGﬂAGﬂﬂTCC 1ee
RO RO RO RO D0 BB R0 B0 R0 DR R R0 DR B0 B0 DB 0 D0 W0 D D D D0 D0 DO O O DR DR DR DR RO DR DR OB R DR B0 R B0 DR DR R R R
AM_816894382.1 CAACTTTGTTGGTTGTGTGEAGGGAGCCTTGGGGTTGCGCCCATGGCTGGAATCACAGGG 42
GhFDH2-26-pQE-FP CAACTTTGTTGGTTGTGTGGAGGGAGCCTTGGEGTTGCGCCCATGGCTGGAATCACAGGG 168
o sh o s o sk o B R R o R R R o o R SR SR o o K ok K R K K
AM_816894382.1 GCATCAGTATATTGTTACCGACGACAAAGAAGGACCGGACTGCGAACTTGAAAAGCATAT 48
GhFDH2-26-pQE-FP GCATCAGTATATTGTTACCGACGACAAAGAAGGACCGGACTGCGAACTTGAAAAGCATAT 220
o sh o s o sk o B R R o R R R o o R SR SR o o K ok K R K K
AM_816894382.1 CCCTGATCTCCATGTGCTCATATCGACCCCATTCCACCCGACTTACGTTACGGCTGAGAG 54
GhFDH2-26-pQE-FP CCCTGATCTCCATGTGCTCATATCGACCCCATTCCACCCGGCTTACGTTACGGCTGAGAG 280
o sh o s o sk o B R R o R R R o o R SR SR o o K ok K R K K
AM_816894382.1 GATCAAGAAAGCCAAAAACTTGCAACTGCTTCTCACAGCAGGGATTGGCTCCGATCATGT oge
GhFDH2-26-pQE-FP GATCAAGAAAGCCAAAAACTTGCAACTGCTTCTCACAGCAGGGATTGGCTCCGATCATGT 348
o sh o s o sk o B R R o R R R o o R SR SR o o K ok K R K K
XM_816894382.1 TGATCTTAAGGCAGCTGCAGAAGCTGGTTTGACTGTTGCTGAAGTTACTGGGAGCAATGT o6&
GhFDH2-26-pQE-FP TGATCTTAAGGCAGCTGCAGAAGCTGGTTTGACTGTTGCTGAAGTTACTGGGAGCAATGT 4086
o sh o s o sk o B R R o R R R o o R SR SR o o K ok K R K K
XM_816894382.1 COTCTCGGTTGCTGAGGACGAGCTAATGAGGATTCTTATTCTTGTTCGGAATTTCGTACC 720
GhFDH2-26-pQE-FP CGTCTCGGTTGCTGAGGACGAGCTAATGAGGATTCTTATTCTTGTTCGGAATTTCGTACC 466
o sh o s o sk o B R R o R R R o o R SR SR o o K ok K R K K
XM_816894382.1 TGGTTATCATCAAGTTATTACTGGAGAT TGGAATGT TGCAGGCATTGCTTATAGAGCTTA 780
GhFDH2-26-pQE-FP TGGTTATCATCAAGTTATTACTGGAGAT TGGAATGTTGCAGGCATTGCTTATAGAGCTTA 528
o sh o s o sk o B R R o R R R o o R SR SR o o K ok K R K K
XM_816894382.1 TGATCTCGAAGGGAAGACAGT TGEAACTATAGGTGCTGGCCGTATCGGCAAGCTCTTACT 848
GhFDH2-26-pQE-FP TGATCTCGAAGGGAAGACAGT TGGAACTATAGGT GCTGGCCGTATCGGCAAGCTCTTACT 588
o sh o s o sk o B R R o R R R o o R SR SR o o K ok K R K K
XM_816894382.1 CCAGCGAT TGAAGCCATTCAACTGTAATCTCCTATATCATGATCGAGTCAAGATAGATCC See
GhFDH2-26-pQE-FP CCAGCGATTGAAACCATTCAGGTGTAATCTCCTATATCATGATCGAGTCAAGATAGATCC 648

S A TR T A T RO CHC OB D A M R 40 THC A DR THE DA THC DA 00 D80 DA R A0 8 HC N R THE M K A SR SHC T DA K

Sekil A.2 N184R niikleotid degisimi
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XM_816894332.1 AGAATTGGAGAAACAGACCGLAGCTAAATTCGAGGAGGATCTTGATGCAATGCTTCCAAA 9668
GhFDHZ-36-pQE-FP AGAAT TGGAGAAACAGACCGLAGCTAAAT TCGAGGAGGATCTTGATGCAATGCTTCCAAA 768
030D R A DA N R R 0 R R K R
XM_@16894382.1 ATGTGACATTATTGTCATAAATATGCCTCTAACT GAGAAGACAAGAGGGATGTTTGACAA 1028
GhFDH2-36-pQE-FP ATGTGACATTATTGTCATAAATATGCCTCTAACT GAGAAGACAAGAGGGATGTTTGACAA 768
S0 TS THE OB 4 JHC AT L T R A6 LR R TR B A 4 B 4 S T OB A DHC B 6T T R TR R TR B4R 4 T
XM_8165894332.1 AGATCGGATCGLGAAGATGAAGAAGGGAGTCCTGATTGTTAACAATGCTCGAGGAGCGAT 183
GhFDH2-36-pQE-FP AGATCGGATCGCGAAGATGAAGAAGGGAGTCCTGATTGTTAACAATGCTCGAGGAGCGAT 8208
HCTHC AR R D O 0 0 0 B D DR D R R DA T RO R R DHC B R R B0 D I 080 0 D RO SR O R
XM_216894282.1 CATGGATACTCAAGCTGTTGCTGATGCTTGT TCAAGTGGACACATTGCAGGTTACAGTGG 1148
GhFDH2-36-pQE-FP CATGGATACTCAAGCTGTTGCTGATGCTTGT TCAAGTGGACACATTGCAGGTTACAGTGG 880
S0 TS TR O oS R R LR R TR B 4 B 4 S T OB A DHC 0 T R R TR R 4R T
XM_816894332.1 AGATGTTTGGTACCCGCAACCTGCTCCGAAGGACCATCCATGGCGTTACATGCCAAATCA 126
GhFDH2-36-pQE-FP ﬂGﬂTGTTTGGTﬂEEEGCAACCTGCTCCGﬂﬂGGﬂCEﬂTEEﬂTGGCGTTﬂCﬂTGCCﬂﬂﬂTCﬂ 948
TR R DR D R D 8RR DR TR SR DR DR T R D D I R R RO R R R R
XM_816894282.1 AGCTATGACTCCTCATATTTCTGGTACCACCATTGATGCGCAGTTGCGATACGCTGCCGG 12608
GhFDH2-36-pQE-FP AGCTATGACTCCTCATATTTCTGGTACCACCATTGATGCGCAGTTGCGATACGCTGCCGG loea
34 b ke e b b b b e o o ok i e e sk 2k 2k 3k 2k 3k ol ke ok ke 3k ke ke ke ke she b e ke e e i 2 e o e 2 3 3k 3k ke 2k k3 3k sk ok ok ke kol deokokok
XM_216894382.1 AGTCAAGGATATGCTTGAGAGGTACT TCAAAGGT GAAGACTTTCCTGAACAGAACTACAT 1328
GhFDH2-36-pQE-FP AATCAAGGATATGCTTGAGAGGTACTTCAAAGGT GAAAACTTTCCTGAACAGAACTACAT 106
S S THC OB A S JHC DT AL T R 6L K TR OB HC R B B S TR OBC TR OB ORC DD T R TR R TR B4R T
XM_816894332.1 TETCAAAGCAGGTGAGCTCGCTCCTCAATACCGATGATTTCGTGGTTTCTTCGTCCATGA 133@
GhFDH2-36-pQE-FP TGTC#TﬂGCAGGTGAGCTCGCTTCTC&AT&CCG&TGATTTCTTGGTTTTCTTC&TCCﬂﬂ 1119
HHERE HEEEEREEEREBERER KRR R R R RS R R R R * *
XM_216894282.1 AAGAGAGT CCAAATGTGTTCGGTTGATAGT TAAACGTAGCTACTATTGAAATAATGTGAT 1448
GhFDH2-36-pQE-FP mmmmm oo 1119

Sekil A.2 (devami) N184R niikleotid degisimi

A.3 N184H Niikleotid Degisimi Dizi Analizi:

CCCGGGGTTTTTTATTGGGGCTTAAGGAAATTAACTATGAAACATCACCATCACCATCA
CCATATGCAAATGATTGTTGGGGTGTTTTACAAGGCCAACGAGTACTTTACGAAGAAT

CCCAACTTTGTTGGTTGTGTGGAGGGAGCCTTGGGGTTGCGCCCATGGCTGGAATCACA
GGGGCATCAGTATATTGTTACCGACGACAAAGAAGGACCGGACTGCGAACTTGAAAAG

CATATCCCTGATCTCCATGTGCTCATATCGACCCCATTCCACCCGGCTTACGTTACGGCT
GAGAGGATCAAGAAAGCCAAAAACTTGCAACTGCTTCTCACAGCAGGGATTGGCTCCGA
TCATGTTGATCTTAAGGCAGCTGCAGAAGCTGGTTTGACTGTTGCTGAAGTTACTGGGA
GCAATGTCGTCTCGGTTGCTGAGGACGAGCTAATGAGGATTCTTATTCTTGTTCGGAAT
TTCGTACCTGGTTATCATCAAGTTATTACTGGAGATTGGAATGTTGCAGGCATTGCTTA
TAGAGCTTATGATCTCGAAGGGAAGACAGTTGGAACTATAGGTGCTGGCCGTATCGGC

AAGCTCTTACTCCAGCGATTGAAACCATTCCATTGTAATCTCCTATATCATGATCGAGT
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CAAGATAGATCCAGAATTGGAGAAACAGACCGGAGCTAAATTCGAGGAGGATCTTGAT
GCAATGCTTCCAAAATGTGACATTATTGTCATAAATATGCCTCTAACTGAGAAGACAA
GAGGGATGTTTGACAAAGATCGGATCGCGAAGATGAAGAAGGGAGTCCTGATTGTTAA
CAATGCTCGAGGAGCGATCATGGATACTCAAGCTGTTGCTGATGCTTGTTCAAGTGGAC
ACATTGCAGGTTACAGTGGAGATGTTTGGTACCCGCAACCTGCTCCGAAGGACCATCCA
TGGCGTTACATGCCAAATCAAGCTATGACTCCTCATATTTCTGGGACCACAATTGAAGC
GCAGATGCCATACGCTGCCGGAATCCAGGAAATGCTTGAGAGGGACTT

N184H Niikleotid Degisimi:

XM_916894382.1 CAAAGCAATTGCCAATTCTGGGTCATCCTCTCTTCTTACCAGACAACTCCATGCTTCTCC 3ee
GhFDH2 -68-pQE-FP —CCCGGGGTTTTTT&TTGGGGCTT&AGGﬂﬂﬂTTﬂﬂETﬂTGﬂAACﬂTCACCﬂTC&CCﬂTCﬂ 59
B R EE Rk wom o moEm M MORORN
XM_916894382.1 AGGGAGCAAAMAGATTGTTGGGGTGT TT TACAAGGCCAACGAGTACTTTACGAAGAATCC 368
GhFDH2 - 68-pQE-FP CCﬂTATGCﬂAﬁTGATTGTTGGGGTGTTTTACﬂﬂGGCCAACGAGTACTTTACGAAGﬂﬂTCC 119
R DO DR DR R TR0 R0 RO RO R R B OB DR R D0 DB B DR DR DRC D D O D0 D DR D DG DG 0 R0 W DR DR R OB DR R DR R0 B R0 DB DR DB 0 R0
XM_916894382.1 CAACTTTGTTGGTTGTGTGGAGGGAGCCT TGGGGTTGLGCCCATGGCTGEAATCACAGGG 428
GhFDH2-68-pQE-FP CAACTTTGTTGGTTGTGTGGAGGGAGCCT TGGGGTTGLGCCCATGGCTGEAATCACAGGG 179
s s o s b e o o SBCSHo S  HER oh H HR  HR  h SH HSHH H RR K HK SH R  HR R  k
KM_916894382.1 GCATCAGTATATTGTTACCGACGACAAAGAAGGACCGRACTGCGAACT TGAAAAGCATAT 480
GhFDH2-68-pQE-FP GCATCAGTATATTGTTACCGACGACAAAGAAGGACCGRACTGCGAACT TGAAAAGCATAT 239
s s o s b e o o SBCSHo S  HER oh H HR  HR  h SH HSHH H RR K HK SH R  HR R  k
¥M_91e894382.1 CCCTGATCTCCATATGCTCATATCGACCCCATTCCACCCRGCTTACGTTACGGCTGAGAG 54a
GhFDH2-68-pQE-FP CCCTGATCTCCATGTGCTCATATCGACCCCATTCCACCCGGCTTACGTTACGGCTGAGAG 299
s s o s b e o o SBCSHo S  HER oh H HR  HR  h SH HSHH H RR K HK SH R  HR R  k
¥M_91e894382.1 GATCAAGAAAGCCAAAAACTTGCAACTGCTTCTCACAGCAGGGATTGGCTCCGATCATGT (505]
GhFDH2-68-pQE-FP GATCAAGAAAGCCAAMAACTTGCAACTGCTTCTCACAGCAGGGATTGGCTCCGATCATGT 359
3 3 R 0 0 O B R R0 S S R o KR R R
¥M_916894382.1 TGATCTTAAGGCAGCTGCAGAAGCTGGTTTGACTGTTGCTGAAGT TACTGLGAGCAATGT 668
GhFDH2-68-pQE-FP TGATCTTAAGGCAGCTGCAGAAGCTGGTTTGACTGTTGCTGAAGT TACTGGGAGCAATGT 419
B R e L D E R L e
¥M_916894382.1 CETCTCGRGTTRCTEAGGACGAGCTAATGAGGATTCTTATTCTTGTTCGGAATTTCGTACC 728
GhFDH2-68-pQE-FP CGTCTCGGTTGCTGAGGACGAGCTAATGAGGATTCTTATTCTTGTTCGGAATTTCGTACC 479
s s o s b e o o SBCSHo S  HER oh H HR  HR  h SH HSHH H RR K HK SH R  HR R  k
XM_916894382.1 TGGETTATCATCAAGTTATTACTGGAGAT TGGAATGTTGCAGGCATTGCTTATAGAGCTTA 788
GhFDH2-68-pQE-FP TGGETTATCATCAAGTTATTACTGGAGAT TGGAATGTTGCAGGCATTGCTTATAGAGCTTA 539
s s o s b e o o SBCSHo S  HER oh H HR  HR  h SH HSHH H RR K HK SH R  HR R  k
XM_916894382.1 TGATCTCGAAGGGAAGACAGT TGGAACTATAGGTGCTGGCCGTATCGGCAAGCTCTTACT 848
GhFDH2 -68-pQE-FP TGATCTCGAAGGGAAGACAGT TGGAACTATAGGTGCTGGCCGTATCGGCAAGCTCTTACT 599
s s o s b e o o SBCSHo S  HER oh H HR  HR  h SH HSHH H RR K HK SH R  HR R  k
XM_916894382.1 CCAGCGATTGAAGCCATTCAACTGTAATCTCCTATATCATGATCGAGTCAAGATAGATCC See
GhFDH2 - 68-pQE-FP CCAGCGATTGARACCATTCCATTGTAATCTCCTATATCATGATCGAGTCAAGATAGATCC 659

K RN CR R RORCRORC RORCROMOMOR BN B R R D6 OB R0 OB R 8 880 060 080 D8 0 0B R T 60 TR R R K B DR O 80 8 K e ke

Sekil A.3 N184H niikleotid degisimi
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XM_816894382.1 ATGTGACATTATTGTCATAAATATGCCTCTAACT GAGAAGACAAGAGGGATGTTTGACAA 1828
GhFDH2-6@-pQE-FP ATGTGACATTATTGTCATAAATATGCCTCTAACT GAGAAGACAAGAGGGATGTTTGACAA 779
e o b b s o o o 8 8 80 80 8 R b B o o o b ool o8 ol o R R oo o T ke b e ke
XM_916894382.1 AGATCGGATCGCGAAGATGAAGAAGGGAGTCCTGATTGTTAACAATGCTCGAGGAGCGAT lase
GhFDHZ2-68-pQE-FP AGATCGGATCGCGAAGATGAAGAAGGGAGTCCTGATTGTTAACAATGCTCGAGGAGCGAT 839
0 T T D D D80 80 AR G B D T D 0 R R R R TR
XM_916894382.1 CATGGATACTCAAGCTGTTGCTGATGCT TGTTCAAGTGGACACATTGCAGGTTACAGTGG 1148
GhFDHZ -68-pQE-FP CATGGATACTCAAGCTGTTGCTGATGCT TGTTCAAGTGGACACATTGCAGGTTACAGTGG 399
B e e s ey
XM_916894382.1 AGATGTTTGGTACCCGCAACCTGCTCCGAAGGACCATCCATGRCGTTACATGCCARATCA 1268
GhFDHZ -68-pQE-FP AGATGTTTGGTACCCGCAACCTGCTCCGAAGGACCATCCATGGCGTTACATGCCAAATCA 959
0 B0 B TR D B B D O D DR D D D R W W DR O D0 B0 TR D B0 B D0 D B0 D O D DR D T D R 8 W R D O OB OB DR O O R DR D R R
XM _816894382.1 AGCTATGACTCCTCATATTTCTGGTACCACCATTGATGCGLAGTTGCGATACGCTGCCGG 1268
GhFDHZ-68-pQE-FP AGCTATGACTCCTCATATTTCTGGGACCACAATTGAAGCGCAGATGCCATACGCTGCCGG 1a19
R DR B TR DB R B DD DR DR D D DR DR DR DR DR ORC RO DR B0 R R DROORC RO RO TR RO RO DR ORODR  RCDRCDRCORCRCDN RO R RO DR R R AR OR R K
XM_816894382.1 AGTCAAGGATATGCTTGAGAGGTACT TCAAAGGT GAAGACT TTCCTGAACAGAACTACAT 1328
GhFDH2-6@-pQE-FP AATCCAGGAAATGCTTRAGAGGGACTT - - - - - - - e 1846

AR choooRoR ook ROR RN RN NOE MR K

Sekil A.3 (devami) N184H niikleotid degisimi

A.4 D123A Niikleotid Degisimi Dizi Analizi:

ACTAAAGGAAATTAACTATGAAACATCACCATCACCATCACCATATGCAAATGATTGT
TGGGGTGTTTTACAAGGCCAACGAGTACTTTACGAAGAATCCCAACTTTGTTGGTTGTG
TGGAGGGAGCCTTGGGGTTGCGCCCATGGCTGGAATCACAGGGGCATCAGTATATTGTT
ACCGACGACAAAGAAGGACCGGACTGCGAACTTGAAAAGCATATCCCTGATCTCCATGT
GCTCATATCGACCCCATTCCACCCGGCTTACGTTACGGCTGAGAGGATCAAGAAAGCCA
AAAACTTGCAACTGCTTCTCACAGCAGGGATTGGCTCCGATCATGTTGATCTTAAGGCA
GCTGCAGAAGCTGGTTTGACTGTTGCTGAAGTTACTGGGAGCAATGTCGTCTCGGTTGC
TGAGGCCGAGCTAATGAGGATTCTTATTCTTGTTCGGAATTTCGTACCTGGTTATCATC
AAGTTATTACTGGAGATTGGAATGTTGCAGGCATTGCTTATAGAGCTTATGATCTCGA
AGGGAAGACAGTTGGAACTATAGGTGCTGGCCGTATCGGCAAGCTCTTACTCCAGCGAT
TGAAACCATTCAACTGTAATCTCCTATATCATGATCGAGTCAAGATAGATCCAGAATTG
GAGAAACAGACCGGAGCTAAATTCGAGGAGGATCTTGATGCAATGCTTCCAAAATGTG
ACATTATTGTCATAAATATGCCTCTAACTGAGAAGACAAGAGGGATGTTTGACAAAGA
TCGGATCGCGAAGATGAAGAAGGGAGTCCTGATTGTTAACAATGCTCGAGGAGCGATC
ATGGATACTCAAGCTGTTGCTGATGCTTGTTCAAGTGGACACATTGCAGGTTACAGTGG

74



AGATGTTTGGTACCCGCAACCTGCTCCGAAGGACCATCCATGGCGTTACATGCCAAATC
AAGCTATGACTCCTCATATTTCTGGTACCACCATTGATGCGCAGTTGCGATACGCTGCC
GGAGTCAAGGATATGCTTGAGAGGTACTTCAAAGGTGAAGACTTTCCTGAACAGAACT
ACATTGTCAAAGCAGGTGAGCTCGCTCCTCAATACCGATGATTTCGTGGTTTCTTCGTC
CATGAAAGAAAATCCAAATGGGTTCGGTTGGTAGTTAAACGTAGCTACTATTGAAAAT
AATGGTGATGTTTAGTATGTTGCAAATAAAGGGGCCATCTAAATTGGGGCTTTGAACT
TGATGTAAGCTTAATTTAGCTGAACC

D123A Niikleotid Degisimi:

XM_0916894382.1 CAMAGCAATTGCCAATTCTGGGTCATCCTCTCTTCTTACCAGACAACTCCATGCTTCTCC 300

GhFDHAG-pQE-FP  —omoooommooooo ACTAAAGGAAATTAACTATGAAACATCACCATCACCATCA 49
* %k * moE om moEE R REEK #*

XM_0916894382.1 AGGGAGCAAMMAGATTGTTGGGGTGTTTTACAAGGC CAACGAGTACTTTACGAAGAATCC 360

GhFDH46-pQE -FP CCATATGCAMATGATTGTTGGGGTGTTTTACAAGGCCAACGAGTACTTTACGAAGAATCC 100
* BB RC DG DR 0 DR DR D0 0 DB DR OB TR DR OB B JRC DB 0 R B0 TR DR B0 D0 D 0 D DG D0 D0 R D80 THC R D0 DR R R TR OB B TR R R R R N

XM_0916894382.1 CAACTTTGTTGETTGTGTGGAGGEAGCCTTGGGETTGCGCCCATGECTGGAATCACAGGE 420

GhFDH46 - pQE - FP CAACTTTGTTGETTGTGTGGAGGEAGCCTTGGGETTGCGCCCATGECTGGAATCACAGGE 160
26 3 0 0 2 6 6 3R B 2 0 8 8 DC D80 0 HC 2 0 B0 R B OB O 4 0 260 36 0 0 DR D 6 3p 28 2 i i 8 2 D 6 0 R0 8 28 0 O O ok ok ok e e ol ok

XM_0916894382.1 GCATCAGTATATTGTTACCGACGACAAAGAAGGACCGGACTGCGAACTTGAAMAGCATAT 430

GhFDH46 - pQE - FP GCATCAGTATATTGTTACCGACGACAAAGAAGGACCGGACTGCGAACTTGAAMAGCATAT 220
26 3 0 0 2 6 6 3R B 2 0 8 8 DC D80 0 HC 2 0 B0 R B OB O 4 0 260 36 0 0 DR D 6 3p 28 2 i i 8 2 D 6 0 R0 8 28 0 O O ok ok ok e e ol ok

XM_0916894382.1 CCCTGATCTCCATGTGCTCATATCGACCCCATTCCACCCGGETTACGTTACGECTGAGAG 548

GhFDH46 - pQE - FP CCCTGATCTCCATGTGCTCATATCGACCCCATTCCACCCGGETTACGTTACGECTGAGAG 280
26 3 0 0 2 6 6 3R B 2 0 8 8 DC D80 0 HC 2 0 B0 R B OB O 4 0 260 36 0 0 DR D 6 3p 28 2 i i 8 2 D 6 0 R0 8 28 0 O O ok ok ok e e ol ok

XM_0916894382.1 GATCAAGAAAGC CAAMAACTTGCAACTGCTTCTCACAGCAGGGATTGGC TCCGATCATGT 600

GhFDHA6 - pQE - FP GATCAAGAAAGC CAAMAACTTGCAACTGCTTCTCACAGCAGGGATTGGC TCCGATCATGT 340
L R s S e s

XM_916894382.1 TGATCTTAAGGCAGC TGCAGAAGCTGGTTTGACTGT TGCTGAAGTTACTGEGAGCAATGT 660

GhFDH46-pQE-FP TGATCTTAAGGCAGC TGCAGAAGCTGGTTTGACTGT TGCTGAAGTTACTGEGAGCAATGT 400
80 OB D THC OB DHC OB DR DD DD AC D DR D W DO DR O 6K D6 OB D OBC D00 JHC B0 D4 DB D DD DD D DR D DR DR R DR RO RO D0 OB D R

XM_916894382.1 CGTCTCGGTTGCTGAGGACGAGC TAATGAGGATTCTTATTCTTGTTCGGAATTTCGTACC 720

GhFDH46-pQE -FP CGTCTCGGTTGCTGAGGCCGAGCTAATGAGGATTCTTATTCTTGTTCGGAATTTCGTACC 460
40 o T T R G R R G R R K 6 K 6 T o6 O 26 28 0l o o R R R R R R R R R ok ok Rk

XM_016894382.1 TGGTTATCATCAAGTTATTACTGGAGAT TGGAATGT TGCAGGCATTGCTTATAGAGCTTA 780

GhFDHA6 - pQE - FP TGGTTATCATCAAGTTATTACTGGAGAT TGGAATGT TGCAGGCATTGCTTATAGAGCTTA 520
She 3h0 3 S0 R o o R SR DB DG JRC D80 B0 JHC B0 B0 K 0 0S8 T80 K SH 6 K0 THC 3R 380 980 380 o o 8 08 I8 D8 J8C D80 T8 SHC TR R0 0B K 3K K o O K SR BOR R

XM_016894382.1 TGATCTCGAAGGGAAGACAGTTGGAACTATAGGTGC TGGCCGTATCGGCAAGCTCTTACT 840

GhFDHA6-pQE-FP TGATCTCGAAGGGAAGACAGTTGGAACTATAGGTGC TGGCCGTATCGGCAAGCTCTTACT 580
26 3 0 0 2 6 6 3R B 2 0 8 8 DC D80 0 HC 2 0 B0 R B OB O 4 0 260 36 0 0 DR D 6 3p 28 2 i i 8 2 D 6 0 R0 8 28 0 O O ok ok ok e e ol ok

XM_016894382.1 CCAGCGATTGAAGCCATTCAACTGTAATCTCCTATATCATGATCGAGTCAAGATAGATCC 900

GhFDH46-pQE-FP CCAGCGATTGAAACCATTCAACTGTAATCTCCTATATCATGATCGAGTCAAGATAGATCC 640

40 0 6 DR K KK BB 8 80 B0 60 TR R T R R 6 D6 R R 80 980 8 B 0 280 26 R R 380 280 80 80 00 080 D8 6 JHC 8 R0 R K8 06 R R 8 8 K

Sekil A.4 D123A niikleotid degisimi

75



AM_916894382.1 AGAATTGGAGAAACAGACCGGAGCTAAATTCGAGGAGGATCTTGATGCAATGCTTCCAAL 968
GhFDH46-pQE-FP AGAATTGGAGAAACAGACCGGAGCTAAATTCGAGGAGGATCTTGATGCAATGCTTCCAAL 788
S8 4 0 R Dl W 0 28 B DM B D40 R4 DR e D4 e e 4 DD 0l 0 0 R0 80 800 R R R DR ke
AM_9168943382.1 ATGTGACATTATTGTCATAAATATGCCTCTAACTGAGAAGACAAGAGGGATGTTTGACAA 18208
GhFDH46-pQE-FP ATGTGACATTATTGTCATAAATATGCCTCTAACTGAGAAGACAAGAGGGATGTTTGACAA 768
S0 0 0 Dl 0 0 20 DM B M R4 DR M e D D 0l D 0 0 8 0 R R R R ke
XM_916894382.1 AGATCGGATCGCGAAGATGAAGAAGGGAGTCCTGATTGTTAACAATGCTCGAGGAGCGAT 1880
GhFDHAG-pQE-FP AGATCGGATCGCGAAGATGAAGAAGGGAGTCCTGATTGTTAACAATGCTCGAGGAGCGAT 820
S0 0 0 Dl 0 0 20 DM B M R4 DR M e D D 0l D 0 0 8 0 R R R R ke
XM_916894382.1 CATGGATACTCAAGCTGTTGCTGATGCTTGT TCAAGTGGACACATTGCAGGTTACAGTGG 1148
GhFDHAG-pQE-FP CATGGATACTCAAGCTGTTGCTGATGCTTGT TCAAGTGGACACATTGCAGGTTACAGTGG 8380
bR 2 e s B R L EE L ER S SIS Sttt LSRRt
XM_916894382.1 AGATGTTTGGTACCCGCAACCTGCTCCGAAGGACCATCCATGGCGTTACATGCCAAATCA 1280
GhFDH46-pQE-FP AGATGTTTGGTACCCGCAACCTGCTCCGAAGGACCATCCATGGCGTTACATGCCAAATCA 24
T S T4 B 4 0 TS THE AT T D6 DT ST S T A SHCSHL SR ST B 4 4L 4 S SRS OB 4 4 060061 L0 90 A 4R R
AM_816894382.1 AGCTATGACTCCTCATATTTCTGGTACCACCATTGATGCGCAGTTGCGATACGCTGCCGG 1268
GhFDH46-pQE-FP AGCTATGACTCCTCATATTTCTGGTACCACCATTGATGCGCAGTTGCGATACGCTGCCGG loee
b sk b obe ofe b o 3 sh ohe B e v o oo R e s o ok o o o b e o Sk obe b o b B s s sl ok e ke s b 2 b of bR T ok ok ok b ke
AM_816894382.1 AGTCAAGGATATGCTTGAGAGGTACTTCAAAGGTGAAGACTTTCCTGAACAGAACTACAT 1328
GhFDH46-pQE-FP AGTCAAGGATATGCTTGAGAGGTACTTCAAAGGTGAAGACTTTCCTGAACAGAACTACAT 1868
o6 ok ke e o oo ok s o8 ol R R o8 o R i ok ok o ok ok o o R K Tk s o ke ke sk s o ok o o ok o ol o ok o o o ok o ok ok sk ok ok ok ok k ok
AM_@16894382.1 TETCAAAGCAGGTGAGCTCGCTCCTCAATACCGATGATTTCGTGGTTTCTTCGTCCATGA 1338
GhFDH46-pQE-FP TETCAAAGCAGGTGAGCTCGCTCCTCAATACCGATGATTTCGTGGTTTCTTCGTCCATGA 1128
2 e 26 A R b b b b a4 B B 0 2 2 0B 0 i 0 28 B0 28 o O e 26 ke o6 ok ok o 28 0 28 o 28 o a8 o 0 28 0 8 0 o o o b o ol o o ke ok e
AM_916894382.1 AAGAGAGTCCAAATETETTCGRTTGETAGT TAAACGTAGCTACTATTGAAATAATGTG- - 1438
GhFDH46-pQE-FP AAGAAAATCCARATOAGTTCGRTTGGTAGT TAAACGTAGCTACTATTGAAAATAATGGETG 1188
A A R e s e EE R RS *
AM_9168943382.1 ATGTTTAGTATGTTGCAAATAATGTGCCA-TCTATATT-GTGCTTTGAACTTGATGTTAC 1496
GhFDH46-pQE-FP ATGTTTAGTATGTTGCAAATAAAGGGGCCATCTARATTGGGGCTTTGAACTTGATGTAAG 1248

ES S S E S S S S EE SRS N N A HOHCMCN BCDRCUR MDD TR B NCR MO N RO KK MR

Sekil A.4 (devami) D123A niikleotid degisimi

A.5 E198G Niikleotid Degisimi Dizi Analizi:

CTTAAAGGAAATTAACTATGAAACATCACCATCACCATCACCATATGCAAATGATTGTT
GGGGTGTTTTACAAGGCCAACGAGTACTTTACGAAGAATCCCAACTTTGTTGGTTGTGT
GGAGGGAGCCTTGGGGTTGCGCCCATGGCTGGAATCACAGGGGCATCAGTATATTGTTA
CCGACGACAAAGAAGGACCGGACTGCGAACTTGAAAAGCATATCCCTGATCTCCATGTG
CTCATATCGACCCCATTCCACCCGGCTTACGTTACGGCTGAGAGGATCAAGAAAGCCAA

AAACTTGCAACTGCTTCTCACAGCAGGGATTGGCTCCGATCATGTTGATCTTAAGGCAG
CTGCAGAAGCTGGTTTGACTGTTGCTGAAGTTACTGGGAGCAATGTCGTCTCGGTTGCT
GAGGACGAGCTAATGAGGATTCTTATTCTTGTTCGGAATTTCGTACCTGGTTATCATCA
AGTTATTACTGGAGATTGGAATGTTGCAGGCATTGCTTATAGAGCTTATGATCTCGAA

GGGAAGACAGTTGGAACTATAGGTGCTGGCCGTATCGGCAAGCTCTTACTCCAGCGATT
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GAAACCATTCAATTGTAATCTCCTATATCATGATCGAGTCAAGATAGATCCAGAATTG
GAGAAACAGACCGGAGCTAAATTCGAGGAGGATCTTGATGCAATGCTTCCAAAATGTG
ACATTATTGTCATAAATATGCCTCTAACTGGGAAGACAAGAGGGATGTTTGACAAAGA
TCGGATCGCGAAGATGAAGAAGGGAGTCCTGATTGTTAACAATGCTCGAGGAGCGATC
ATGGATACTCAAGCTGTTGCTGATGCTTGTTCAAGTGGACACATTGCAGGTTACAGTGG
AGATGTTTGGTACCCGCAACCTGCTCCGAAGGACCATCCATGGCGTTACATGCCAAATC
AAGCTATGACTCCTCATATTTCTGGTACCACCATTGATGCGCAGTTGCGATACGCTGCC
GGAGTCAAGGATATGCTTGAGAGGTACTTCAAAGGTGAAGACTTTCCTGAACAGAACT
ACATTGTCAAAGCAGGTGAGCTCGCTCCTCATTACCGATGATTTCGTGGTTTCTTCGTC
CATGAAAGAGAGTCCAAATGGGTTCGGTTGGTAGTTAAACGTAACTACTATTGAAATA
ATGGGATGTTGAAGAAGTTGCAAATAATGGGCCATCTAATTTGGGCTTTGAACTTGAA
GTAAACTTAATTACCTGAACTTGGACTCCGGTTGAAAAATCCCATAATGACCTCAAAAT
CCAACTGGATTTTTTCCAAACCTCGGGTTGCCCCCGGGGGTGTTTTATGTGGGGAAACC
CCA

E198G Niikleotid Degisimi:

XM_916894382.1 CAMAGCAATTGCCAATTCTGGGTCATCCTCTCTTCTTACCAGACAACTCCATGCTTCTCC 360

GhFDH2-44-pQE-FP  —cmomooommee CTTAAAGGAAATTAACTATGAAACATCACCATCACCATCA FY:)
L ES E L 3

XM_916894382.1 AGGGAGCAAAMAGATTETTGGGETGTTT TACAAGGCCAACGAGTACTTTACGAAGAATCC 360

GhFDH2-44-pQE-FP CCATATGCAAATGATTGTTGGGGTGTTTTACAAGGCCAACGAGTACTTTACGAAGAATCC 100
L R T TR R D D D D T 0 e e R T TR R R

XM_916894382.1 CAACTTTGTTGGTTGTETGGAGGEAGCCTTEGGEETTGCGCCCATGGC TGEAATCACAGGE 420

GhFDH2-44-pQE-FP CAACTTTGTTGETTGTGTGGAGGEAGCCTTEGGE TTGCGCCCATGGCTGGAATCACAGGE 160
34 2h 3B 3R 3R R R DRC D DG DM Dl D DR o S SR R R G 0T DR B R OB O DRC DR R O Dl D D D0 D R0 0 R R R T4 T R R R R o e

XM_916894382.1 GCATCAGTATATTGTTACCGACGACAAAGAAGGACCGGAC TGCGAAC TTGAARAGCATAT 430

GhFDH2-44-pQE-FP GCATCAGTATATTGTTACCGACGACAAAGAAGGACCGGACTGCGAACTTGAAMGCATAT 220
R 0 O B S DR D R D0 D D R e s ] R

XM_916894382.1 CCCTGATCTCCATGTGCTCATATCGACCCCATTCCACCCGGCTTACGTTACGGCTGAGAG 540

GhFDH2-44-pQE-FP CCCTGATCTCCATGTGCTCATATCGACCCCATTCCACCCGGCTTACGTTACGGCTGAGAG 280
40 T4 R R R R DR D D D D 0 R o T T T R R R D D T O D D 0 R e R R

XM_916894382.1 GATCAAGAAAGCCAAAAACTTGCAACTGCTTCTCACAGCAGGGATTGGCTCCGATCATGT (o)

GhFDH2-44-pQE-FP GATCAAGAAAGCCAAAAACTTGCAACTGCTTCTCACAGCAGGGATTGGCTCCGATCATET 340

e e e e b b ohe b o o o ok ol e ol ok ok ok s ok ke o ok ok ok she o e ke e s R R o ok o R ol ok ke ke ok ok ok ok K ke ok Kok ke

Sekil A.5 E198G niikleotid degisimi
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XM_016894382.1
GhFDH2-44-pQE-FP

XM_916894382.1
GhFDH2-44-pQE-FP

XM_016894382.1
GhFDH2-44-pQE-FP

XM_016894382.1
GhFDH2-44-pQE-FP

XM _916894382.1
GhFDH2-44-pQE-FP

XM_816894382.1
GhFDH2-44-pQE-FP

XM_016894382.1
GhFDH2-44-pQE-FP

XM_916894382.1
GhFDH2-44-pQE-FP

XM_016894382.1
GhFDH2-44-pQE-FP

XM _916894382.1
GhFDH2-44-pQE-FP

XM_81e894382.1

GhFDH2-44-pQE-FP

XM _016894382.1
GhFDH2-44-pQE-FP

XM_016594382.1
GhFDH2-44-pQE-FP

XM _016894382.1
GhFDH2-44-pQE-FP

XM_016594382.1
GhFDH2-44-pQE-FP

TGATCTTAAGGCAGCTGCAGAAGCTGRT TTGACTGTTGCTGAAGTTACTGGGAGCAATGT
TEATCTTAAGGCAGCTGCAGAAGCTGRTTTGACTGTTGCTGAAGTTACTGGGAGCAATGT

000 0 R DR AR 0 D0 0 R R DR SRR DR R

COTCTCGGTTGCTRAGGACGAGCTAATGAGGATTCTTATTCTTGTTCGGAATTTCGTACC
COTCTCGGTTGCTRAGGACGAGCTAATGAGGATTCTTATTCTTGTTCGGAATTTCGTACC

00 BB K B D R DR R R B R R B DHC DR OB OB DR DR DR D 00 00 80 DR DR R R R RO R R R R

TEGTTATCATCAAGTTATTACTGGAGAT TGGAATGTTGCAGGCATTGCTTATAGAGCTTA
TGGTTATCATCAAGTTATTACTGGAGAT TGGAATGTTGCAGGCATTGCTTATAGAGCTTA

80 e e b 2B o o 3B R 0 0 OB B R S R R0 R Rl o o8 o8 oK ok o ol ofe o e o 3 980 08 S8 i R R R o o ok ek o o ok ok ke ke

TEATCTCGAAGGGAAGACAGTTEGAACTATAGGTGCTGRCCATATCGGCAAGCTCTTACT
TGATCTCGAAGGGAAGACAGT TGGAACTATAGGTGCTGGCCGTATCGRCAAGCTCTTACT

e b o o b o o o o o 8 R 80 o R o o8 o8 ok ok o ol b o e ol i 98 08 08 i i o o o ok ek ok ok e ke ke ke

CCAGCGATTEAAGCCATTCAACTGTAATCTCCTATATCATGATCGAGTCAAGATAGATCC
CCAGCGAT TGAAACCATTCAATTGTAATCTCCTATATCATGATCGAGTCAAGATAGATCC

TR R R G DB O O RCHRC R O O R DR R DL DR DR R 08 0 18 I8 T8 D0 R R DG D8 O DR D6 O DR DR O R B R R

AGAATTGGAGAAACAGACCGRAGCTAAAT TCGAGGAGGATCTTGATGCAATGCTTCCAAA
AGAATTGEAGAAACAGACCORAGCTAAATTCRAGGAGGATCTTGATGCAATGCTTCCALA

LR R R R s i bR R L LR E RS R R e L EEE LR EEE S

ATGTGACATTATTGTCATAAATATGCCTCTAACTGAGAAGACAAGAGGGATGTTTGACAA
ATGTGACATTATTGTCATAAATATGCCTCTAACTGOGAAGACAAGAGGRATGTTTGACAA

00 BB D O R DR R R R R R R OB DHC DR OB OB OB DB M TR0 80 DR DR R DR R O RO R R R R

AGATCGRATCGCGAAGATGAAGAAGGGAGTCCTGATTGT TAACAATGCTCGAGGAGCGAT
AGATCGGATCGCGAAGATGAAGAAGGGAGTCCTGATTGTTAACAATGCTCGAGGAGCGAT

00 BB K B D R DR R R B R R B DHC DR OB OB DR DR DR D 00 00 80 DR DR R R R RO R R R R

CATGRATACTCAAGCTGTTGCTGATGCTTGTTCAAGTGRACACATTGCAGGTTACAGTGG
CATGGATACTCAAGCTGTTGCTGATGCTTGT TCAAGTGGACACATTGCAGGTTACAGTGG

40 b 2B o o B 0 0 0 B R R R0 0 R o o8 o6 B ok o ol ofe o e e i 980 0 08 08 i R R o e o o ok ek o ok ok ke ke

AGATGTTTGGETACCCGCAACCTRCTCCGAAGGACCATCCATGGEGTTACATGCCAAATCA
AGATGTTTGETACCCGCAACCTGCTCCGAAGGACCATCCATGGEGTTACATGCCARATCA

e b o o b o o o o o 8 R 80 o R o o8 o8 ok ok o ol b o e ol i 98 08 08 i i o o o ok ek ok ok e ke ke ke

AGCTATGACTCCTCATATTTCTGGTACCACCATTGATGCGCAGTTGCGATACGCTGCCGG
AGCTATGACTCCTCATATTTCTGGTACCACCATTGATGCGCAGTTGCGATACGCTGCCGG

T R R G I8 D D6 8O R DR O O R DR DL DR DR R 8 0 18 I8 D8 D80 R R D8 D8 DR D6 O O DR O R B R R

AGTCAAGGATATGCTTGAGAGGTACT TCAAAGGT GAAGACTTTCCTGAACAGAACTACAT
AGTCAAGGATATGCTTGAGAGGTACT TCAAAGGT GAAGACTTTCCTGAACAGAACTACAT

26 R o oo DR 0B A R0 R R R R DK O K D DK K o D DR R 0l R R RO R K R R Rk

TGTCAAAGCAGGTGAGCTCGCTCCTCAATACCGATGATTTCGTGGTTTCTTCGTCCATGA
TGTCAAAGCAGGTGAGCTCGCTCCTCATTACCGATGATTTCGTGGTTTCTTCGTCCATGA

A b e b b e o i ol sk R 0 o kb e b b b o 8 e ol sl ol ol i e Rk kR kR ok kel bk ke

AAGAGAGT CCAMATGTGTTCGGTTGGTAGT TAAACGTAGCTACTATTGAAATAATGTGAT
AAGAGAGT CCAAATGGGTTCGGTTGGTAGT TAAACGTAACTACTATTGAAATAATGGGAT

R HCK RO R R R RRER R R R KRR RO R R MR R R RN R R R KRk

GTTTAGTATGTTGCAAATAATGTGCCATCTATATTGTGCTTTGAACTTGATGTTACGTTG
GTTGAAGAAGTTGCAAATAATGGGCCATCTAATTTGGGCTTTGAACTTGAAGTARACTTA

LS I Ao ol RO Ok ok Ok Rk Aok RokoRDR R ROROR ROk Rk K *H

Sekil A.5 (devami) E198G niikleotid degisimi
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B

HOMOLOJI MODELINDE AMINO ASIT KONUMLARININ
BIRBIRINE UZAKLIKLARI

B.1 N116- D123 Amino Asitlerinin Birbirine Olan Uzakhig:

¢ ¢

»
V‘/ n V

[\ Q”\g —

S/ ey

Sekil B.1 N116- D123 amino asitlerinin birbirine olan uzakligi
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