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OZET

Pamuk Bitkisinden Izole Edilen Nikotinamid Adenin
Diniikleotid Bagimli Format Dehidrogenazin

Stabilitesinin Arttirilmasi

Reyhan AKKUZU

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Yiiksek Lisans Tezi

Danisman: Dr. Ogr. Uyesi EMEL ORDU

NAD" bagimli format dehidrogenazlar (FDH, EC 1.2.1.2), kiral molekiillerin
sentezi i¢in kullanilan ve pahali bir koenzim olan NAD(P)H' nin yenilenmesi i¢in
ozellikle farmasotik endiistrisinde 6nemli enzimlerdir. Bununla birlikte, FDH
enzimleri, stabilite yetersizligi nedeniyle, biyotransformasyon kosullar1 altinda
hizli bir aktivite kayb1 gostermektedir. Enzim stabilitesi, endiistriyel
biyotransformasyon islemlerinin gelisimi i¢in sinirlayici bir faktérdiir. Biyotik ve
abiyotik stres kosullarinda bitki biiyiimesi iizerindeki etkileriyle ilgili cok sayida
veri bulunmasina ragmen, bitki kaynakli rekombinant FDH' lerin stabilitesi
konusundaki bilgimiz sinirlidir. Bu durum bitki kaynakli FDH' lerin biyoteknolojik
potansiyelinin degerlendirilmesini de kisitlamaktadir. Bu nedenle, calismamizda
Gossypium hirsutum' dan izole edilen NAD" bagimli FDH' nin (GhFDH) stabilitesini
gelistirmek amaciyla bolgeye yonelik mutagenez yontemi kullanilmistir. GhFDH

yapisinda bulunan 3 metiyonin amino asidi oksidatif strese dayanikli 16sin amino

XI



asidi ile yer degistirilerek bu degisimlerin enzimin katalitik 6zelliklerine ve
stabilitesine olan etkisi arastirilmistir. Metiyonin-16sin degisimi icin rekombinant
GhFDH enziminin M258, M294 ve M299 konumlar: secilmistir. Mutant GhFDH
proteinlerin homoloji modellerinin yapilmasinin ardindan aktivite ve stabilite
deneyleri yapilarak bu mutasyonlarin protein aktivitesi ve stabilitesi tizerindeki
etkileri degerlendirilmistir. M294L ve M299L. mutant enzimlerinin aktivite
gostermeme nedeninin bu konumlardaki metiyonin amino asitlerinin katalitik
aktivite icin 6nemli olan amino asitler ile kritik etkilesim icinde olduklarini ve bu
nedenle enzimin katalitik aktivitesinin kaybina sebebiyet verdiklerini
diisiindiirmektedir. M258L mutantinin katalitik aktivitesi (k... / K,) yabanil
GhFDH’ e kiyasla 0.39 s mM*“ dan 0.29 s mM™ a diismiistiir. Stabilite deneyleri
sonucu M258L mutasyonunun termal stabilitede 6 °C’ lik bir diisiise neden
oldugunu gostermektedir. Oksidatif stabilite deneyleri sonucunda ise 50 mM H,O,’
de yabanil tip GhFDH’ e gore 6nemli bir fark gostermese de, 100 mM’ lik H,O, " a
maruz birakilan M258L mutantinin yabanil GhFDH den 2 kat daha fazla siire
aktivitesini korudugu tespit edilmistir. Oksidatif stabilitesinde goriilen bu sonug
M258L mutantinin gelistirilmek i¢cin umut vaad edici oldugunu ortaya
koymaktadir. Coklu mutasyonlar ve CD oOl¢iimleri ile yapisal analizler yapilarak

mutasyonlarin enzimin aktivite ve stabilitesine olan etkisi incelenmelidir.

Anahtar kelimeler: NAD" bagimli format dehidrojenaz, Gossypium hirsutum,

bolgeye yonelik mutagenez, termal stabilite.

YILDIZ TEKNIiK UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
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ABSTRACT

Increasing Stability of Nicotinamide Adenine
Dinucleotide Dependent Format Dehydrogenase Isolated

from Cotton Plant

Reyhan AKKUZU

Department of Molecular Biology and Genetics
MSc. Thesis

Advisor: Assist. Prof. Dr Emel ORDU

The NAD"-dependent formate dehydrogenases (FDH, EC 1.2.1.2) are important
enzymes especially in pharmaceutical industry for the regeneration of NAD(P)H
which is an expensive coenzyme used for chiral molecules synthesis. However,
FDH enzymes show a rapid loss of activity under biotransformation conditions
because of the lack of thermostability. Enzyme stability is a limiting factor for the
development of industrial biotransformation processes. While there is a wealth of
data for the effects on plant growth under biotic and abiotic stress conditions, our
knowledge about stability of plant-derived recombinant FDHs is limited. This also
restricts the evaluation of the biotechnological potential of plant-sourced FDHs.
Therefore, in our study, we used site directed mutagenesis method to improve the
stability of NAD"-dependent FDH isolated from Gossypium hirsutum (GhFDH).
The effect of these changes on the catalytic properties and stability of the enzyme
was investigated by replacing the 3 methionine amino acid in the GhFDH structure

with the oxidative stress-resistant leucine amino acid. M258, M294 and M299
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residues of the recombinant GhFDH enzyme were selected for the methionine-
leucine exchange. After making homology models of mutant GhFDH proteins,
activity and stability experiments were performed and the effects of these
mutations on protein activity and stability were evaluated. The reason why M294L
and M299L mutant enzymes do not show activity is that methionine amino acids
in these locations are in critical interaction with amino acids that are important
for catalytic activity and thus cause loss of catalytic activity of the enzyme. The
catalytic activity (kcat / Km) of the M258L mutant decreased from 0.39 s* mM™
t0 0.29 s’ mM™ compared to wild GhFDH. The stability experiments show that the
M258L mutation causes a 6 ° C decrease in thermal stability. As a result of the
oxidative stability experiments, it was determined that the M258L mutant exposed
to 100 mM H,O, retains its activity 2 times more than the wild GhFDH, although
it does not show a significant difference compared to wild type GhFDH at 50 mM
H,0,. This result, seen in its oxidative stability, reveals that the M258L mutant is
promising for development. The effect of mutations on the activity and stability of
the enzyme should be examined by performing structural analysis with multiple

mutations and CD measurements.

Key words: NAD"-dependent formate dehydrogenase, Gossypium hirsutum, site

directed mutagenesis, thermal stability

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES

XIV



GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

NAD*-bagimli format dehidrogenazlar (EC 1.2.1.2, FDH) prokaryotlarda ve
okaryotlarda bulunan, format iyonlarini CO, ‘e yiikseltirken NAD" molekiiliinii
NADH’ a indirgeyen endiisrtiyel acidan 6nemli enzimlerdir. Uygun sartlarda FDH
enzimi bu tepkimeyi ters yonli olarak da gerceklestirebilmektedir. Bu cift yonlii
reaksiyon sistemi ile FDH’ ler son yillarda, hem CO, indirgeme sistemlerinin
gelistirilmesinde hem de kiral molekiillerin optikce saf olarak sentezlenmesi
esnasinda kullanilan NAD(P)H koenziminin yeniden eldesi caligsmalarinda
endiistriyel amacla gelistirilmek iizere 6zellikle tercih edilmektedir (Tishkov ve

Popov , 2004).

Bununla birlikte, dogal FDH' lerin bu endiistriyel alanlarda etkili bir bicimde
kullamilabilmesi icin bazi yonleri yetersiz kalmaktadir. Ik olarak, operasyonel
stabiliteleri, aktif Cys amino asitlerinin varli§1 nedeniyle oldukca diisiiktiir. Bu
amino asitlerinin kimyasal modifikasyonu veya oksidasyonu hizli enzim
inaktivasyonu ile sonuclanir. Ikinci olarak, NADP*' yi kofaktér olarak kullanan,
dogal bir FDH yoktur ve ticlincti olarak, dogal metilotrofik bakteri veya maya
suglarindan halihazirda elde edilen FDH’ lerin endiistriyel {iretim sistemlerinde
ihtiyac duyulan kiral sentez reaksiyonlarinda kullanilabilmesi icin maliyeti
yiiksektir. Bu nedenlerle daha diisiik iiretim maliyeti saglamak amaciyla kinetik
ozellikleri gelistirilmis, kimyasal ve termal stabiliteleri arttirilmis yeni endiistriyel

FDH’ ler gelistirmek {izere protein miihendisligi yaklasimlarina bagvurulmaktadir.

Protein mihendisligi yaklasimlar1 ile FDH’ lerin; katalitik mekanizmalarinin
aydinlatilmasi, kinetik oOzelliklerinin gelistirilmesi, kimyasal ve termal
stabilitelerinin arttirilmasi, koenzim spesifikliginin gelistirilmesi, 3 boyutlu

yapilarinin aydinlatilmasi ve Escherichia coli' de FDH gen ekspresyonunun

1



arttirilmasi caligmalari giincelligini ve 6nemini siirdiirmektedir (Tishkov ve Popov,

2006).
1.2 Tezin Amaci

NAD"- bagiml format dehidrogenazlar (FDH, EC 1.2.1.2) basta ila¢ endiistrisinde
kiral molekiil sentezi icim kullanilan ve oldukca pahali olan NAD(P) koenziminin
rejenerasyonu olmak {iizere, ortamdaki formik asit miktarinin belirlenmesi,
atmosferik CO,’ in tutulmasi ve CO,” den hidrojen yakitinin stabilize edilmis bir
formu olan formik asit iiretimi gibi endiistriyel ve biyoteknolojik uygulamalar icin
onemli enzimlerdir (Kim, Park, Kim, Won, ve Lee, 2013). Bununla birlikte FDH
stabilitesinin diisiik olmasi, biyoteknolojik veya endiistriyel biyotransformasyon
islemlerinde sinirlayict bir faktordiir. Mikrobiyal kaynakli FDH enzimlerinin
endiistriyel sentez sirasinda beklenen termal ya da kimyasal stabiliteyi
karsilamiyor olusu ve protein miihendisligi calismalar1 ile elde edilen
mutantlarinin hala iyilestirme gerektirmesi, bitki kaynakli rekombinant FDH' leri
endiistriyel biyokatalizorler olarak gelistirmeye deger kilmaktadir. Bu nedenle bu
tez calismasinda Gossypium hirsutum (pamuk) bitkisinden izole edilerek
laboratuvar kosullarinda basari ile rekombinant anlatimi saglanan NAD - bagiml
format dehidrogenaz enziminin (GhFDH) protein miihendisligi yoluyla
stabilitesinin gelistirilmesi ve boylece endiistriyel kullanim potansiyelinin
arttirllmas1 amaclanmistir. Bu amacla GhFDH yapisinda bulunan 3 metiyonin
amino asidi oksidatif strese dayanikli 16sin amino asidi ile yer degistirilerek bu
degisimlerin enzimin Kkatalitik Ozelliklerine ve stabilitesine olan etkisi
arastirilmistir. Metiyoninin amino asidinin 16sin amino asidi ile yer degistirilmesi
icin bir protein miithendisligi yaklasimi olan rasyonel dizayn kullnilmistir. GhFDH
genindeki hedef mutasyonlar bolgeye yoOnlendirilmis mutagenez vasitasiyla
gerceklestirilmistir. Metiyonin 10sin degisimi icin rekombinant GhFDH enziminin
M258, M294, M299 konumlari secilmistir. Gerceklestirilen mutant GhFDH
proteinlerin homoloji modellerinin yapilmasinin ardindan aktivite ve stabilite
deneyleri yapilarak bu mutasyonlarin protein aktivitesi ve stabilitesi iizerindeki

etkileri degerlendirilmistir.



1.3 Hipotez

Proteinlerin yap1 birimi olan amino asitlerin sahip olduklari1 yan zincirler amino
asitlere yapisal oOzellikler, elektrik yiikii, hidrofilik ya da hidrofobik olma gibi
ozelliklerini katmaktadir. Protein ve peptidlerde bulunan sistein, metiyonin ve
histidin amino asitleri icerdikleri stilfiir atomunun yiiksek reaktivitesinden dolay1
oksidasyona yatkindir. Otooksidayon sonucu ortaya cikan peroksidazlar ya da
gecis metallerinin varligi bu amino asitleri okside edebilmektedir (Folzer, ve
digerleri, 2015). Metiyonin amino asitinin metiyonin siilfoksite oksidasyonu Fe**
ile katalize edilmekte ve askorbik asit varliginda oksidasyon hizi artmaktadir.
Losin ve metiyonin amino asitlerinin her ikisi de hidrofobik yan zincirlerine
sahiptir ve 16sin tarafindan isgal edilen van der Waals hacmi metiyonine yakindir.
Protein yapisina metiyonin yerine l6sinin eklenmesi, yakinlardaki bazi amino
asitlerde 6nemli sterik girisimlere ve 6nemli hareketlere neden olabilmektedir.
Metiyonin 16sin ile yer degistirilmesi, degistirilen amino asitlerin ortamina bagh
olarak dengeleyici bir etki ile sonuclanabilmektedir ve protein yapisinin oksidatif
stresten zarar gormesini azalttig1 bilinmektedir (Ozgiin ve digerleri, 2016). Bu
bilgiler dogrultusunda calismamiz GhFDH enziminde bulunan oksidasyona
egilimli metiyonin amino asitlerinin oksidasyona dayanikli 16sin amino asidi ile

degistirilmesinin molekiiliin stabilitesini artiracagi hipotezi tizerine kurulmustur.



2

GENEL BILGILER

2.1 Protein Miihendisligi

Protein miithendisligi, yeni proteinlerin sentezini veya istenen fonksiyonlar1 elde
etmek icin mevcut protein dizisinde / yapisinda degisiklik yapilmasini icerir. Yeni
protein tasarim algoritmalari, yapisal biyoinformatikteki gelismeler, molekiiler
kuvvet alanlar1 ve 3D protein yapisina iliskin cok fazla bilginin bulunmasi, protein

mithendisligi icin hesaplamali yaklasimlarin kullanilmasini miimkiin kilmistur.

Protein miihendisligi, arastirmacinin, kodlama genindeki niikleotitlerin ikame
edilmesi, sokulmasi veya silinmesi yoluyla bir protein dizisini modifiye ettigi,
modifiye edilmemis proteinden daha belirli bir uygulama veya amac icin daha
uygun olan bir modifiye edilmis protein elde etme amacidir (Engqvist ve Rabe,

2019).

2.1.1 Bolgeye Ozel Mutasyon (Site-Directed Mutagenesis)

Hedeflenmis mutagenez (Targeted mutagenesis) veya bolgeye 0zel mutagenez
(site-directed mutagenesis), bir gen dizisi icindeki spesifik bir bolgenin
degistirildigi bir yontemdir (Hutchison ve digerleri, 1978). Bu gibi degisiklikler,
protein miihendisliginde oldugu gibi miihendislik amaclari icin veya bir gendeki
spesifik mutasyonlarin etkisini incelemek icin yapilabilir. Enzimlerin yapisi,
fonksiyonu, katalitik mekanizmasi ve katalitik kalintilarina baglh olarak genleri
modifiye etmek ve proteinin yapisal ve fonksiyonel 6zelliklerini incelemek icin
paha bicilemez bir aractir (Yang, Li, Du, ve Liu, 2017). Sahaya yonelik mutagenez,
tek ve birlesik mutasyonlar: icerir. Genellikle biyoinformatik yontemlerle analiz
edilir. Mutagenez metotlarin1 hizlandirmak ve basitlestirmek icin tek bolgeye

yonelik mutagenez ve ¢oklu mutasyonlar kullanilmistir (Hsieh ve Vaisvila, 2013).



Sahaya yonelik mutagenez yapmak i¢in genin birincil DNA dizisi ve dolayisiyla
proteinin anlaml dizisi gereklidir. Ek olarak, bir ekspresyon vektoriine (tipik
olarak E. coli'de) uygun bir yap: gereklidir. Tersiyer yapi bilgisi (60rnegin, protein
modeli veya kristal yap1), mutagenez diizeninin tasarimini yonlendirmek icin
degerlidir. Protein yapisi-fonksiyonu arastiran deneyler, sadece birincil dizi
verilerinin ¢oklu dizi hizalamalarindan korunmus tortularin tanimlanmasina
dayanilarak basariyla gerceklestirilmistir; ancak bu ele alinabilecek sorularin

mabhiyetini sinirlayacaktir (Cavicchioli, Curmi, Siddiqui, ve Thomas, 2006).

Bircok popiiler bolgeye yonelik mutagenez yontemi, hedef bolgeyi degistirmek icin
sentetik oligoniikleotitler kullanir. Bu yaklasimda, "mutajenik" oligoniikleotit,
mutasyonu olusturmak icin belirli (spesifik) bir uyumsuzluk haricinde, hedef
bolgeye miikemmel sekilde tamamlayici bir kisim icerir. Oligoniikleotitler, hedef
molekiile diisiik siklikla hybridize olur (6rn., Hedef genin ekspresyon klonu veya
bir PCR {iriinii) ve DNA diizeltme 6zelligi olmayan (non-proofreading) bir DNA
polimerazi (6rnegin Taq polimeraz veya ekzoniikleaz eksi Klenow fragmani)
kullanilarak gerceklestirilir. Mutasyona ugramis iiriin daha sonra PCR kullanilarak
biiyiitiilebilir, amplifikasyon iiriinii uygun bir vektore ligasyonu yapilabilir ve
mutasyona ugramis gen iceren yeni yapi, bir klonlama veya ekspresyon
konakcigina doniistiiriilebilir. Bu genel prensibe dayanarak, cesitli protokol
varyasyonlar1 ve lisanshi prosediirler gelistirilmistir ve bir dizi ticari mutagenez

kitleri mevcuttur.
2.2 Homoloji Modelleme

Homoloji modellemesi, giivenilir yapisal modeller olusturmak icin en dogru
hesaplama yontemidir ve bircok biyolojik uygulamada yaygin olarak kullanilir.
Homoloji modellemesi, sablon proteinlerin dizi hizalamasi yoluyla bir sorgu
proteininin 3D yapisini tahmin eder. Genel olarak, homoloji modelleme siireci
dort adimdan olusur: hedef tanimlama, dizi hizalama, model olusturma ve model

iyilestirme (Meier ve Soding, 2015).



Homoloji modelleme icin gelistirilmis bircok program mevcuttur. Bunlar birkag

satirla asagida ozetlenmistir.

Modeller 9v16: saglanan hedef ve sablon dizileri arasinda karsilastirmali
modelleme yoluyla bir protein modeli saglar; bir model iiretmek icin hidrojen
olmayan atomlar1 hesaplar. Modeller ayrica dongii modelleme ve protein

optimizasyonu icin de kullanilir (Fiser ve Sali, 2003).

PRIMO (Protein Etkilesimli Modelleme), protein monomerlerinin homoloji

modelleme veri hattidir. Kullanicilarin protein hedefleriyle kompleks olarak
ligandlar1 ve iyonlar1 modellemelerini saglayan islevsellik saglar (Hatherley,

Brown, Glenister, ve Tastan Bishop, 2016).

[-TASSER, otomatiklestirilmis protein yapi tahmini ve yapi temelli fonksiyon

aciklamasi icin hiyerarsik bir protokoldiir (Yang ve Zhang, 2015).

SWISS-MODEL, protein yapilarinin homoloji modellemesi i¢in bir calisma

alanidir; protein modelleri SWISS-MODEL calisma alani tarafindan olusturulabilir

ve dogrulanabilir (Bordoli ve digerleri, 2009).

DeepView, kullanici dostu bir arayiiz, proteinlerin yap1 gorsellestirmesi ve analiz
ile diziden yapiya manipiile etme fonksiyonlarini icerecek sekilde tasarlanmistir

(Kopp ve Schwede, 2004).

PROCHECK, bir Ramachandran grafigi olusturan ve burulma acilarini, yilizey
alanini, bag acisin1 ve atomik mesafeleri degerlendiren modellenmis proteinin
validasyonu ic¢in kullanilan bir programdir (Laskowski, MacArthur, Moss, ve

Thornton, 1993).

ERRAT, kristalografik model yapisinin ve iyilestirmenin incelenmesinde kullanilan

bir protein yapisi dogrulama algoritmasidir (Shen ve Sali, 2006).

Karsilastirmali modelleme olarak da bilinen homoloji modellemesi, iki dizi yliksek
benzerlik / 6zdeslik paylastiginda, ilgili yapilarinin da benzer oldugu biyolojik

gercegine dayanmaktadir.

Bu yontemde, bir proteinin 3D yapisi asagidaki adimlarla elde edilir:



(i) belirli bir hedef dizi icin, BLAST aramasi kullanilarak uygun sablonu belirleme,
(i) dizi hizalama, (iii) korunmus veya fonksiyonel olarak onemli kalintilarin
hizalanmasini saglamak icin hizalama diizeltmeleri, (iv) omurga olusturma, (v)
dongii modelleme, (vi) rotomer kiitiiphaneleri kullanilarak yan zincir modelleme,
(vii) enerji minimizasyonu kullanarak modeli optimize etme ve (viii)
Ramachandran grafiginin izin verilen bolgelerindeki artiklar ve uygun enerjiler
kullanilarak stereokimyasal degerlendirme ile modelin dogrulanmasi (Gromiha,

Nagarajan, ve Selvaraj, 2019).
2.3 NAD* Bagimli Format Dehidrogenez

NAD*-bagimli format dehidrogenaz (EC 1.2.1.2, FDH) enzimi prokaryotlarda ve
okaryotlarda bulunan, format iyonlarini CO,‘ ye yiikseltirken NAD* molekiiliinii
NADH’ a indirgeyen endiistriyel acidan 6nemli bir enzimdir (Tishkov ve Popov,
2006). Uygun sartlarda FDH enzimi bu tepkimeyi ters yonlii olarakta

gerceklestirebilmektedir.
HCOO™ + NAD" — NADH + CO,

Dogada NAD" -bagimli format dehidrojenazlar yaygin olarak bulunur. NAD"-
bagimli format dehidrogenaz enzimi ilk defa 1950’li yillarda Mathews tarafindan
bezelye tohumlarindan elde edilmistir (Mathews ve Vennesland, 1950). DNA dizi
analizi teknolojisi sayesinde bircok farkli organizmada NAD'-bagimli format

dehidrogenaz genleri tanimlanmistir.

NAD*- bagimli format dehidrogenaz (FDH), metilotrofik mikroorganizmalarin
enerji arzinda ve bitkilerde strese tepki olarak 6énemli bir rol oynayan enzimdir.
FDH iki 0zdes altbirimden olusur, ne prostetik gruplari ne de metal iyonlarini
icermez (Alekseeva, Savin, ve Tishkov, 2011). FDH, D-spesifik 2-hidroksi asit
dehidrojenazlarin siiper familyasina aittir (Vinals, Depiereux, ve Feytmans, 1993).
Bu ailenin tiim enzimleri benzer yapiya ve katalitik olarak aktif merkezdeki hemen
hemen ayni esansiyel amino asit kalintilar1 kiimesine sahiptir (Popov ve Lamzin,
1994) (Lamzin, Dauter, ve Wilson, 1995). Format oksidasyonunun FDH ile

katalize edildigi reaksiyon, karbonil bilesiklerinin dehidrojenasyonunun en basit



ornegidir, clinki katalitik mekanizmada ne proton transferi sathasi ne de asit-baz
katalizinin diger safhalar1 yoktur. FDH'lerin aktivite ve sistematik caligmasi
1970'lerin basinda baglamis ve Oncelikli olarak mikroorganizmalarin enzimi
tizerinde durulmustur. Bu ilgi, FDH'nin NAD" bagimli dehidrojenazlarla kiral
sentez enzimatik islemlerinde NADH rejenerasyonu amaciyla uygulanmasindan
(Wichmann, Wandrey, Biickmann, ve Kula , 2000) (Hummel ve Kula, 1989) ve
dehidrojenaz  katalitik mekanizmasi {izerindeki temel calismalardan

kaynaklanmistir (Tishkov ve Popov, 2006).

Mikrobiyal FDH'lerin fizyolojik rolii farklidir. Metanol kullanan bakteri ve mayada,
bu enzim bir hiicrede enerji arzinda bulunurken, patojenik bakteri ve mantarlarda
FDH bir stres proteinidir. Yapilan c¢alismalar, FDH'nin patojen
mikroorganizmalardaki stres proteinlerine benzer sekilde bitkilerdeki stres
proteinlerine ait oldugunu ortaya koymustur. Spesifik kosullar altinda, FDH'nin
hiicre islevlerinde énemli bir rol oynayabilecegi gdsterilmistir. Ornegin, FDH
bitkilerde bir stres proteini gibi goriinmektedir. Enzim mitokondriye lokalize olur
ve biyosentezi stresli kosullar altinda keskin sekilde artar (toplam mitokondriyal
proteinlerin % 9'una kadar) (Francs-Small, Ambard-Bretteville, Small, ve Remy,
1993). FDH izoformlar1 oraninin analizi hastalikli agaclar1 tanimlamak icin
kullanilmistir (Weerasinghe, Weerasekera, ve Van Holm , 1999). FDH sentezi
kuraklik, sicaklikta ani degisimler, sert ultraviyole 1s1nina tutma, kimyasal ajanlar
(Hourton-Cabassa ve digerleri, 1998; Thompson, Bowsher ve Tobin, 1998).
hipoksi (Andreadeli ve digerleri, 2009). ve patojen mikroorganizmalarin etkisi gibi

stres kosullar1 altinda 6nemli 6lciide artmaktadir (David ve digerleri, 2010).

FDH ile ilgili makale sayis1 yildan yila artmaktadir ve calismalarin cogu, NAD(P)
bagimli oksidorediiktazlarla kiral sentez islemlerinde kofaktor rejenerasyonu icin
FDH uygulamasin tarif etmektedir. Optik olarak aktif bilesiklerin kofaktor baglh
enzimatik sentezi icin NAD(P)H rejenerasyonunun genel semas1 Sekil 2.1’ de

sunulmustur:



substrate - NAD(P)H <. » product,

.
chiral product « - NAD(P)Y! substrate,

Sekil 2.1 FDH Enzimi NAD(P)H Rejenerasyonu Semasi (Hummel, Werner ve
Kula, 1989)

Sekil 2.1’ de gosterildigi gibi ana enzim Ep (dehidrojenaz, rediiktaz,
monoksijenaz, vb.), indirgenmis kofaktor kullanarak bir kiral bilesigin tiretimini
katalize ederken, ikinci enzim ER (6rnegin, dehidrojenaz formati) oksidize
koenzimi NAD(P)H' ye geri indirgemektedir. Bazi1 durumlarda, ayni enzim her iki

reaksiyonu da katalize edebilir (Hummel, Werner ve Kula, 1989).

Cok sayida calisma, FDH' nin indirgenmis kofaktor rejenerasyonu icgin en iyi
enzimlerden biri oldugunu gostermistir (Tishkov ve Popov, 2006). FDH tarafindan

katalizlenen reaksiyon, NAD(P)H rejenerasyonu icin tiim kriterlere uyar:

1. Reaksiyon normal kosullar altinda geri dondiiriilemez. Bu, ana reaksiyonun
dengesini degistirmek icin termodinamik basing¢ saglar ve nihai iirtiniin% 99-100

verimini verir.

2. Format iyonu ucuz bir substrattir ve reaksiyon {iritinii, CO,, reaksiyon

karisimindan kolayca cikarilabilir ve nihai iiriiniin saflastirilmasini engellemez.
3. FDH genis bir pH araliginda optimum katalitik aktivite sergiler (6.0 - 9.0).

4. Metanol kullanan maya ve bakteriler nispeten diisiik iiretim maliyeti ile

yiiksek olcekli bir enzim tiretimi saglar.

5. Bakteriyel ve maya FDH'leri bir siire boyunca akis reaktorlerinde (flow-
through reactors) kullanilmak iizere yeterince kararhidir (Tishkov ve Popov,

2006).

Bununla birlikte, enzim biyotransformasyon kosullar1 altinda oldukca hizli bir

inaktivasyon gosterir (Kragl, Kruse, Hummel, Wandrey, 1996), bu da

biyokatalizor icin daha yiiksek maliyetler saglar (Slusarczyk, Felber, Kula ve Pohl,
9



2000). Kofaktor rejenerasyonu icin ideal bir katalizor olan FDH’ in endiistriyel
kullanimi1 amaciyla sadece su coOzeltilerinde degil, ayn1 zamanda daha agresif

ortamlarda da stabil olabilen yeni FDH bazli katalizorlerin gelistirilmesi 6nemlidir.

Genel olarak NAD" bagimli Format Dehidrogenaz enziminin istikrarinda pay1 olan
¢ ana faktér vardir. Birincisi, enzimin termal kararlih@idir; yani yiiksek
sicakliklarda aktif kalma kabiliyeti. Enzimlerin termal inaktivasyonu genellikle
protein denatiirasyonu yoluyla gerceklesir. Farkli kokenlerden olusan format
dehidrogenezlerin termal stabilitesi genis Olctide degisir. Genel enzim stabilitesini
belirleyen ikinci faktor kimyasal stabilitesidir; yani enzim aktif bolgesinde bulunan
veya ticlinciil ve dordiinciil yapilarin stabilizasyonundan sorumlu olan amino asit
kalintilarin1 modifiye eden kimyasallarin varliginda aktif kalma kabiliyeti. Protein
depolanmasi icin Ozellikle 6nemli olan ii¢lincii faktor, proteazlarin varliginda
enzim stabilitesidir. En diislik proteaz safsizlik seviyeleri bile (% 0.001'e kadar)
depolama sirasinda tam bir enzim aktivitesi kaybina neden olabilir (Savin ve

Tishkov, 2010).

Bu enzimin fizyolojik roliiniin 6nemi ve bitkilerdeki FDHler konusunda
calismalarin kisith sayida olusu, bitki FDH’leri konusunda sistemli calismalarin ve
endiistriyel kulllanim potansiyellerinin arastirilmasi  gerekliligini ortaya

koymaktadir.
2.4 Bitkilerde NAD* Bagimli Format Dehidrogenaz

Bitki FDH enzimi ilk olarak 1921' de fasulye (Phaseolus vulgaris)' de bulunmustur
Thunberg, 1921). Bitki format dehidrogenazlarinin ayrintili olarak tanimlanmasi
ve bitki metabolizmasindaki roliinii belirlemek icin ilk girisim 1951' de D. Davison
(Davison, 1951) tarafindan bezelye ve fasiilye tohumlarindan gelen format
dehidrogenaz o6rnekleri ile yapilmistir. Bununla birlikte, FDH' in bitkilerdeki rolii
oldukca karmasiktir. Format dehidrogenaz reaksiyonu yoluyla elde edilen NADH
oksidasyonunda biriken enerji, elektron tasima zinciri yoluyla ATP olusumu i¢in

tliketildiginden, hiicrenin enerji talebini tatmin ettigi varsayilmistir (Oliver,

10



1981). Format metabolizmasi ile bitkinin strese cevabi arasindaki iligki ilk olarak

1978 yilinda belirlenmistir (Hanson ve Nelsen, 1978).

Fazla yagish kosullar altinda yetisen arpada, formattan etiketli karbon dioksit
formasyonundan artan olusum go6zlemlenmistir. FDH' in fizyolojik rolii hakkindaki
calismalar toplam mitokondriyal proteinin %9' unu olusturan fotosentetik
olmayan patates dokularinda (sap, kokler) bilinmeyen bir protein bulundugu
zaman (1992) baslanmistir. Bu bilinmeyen proteinin geni klonlanmis ve
dizilenmistir. Dizilenen gen ile Pseudomonas sp. 101'de ki FDH geninin %55' den
fazla homolojiye sahip oldugu bulunmustur (des Francs-Small ve digerleri, 1992).
Ve bu polipeptit, FDH enzimi gibi formatin oksidasyonunu katalize etmis ve NAD™’
nin indirgenmesini saglamistir. FDH proteinin N- ucu {izerinde mitonkondriye
girdikten sonra ayrilan bir sinyal peptidi bulunmustur. Bu sinyal peptidi FDH in
mitokondriye tasinmasini saglamaktadir ve sinyal peptidinin ¢ikarilmasi veya
herhangi bir mutasyon olmasi durumunda FDH’ in mitokondriye tasinmasi
tamamen engellenmektedir (Ambard-Bretteville, Small, Grandjean ve des Francs-
Small, 2003). Sentezlenen proenzimin N-ucunda sitoplazmadan mitokondriye
FDH tasinmasindan sorumlu olan bir sinyal peptidi varligi, bitki FDH' inin
karakteristik 6zelligidir (des Francs-Small, Ambard-Bretteville, Small, ve Rémy,
1993). Bakteriyel ve maya FDH' leri hicbir sinyal peptidi icermez. Bir takim
patojen funguslardan alinan FDH genleri ayrica sinyal peptidini kodlayan
niikleotid dizisini icermektedir. Bununla birlikte, konakc¢i hiicrenin durumuna
bagli olarak, FDH geninden sentezlenen RNA, alternatif splicing islemine
ugrayarak hem sinyal peptidli hem de sinyal peptidi olmayan proteinleri kodlayan
farkli mRNA iiretmektedir (Hwang, Hocking-Murray, Bahrami, Andersson, Rine,
ve Sil, 2003). Sinyal dizilimi olduk¢a korunmustur. Sadece iki N-terminal amino
asitin delesyonu, enzimin mitokondriye tasinmasini bloke etmektedir (Ambard-
Bretteville, Small, Grandjean ve des Francs-Small, 2003). N-terminal MAM
motifinin enzimin mitokondride hizli bir sekilde tasinmasini sagladig1 tespit

edilmistir.
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Cogu bitkide, FDH mitokondride bulunur; Bununla birlikte, A. thaliana enziminin
sinyal peptidinin kapsamli bir sekilde incelenmesi enzimin kloroplastlara
tasinabilecegini gostermistir. Bu enzimin N-terminal fragmani, patates, arpa ve
pirincten elde edilen FDH' lerin sinyal dizilerinden oldukc¢a farklidir. Belirli
kosullar altinda, AthFDH' nin kloroplastlarda lokalize edildigi ve ters reaksiyonu,
yani karbondioksiti formata doniistiirmeyi katalizleyebildigine dair bir hipotez

vardir (Olson, Skavdahl, Ramberg, Osterman ve Markwell, 2000).

Dahasi, karanlikta yetistirilen bitkilerde (bezelye saplari, hindiba yapraklari,
havuc kokleri, tath patates yumrulari, vb.) FDH konsantrasyonu hizla artmistir

(des Francs-Small ve digerleri, 1992).

FDH’in bir sok proteini oldugu gosterilmistir ve FDH’ 1n sentezi kuraklik, hipoksi,
disiik sicaklik vb. gibi cesitli stresler altinda ¢arpici bir sekilde artis gostermektedir

(Hourton-Cabassa ve digerleri, 1998; Thompson, Bowsher ve Tobin, 1998).

Format dehidrogenaz hem ekzojen (negatif cevre etkileri) hem de endojenik
(gerekli mikro elementlerin eksikligi, patojenlere maruz kalma) siireclerin neden

oldugu hiicre stres tepkisinde yer alan evrensel bir enzim oldugu goriilmektedir.

Genetiksel olarak patetes cesitlerinin FDH ekspresyon diizeylerinin azaltilmasi
sonucu formatin birikmesi bu kosullar altinda enzimin temel roliiniin iiretilen
formatin oksidasyonu oldugu belirtilmistir (Ambard-Bretteville, Sorin, Rébeillé,

Hourton-Cabassa ve des Francs-Small, 2003).

Dolayisiyla FDH’ in yiiksek bitkilerin metabolizma siireclerinde kilit bir rolii
oldugu anlasilmaktadir. Strese yanit mekanizmasinin anlasilmasi, soguga,
kurakliga vb. streslere direncli bitkiler olusturmada umut verici olarak

goriilmektedir (Hanson, Gage, ve Shachar-Hill, 2000).

Katalitik aktivitesinin arttirilmasi ile iiretilen mutant FDH’ in bitki genomuna
eklenmesi ile mutant formlarin iiretilmesi strese karst direncli bitki tasariminda

yeni bir yaklasim sunmaktadir.
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2.5 Protein Oksidasyonu

Protein oksidasyonu, ROT (OH, H,O, gibi) ile dogrudan veya oksidatif stresin
sekonder tiriinleri ile reaksiyonu sonucu dolayli olarak indiiklenen, proteinlerin
kovalent modifikasyonu olarak tanimlanmaktadir (Buyukguzel, 2013). Protein
oksidasyonun bircok mekanizmasi vardir ve amino asit yan zincirlerinin hepsi
oksidatif olarak modifiye olabildigi icin cok farkli tipte oksidatif protein
modifikasyonlar: vardir. Serbest radikal ya da radikal olmayan bir oksidan ile
gerceklesen oksidatif protein modifikasyonlarinin biyokimyasal sonuglari; yan
zincir gruplarinin oksidasyonu, omurganin fragmentasyonu, yeni reaktif tiirlerin
olusumu (DOPA, peroksit), fazla miktarda radikal olusumu ve zincir reaksiyonu
seklinde devam ettirilmesi, protein yada amino asitlerde dimerlesme, cokelme,
proteinin normal katlanmasinin bozulmasi veya konformasyon degisimi, yapisal
bozulmaya bagh islevsel kayip, enzim gibi islevsel proteinlerin ¢evirim sayisinin
degismesi, gen diizenlenmesininin ve ifadesinin degisimi, hiicre sinyal yollarinda
modifikasyon, apoptoz ve nekrozun uyarilmasi, capraz baglanmalar, yanlis
katlanmalar, konformasyon ve hidrofobik yapida degisiklikler ve proteolitik
enzimlerde aktivite kaybi olarak siralanabilir (Hawkins ve Davies 2001).
Proteinlerin amino asit yan zincirleri, metal iyonlar1 katalizorliigiinde serbest
radikaller tarafindan oksidasyona oldukca hassastir. Sistein, metiyonin gibi stlfiir
iceren amino asitler de tasidiklar1 yan zincirlerinden dolay1 oksidanlara karsi
oldukca aciktir. Serbest radikallerin bu amino asitlere atagi sonucu siilfenik (Cys-
SOH), siilfinik (Cys-SO,-H), siilfonik (Cys-SOs-H) tiirevleri, disiilfitler ve
metiyonin siilfoksit gibi okside {riinler olusur. Yan zincirlerinde okside
metiyonine sahip proteinler, katalitik aktivitelerinde ve ylizey hidrofobitelerinde
degisime ugrarlar (Levine, Berlett, Moskovitz, Mosoni, ve Stadtman, 1999).
Proteinlerin yapisindaki tasidiklar: bu amino asiteler proteinin oksidatif stabilitesi

tizerinde olumsuz etkiye sahiptir.

FDH enziminde oksidatif stabilite tayinleri amaciyla hidrojen peroksitin

inaktivasyon madde olarak kullanilmasinin 3 ana nedeni asagida belirtilmistir:
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-Hidrojen peroksit kiiciik bir molekiildiir ve hem ytizey tiyollerini hem de protein

globiiliiniin icinde bulunanlari okside edebilir (Tishkov ve digerleri, 1993).

-Hidrojen peroksit, dogal olarak olusan bir inaktive edici ve sinyal verici maddedir.
Dogal kokenli ve kiiciik boyutlu hidrojen peroksit, in vivo FDH stabilitesinin
degerlendirilmesi icin iyi bir kimyasal madde olmasini saglar (Savin ve Tishkov,

2010).

- Stres kosullar1 altinda hiicredeki hidrojen peroksit konsantrasyonu artar. Bazen,
hiicredeki FDH konsantrasyonu stres altinda da ¢nemli 6lciide artar. Ornegin,
bitkilerde, FDH mitokondride bulunur ve stres altinda organeldeki enzim icerigi

toplam proteinin %9' una ulasabilir (des Francs-Small ve digerleri, 1992).
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3

MATERYAL VE METOD

3.1 Materyal

3.1.1 Kullanilan Hiicreler ve Vektor
Bu calismada kompatent hiicre olarak ticari bakteri susu kullanilmistir. DH5a -T1

E. coli (F 80lacZAM15 A(lacZYA-argF)U169 recAl endA1 hsdR17 (ry | my +) phoA
supE44 thi-1 gyrA96 relAl tonA ) (Invitrogen) ticari kompatent hiicre.

GhFDH geni Giinseli Kurt-Giir ve Emel Ordu (Yildiz Teknik Universitesi)

tarafindan pQE-2 vektoriine klonlanmis ve stok hiicre olarak saglanmistir.

MNdel Sphi Sod ol Sacll Kpnl Pmll  Safl Psil Hindlll
CAT ATG CAT GOG GGA GOCT CAT GOG GOC GOG GGT AOC CAC GTG TOG ACC TGC AGC CAR GOT T
KE HH HH HH H 2] H A G A H A A A G T H L) 5 T C 5 @ A
Be=o=o == %
BER o RETTCE
ZABZAGERET

TAGZyme
pQE-2

Sekil 3.1 pQE-2 vektor haritasi
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3.1.2 Kullanilan Kitler

PCR Plus Master Mix II (5x) (GeneMark)

EcoSpin Plasmid Isolation Kit (ECO TECH)

BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo Fisher)
ZipPrime ® Sequencing Prufication Kit

3.1.3 Kullanilan Cihazlar

Termal Cihazi, Spektrofotometre cihazi (UV-1800), jel elektroferez cihazi(Thermo
fisher EC250-90), Applied Biosystems™ 3130 DNA Analizer, mikropipet
(Eppendorf), Vortex (Heidolph, Stuart), hassas terazi (Shimadzu ATX224),
Santrifiij cihazi(Hettich Universal 32R), giivenlik kabini (Hedlab X-Bio Class-II), -
80 °C Dolabi(Thermo fisher)

3.1.4 Kimyasallar ve Malzemeler

Sodyum hidroksit (NaOH, Sigma Aldrich), hidroklorik asit (HCI, Sigma-Aldrich),
distile su (H,0), etanol (EtOH, Sigma Aldrich), etilendiamintetraasetik asit (EDTA
Sigma Aldrich), quartz kiivet (Sigma Aldrich), Tris (Sigma Aldrich), Agaroz
(Sigma Aldrich), falkon tiip (Isolab), NAD (NEB), sodyum format (MERCK), 1 kb
DNA Markor (NEB).

3.1.5 Kullanilan Besiyerleri
LB(Luria-Bertani) besiyeri:

1 litre icin; 10gr peptan, 5gr NaCl ve 5gr Maya ekstrati icerir. LB Agar besi yeri

hazirlamak igin litresine 15 gr agar eklenir. pH:7.0’ ye ayarlanir.

LB Agar besi yeri hazirlandiktan sonra otoklavda sterilize edilir. Sterilizasyon islevi
121° C’ de 1,5 atm basincta 20 dakika siire ile yapilir. Otoklavdan sonra bu besi

yerleri amfisilinli LB kati besi yeri hazirlamak icin elle tutulabilecek isiya
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geldiginde amfisilin eklenerek sterilize petri kaplarina, petri basina 25 ml besi yeri

olacak sekilde dokiiliir. LB Agar besiyerleri donmaya birakalir.
SOB (pH 7.0) (Super Optimal Broth):

%2 Tripton, %0.5 Maya Ekstrakti, 10 mM NacCl, 2.5 mM KCl, 10 mM MgCI2 icerigi

hazirlandiktan sonra 121°C’de 20 dakika otoklavlanir.

SOC (Super Optimal Broth with added Glycose):

49 ml SOB’ye, 1 ml steril 1 M Glukoz soliisyonu eklenerek elde edilir.
TB (Terrific Broth) besiyeri:

1 litre icin; 12 gr Tripton, 24 gr Maya ekstrat1 ve 4 ml Gliserol 900 ml distile su
icerisinde ¢oziindiiriiliir. Otoklavda sterilize edilir. Sterilizasyon islevi  121° C’
de 1,5 atm basincta 20 dakika siire ile yapilir. Otoklavdan sonra soliisyonun 1s1s1

60 ° C ye diislince 100 ml potasyum fosfat tamponu eklenir.

3.1.6 Kullanilan Tampon Gozeltileri

10X TBE Tamponu: 1 litre TBE Tamponu i¢in; 54,0 g Tris, 27,5 g Borik Asit ve

7,44 g EDTA tartilir ve ayni1 kapta distile suda ¢oziiliir, pH 8,3’e ayarlanir ve 1

litreye tamamlanir. Oda sicakliginda saklanabilir.
TE tamponu: 100mM Tris-HCI (pH:8), 0.5mM EDTA. Otoklovda sterilize edildi.
Amfisilin: 100 mg/ml stok soliisyon hazirlanir ve filtre ile sterilize edilir.

IPTG (Isopropyl-B-D-thiogaltopyranoside): 20 mg/ml stok soliisyon hazirlanir ve

filtre ile sterilize edilir.
Protein Saflastirma Tamponlari:
Liziz Tamponu (pH:8, 1 Litre): 50 mM NaH,PO,, 300 mM NaCl, 10 mM imidazol

Yikama Tamponu (pH:8, 1 Litre): 50 mM NaH,PO,, 300 mM NaCl, 20 mM

imidazol
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Eliisyon Tamponu (pH:8, 1 Litre): 50 mM NaH,PO,, 300 mM NaCl, 500 mM

imidazol

3.2 Metod

3.2.1 Homoloji Modelleme

BLASTP 2.6.1 ile PDB protein veritabani arastirmasina gére GhFDH amino asit
dizisinin AtFDH ile %88, CbFDH ile %52, PsFDH ile %51 benzerlik gosterdigi
belirlenmistir. Ayrica SmartBLAST analizine gére GhFDH ile Glycine max FDH
arasinda da % 88’lik bir benzerlik tespit edilmistir. Diger bitki FDH’leri ile tutarh
olarak GhFDH ve bakteriyel FDH’ler arasindaki benzerligin %50 civarinda oldugu;
bitki FDH’leri ile benzerligin %80’in iizerinde oldugu gorilmistir [18].
Rekombinant GhFDH’in 3- boyutlu yapi modeli SWISS-MODEL homoloji
modelleme araci ile % 87.6 dizi benzerligi gosteren Arabidopsis thaliana format
dehidrogenaz apo-form AtFDH (pdb code: 3NAQ A, resolution 1.70 A) ve ligand
baglanmis AtFDH (pdb code: 3N7U, resolution 2.0 A) kalip olarak kullanilarak
yapilmistir (Arnold, Bordoli, Kopp ve Schwede, 2006).

3.2.2 Bolgeye Ozel Mutasyon (Site Directed Mutagenesis)

Hedefe yonelik mutasyon gerceklestirmek icin hedef mutasyonu iceren primerler
tasarlandi ve Triogen firmasina hizmet alimi olarak sentezletildi. Hedef
mutasyona yoOnelik tasarlanmis primerler Tablo 3.1’ de gosterildi. Amino asit
degistiren 3’ 1ii baz degisimi koyu renk ile belirtildi. Mutasyon PCR’ larinda kalip
olarak kullanilacak yabanil tip GhFDH geni iceren DH5a -T1 E. coli susu -80 C
den alinip cogaltilarak plasmid DNA izolasyonu yapildi. PCR, Plus Master Mix II
(5x) (GeneMark) kit kullanilarak gerceklestirildi. PCR icerigi Tablo 3.2’ de ve
termal kosullar1 Tablo 3.3’ de gosterildi. Mutasyonu icermeyen genleri elimine
etmek icin Dpnl endoniikleaz kesim enzimi ile yabanil tip GhFDH genleri
parcalandi. Dpnl kesim reaksiyonu ic¢in 7.5 ul ddH,O, 2 ul 10x Tango Buffer, 10 ul
PCR iriini, 0.5 ul Dpnl (Invitrogen) karisimi 4 saat 37 °C’ de inkiibe edildikten

sonra 80 °C’ de 20 dakika enzim inaktivasyonu yapildi.
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Tablo 3.1 Hedefe Yonelik Mutasyon icin Tasarlanan Primerler

Mutasyon

M258L | Forward | 5-GCTCGAGGAGCGATCTTGGATACTCAAGCTG-3’

M258L | Reverse 5’-CAGCTTGAGTATCCAAGATCGCTCCTCGAGC-3

M294L | Forward | 5-CATCCATGGCGTTACTTGCCAAATCAAGCTATG-3’

M294L | Reverse 5’-CATAGCTTGATTTGGCAAGTAACGCCATGGATG-3

M299L | Forward | 5-GCCAAATCAAGCTTTGACTCCTCATATTTC-3’

M299L | Reverse 5’-GAAATATGAGGAGTCAAAGCTTGATTTGGC-3’

Tablo 3.2 PCR Reaksiyon Bilesenleri ve Miktarlari

Bilesen Miktar

ddH,O 14,5 pl
DNA Template ( 20 ng) 2l
Forward Primer (10 uM) 1l
Reverse Primer (10 pM) 1l
PCR Plus Master Mix II (5x) 5l
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Tablo 3.3 PCR Reaksiyon Kosullari

Sicaklik Siire Dongii
94 °C 3.5dk 1
94 °C 30 sn
37-68°C (Primer Tm’ sine bagli) 30 sn 30
72°C 5.5 dk
4°C % 1

3.2.3 Transformasyon

Dpnl endoniikleaz enzimi ile muamele edilmis PCR iiriinii DH5a -T1 E. coli
kompatent hiicresine transformasyonu asagida verilen adimlar1 takip ederek

gerceklerstirildi.

1. -80°C’ de saklanan 50 pL E. coli DH5a stok hiicreleri 5 dakika buz iizerinde
coziinene kadar bekletilldi, hafifce karistirildi.

2. Buzda erimis olan kompetan bakterilerin 50 pl’ si iizerine 2 ul PCR {iriini

eklendi, hafifce karistirildi.
3. Karisim 12 dakika buz tizerinde bekletildi.

4. Bakteriler buzdan alinip 42°C’ de 30 saniye bekletildi. (Hiicrelerin yiiksek
sicaklikta bekletilmesi hiicre membranlarindaki fosfolipidlerin hareketlerini
saglar. Hiicre zarindaki porlarin acilmasi ile vektoriin iceri girdigi

diisiiniilmektedir.)

5. 42 °C’ den alinan bakteriler 2 dakika buz tizerinde bekletilir. (Bu 1s1 soku

yontemiyle porlar acilip kapanarak hiicrelerin vektorii icine almasi saglanmustir.)
6. Hiicreler buzdan ¢ikarilip iizerine 200 pl SOC eklendi ve hafifce karistirildu.

8. 37 °C 200 rpm’ de bir saat calkalayicili inkiibatorde inkiibe edildi.
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9. 125 pul hiicre ampisilinli LB kat1 besiyerine yayma yontemi ile ekildi. Kolonilerin

cogalmasi icin 37 °C’ de gece boyu inkiibe edildi.
3.2.4 Koloni Tarama ve Stoklama

Transformasyon sonrast gece boyu inkiibe edilen plateden secilen koloniler
ampisilinli siv1 LB’ ye ekildi. Secilen kolonilerin mutasyonu tasidigini tespit etmek
amaciyla EcoSpin Plasmid Isolation Kit (ECO TECH) ile plazmit izolasyonu
yapildiktan sonra Sanger dizi analizi yontemi ile dizilendi. Dizileme reaksiyonu,
BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo Fisher) kit kullanilarak
gerceklestirildi. Reaksiyon icerigi Tablo 3.5’ de ve termal kosullar1 Tablo 3.6’ de

gosterildi. Dizilemede kullanilan primer dizisi Tablo 3.4’ da verildi.

Sanger dizileme reaksiyonu sonucu reaksiyon {iriinlerin saflastirilarak kapiler
elektroforez sistemine (ABI Genetic Analyzer 3130) yiiklemeye hazir hale
getirilmesi amaci ile ZipPrime ® Sequencing Prufication Kit kullanildi. Saflastirilan

tiriinler Applied Biosystems™ 3130 DNA Analizer cihazina yiiklendi.

Niikleik asit dizisi belirlenen gen, GhFDH geni ile Homoloji BLAST yapilarak
mutasyon ve amino asit degisimi tespit edildi. Hedef mutasyonu tasidigi belirlenen
plasmidleri iceren hiicreler bir gece boyu 37°C’ de biiyiitiildiikten sonra %20

gliserol iceren -80 °C stoklar1 olusturuldu.

Tablo 3.4 Dizileme i¢in Kullanilan Primerler

Primer Ad1 Primer Dizisi
FDH Seq | Forward 5’- TACTGGGAGCAATGTCGT -3’
pQE-FP Reverse 5’- CGGATAACAATTTCACACAG -3’
pQE-RP Reverse 5’- GTTCTGAGGTCATTACTGG -3’
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Tablo 3.5 Dizileme Reaksiyon Bilesenleri ve Miktarlari

Bilesen Miktar
ddH,O 2pul
DNA Template (100-150 ng) 2pul
Forward Primer (3.2 uM) 2 ul
BigDye ™ Terminator v1.1 & v3.1 5X 2pul

Sequencing Buffer
BigDye™ Terminator 3.1 Ready 2pul
Reaction Mix

Tablo 3.6 Dizileme Reaksiyon Kosullari

Sicaklik Siire Dongii
96 °C 1 dk 1
96 °C 10 sn
50 °C 5 sn 25
60 °C 4 dk

4°C % 1

3.2.5 Hiicre Biiyiitme ve Protein Ekspresyonu

pQE-2 vektorii icinde yer alan histidin kuyruklu rekombinant GhFDH genini iceren
E. coli DH5a hiicreleri 37 °C’ de bir gece LB besi yerinde 250 rpm de calkalanarak
biiytittildii. Bir gece biiyiitiilmiis bu hiicre kiilttirtinden 50 ml alinarak Ampisilin

(100pg/ml) iceren 1000ml TB besiyerinde 37 °C’ de ODgq, degeri 0.6 ya ulasana
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kadar calkalanarak biiyiitiildi. Kiiltiire son konsantrasayonu 1mM olacak sekilde
1mM IPTG (isopropyl-B-D- thiogalactopyranoside) eklenerek GhFDH gen anlatimi
indiiklendi. IPTG ile indiiklendikten sonra 24 °C’ de 24 saat calkalanarak
biiytitildi. Kiiltiir 4000 g’ de 20 dk santrifiij edilerek pellet -80 °C’ de saklandu.

3.2.6 6xHis-tag sistemi kullanilarak GhFDH proteininin saflastirilmasi

1000 ml kiiltiirden santrifiij edilmis hiicreler, 20 ml lizis tamponunda slispansiyon
haline getirildi. Hiicre siispansiyonuna 1 mg/ml lizozim eklenerek buz {izerinde
30 dk calkalanarak inkiibe edildi. Hiicre siispansiyonu 200-300 W’ da sonikasyon
ile 10’ar saniye araliklar ile 6 kez sonikasyonda parcalama islemine maruz
birakildi. Parcalanmais hiicre siispansiyonu 15000 g’ de 15 dk 4 °C’ de santrifiij ile
coktiiriildii. 1 ml % 50Ni-NTA rezinine 15 ml ¢oktiirtilmiis hiicre siispansiyonunun
siipernatanti eklendi. 4°C’ de 60 dakika hafifce calkalandi. Karisim 13000 rpm’ de
1 dakika santrifiij edildi. stipernatant ayrildi. Cokmiis rezin 2 kez 3 ml yitkama
tamponu eklenerek 13000 rpm’ de 1 dk santrifiij ile yikandi. His-tagged
proteinleri, 1 dakika boyunca 13000 rpm'de santrifiij edilerek 1 ml eliisyon
tamponu ile 6 kez elute edildi. Her asamadan toplanan Ornekler ve eliit edilen
proteinler, SDS poliakrilamid jel (%12/ h) elektroforezi ile analiz edildi. SDS-
PAGE ve Coomassie Brilliant Blue boyamasi, proteinin saflastirmadan sonra > %
95 saf oldugunu gosterdi. Protein konsantrasyonu, standart olarak sigir serum
albiimini kullanilarak Bradford yontemi (Bradford, 1976) ile belirlendi ve 39000
Da monomer kiitlesi kullanilarak monomerik protein konsantrasyonu cinsinden

ifade edildi.
3.2.7 Kinetik ve Termodinamik Karakterizasyon Deneyleri

3.2.7.1 Kararh hal kinetigi

Rekombinant dogal ve mutant cnFDH' lerin kararli durum kinetik deneyleri, 20
mM pH 7 Tris Tamponu, 1 mM NAD ¥, 0-40 mM format ve 0.4 pM enzim (Mr
42000) iceren reaksiyon karisiminda 25 ° C’ de Shimadzu 1800 cift 1s1nli (10 mm
yol uzunlugu) UV-VIS spektrofotometre kullanilarak gerceklestirildi. NADH
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liretimi i¢cin 340 nm dalga boyunda absorbans 6lciildii ve elde edilen veriler Grafit

5 Kinetics Software programina yerlestirilerek analiz edildi.

3.2.7.2 Termal Stabilite

Enzimler, {iclti tekrarlar halinde 20 dakika boyunca 25 ila 75 derece araligindaki
5 °C araliklarla inkiibe edildi. Aktivite Olctimleri pH 7 20 mM potasyum fosfat
tampon, 1 mM NAD", 10 mM format ve 0.4 uM enzim igeren bir reaksiyon
karisiminda 25 °C' de gerceklestirildi. Her bir 6l¢iim 3 kez tekrar edildi. Optimum
kosullardaki aktiviteyi %50 azaltmak icin gereken sicakligi gosteren TO.5 degeri,

Grafit 5 kullanilarak sicakliga kars: kalan aktivite grafiginden belirlendi.
3.2.7.3 Oksidatif Stabilite

Oksidatif stabilite tayini icin enzimler 50 mM, 100 mM, 150 mM , 200 mM ve 300
mM hidrojen peroksit (H,O,) ile muamele edilerek aktivite Ol¢iimleri
gerceklestirildi. Her bir yogunluk icin 15 dakika araliklarla 340 nm’ de Olciilen
deger 0.005 altina diisene kadar enzim aktivitesi Ol¢iimlerine devam edildi. Her
bir 6l¢iim 3 kez tekrar edildi. Her bir H,O, konsantrasyonu icin, H,O, (Denaturant)
icermeyen ve optimum kosullardaki aktiviteyi %50 azaltmak icin gereken zamani
gosteren DO.5 degeri, Grafit 5 kullanilarak zamana kars1 kalan aktivite grafiginden

belirlendi.
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4

SONUC VE ONERILER

4.1 Sonucg
4.1.1 Homoloji Modelleme

GhFDH geni 348 amino asit iceren 38.65 kDa biiyiikliigiinde bir enzim
sentezlemektedir. Homodimerik bir proteindir. Bu protein M126, M214, M225,
M234, M243, M258, M294, M299, M321 nolu residularda olmak {izere her bir alt

linitesi 9 metiyonin amino asidi icermektedir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1 Kalip amino asit dizisi olarak NAD"-bagimli Arabidopsis thaliana
(AtFDH, pdb code: 3NAQ_ A, resolution 1.70A) kullanilarak olusturulan modelin
GhFDH ile gosterdigi amino asit homolojisi.

Bu tez calismasinda GhFDH enziminin stabilitesini arttirmak ve bu metiyonin

residularinin enzimin aktivite ve stabilitesine olan etkisinin anlasilmasi amaciyla
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oksidasyona yatkin bolgeler olan metiyonin amino asitlerinin oksidayona
dayanikli bir amino asit ile degistirilmesi stratejisi uygulanmistir. Metiyonin amino
asidi yerine oksidayona daha dayanikli ayn1 zamanda metiyonin gibi hidrofobik
bir yan zincire sahip ve isgal ettigi van der Waals hacmi metiyonine yakin bir
amino asit olan 16sin amino asidi yerlestirilmistir. Bu degisiklikler sonucu enzimin

stabilitesinde ve kinetik ozelliklerinde ortaya cikan degisiklikler incelenmistir.

Metiyonin-16sin degisimi icin rekombinant GhFDH enziminin M258, M294, M299
konumlari se¢ilmistir. Pozisyonlar SWISS MODEL homoloji modelleme ile, NAD"-
bagimli Arabidopsis thaliana (AtFDH, pdb code: 3NAQ A, resolution 1.70A, %87,6
dizi benzerligi) FDH’inin amino asit dizisi kalip olarak kullanilarak olusturulan
homoloji model iizerinde gosterilmistir (Sekil 4.4, Sekil 4.6, Sekil 4.8). Elde edilen
homoloji modellerin, hedef-kalip eslesme 0Ozelliklerine gore model kalitesini
belirleyen “Global Model Quality Estimation” skoru 0.97 ve 0.96 ve “Qualitative
Model Energy Analysis”’e dayanan QMEAN degeri ise 0.58 ve 0.84‘dir.
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Sekil 4.2 SWISS-MODEL homoloji modelleme araci ile yapilmis GhFDH modeli

4.1.1.1 Met258Leu

GhFDH yapisindaki substrat ve NAD" baglanma bolgesindeki amino asitler, 11€92,
Asn116, Asp191, Asp278 ve katalitik bolgedeki 6nemli amino asitler olan Arg254

ve His302’ in Lotus japonicus, Solanum tuberosum and Hordeum vulgare
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FDH’lerinde oldugu gibi korundugu goriilmektedir (Andreadeli ve digerleri, 2009;
Arnold, Bordoli, Kopp ve Schwede, 2006; Labrou ve Rigden, 2001). M258 bir loop
yapis1 lizerindedir ve katalitik aktivite icin 6nemli olan R254 ile ayni loop
yapisinda birbirlerine yakin olarak bulunmaktadirlar (Ek B). GhFDH’ in 258.
bolgesinde bulunan metiyonin amino asidi yerine bazi maya, mantar ve bakteri
tlirlerinde bulunan FDH enzimi i¢in bu bolgede alternatif olarak sistein, valin ve

alanin amino asitleri goriilmektedir.

Sekil 4.3 Model M258L
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Sekil 4.4 M258 bolgesinin swiss model homoloji modellemesi tizerinde

gosterimi. (A) Yakin cekim (B) Uzak cekim
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4.1.1.2 Met294Leu

M294 amino asiti proteinin yiizey kismina yakin bolgededir ve katalitik olarak
onemli olan ve korunmus H302 ile ayni loop yapis: iizerindedir (Ek B). M294
amino asiti diger tiirlerdeki FDH enzimindeki konumlar ile karsilastirildiginda

yliksek oranda korundugu goriilmektedir.

A . 4 B.

Sekil 4.6 M294 bolgesinin swiss model homoloji modellemesi {izerinde
gosterimi. (A) Yakin cekim (B) Uzak cekim
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4.1.1.3 Met299Leu

M299 amino asidi katalitik olarak 6nemli olan ve korunmus H302 ile ayni loop
yapisi lizerinde bulunmaktadirlar (Ek B). Ayrica proteinin niikleotit baglanma
bolgesine cok yakindadirlar. Niikleotit baglanma boélgesi proteinde niikleotid
fosfatlar1 baglayan bir bolgeyi tarif etmektedir. Her zaman birden fazla amino asit
icerir ve niikleotit baglanmasina katilan tiim kalintilan icerir. M299 proteinin i¢
kismindadir. GhFDH’ in 299. amino asit bolgesinde bulunan metiyonin amino
asidi diger tiirler ile yapilan homoloji eslesmesi sonucu bu bolgede diger tiirlerde

de metiyonin amino asidinin bulundugu ve korunmus oldugu tespit edilmistir.

Sekil 4.8 M299 bolgesinin swiss model homoloji modellemesi tizerinde
gosterimi. (A) Yakin cekim (B) Uzak cekim
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4.1.2 Hedefe Yonelik Mutasyon PCR Sonuclar:

5.8 kb

Sekil4.9 Yapilan Hedefe Yonelik Mutasyon PCR’ lar1 %0,8 lik Agaroz Jel
Elektroforez Goriintiisii

Yapilan mutasyon PCR’ larin elektroforez jel goriintiileri Sekil 4.9’ da
gosterilmistir. 1 ile numaralandirilmis ilk kuyucuga 10kb’ lik marker yliklenmistir.
Mutasyon PCR lan 2,3,4,5,6,7 ile numaralandirilan kuyucuklara yiiklenmistir.
PCR {riinii boyutlarini belirlemek icin marker ile karsilastirildiginda yaklasik
olarak 5.8 kb boyutunda oldugu goriilmektedir. Bu deger pQE-2 (4.8kb) vektorii
ve vektore baglanmis 1047 bp biiyiikliigiindeki GhFDH geni toplam biiyiikligii

olan 5.8 kb ile ortiismektedir.
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Sekil 4.10 Agaroz Jel Elektroforezde Kullanilan Marker Boyut Cizelgesi

4.1.3 Transformasyon

Mutant vektorlerin E. coli DH5a hiicresine taransformasyonundan sonra vektorii
icine almis hiicreleri secmek amaciyla Amp iceren kat1 LB besiyerine ekim yapildi.
Secilen kolonilerden izole edilen plasmidler M258L, M294L ve M299L

mutantlarin1 dogrulamak amaciyla Sanger dizi analizi yapild: (Sekil 4.11).

Sekil 4.11 E. coli DH5a Hiicresine Tranformasyonu Yapilan Mutant Vektorlerin
Ampisinli Kat1 LB Plate Uzerinde Koloni Secimi
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4.1.4 DNA Dizi Analizi ve Homoloji BLAST

Mutant GhFDH vektorlerinin dizi analizi sonucu elde edilen veri yabanil tip
Gossypium hirsutum format dehidrogenaz gen dizisi ile karsilastirilarak
gerceklestirilmek istenen mutasyonun varligi tespit edildi. M258L, M294L ve
M299L. mutantlarin dizi analizi sonrasinda sadece istenilen yerde dogru
mutasyonu icerdigi tespit edildi. Elde edilen dizi ve Homoloji BLAST sonuclari ekte
(Ek A, sayfa 40-48) verilmistir.

4.1.5 Protein Saflastirma

Dizi analizi ile dogrulugu tespit edilen mutant GhFDH genini tasiyan hiicreler
belirlenerek -80 stoklar1 yapilmistir. Kinetik ve stabilite analizleri i¢in stoktan
alinan hiicreler 37 °C’ de bir gece Amp’ li LB besi yerinde 250 rpm de calkalanarak
biiytitiilmistiir. Bu kiiltiirden alinan 50 ml hiicre Amp’ li TB besiyerinde IPTG ile
indiiklendikten sonra 24 °C’ de 24 saat calkalanarak GhFDH protein tiretimi
yapilmistir. Elde edilen mutant GhFDH proteinleri 6xHis-tag sistemi kullanilarak

saflastrilmistir.

Saflastirma isleminden sonra mutant GhFDH proteinlerin safligini1 goriintiilemek
amaciyla yapilan SDS-PAGE goriintiilemede ayni kosullarda saflastirma
yapilmasina ragmen bazi mutant proteinlerin uygun saflikta izole edilemedigi
tespit edilmistir. M294L mutantin SDS-PAGE jel goriintiisii Sekil 4.13’ de verildigi
gibi uygun saflikta elde edilemedigi goriilmektedir. M299L ve M258L mutant
GhFDH proteinleri Ni-NTA His-tag saflastirma yoOntemiyle >% 95 olarak
saflastirilabilmistir (Sekil 4.12).
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MW,
kDa Marker - MI126L- M214L- M258L- M234L- M243L- M299L
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$ekil 4.12 Saflastirilmis M126L, M214L, M258L, M234L, M243L ve M299L
Mutant Proteinlerin SDS PAGE Jel Goruntiisi (Marker: Bio-Rad Precision Plus
Protein™ Dual Color Standards)

Marker CL294 - Wi299- W,299- M294L- W»294- CL299- M299L

Sekil 4.13 M294L ve M299L Mutant Proteinlerin Saflastirma Asamalar1 SDS
PAGE Jel Goriintiisii (CL: Hiicre Lizati, W:Yikama Tamponu, Marker: Bio-Rad
Precision Plus Protein™ Dual Color Standards)

4.1.6 Protein Konsantrasyon Ol¢iimleri

Protein konsantrasyonu Bradford Protein Tahlili (Bio-Rad) kullanilarak belirlendi.

Saflastirma isleminden ortalama 1.5-2 mg/ml protein elde edildi.
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4.1.7 Enzim Aktivite Olciimleri

GhFDH mutant proteinlerin aktivite olctimleri 25 ° C'de 20 mM Tris Tamponu
(pH7) kullanilarak, 1 mM NAD, 0-40 mM format ve 0.4 uM enzim iceren bir
reaksiyon karisimi Shimadzu 1800 cift 1sinli (10 mm yol uzunlugu) UV-VIS
spektrofotometre ile gerceklestirilmistir. Aktivite 6lciimiinden elde edilen veriler
“Grafit5 Kinetics Software” programi kullanirak analiz edilmis ve enzimlerin kcat
degerleri hesaplanmistir. Yapilan tekrarli calismalarda M294L ve M299L. mutant
proteinlerinde 340nm’ de Olciilebilir bir aktivite gézlenmemistir. Bu nedenle
M294L ve M299L mutant GhFDH proteinlerin stabilite calismalarina devam
edilememistir. M258L mutant proteinin aktivite grafigi Sekil 4.14° de

gosterilmektedir.

M258L GhFDH
Enzyme Kinetics Data

O

Rate
o
o
»
|
1/Rate O
e aroro
ONPLADOONEDNOON
) .“\\
o
o\
o

0,02 0 02 04 08
1/ [Substrate]

0 - T T T T T T T T T

40

20
[formate]

Sekil 4.14 M258L Kinetik Ol¢iim Grafigi

Yabanil ve mutant proteinlerin Km ve kcat degerlerinin karsilastirilmasi Tablo 4.1’

de gosterilmistir.
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Tablo 4.1 Gossypium hirsutum FDH ile Mutant M258L Aktivite Degerleri

K, (mM) Kea (sn') Keat / K (sn' mM™)
Gossypium 0.76 = 0.07[53] 0.295 = 0.39[53]
hirsutum FDH 0.00[53]
M258L 2.39+0.8 0.7+0.006 0.29
M294L - - -
M299L - - -

4.1.8 Enzim Termal Stabilite Analizi

Literatiirde enzim termostabilitesini karakterize eden yaklasimlardan biri, sabit bir
siire boyunca sabit bir sicaklikta inkiibasyondan sonra kalan enzim aktivitesini
olcmektir (Tishkov ve Popov, 2006). Bu calismada gerekli miktarlarda enzim 5 ile
75 derece arasinda 5 °C araliklarla 20 dakikalik bir siire boyunca inkiibe edildikten
sonra kalan aktivite Shimadzu 1800 cift 1s1nl1 (10 mm yol uzunlugu) UV-VIS
spektrofotometre kullanilarak 340 nm’ de NADH olusumundaki azalma takip
edilerek enzimin termal stabilitesi analiz edilmistir. Enzimin baslangic
aktivitesinin %50 azalmasi icin gereken sicaklik olan T, 5’ in hesaplanmasi icin elde
edilen veriler Grafit5 Kinetics Software kullanilarak degerlendirilmis (Sekil 4.15)
ve M258L mutant GhFDH’ in T,s degeri 47.2+ 1.1 °C olarak belirlenmistir.

Yabanil tip GhFDH ile karsilatirilmasi Tablo 4.2’ de gosterilmektedir.
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Tablo 4.2 Gossypium hirsutum FDH ile Mutant M258L Termal Stabilite Degerleri

TO.S
Gossypium 53,8+ 0,12 [53]
hirsutum FDH
M258L 472+ 1.1
M258L Tos
0,08 1 1 1 1 1
_ o O
O
0,06 —
o i
=
& 0,04 - O
c
©
[4+]
G _
0,02 —
0 T T T T T
30 40 50 60 70

SICAKLIK (20- 80 °C)

Sekil 4.15 M258L Termal Stabilite Grafigi

4.1.9 Enzim Oksidatif Stabilite Analizi

Calismamizda inaktive edici ajani olarak hem ylizey hem de i¢ kisimda yer alan
tiyol gruplarini okside edebilen H,0, secilmistir. H,O, dogal olarak meydana gelen
bir kimyasal inaktive edici ajan olmasi sebebiyle in vivo protein kararlilik
calismalar icin de uygundur. 50mM, 100mM, 150 mM , 200 mM ve 300 mM
hidrojen peroksit (H,0,) ile muamele edilen alikotlanmis enzimlerin 15’ er dakika
araliklarla kalan aktivite Olctimleri gerceklestirilmistir. Her bir H,0,

konsantrasyonu ic¢in, H,O, (denaturant) icermeyen, optimum kosullardaki
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aktiviteyi % 50 azaltmak icin gereken zamani gosteren t,s degeri, Grafit5 Kinetics
Software kullanilarak zamana karsi-kalan aktivite grafikleri cizilerek belirlenmistir

(Sekil 4.16). Yabanil GhFDH enzimi ile karsilastirmasi Tablo 4.3’ de

gosterilmektedir.
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Sekil 4.16 M258L Oksidatif Stabilite Grafikleri
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Tablo 4.3 Gossypium hirsutum FDH ile Mutant M258L Oksidatif Stabilite t, s ve

Termal Stabilite T, s Degerleri

Tos tos tos tos tos tos
(sicaklik 50mM H,0, 100mM 150mM 200mM 300mM
OC) (Zaman -dk) H,0, H,0, H,0, H,0,
Rekombinant 53,8+0,12 | 118 = 45+ 82+ 64,6+ 51,6
dogal
GhFDH
M258L 47.2=1.1 134,74+34.4 82,85+26.0 97,30*x12.5 24,40+8.1 51,98+5.6

4.2 Oneriler

Yeni enzimleri tanimlayan her gecen giin genisleyen veri bankalarina ragmen,
endiistride istihdam edilebilir enzimler enzimatik sentez icin artan talepleri
karsilayamamaktadir. Bu boslugun ilk nedeni, endiistriyel sentezdeki zor
kosullarla bas edemeyen mezofilik organizmalardan izole edilen enzimlerin
stabilitelerin diisiik olmasidir. Ikinci neden, endiistriyel sert kosullara dayanabilen
ekstremofilik enzimlerin diisiik kullanilabilirligidir (Ozgiin ve digerleri, 2016). Bu
nedenle, protein miihendisligi stratejileri, endiistriyel olarak uygulanabilir
enzimlerin oOzelliklerini gelistirmek icin Onemli bir yontemdir. FDH' lerin
endiistriyel uygulamalardaki kulanilabilirliligini arttirmak icin, zorlu endiistriyel
reaksiyon kosullarinda yiiksek stabilite gosterebilmesi onemli bir gerekliliktir.
FDH enziminin termostabilitesi ve oksidatif stabilitesine etkisi olan faktorlerin
anlasilmasi, protein katlanmasi ve stabilitesi anlayisimiza da ayrica katkida
bulunacaktir. Aym1 zamanda yiiksek sicakliklarda calisabilen ve oksidatif strese

dayanikli verimli bir FDH enzimi tasarlamak i¢in de 6nemlidir.

Genlerin DNA dizilerindeki en biiyiik cesitlilik maya ve mantar FDH'leri icin

gozlenmektedir. Bununla birlikte, FDH asir1 korunmus bir enzimdir. Tim
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kaynaklardan gelen enzimler arasinda 60 amino asit kesinlikle korunmaktadir ve
bireysel gruplar icinde homoloji skoru %75' ten yiiksektir (Tishkov ve Popov,
2006). Cesitli makalelerde FDH deki katalitik bolge {izerinde bulunan ve substrat
ve NAD baglanma bolgesi iizerindeki 6nemli amino asitler belirtilmistir. Pro67,
Phe68, 11e92, Asn116, Val120 Gly168, Gly170, Ile172, Gly173, Arg254, Asp278,
Gln283 ve His302 olarak belirlenen FDH'deki bu korunmus amino asitler arasina
Asp316 da dahil edilmelidir ciinkii karboksil grubu NAD" nikotinamid grubunun
amid grubu ile bir hidrojen bag1 olusturmaktadir (Andreadeli ve digerleri, 2009).
Bununla birlikte cesitli tiirlerdeki FDH proteini dizisinin homoloji sonucu bazi
farkli bolgelerin de yiiksek oranda benzerlik gosterdigi ve korunmus bolge olarak

tespit edildigini gostermektedir.

Protein ve peptidlerde bulunan sistein, metiyonin ve histidin amino asitleri
icerdikleri siilfiir atomunun yiiksek reaktivitesinden dolay: oksidasyona yatkindir.
GhFDH proteini M126, M214, M225, M234, M243, M258, M294, M299, M321
nolu residularda olmak iizere her bir alt {initesi 9 metiyonin amino asidi
icermektedir. Bu bolgelerdeki metiyonin amino asitlerin alternatif amino asitlerle
hedefe yonelik mutasyonu ile degistirilmesi stabilitesinin arttirilabilecegi

distiniilmektedir.

Losin ve metiyonin hidrofobik amino yan zincirlerine sahiptir ve 16sin tarafindan
isgal edilen van der Waals hacmi metiyonine yakindir. Metiyonin 16sin ile yer
degistilmesi, degistirilen amino asitlerin ortamina bagh olarak dengeleyici bir etki
ile sonuclanabilmektedir ve protein yapisinin oksidatif stresten zarar gormesini
azalttig1 bilinmektedir (Ozgiin ve digerleri, 2016). Loésin eklenmesi, yakinlardaki
bir¢ok amino asit ile 6nemli sterik girisimlere ve 6nemli hareketlere neden olabilir
(Lipscomb, ve digerleri, 1998). Metiyonin-16sin ikamesi, degistirilen bolgenin
ortamina baglh olarak stabilize edici veya destabilize edici bir etki verebilir
(Pokkuluri, Raffen, Dieckman, Boogaard, Stevens, ve Schiffer, 2002). Aktif bolge
etrafindaki tuz kopriileri, yiiksek sicakliklarda daha fazla atomik hareketlilik
nedeniyle degisiklige karsti aktif bolgesini bir arada tutmaya yardimci

olabilmektedir (Kumar, Ma, Tsai, ve Nussinov, 2000).
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Calismamizda 16sin amino asidi ile degistirilen M294 ve M299 amino asitleri
enzimin katalitik aktivite icin 6nemli olan korunmus bolgesinde yer alan amino
asit H302 ile yakin konumlanmaktadir. Bu etkilesimlerinden dolay1 yapilan
mutasyon sonucunda ortaya cikan yapi degisikliginin protein aktivitesini de
etkilemesi beklenmektedir. Bu M299 konumundaki amino asitin diger tiirlerde de
korunmus olmasi gerceklestirilen mutasyonun protein yapisi ve aktivitesinde

onemli oldugunu gostermektedir.

M258 bir loop yapist iizerindedir ve katalitik aktivite icin 6nemli olan R254 ile
ayni loop yapisinda yakin olarak bulunmaktadirlar. GhFDH’ daki M258 amino
asidi yerine bazi maya, mantar ve bakteri tiirlerinde bu bolgede alternatif olarak
sistein, valin ve alanin amino asitleri goriilmektedir. Burada gerceklestirilen

M258L mutasyonu enzimin katalitik aktivitesini korumustur.

Aktivite analizi sonucu M528L mutasyonunun enzimin Km degerini yaklasik 4 kat
yiikseltirken (yabanil tip GhFDH Km: 0.76; M528 GhFDH Km: 2.39), ke, (sn™)
degerini 2 kattan fazla arttirdig1 (yabanil tip GhFDH k,: 0.3; M528 GhFDH ke,
0.7) olctilmistiir. Katalitik aktivite bolgesinde yapilan bu mutasyonun termal
stabilite tizerindeki etkisinin yabanil tip GhFDH’ e gére 6 °C’ lik bir diislise neden
oldugu gosterilmistir. Oksidatif stabilite deneyleri sonucunda ise 50 mM H,O,’de
yabanil tip GhFDH’e gore onemli bir fark gostermese de, 100 mM’ lik H,0, ’a
maruz birakilan M258L mutantinin yabanil GhFDH den 2 kat daha fazla siire
aktivitesini korudugu tespit edilmistir (Tablo 4.3). Oksidatif stabilitesinde goriilen
bu sonu¢ M258L mutantinin gelistirilmek i¢cin umut vaad edici oldugunu ortaya
koymaktadir. Coklu mutasyonlar ve CD o6lciimleri ya da termodinamik deneyler
ile yapisal analizler yapilarak mutasyonlarin enzimin aktivite ve stabilitesine olan

etkisini daha ayrintili olarak incelenmesi gerekmektedir.

GhFDH t{izerinde bulunan ve katalitik bolgeye uzak olan diger metiyonin amino
asitleri tizerinde de calismalar yapilmasi metiyonin amino asidinin protein
stabilite ve katalitik aktivitesi {izerindeki etkisinin degerlendirilmesi konusunda
daha ayrintil bilgiler saglayacaktir. Bu calismada yapilan 3 mutasyonun elde

edilen etkileri g6z 6niinde bulundurularak yeni mutanlar tasarlanabilir, ¢oklu
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mutantlar olusturulabilir. Sonug olarak, daha ayrintili arastirma gerektirmek ile
birlikte 294 ve 299 konumdaki metiyonin amino asidinin enzimin aktivitesi ile
dogrudan iligkili oldugu, M258L degisimi sonucu enzim aktivitesini korudugu ve
metiyonin-16sin degisiminin GhFDH stabilitesini gelistirmek icin umut verici bir

yaklasim oldugunu gostermektedir.
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A

DNA DIZI ANALIZI VE BLAST

A.1 M258L Mutant: DNA Dizi Analizi ve BLAST

CGCAGCTAACCTTATGAAAGAATTGCCCATCTTGTTGCTCGTGAGGGAGCTGGGT
GCGCCCATGGCTGATCACAGGGGCATCAGTATATTGTTACGACGACAAAGAAGG
ACCCGGACTGCGAACTTGAAAAGCATATCCTGATCTCCATGTGCTCATATCGACC
CCATTTCCACCCGGCTTACGTTACGGCTGAGAGGATCAAGAAAGCCAAAAACTTG
CAACTGCTTCTCACAGCAGGGATTGGCTCCGATCATGTTGATCTTAAGGCAGCTG
CAGAAGCTGGTTTGACTGTTGCTGAAGTTACTGGGAGCAATGTCGTCTCGGTTGC
TGAGGACGAGCTAATGAGGATTCTTATTCTTGTTCGGAATTTCGTACCTGGTTAT
CATCAAGTTATTACTGGAGATTGGAATGTTGCAGGCATTGCTTATAGAGCTTATG
ATCTCGAAGGGAAGACAGTTGGAACTATAGGTGCTGGCCGTATCGGCAAGCTCT
TACTCCAGCGATTGAAACCATTCAACTGTAATCTCCTATATCATGATCGAGTCAA
GATAGATCCAGAATTGGAGAAACAGACCGGAGCTAAATTCGAGGAGGATCTTGA
TGCAATGCTTCCAAAATGTGACATTATTGTCATAAATATGCCTCTAACTGAGAAG
ACAAGAGGGATGTTTGACAAAGATCGGATCGCGAAGATGAAGAAGGGAGTCCTG
ATTGTTAACAATGCTCGAGGAGCGATCTTGGATACTCAAGCTGTTGCTGATGCTT
GTTCAAGTGGACACATTGCAGGTTACAGTGGAGATGTTTGGTACCCGCAACCTGC
TCCGAAGGACCATCCATGGCGTTACATGCCAAATCAAGCTATGACTCCTCATATT
TCTGGTACCACCATTGATGCGCAGTTGCGATACGCTGCCGGAGTCAAGGATATGC
TTGAGAGGTACTTCAAAGGTGAAGACTTTCCTGAACAGAACTACATTGTCAAAGC
AGGTGAGCTCGCTCCTCAATACCGATGATTTCGTGGTTTCTTCGTCCATGAAAGA
GAGTCCAAATGTGTTCGGTTGGTAGTTAAACGTAGCTACTATTGAAATAATGTGA
TGTTTAGTATGTTGCAAATAATGTGCCATCTATATTGTGCTTTGAACTTGATGTAA
GCTTAATTAGCTRAGCCTTWAYMMWRG
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BLAST:

Query: None Query ID: 1cl|Query 56725 Length: 1179

>PREDICTED: Gossypium hirsutum formate dehydrogenase, mitochondrial (L0C107958572), mRNA
Sequence ID: XM_016894382.1 Length: 1639
Range 1: 380 to 1493

Score:1986 bits(1075), Expect:0.0,
Identities:1104/1116(99%), Gaps:10/1116(0%), Strand: Plus/Plus

Query 43 GAGGGAG-C-T-GGG-TGCGCCCATGGCTG- -ATCACAGGGGCATCAGTATATTGTTA-C 95

R .
Sbjct 380  GAGGGAGCCTTGGGGTTGCGCCCATGGCTGGAATCACAGGGGCATCAGTATATTGTTACC 439

Query 96 GACGACAAAGAAGGACCCGGACTGCGAACTTGAAAAGCATAT-CCTGATCTCCATGTGCT 154

LCEEECPECEECE PPEEEEEECP R PR PP P E e PPE PR e e
Sbjct 440  GACGACAAAGAAGGA-CCGGACTGCGAACTTGAAAAGCATATCCCTGATCTCCATGTGCT 498

Query 155  CATATCGACCCCATTTCCACCCGGCTTACGTTACGGCTGAGAGGATCAAGAAAGCCAAAA 214

LLEELEECEECEE TECCECEECEEREEC PR e e e e e e e e e e e e e ey
Sbjct 499  CATATCGACCCCA-TTCCACCCGGCTTACGTTACGGCTGAGAGGATCAAGAAAGCCAAAA 557

Query 215  ACTTGCAACTGCTTCTCACAGCAGGGATTGGCTCCGATCATGTTGATCTTAAGGCAGCTG 274

FLECECEECEEC PR PP E PR C PR C P e E e e e e e e
Sbjct 558  ACTTGCAACTGCTTCTCACAGCAGGGATTGGCTCCGATCATGTTGATCTTAAGGCAGCTG 617

Query 275  CAGAAGCTGGTTTGACTGTTGCTGAAGTTACTGGGAGCAATGTCGTCTCGGTTGCTGAGG 334

LLEECEELPELPELEELCECEE PP C PP e e e e e e e e e e e e ey |
Sbjct 618  CAGAAGCTGGTTTGACTGTTGCTGAAGTTACTGGGAGCAATGTCGTCTCGGTTGCTGAGG 677

Query 335  ACGAGCTAATGAGGATTCTTATTCTTGTTCGGAATTTCGTACCTGGTTATCATCAAGTTA 394

FLECECPEPPECEECEEEE PR PP EE PR EE R E e E P P e
Sbjct 678  ACGAGCTAATGAGGATTCTTATTCTTGTTCGGAATTTCGTACCTGGTTATCATCAAGTTA 737

Query 395  TTACTGGAGATTGGAATGTTGCAGGCATTGCTTATAGAGCTTATGATCTCGAAGGGAAGA 454

LCEECCPECPE P PR EECEE PP C PP E e EE P E e e e e e
Sbjct 738  TTACTGGAGATTGGAATGTTGCAGGCATTGCTTATAGAGCTTATGATCTCGAAGGGAAGA 797

Query 455  CAGTTGGAACTATAGGTGCTGGCCGTATCGGCAAGCTCTTACTCCAGCGATTGAAACCAT 514

LLELCEECEECEE PR CECE PP PR e e e e e e e e e e F
Sbjct 798  CAGTTGGAACTATAGGTGCTGGCCGTATCGGCAAGCTCTTACTCCAGCGATTGAAGCCAT 857

Query 515  TCAACTGTAATCTCCTATATCATGATCGAGTCAAGATAGATCCAGAATTGGAGAAACAGA 574

CLEELCTECPEPERCPEECEEC PR R P e PR e E e E e e e e e e
Sbjct 858  TCAACTGTAATCTCCTATATCATGATCGAGTCAAGATAGATCCAGAATTGGAGAAACAGA 917

Query 575  CCGGAGCTAAATTCGAGGAGGATCTTGATGCAATGCTTCCAAAATGTGACATTATTGTCA 634

LLEECEELPELEE PR P ECEECE PP PP e e e e e e e ey
Sbjct 918  CCGGAGCTAAATTCGAGGAGGATCTTGATGCAATGCTTCCAAAATGTGACATTATTGTCA 977
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Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

635

978

695

1038

755

1098

815

1158

875

1218

935

1278

995

1338

1055

1398

1115

1458

TAAATATGCCTCTAACTGAGAAGACAAGAGGGATGTTTGACAAAGATCGGATCGCGAAGA

CECLEECTEECTEE P PR e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey
TAAATATGCCTCTAACTGAGAAGACAAGAGGGATGTTTGACAAAGATCGGATCGCGAAGA

TGAAGAAGGGAGTCCTGATTGTTAACAATGCTCGAGGAGCGATCTTGGATACTCAAGCTG

CLCEEELLTERETEEC PR C PR e EEE e e e e e e e Fer e ey
TGAAGAAGGGAGTCCTGATTGTTAACAATGCTCGAGGAGCGATCATGGATACTCAAGCTG

TTGCTGATGCTTGTTCAAGTGGACACATTGCAGGTTACAGTGGAGATGTTTGGTACCCGC

CLLEELTEECTEECE R e P e e e e e e e e e e e e e e e e ey
TTGCTGATGCTTGTTCAAGTGGACACATTGCAGGTTACAGTGGAGATGTTTGGTACCCGC

AACCTGCTCCGAAGGACCATCCATGGCGTTACATGCCAAATCAAGCTATGACTCCTCATA

CLLEELTEECTERC TR C PR C PR P e e e e e e e e e ey
AACCTGCTCCGAAGGACCATCCATGGCGTTACATGCCAAATCAAGCTATGACTCCTCATA

TTTCTGGTACCACCATTGATGCGCAGTTGCGATACGCTGCCGGAGTCAAGGATATGCTTG

CLLEECCTEECPEEC TR C PR e P e e e e e e e e e e e e e ety |
TTTCTGGTACCACCATTGATGCGCAGTTGCGATACGCTGCCGGAGTCAAGGATATGCTTG

AGAGGTACTTCAAAGGTGAAGACTTTCCTGAACAGAACTACATTGTCAAAGCAGGTGAGC

CLCLEECCEEECEEEC PR CEEECPEE e e e e e e e e e e ey |
AGAGGTACTTCAAAGGTGAAGACTTTCCTGAACAGAACTACATTGTCAAAGCAGGTGAGC

TCGCTCCTCAATACCGATGATTTCGTGGTTTCTTCGTCCATGAAAGAGAGTCCAAATGTG

CLLEECTEEEEE R R PR P EE e e e e e e e e e e e e e e ey
TCGCTCCTCAATACCGATGATTTCGTGGTTTCTTCGTCCATGAAAGAGAGTCCAAATGTG

TTCGGTTGGTAGTTAAACGTAGCTACTATTGAAATAATGTGATGTTTAGTATGTTGCAAA

.
TTCGGTTGGTAGTTAAACGTAGCTACTATTGAAATAATGTGATGTTTAGTATGTTGCAAA

TAATGTGCCATCTATATTGTGCTTTGAACTTGATGT 1150

R
TAATGTGCCATCTATATTGTGCTTTGAACTTGATGT 1493
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1037

754

1097

814

1157

874

1217

934

1277

994

1337

1054

1397

1114
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A.2 M294L Mutant: DNA Dizi Analizi ve BLAST

CATGGRCRRYATTARCTATGAACRTCASCATCWSCATCACCATATGCAAATGATT
GTTGGGGTGTTTTACRAGGCCAACGAGTACTTTACGAAGAATCCCAACTTTGKTG
GTTGKGTGGAGGGAGCCTTGGGGTTGCGCCCATGGCTGGAATCACAGGGGCATC
AGTATATTGTTACCGACGACAAAGAAGGACCGGACTGCGAACTTGAAAAGCATAT
CCCTGATCTCCATGTGCTCATATCGACCCCATTCCACCCGGCTTACGTTACGGCT
GAGAGGATCAAGAAAGCCAAAAACTTGCAACTGCTTCTCACAGCAGGGATTGGCT
CCGATCATGTTGATCTTAAGGCAGCTGCAGAAGCTGGTTTGACTGTTGCTGAAGT
TACTGGGAGCAATGTCGTCTCGGTTGCTGAGGACGAGCTAATGAGGATTCTTATT
CTTGTTCGGAATTTCGTACCTGGTTATCATCAAGTTATTACTGGAGATTGGAATG
TTGCAGGCATTGCTTATAGAGCTTATGATCTCGAAGGGAAGACAGTTGGAACTAT
AGGTGCTGGCCGTATCGGCAAGCTCTTACTCCAGCGATTGAAACCATTCAACTGT
AATCTCCTATATCATGATCGAGTCAAGATAGATCCAGAATTGGAGAAACAGACCG
GAGCTAAATTCGAGGAGGATCTTGATGCAATGCTTCCAAAATGTGACATTATTGT
CATAAATATGCCTCTAACTGAGAAGACAAGAGGGATGTTTGACAAAGATCGGATC
GCGAAGATGAAGAAGGGAGTCCTGATTGTTAACAATGCTCGAGGAGCGATCATG
GATACTCAAGCTGTTGCTGATGCTTGTTCAAGTGGACACATTGCAGGTTACAGTG
GAGATGTTTGGTACCCGCAACCTGCTCCGAAGGACCATCCATGGCGTTACTTGCC
AAATCAAGCTATGACTCCTCATATTTCTGGTACCACCATTGATGCGCAGTTGCGA
TACGCTGCCGGAGTCAAGGATATGCTTGAGAGGTACTTCAAAGGTGAAGACTTTC
CTGAACAGAACTACATTGTCAAAGCAGGTGAGCTCGCTCCTCAATACCGATGAT
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BLAST:

Query: None Query ID: lcl|Query_6161 Length: 1097

>PREDICTED: Gossypium hirsutum formate dehydrogenase, mitochondrial (LOC1@7958572), mRNA
Sequence ID: XM_016894382.1 Length: 1639
Range 1: 309 to 1358

Score:1912 bits(1035), Expect:0.0,
Identities:1044/1050(99%), Gaps:0/1050(0%), Strand: Plus/Plus

Query 48 AAATGATTGTTGGGGTGTTTTACRAGGCCAACGAGTACTTTACGAAGAATCCCAACTTTG 107

_ FEETEEEEEEE e e e e eyt
Sbict 309  AAAAGATTGTTGGGGTGTTTTACAAGGCCAACGAGTACTTTACGAAGAATCCCAACTTTG 368

Query 108  KTGGTTGKGTGGAGGGAGCCTTGGGGTTGCGCCCATGGCTGGAATCACAGGGGCATCAGT 167

, COLEEE EREEEEE e e e e e e e e el
Sbict 369  TTGGTTGTGTGGAGGGAGCCTTGGGGTTGCGCCCATGGCTGGAATCACAGGGGCATCAGT 428

Query 168  ATATTGTTACCGACGACAAAGAAGGACCGGACTGCGAACTTGAAAAGCATATCCCTGATC 227

[LELEEEEEEEE L e e e e e et e errnl
Sbict 429  ATATTGTTACCGACGACAAAGAAGGACCGGACTGCGAACTTGAAAAGCATATCCCTGATC 488

Query 228  TCCATGTGCTCATATCGACCCCATTCCACCCGGCTTACGTTACGGCTGAGAGGATCAAGA 287

COLEEEEEET e e e e e e e e e rr eyt
Sbict 489  TCCATGTGCTCATATCGACCCCATTCCACCCGGCTTACGTTACGGCTGAGAGGATCAAGA 548

Query 288  AAGCCAAAAACTTGCAACTGCTTCTCACAGCAGGGATTGGCTCCGATCATGTTGATCTTA 347

FELLEEEEEEET e e e e e et iyl
Sbict 549  AAGCCAAAAACTTGCAACTGCTTCTCACAGCAGGGATTGGCTCCGATCATGTTGATCTTA 608

Query 348  AGGCAGCTGCAGAAGCTGGTTTGACTGTTGCTGAAGTTACTGGGAGCAATGTCGTCTCGG 407

FOLLELETEEEEEEr e b e e et rrrrnd
Sbict 609  AGGCAGCTGCAGAAGCTGGTTTGACTGTTGCTGAAGTTACTGGGAGCAATGTCGTCTCGG 668

Query 408  TTGCTGAGGACGAGCTAATGAGGATTCTTATTCTTGTTCGGAATTTCGTACCTGGTTATC 467

CLCLECELEEEE L et e e e e e irrnd
Sbict 669  TTGCTGAGGACGAGCTAATGAGGATTCTTATTCTTGTTCGGAATTTCGTACCTGGTTATC 728

Query 468  ATCAAGTTATTACTGGAGATTGGAATGTTGCAGGCATTGCTTATAGAGCTTATGATCTCG 527

CLEEELEET L e e e e e e e e eyl
Sbict 729  ATCAAGTTATTACTGGAGATTGGAATGTTGCAGGCATTGCTTATAGAGCTTATGATCTCG 788

Query 528  AAGGGAAGACAGTTGGAACTATAGGTGCTGGCCGTATCGGCAAGCTCTTACTCCAGCGAT 587

‘ FECLEEELEEETE e e e et e e e rrrrtd
Sbict 789  AAGGGAAGACAGTTGGAACTATAGGTGCTGGCCGTATCGGCAAGCTCTTACTCCAGCGAT 848

Query 588  TGAAACCATTCAACTGTAATCTCCTATATCATGATCGAGTCAAGATAGATCCAGAATTGG 647

COEE LEEREEEEE L et et e e e e et eyt
Sbict 849  TGAAGCCATTCAACTGTAATCTCCTATATCATGATCGAGTCAAGATAGATCCAGAATTGG 908

Query 648  AGAAACAGACCGGAGCTAAATTCGAGGAGGATCTTGATGCAATGCTTCCAAAATGTGACA 707

. FEPEEEEEREEEEEEEE e et e e e e et
Sbict 909  AGAAACAGACCGGAGCTAAATTCGAGGAGGATCTTGATGCAATGCTTCCAAAATGTGACA 968

Query 708  TTATTGTCATAAATATGCCTCTAACTGAGAAGACAAGAGGGATGTTTGACAAAGATCGGA 767

_ CELEEREEEEEE e e e e e e e e e errnd
Sbict 969  TTATTGTCATAAATATGCCTCTAACTGAGAAGACAAGAGGGATGTTTGACAAAGATCGGA 1028

Query 768  TCGCGAAGATGAAGAAGGGAGTCCTGATTGTTAACAATGCTCGAGGAGCGATCATGGATA 827

, COLLEEEEEECTEEEE et e e e e e eyt
Sbict 1029 TCGCGAAGATGAAGAAGGGAGTCCTGATTGTTAACAATGCTCGAGGAGCGATCATGGATA 1088
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Query

shick
Query

sbick
Query

sbick
Query

sbick
Query

sbick

828
1089
888
1149
948
1209
1008
1269
1068

1329

CTCAAGCTGTTGCTGATGCTTGTTCAAGTGGACACATTGCAGGTTACAGTGGAGATGTTT

CECEEELETEEEE T e et e e e e e ey
CTCAAGCTGTTGCTGATGCTTGTTCAAGTGGACACATTGCAGGTTACAGTGGAGATGTTT

GGTACCCGCAACCTGCTCCGAAGGACCATCCATGGCGTTACTTGCCAAATCAAGCTATGA

COEEELELEREEE R e e e e e FEEEEe ey
GGTACCCGCAACCTGCTCCGAAGGACCATCCATGGCGTTACATGCCAAATCAAGCTATGA

CTCCTCATATTTCTGGTACCACCATTGATGCGCAGTTGCGATACGCTGCCGGAGTCAAGG

LELLELERERE e e e e e e
CTCCTCATATTTCTGGTACCACCATTGATGCGCAGTTGCGATACGCTGCCGGAGTCAAGG

ATATGCTTGAGAGGTACTTCAAAGGTGAAGACTTTCCTGAACAGAACTACATTGTCAAAG

CLLELETEEEEEEE e e e e e e e e ey
ATATGCTTGAGAGGTACTTCAAAGGTGAAGACTTTCCTGAACAGAACTACATTGTCAAAG

CAGGTGAGCTCGCTCCTCAATACCGATGAT 1097

LEUEDEEETRELET LRt rerrrirn
CAGGTGAGCTCGCTCCTCAATACCGATGAT 1358
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A.3 M299L Mutant:1 DNA Dizi Analizi ve BLAST

ATGATTGTTGGGGTGTTTTACAAGGCCAACGAGTACTTTACGAAGAATCCCAACT
TTGTTGGTTGTGTGGAGGGAGCCTTGGGGTTGCGCCCATGGCTGGAATCACAGG
GGCATCAGTATATTGTTACCGACGACAAAGAAGGACCGGACTGCGAACTTGAAAA
GCATATCCCTGATCTCCATGTGCTCATATCGACCCCATTCCACCCGGCTTACGTTA
CGGCTGAGAGGATCAAGAAAGCCAAAAACTTGCAACTGCTTCTCACAGCAGGGA
TTGGCTCCGATCATGTTGATCTTAAGGCAGCTGCAGAAGCTGGTTTGACTGTTGC
TGAAGTTACTGGGAGCAATGTCGTCTCGGTTGCTGAGGACGAGCTAATGAGGAT
TCTTATTCTTGTTCGGAATTTCGTACCTGGTTATCATCAAGTTATTACTGGAGATT
GGAATGTTGCAGGCATTGCTTATAGAGCTTATGATCTCGAAGGGAAGACAGTTG
GAACTATAGGTGCTGGCCGTATCGGCAAGCTCTTACTCCAGCGATTGAAACCATT
CAACTGTAATCTCCTATATCATGATCGAGTCAAGATAGATCCAGAATTGGAGAAA
CAGACCGGAGCTAAATTCGAGGAGGATCTTGATGCAATGCTTCCAAAATGTGACA
TTATTGTCATAAATATGCCTCTAACTGAGAAGACAAGAGGGATGTTTGACAAAGA
TCGGATCGCGAAGATGAAGAAGGGAGTCCTGATTGTTAACAATGCTCGAGGAGC
GATCATGGATACTCAAGCTGTTGCTGATGCTTGTTCAAGTGGACACATTGCAGGT
TACAGTGGAGATGTTTGGTACCCGCAACCTGCTCCGAAGGACCATCCATGGCGTT
ACATGCCAAATCAAGCTTTGACTCCTCATATTTCTGGTACCACCATTGATGCGCA
GTTGCGATACGCTGCCGGAGTCAAGGATATGCTTGAGAGGTACTTCAAAGGTGA
AGACTTTCCTGAACAGAACTACATTGTCAAAGCAGGTGAGCTCGCTCCTCAATAC
CGATGA
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BLAST:

Query: None Query ID: lcl|Query_40797 Length: 1046

>PREDICTED: Gossypium hirsutum formate dehydrogenase, mitochondrial (LOC107958572), mRNA
Sequence ID: XM_016894382.1 Length: 1639
Range 1: 313 to 1357

Score:1912 bits(1035), Expect:0.0,
Identities:1042/1045(99%), Gaps:1/1045(0%), Strand: Plus/Plus

Query 3 GATTGTTGGGGTGTTTTACAAGGCCAACGAGTACTTTACGAAGAATCCCAACTTTGTTGG 62

COLEEEEEEEE e e e e e e e eyl
Sbict 313  GATTGTTGGGGTGTTTTACAAGGCCAACGAGTACTTTACGAAGAATCCCAACTTTGTTGG 372

Query 63 TTGTGTGGAGGGAGCCTTGGGGTTGCGCCCATGGCTGGAATCACAGGGGCATCAGTATAT 122

COEEEEECERECEEE L L e eyt
Sbict 373  TTGTGTGGAGGGAGCCTTGGGGTTGCGCCCATGGCTGGAATCACAGGGGCATCAGTATAT 432

Query 123  TGTTACCGACGACAAAGAAGGACCGGACTGCGAACTTGAAAAGCATATCCCTGATCTCCA 182

' COLEELELECEEEEE R L e e et err e enrn
Sbict 433  TGTTACCGACGACAAAGAAGGACCGGACTGCGAACTTGAAAAGCATATCCCTGATCTCCA 492

Query 183  TGTGCTCATATCGACCCCATTCCACCCGGCTTACGTTACGGCTGAGAGGATCAAGAAAGC 242

. COLLEDELEEECEE Lt Er e e e b e rrrrn
Sbict 493  TGTGCTCATATCGACCCCATTCCACCCGGCTTACGTTACGGCTGAGAGGATCAAGAAAGC 552

Query 243  CAAAAACTTGCAACTGCTTCTCACAGCAGGGATTGGCTCCGATCATGTTGATCTTAAGGC 302

. CEEREREECEEEL L E e e e et et rrertn
Sbict 553  CAAAAACTTGCAACTGCTTCTCACAGCAGGGATTGGCTCCGATCATGTTGATCTTAAGGC 612

Query 303  AGCTGCAGAAGCTGGTTTGACTGTTGCTGAAGTTACTGGGAGCAATGTCGTCTCGGTTGC 362

_ COEEELEREEEE L e e et r et
Sbict 613  AGCTGCAGAAGCTGGTTTGACTGTTGCTGAAGTTACTGGGAGCAATGTCGTCTCGGTTGC 672

Query 363  TGAGGACGAGCTAATGAGGATTCTTATTCTTGTTCGGAATTTCGTACCTGGTTATCATCA 422

COLLERELECE L EE L e e e iyl
Sbict 673  TGAGGACGAGCTAATGAGGATTCTTATTCTTGTTCGGAATTTCGTACCTGGTTATCATCA 732

Query 423  AGTTATTACTGGAGATTGGAATGTTGCAGGCATTGCTTATAGAGCTTATGATCTCGAAGG 482

COLEEEEEEEEEEEE et e e et e e e e errrnd
Sbict 733  AGTTATTACTGGAGATTGGAATGTTGCAGGCATTGCTTATAGAGCTTATGATCTCGAAGG 792

Query 483  GAAGACAGTTGGAACTATAGGTGCTGGCCGTATCGGCAAGCTCTTACTCCAGCGATTGAA 542

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII lIlIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
sbict 793 ACAGTTGGAACTATAGGTGCTGGCCGTATCGGCAAGCTCTTACTCCAGCGATTGAA 852

Query 543  ACCATTCAACTGTAATCTCCTATATCATGATCGAGTCAAGATAGATCCAGAATTGGAGAA 602

. COCLECERERERErer et r et e e e b Ee e i
Sbict 853  GCCATTCAACTGTAATCTCCTATATCATGATCGAGTCAAGATAGATCCAGAATTGGAGAA 912

Query 603  ACAGACCGGAGCTAAATTCGAGGAGGATCTTGATGCAATGCTTCCAAAATGTGACATTAT 662

. FOELERELEREEEEE LRt r e e e et
Sbict 913  ACAGACCGGAGCTAAATTCGAGGAGGATCTTGATGCAATGCTTCCAAAATGTGACATTAT 972

Query 663  TGTCATAAATATGCCTCTAACTGAGAAGACAAGAGGGATGTTTGACAAAGATCGGATCGC 722

_ COLLEREREER R e et e e e e
Sbict 973  TGTCATAAATATGCCTCTAACTGAGAAGACAAGAGGGATGTTTGACAAAGATCGGATCGC 1032

Query 723  GAAGATGAAGAAGGGAGTCCTGATTGTTAACAATGCTCGAGGAGCGATCATGGATACTCA 782

CEELEREEEREEEEEEE e e e e e e et et er eyl
Sbict 1033 GAAGATGAAGAAGGGAGTCCTGATTGTTAACAATGCTCGAGGAGCGATCATGGATACTCA 1092
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Query

sbick
Query

sbick
Query

sbick
Query

sbick
Query

sSbick

783
1093
843
1153
903
1213
963
1273
1022

1333

AGCTGTTGCTGATGCTTGTTCAAGTGGACACATTGCAGGTTACAGTGGAGATGTTTGGTA

FOELEEECEREEEE e e e e et e e e e i rryd
AGCTGTTGCTGATGCTTGTTCAAGTGGACACATTGCAGGTTACAGTGGAGATGTTTGGTA

GCAACCTGCTCCGAAGGACCATCCATGGCGTTACATGCCAAATCAAGCTTTGACTCC

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIlIlII COLEERELEREEEEE ey eyl
CCTGCTCCGAAGGACCATCCATGGCGTTACATGCCAAATCAAGCTATGACTCC

TCATATTTCTGGTACCACCATTGATGCGCAGTTGCGATACGCTGCCGGAGTCAAGGATAT

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIlIlII CEECELERERE ity
ATATTTCTGGTACCACCATTGATGCGCAGTTGCGATACGCTGCCGGAGTCAAGGATAT

GCTTGAGAGGTACTTC-AAGGTGAAGACTTTCCTGAACAGAACTACATTGTCAAAGCAGG

COEREREEEEErE et e e e e e e rrrrl
GCTTGAGAGGTACTTCAAAGGTGAAGACTTTCCTGAACAGAACTACATTGTCAAAGCAGG

TGAGCTCGCTCCTCAATACCGATGA 1046

COLLELELETELEEET L
TGAGCTCGCTCCTCAATACCGATGA 1357
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842
1152
902
1212
962
1272
1021

1332



B

HOMOLOJI MODELI UZERINDE AMINO ASIT
KONUMLARI

Sekil B.1 M258- R254 uzaklik
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Sekil B.2 M294- H302 uzaklik

Sekil B.3 M299- H302 uzaklik
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