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Pamuk Bitkisinden İzole Edilen Nikotinamid Adenin 

Dinükleotid Bağımlı Format Dehidrogenazın 

Stabilitesinin Arttırılması  

Reyhan AKKUZU 

 

Moleküler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dalı 

Yüksek Lisans Tezi 

 

Danışman: Dr. Öğr. Üyesi EMEL ORDU 

 

NAD+ bağımlı format dehidrogenazlar (FDH, EC 1.2.1.2), kiral moleküllerin 

sentezi için kullanılan ve pahalı bir koenzim olan NAD(P)H' nin yenilenmesi için 

özellikle farmasötik endüstrisinde önemli enzimlerdir. Bununla birlikte, FDH 

enzimleri, stabilite yetersizliği nedeniyle, biyotransformasyon koşulları altında 

hızlı bir aktivite kaybı göstermektedir. Enzim stabilitesi, endüstriyel 

biyotransformasyon işlemlerinin gelişimi için sınırlayıcı bir faktördür. Biyotik ve 

abiyotik stres koşullarında bitki büyümesi üzerindeki etkileriyle ilgili çok sayıda 

veri bulunmasına rağmen, bitki kaynaklı rekombinant FDH' lerin stabilitesi 

konusundaki bilgimiz sınırlıdır. Bu durum bitki kaynaklı FDH' lerin biyoteknolojik 

potansiyelinin değerlendirilmesini de kısıtlamaktadır. Bu nedenle, çalışmamızda 

Gossypium hirsutum' dan izole edilen NAD+ bağımlı FDH' nin (GhFDH) stabilitesini 

geliştirmek amacıyla bölgeye yönelik mutagenez yöntemi kullanılmıştır. GhFDH 

yapısında bulunan 3 metiyonin amino asidi oksidatif strese dayanıklı lösin amino 
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asidi ile yer değiştirilerek bu değişimlerin enzimin katalitik özelliklerine ve 

stabilitesine olan etkisi araştırılmıştır. Metiyonin-lösin değişimi için rekombinant 

GhFDH enziminin M258, M294 ve M299 konumları seçilmiştir. Mutant GhFDH 

proteinlerin homoloji modellerinin yapılmasının ardından aktivite ve stabilite 

deneyleri yapılarak bu mutasyonların protein aktivitesi ve stabilitesi üzerindeki 

etkileri değerlendirilmiştir. M294L ve M299L mutant enzimlerinin aktivite 

göstermeme nedeninin bu konumlardaki metiyonin amino asitlerinin katalitik 

aktivite için önemli olan amino asitler ile kritik etkileşim içinde olduklarını ve bu 

nedenle enzimin katalitik aktivitesinin kaybına sebebiyet verdiklerini 

düşündürmektedir. M258L mutantının katalitik aktivitesi (kcat / Km) yabanıl 

GhFDH’ e kıyasla 0.39 s-1 mM-1‘ dan 0.29 s-1 mM-1’ a düşmüştür. Stabilite deneyleri 

sonucu M258L mutasyonunun termal stabilitede 6 0C’ lik bir düşüşe neden 

olduğunu göstermektedir. Oksidatif stabilite deneyleri sonucunda ise 50 mM H2O2’ 

de yabanıl tip GhFDH’ e göre önemli bir fark göstermese de, 100 mM’ lık H2O2 ’ a 

maruz bırakılan M258L mutantının yabanıl GhFDH den 2 kat daha fazla süre 

aktivitesini koruduğu tespit edilmiştir. Oksidatif stabilitesinde görülen bu sonuç 

M258L mutantının geliştirilmek için umut vaad edici olduğunu ortaya 

koymaktadır.  Çoklu mutasyonlar ve CD ölçümleri ile yapısal analizler yapılarak 

mutasyonların enzimin aktivite ve stabilitesine olan etkisi incelenmelidir. 

Anahtar kelimeler: NAD+ bağımlı format dehidrojenaz, Gossypium hirsutum, 

bölgeye yönelik mutagenez, termal stabilite. 
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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-1 mM-1 

to 0.29 s-1 mM-1 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 H2O2 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 

H2O2. 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 
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1  
GİRİŞ 

 

 Literatür Özeti 

NAD⁺-bağımlı format dehidrogenazlar (EC 1.2.1.2, FDH) prokaryotlarda ve 

ökaryotlarda bulunan, format iyonlarını CO2 ‘e yükseltirken NAD⁺ molekülünü 

NADH’ a indirgeyen endüsrtiyel açıdan önemli enzimlerdir. Uygun şartlarda FDH 

enzimi bu tepkimeyi ters yönlü olarak da gerçekleştirebilmektedir. Bu çift yönlü 

reaksiyon sistemi ile FDH’ ler son yıllarda, hem CO2 indirgeme sistemlerinin 

geliştirilmesinde hem de kiral moleküllerin optikçe saf olarak sentezlenmesi 

esnasında kullanılan NAD(P)H koenziminin yeniden eldesi çalışmalarında 

endüstriyel amaçla geliştirilmek üzere özellikle tercih edilmektedir (Tishkov ve 

Popov , 2004). 

Bununla birlikte, doğal FDH' lerin bu endüstriyel alanlarda etkili bir biçimde 

kullanılabilmesi için bazı yönleri yetersiz kalmaktadır. İlk olarak, operasyonel 

stabiliteleri, aktif Cys amino asitlerinin varlığı nedeniyle oldukça düşüktür. Bu 

amino asitlerinin kimyasal modifikasyonu veya oksidasyonu hızlı enzim 

inaktivasyonu ile sonuçlanır. İkinci olarak, NADP+' yi kofaktör olarak kullanan, 

doğal bir FDH yoktur ve üçüncü olarak, doğal metilotrofik bakteri veya maya 

suşlarından halihazırda elde edilen FDH’ lerin endüstriyel üretim sistemlerinde 

ihtiyaç duyulan kiral sentez reaksiyonlarında kullanılabilmesi için maliyeti 

yüksektir. Bu nedenlerle daha düşük üretim maliyeti sağlamak amacıyla kinetik 

özellikleri geliştirilmiş, kimyasal ve termal stabiliteleri arttırılmış yeni endüstriyel 

FDH’ ler geliştirmek üzere protein mühendisliği yaklaşımlarına başvurulmaktadır. 

Protein mühendisliği yaklaşımları ile FDH’ lerin; katalitik mekanizmalarının 

aydınlatılması, kinetik özelliklerinin geliştirilmesi, kimyasal ve termal 

stabilitelerinin arttırılması, koenzim spesifikliğinin geliştirilmesi, 3 boyutlu 

yapılarının aydınlatılması ve Escherichia coli' de FDH gen ekspresyonunun 
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arttırılması çalışmaları güncelliğini ve önemini sürdürmektedir (Tishkov ve Popov, 

2006). 

 Tezin Amacı 

NAD+- bağımlı format dehidrogenazlar (FDH, EC 1.2.1.2) başta ilaç endüstrisinde 

kiral molekül sentezi içim kullanılan ve oldukça pahalı olan NAD(P) koenziminin 

rejenerasyonu olmak üzere, ortamdaki formik asit miktarının belirlenmesi, 

atmosferik CO2’ in tutulması ve CO2’ den hidrojen yakıtının stabilize edilmiş bir 

formu olan formik asit üretimi gibi endüstriyel ve biyoteknolojik uygulamalar için 

önemli enzimlerdir (Kim, Park, Kim, Won, ve Lee, 2013). Bununla birlikte FDH 

stabilitesinin düşük olması, biyoteknolojik veya endüstriyel biyotransformasyon 

işlemlerinde sınırlayıcı bir faktördür. Mikrobiyal kaynaklı FDH enzimlerinin 

endüstriyel sentez sırasında beklenen termal ya da kimyasal stabiliteyi 

karşılamıyor oluşu ve protein mühendisliği çalışmaları ile elde edilen 

mutantlarının hala iyileştirme gerektirmesi, bitki kaynaklı rekombinant FDH' leri 

endüstriyel biyokatalizörler olarak geliştirmeye değer kılmaktadır. Bu nedenle bu 

tez çalışmasında Gossypium hirsutum (pamuk) bitkisinden izole edilerek 

laboratuvar koşullarında başarı ile rekombinant anlatımı sağlanan NAD+- bağımlı 

format dehidrogenaz enziminin (GhFDH) protein mühendisliği yoluyla 

stabilitesinin geliştirilmesi ve böylece endüstriyel kullanım potansiyelinin 

arttırılması amaçlanmıştır. Bu amaçla GhFDH yapısında bulunan 3 metiyonin 

amino asidi oksidatif strese dayanıklı lösin amino asidi ile yer değiştirilerek bu 

değişimlerin enzimin katalitik özelliklerine ve stabilitesine olan etkisi 

araştırılmıştır. Metiyoninin amino asidinin lösin amino asidi ile yer değiştirilmesi 

için bir protein mühendisliği yaklaşımı olan rasyonel dizayn kullnılmıştır. GhFDH 

genindeki hedef mutasyonlar bölgeye yönlendirilmiş mutagenez vasıtasıyla 

gerçekleştirilmiştir.  Metiyonin lösin değişimi için rekombinant GhFDH enziminin 

M258, M294, M299 konumları seçilmiştir. Gerçekleştirilen mutant GhFDH 

proteinlerin homoloji modellerinin yapılmasının ardından aktivite ve stabilite 

deneyleri yapılarak bu mutasyonların protein aktivitesi ve stabilitesi üzerindeki 

etkileri değerlendirilmiştir. 
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 Hipotez 

Proteinlerin yapı birimi olan amino asitlerin sahip oldukları yan zincirler amino 

asitlere yapısal özellikler, elektrik yükü, hidrofilik ya da hidrofobik olma gibi 

özelliklerini katmaktadır. Protein ve peptidlerde bulunan sistein, metiyonin ve 

histidin amino asitleri içerdikleri sülfür atomunun yüksek reaktivitesinden dolayı 

oksidasyona yatkındır. Otooksidayon sonucu ortaya çıkan peroksidazlar ya da 

geçiş metallerinin varlığı bu amino asitleri okside edebilmektedir (Folzer, ve 

diğerleri, 2015).  Metiyonin amino asitinin metiyonin sülfoksite oksidasyonu Fe3+ 

ile katalize edilmekte ve askorbik asit varlığında oksidasyon hızı artmaktadır. 

Lösin ve metiyonin amino asitlerinin her ikisi de hidrofobik yan zincirlerine 

sahiptir ve lösin tarafından işgal edilen van der Waals hacmi metiyonine yakındır. 

Protein yapısına metiyonin yerine lösinin eklenmesi, yakınlardaki bazı amino 

asitlerde önemli sterik girişimlere ve önemli hareketlere neden olabilmektedir. 

Metiyonin lösin ile yer değiştirilmesi, değiştirilen amino asitlerin ortamına bağlı 

olarak dengeleyici bir etki ile sonuçlanabilmektedir ve protein yapısının oksidatif 

stresten zarar görmesini azalttığı bilinmektedir (Özgün ve diğerleri, 2016). Bu 

bilgiler doğrultusunda çalışmamız GhFDH enziminde bulunan oksidasyona 

eğilimli metiyonin amino asitlerinin oksidasyona dayanıklı lösin amino asidi ile 

değiştirilmesinin molekülün stabilitesini artıracağı hipotezi üzerine kurulmuştur. 
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2  
GENEL BİLGİLER 

 

 Protein Mühendisliği 

Protein mühendisliği, yeni proteinlerin sentezini veya istenen fonksiyonları elde 

etmek için mevcut protein dizisinde / yapısında değişiklik yapılmasını içerir. Yeni 

protein tasarım algoritmaları, yapısal biyoinformatikteki gelişmeler, moleküler 

kuvvet alanları ve 3D protein yapısına ilişkin çok fazla bilginin bulunması, protein 

mühendisliği için hesaplamalı yaklaşımların kullanılmasını mümkün kılmıştır. 

Protein mühendisliği, araştırmacının, kodlama genindeki nükleotitlerin ikame 

edilmesi, sokulması veya silinmesi yoluyla bir protein dizisini modifiye ettiği, 

modifiye edilmemiş proteinden daha belirli bir uygulama veya amaç için daha 

uygun olan bir modifiye edilmiş protein elde etme amacıdır (Engqvist ve Rabe, 

2019). 

 Bölgeye Özel Mutasyon (Site-Directed Mutagenesis) 

Hedeflenmiş mutagenez (Targeted mutagenesis) veya bölgeye özel mutagenez 

(site-directed mutagenesis), bir gen dizisi içindeki spesifik bir bölgenin 

değiştirildiği bir yöntemdir (Hutchison ve diğerleri, 1978). Bu gibi değişiklikler, 

protein mühendisliğinde olduğu gibi mühendislik amaçları için veya bir gendeki 

spesifik mutasyonların etkisini incelemek için yapılabilir. Enzimlerin yapısı, 

fonksiyonu, katalitik mekanizması ve katalitik kalıntılarına bağlı olarak genleri 

modifiye etmek ve proteinin yapısal ve fonksiyonel özelliklerini incelemek için 

paha biçilemez bir araçtır (Yang, Li, Du, ve Liu, 2017). Sahaya yönelik mutagenez, 

tek ve birleşik mutasyonları içerir. Genellikle biyoinformatik yöntemlerle analiz 

edilir. Mutagenez metotlarını hızlandırmak ve basitleştirmek için tek bölgeye 

yönelik mutagenez ve çoklu mutasyonlar kullanılmıştır (Hsieh ve Vaisvila, 2013). 
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Sahaya yönelik mutagenez yapmak için genin birincil DNA dizisi ve dolayısıyla 

proteinin anlamlı dizisi gereklidir. Ek olarak, bir ekspresyon vektörüne (tipik 

olarak E. coli'de) uygun bir yapı gereklidir. Tersiyer yapı bilgisi (örneğin, protein 

modeli veya kristal yapı), mutagenez düzeninin tasarımını yönlendirmek için 

değerlidir. Protein yapısı-fonksiyonu araştıran deneyler, sadece birincil dizi 

verilerinin çoklu dizi hizalamalarından korunmuş tortuların tanımlanmasına 

dayanılarak başarıyla gerçekleştirilmiştir; ancak bu ele alınabilecek soruların 

mahiyetini sınırlayacaktır (Cavicchioli, Curmi, Siddiqui, ve Thomas, 2006).  

Birçok popüler bölgeye yönelik mutagenez yöntemi, hedef bölgeyi değiştirmek için 

sentetik oligonükleotitler kullanır. Bu yaklaşımda, "mutajenik" oligonükleotit, 

mutasyonu oluşturmak için belirli (spesifik) bir uyumsuzluk haricinde, hedef 

bölgeye mükemmel şekilde tamamlayıcı bir kısım içerir. Oligonükleotitler, hedef 

moleküle düşük sıklıkla hybridize olur (örn., Hedef genin ekspresyon klonu veya 

bir PCR ürünü) ve DNA düzeltme özelliği olmayan (non-proofreading) bir DNA 

polimerazı (örneğin Taq polimeraz veya ekzonükleaz eksi Klenow fragmanı) 

kullanılarak gerçekleştirilir. Mutasyona uğramış ürün daha sonra PCR kullanılarak 

büyütülebilir, amplifikasyon ürünü uygun bir vektöre ligasyonu yapılabilir ve 

mutasyona uğramış gen içeren yeni yapı, bir klonlama veya ekspresyon 

konakçığına dönüştürülebilir. Bu genel prensibe dayanarak, çeşitli protokol 

varyasyonları ve lisanslı prosedürler geliştirilmiştir ve bir dizi ticari mutagenez 

kitleri mevcuttur.  

 Homoloji Modelleme 

Homoloji modellemesi, güvenilir yapısal modeller oluşturmak için en doğru 

hesaplama yöntemidir ve birçok biyolojik uygulamada yaygın olarak kullanılır. 

Homoloji modellemesi, şablon proteinlerin dizi hizalaması yoluyla bir sorgu 

proteininin 3D yapısını tahmin eder. Genel olarak, homoloji modelleme süreci 

dört adımdan oluşur: hedef tanımlama, dizi hizalama, model oluşturma ve model 

iyileştirme (Meier ve Söding, 2015). 
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Homoloji modelleme için geliştirilmiş birçok program mevcuttur. Bunlar birkaç 

satırla aşağıda özetlenmiştir. 

Modeller 9v16: sağlanan hedef ve şablon dizileri arasında karşılaştırmalı 

modelleme yoluyla bir protein modeli sağlar; bir model üretmek için hidrojen 

olmayan atomları hesaplar. Modeller ayrıca döngü modelleme ve protein 

optimizasyonu için de kullanılır (Fiser ve Šali, 2003).  

PRIMO (Protein Etkileşimli Modelleme), protein monomerlerinin homoloji 

modelleme veri hattıdır. Kullanıcıların protein hedefleriyle kompleks olarak 

ligandları ve iyonları modellemelerini sağlayan işlevsellik sağlar (Hatherley, 

Brown, Glenister, ve Tastan Bishop, 2016). 

I-TASSER, otomatikleştirilmiş protein yapı tahmini ve yapı temelli fonksiyon 

açıklaması için hiyerarşik bir protokoldür (Yang ve Zhang, 2015).  

SWISS-MODEL, protein yapılarının homoloji modellemesi için bir çalışma 

alanıdır; protein modelleri SWISS-MODEL çalışma alanı tarafından oluşturulabilir 

ve doğrulanabilir (Bordoli ve diğerleri, 2009). 

DeepView, kullanıcı dostu bir arayüz, proteinlerin yapı görselleştirmesi ve analiz 

ile diziden yapıya manipüle etme fonksiyonlarını içerecek şekilde tasarlanmıştır 

(Kopp ve Schwede, 2004). 

PROCHECK, bir Ramachandran grafiği oluşturan ve burulma açılarını, yüzey 

alanını, bağ açısını ve atomik mesafeleri değerlendiren modellenmiş proteinin 

validasyonu için kullanılan bir programdır (Laskowski, MacArthur, Moss, ve 

Thornton, 1993). 

ERRAT, kristalografik model yapısının ve iyileştirmenin incelenmesinde kullanılan 

bir protein yapısı doğrulama algoritmasıdır (Shen ve Sali, 2006).  

Karşılaştırmalı modelleme olarak da bilinen homoloji modellemesi, iki dizi yüksek 

benzerlik / özdeşlik paylaştığında, ilgili yapılarının da benzer olduğu biyolojik 

gerçeğine dayanmaktadır. 

Bu yöntemde, bir proteinin 3D yapısı aşağıdaki adımlarla elde edilir:  
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(i) belirli bir hedef dizi için, BLAST araması kullanılarak uygun şablonu belirleme, 

(ii) dizi hizalama, (iii) korunmuş veya fonksiyonel olarak önemli kalıntıların 

hizalanmasını sağlamak için hizalama düzeltmeleri, (iv) omurga oluşturma, (v) 

döngü modelleme, (vi) rotomer kütüphaneleri kullanılarak yan zincir modelleme, 

(vii) enerji minimizasyonu kullanarak modeli optimize etme ve (viii) 

Ramachandran grafiğinin izin verilen bölgelerindeki artıklar ve uygun enerjiler 

kullanılarak stereokimyasal değerlendirme ile modelin doğrulanması (Gromiha, 

Nagarajan, ve Selvaraj, 2019).  

 NAD+ Bağımlı Format Dehidrogenez 

NAD⁺-bağımlı format dehidrogenaz (EC 1.2.1.2, FDH) enzimi prokaryotlarda ve 

ökaryotlarda bulunan, format iyonlarını CO2‘ ye yükseltirken NAD⁺ molekülünü 

NADH’ a indirgeyen endüstriyel açıdan önemli bir enzimdir (Tishkov ve Popov, 

2006). Uygun şartlarda FDH enzimi bu tepkimeyi ters yönlü olarakta 

gerçekleştirebilmektedir. 

HCOO− + NAD+ → NADH + CO2 

Doğada NAD+ -bağımlı format dehidrojenazlar yaygın olarak bulunur. NAD⁺-

bağımlı format dehidrogenaz enzimi ilk defa 1950’li yıllarda Mathews tarafından 

bezelye tohumlarından elde edilmiştir (Mathews ve Vennesland, 1950). DNA dizi 

analizi teknolojisi sayesinde birçok farklı organizmada NAD+-bağımlı format 

dehidrogenaz genleri tanımlanmıştır.  

NAD⁺- bağımlı format dehidrogenaz (FDH), metilotrofik mikroorganizmaların 

enerji arzında ve bitkilerde strese tepki olarak önemli bir rol oynayan enzimdir. 

FDH iki özdeş altbirimden oluşur, ne prostetik grupları ne de metal iyonlarını 

içermez (Alekseeva, Savin, ve Tishkov, 2011). FDH, D-spesifik 2-hidroksi asit 

dehidrojenazların süper familyasına aittir (Vinals, Depiereux, ve Feytmans, 1993). 

Bu ailenin tüm enzimleri benzer yapıya ve katalitik olarak aktif merkezdeki hemen 

hemen aynı esansiyel amino asit kalıntıları kümesine sahiptir (Popov ve Lamzin, 

1994) (Lamzin, Dauter, ve Wilson, 1995). Format oksidasyonunun FDH ile 

katalize edildiği reaksiyon, karbonil bileşiklerinin dehidrojenasyonunun en basit 
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örneğidir, çünkü katalitik mekanizmada ne proton transferi safhası ne de asit-baz 

katalizinin diğer safhaları yoktur. FDH'lerin aktivite ve sistematik çalışması 

1970'lerin başında başlamış ve öncelikli olarak mikroorganizmaların enzimi 

üzerinde durulmuştur. Bu ilgi, FDH'nin NAD+ bağımlı dehidrojenazlarla kiral 

sentez enzimatik işlemlerinde NADH rejenerasyonu amacıyla uygulanmasından 

(Wichmann, Wandrey, Bückmann, ve Kula , 2000) (Hummel ve Kula, 1989) ve 

dehidrojenaz katalitik mekanizması üzerindeki temel çalışmalardan 

kaynaklanmıştır (Tishkov ve Popov, 2006). 

Mikrobiyal FDH'lerin fizyolojik rolü farklıdır. Metanol kullanan bakteri ve mayada, 

bu enzim bir hücrede enerji arzında bulunurken, patojenik bakteri ve mantarlarda 

FDH bir stres proteinidir. Yapılan çalışmalar, FDH'nin patojen 

mikroorganizmalardaki stres proteinlerine benzer şekilde bitkilerdeki stres 

proteinlerine ait olduğunu ortaya koymuştur. Spesifik koşullar altında, FDH'nin 

hücre işlevlerinde önemli bir rol oynayabileceği gösterilmiştir. Örneğin, FDH 

bitkilerde bir stres proteini gibi görünmektedir. Enzim mitokondriye lokalize olur 

ve biyosentezi stresli koşullar altında keskin şekilde artar (toplam mitokondriyal 

proteinlerin % 9'una kadar) (Francs-Small, Ambard-Bretteville, Small, ve Remy, 

1993). FDH izoformları oranının analizi hastalıklı ağaçları tanımlamak için 

kullanılmıştır (Weerasinghe, Weerasekera, ve Van Holm , 1999). FDH sentezi 

kuraklık, sıcaklıkta ani değişimler, sert ultraviyole ışınına tutma, kimyasal ajanlar 

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

hipoksi (Andreadeli ve diğerleri, 2009). ve patojen mikroorganizmaların etkisi gibi 

stres koşulları altında önemli ölçüde artmaktadır (David ve diğerleri, 2010).      

FDH ile ilgili makale sayısı yıldan yıla artmaktadır ve çalışmaların çoğu, NAD(P) 

bağımlı oksidoredüktazlarla kiral sentez işlemlerinde kofaktör rejenerasyonu için 

FDH uygulamasını tarif etmektedir. Optik olarak aktif bileşiklerin kofaktör bağlı 

enzimatik sentezi için NAD(P)H rejenerasyonunun genel şeması Şekil 2.1’ de 

sunulmuştur: 
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Şekil 2.1 FDH Enzimi NAD(P)H Rejenerasyonu Şeması (Hummel, Werner ve 
Kula, 1989) 

 

Şekil 2.1’ de gösterildiği gibi ana enzim Ep (dehidrojenaz, redüktaz, 

monoksijenaz, vb.), indirgenmiş kofaktör kullanarak bir kiral bileşiğin üretimini 

katalize ederken, ikinci enzim ER (örneğin, dehidrojenaz formatı) oksidize 

koenzimi NAD(P)H' ye geri indirgemektedir. Bazı durumlarda, aynı enzim her iki 

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

Çok sayıda çalışma, FDH' nin indirgenmiş kofaktör rejenerasyonu için en iyi 

enzimlerden biri olduğunu göstermiştir (Tishkov ve Popov, 2006). FDH tarafından 

katalizlenen reaksiyon, NAD(P)H rejenerasyonu için tüm kriterlere uyar: 

1. Reaksiyon normal koşullar altında geri döndürülemez. Bu, ana reaksiyonun 

dengesini değiştirmek için termodinamik basınç sağlar ve nihai ürünün% 99-100 

verimini verir. 

2. Format iyonu ucuz bir substrattır ve reaksiyon ürünü, CO2, reaksiyon 

karışımından kolayca çıkarılabilir ve nihai ürünün saflaştırılmasını engellemez. 

3. FDH geniş bir pH aralığında optimum katalitik aktivite sergiler (6.0 - 9.0). 

4. Metanol kullanan maya ve bakteriler nispeten düşük üretim maliyeti ile 

yüksek ölçekli bir enzim üretimi sağlar. 

5. Bakteriyel ve maya FDH'leri bir süre boyunca akış reaktörlerinde (flow-

through reactors) kullanılmak üzere yeterince kararlıdır (Tishkov ve Popov, 

2006).  

Bununla birlikte, enzim biyotransformasyon koşulları altında oldukça hızlı bir 

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

biyokatalizör için daha yüksek maliyetler sağlar (Slusarczyk, Felber, Kula ve Pohl, 
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2000). Kofaktör rejenerasyonu için ideal bir katalizör olan FDH’ in endüstriyel 

kullanımı amacıyla sadece su çözeltilerinde değil, aynı zamanda daha agresif 

ortamlarda da stabil olabilen yeni FDH bazlı katalizörlerin geliştirilmesi önemlidir. 

Genel olarak NAD+ bağımlı Format Dehidrogenaz enziminin istikrarında payı olan 

üç ana faktör vardır. Birincisi, enzimin termal kararlılığıdır; yani yüksek 

sıcaklıklarda aktif kalma kabiliyeti. Enzimlerin termal inaktivasyonu genellikle 

protein denatürasyonu yoluyla gerçekleşir. Farklı kökenlerden oluşan format 

dehidrogenezlerin termal stabilitesi geniş ölçüde değişir. Genel enzim stabilitesini 

belirleyen ikinci faktör kimyasal stabilitesidir; yani enzim aktif bölgesinde bulunan 

veya üçüncül ve dördüncül yapıların stabilizasyonundan sorumlu olan amino asit 

kalıntılarını modifiye eden kimyasalların varlığında aktif kalma kabiliyeti. Protein 

depolanması için özellikle önemli olan üçüncü faktör, proteazların varlığında 

enzim stabilitesidir. En düşük proteaz safsızlık seviyeleri bile (% 0.001'e kadar) 

depolama sırasında tam bir enzim aktivitesi kaybına neden olabilir (Savin ve 

Tishkov, 2010).  

Bu enzimin fizyolojik rolünün önemi ve bitkilerdeki FDH’ler konusunda 

çalışmaların kısıtlı sayıda oluşu, bitki FDH’leri konusunda sistemli çalışmaların ve 

endüstriyel kulllanım potansiyellerinin araştırılması gerekliliğini ortaya 

koymaktadır. 

 Bitkilerde NAD+ Bağımlı Format Dehidrogenaz 

Bitki FDH enzimi ilk olarak 1921' de fasulye (Phaseolus vulgaris)' de bulunmuştur 

Thunberg, 1921). Bitki format dehidrogenazlarının ayrıntılı olarak tanımlanması 

ve bitki metabolizmasındaki rolünü belirlemek için ilk girişim 1951' de D. Davison 

(Davison, 1951) tarafından bezelye ve fasülye tohumlarından gelen format 

dehidrogenaz örnekleri ile yapılmıştır. Bununla birlikte, FDH' in bitkilerdeki rolü 

oldukça karmaşıktır. Format dehidrogenaz reaksiyonu yoluyla elde edilen NADH 

oksidasyonunda biriken enerji, elektron taşıma zinciri yoluyla ATP oluşumu için 

tüketildiğinden, hücrenin enerji talebini tatmin ettiği varsayılmıştır (Oliver, 
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1981). Format metabolizması ile bitkinin strese cevabı arasındaki ilişki ilk olarak 

1978 yılında belirlenmiştir (Hanson ve Nelsen, 1978). 

Fazla yağışlı koşullar altında yetişen arpada, formattan etiketli karbon dioksit 

formasyonundan artan oluşum gözlemlenmiştir. FDH' in fizyolojik rolü hakkındaki 

çalışmalar toplam mitokondriyal proteinin %9' unu oluşturan fotosentetik 

olmayan patates dokularında (sap, kökler) bilinmeyen bir protein bulunduğu 

zaman (1992) başlanmıştır. Bu bilinmeyen proteinin geni klonlanmış ve 

dizilenmiştir. Dizilenen gen ile Pseudomonas sp. 101'de ki FDH geninin %55' den 

fazla homolojiye sahip olduğu bulunmuştur (des Francs-Small ve diğerleri, 1992). 

Ve bu polipeptit, FDH enzimi gibi formatın oksidasyonunu katalize etmiş ve NAD+’ 

nın indirgenmesini sağlamıştır. FDH proteinin N- ucu üzerinde mitonkondriye 

girdikten sonra ayrılan bir sinyal peptidi bulunmuştur. Bu sinyal peptidi FDH in 

mitokondriye taşınmasını sağlamaktadır ve sinyal peptidinin çıkarılması veya 

herhangi bir mutasyon olması durumunda FDH’ in mitokondriye taşınması 

tamamen engellenmektedir (Ambard-Bretteville, Small, Grandjean ve des Francs-

Small, 2003). Sentezlenen proenzimin N-ucunda sitoplazmadan mitokondriye 

FDH taşınmasından sorumlu olan bir sinyal peptidi varlığı, bitki FDH' inin 

karakteristik özelliğidir (des Francs-Small, Ambard-Bretteville, Small, ve Rémy, 

1993). Bakteriyel ve maya FDH' leri hiçbir sinyal peptidi içermez. Bir takım 

patojen funguslardan alınan FDH genleri ayrıca sinyal peptidini kodlayan 

nükleotid dizisini içermektedir. Bununla birlikte, konakçı hücrenin durumuna 

bağlı olarak, FDH geninden sentezlenen RNA, alternatif splicing işlemine 

uğrayarak hem sinyal peptidli hem de sinyal peptidi olmayan proteinleri kodlayan 

farklı mRNA üretmektedir (Hwang, Hocking-Murray, Bahrami, Andersson, Rine, 

ve Sil, 2003). Sinyal dizilimi oldukça korunmuştur.  Sadece iki N-terminal amino 

asitin delesyonu, enzimin mitokondriye taşınmasını bloke etmektedir (Ambard-

Bretteville, Small, Grandjean ve des Francs-Small, 2003). N-terminal MAM 

motifinin enzimin mitokondride hızlı bir şekilde taşınmasını sağladığı tespit 

edilmiştir. 
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Çoğu bitkide, FDH mitokondride bulunur; Bununla birlikte, A. thaliana enziminin 

sinyal peptidinin kapsamlı bir şekilde incelenmesi enzimin kloroplastlara 

taşınabileceğini göstermiştir. Bu enzimin N-terminal fragmanı, patates, arpa ve 

pirinçten elde edilen FDH' lerin sinyal dizilerinden oldukça farklıdır. Belirli 

koşullar altında, AthFDH' nin kloroplastlarda lokalize edildiği ve ters reaksiyonu, 

yani karbondioksiti formata dönüştürmeyi katalizleyebildiğine dair bir hipotez 

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

Dahası, karanlıkta yetiştirilen bitkilerde (bezelye sapları, hindiba yaprakları, 

havuç kökleri, tatlı patates yumruları, vb.) FDH konsantrasyonu hızla artmıştır 

(des Francs-Small ve diğerleri, 1992). 

 FDH’in bir şok proteini olduğu gösterilmiştir ve FDH’ ın sentezi kuraklık, hipoksi, 

düşük sıcaklık vb. gibi çeşitli stresler altında çarpıcı bir şekilde artış göstermektedir 

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

Format dehidrogenaz hem ekzojen (negatif çevre etkileri) hem de endojenik 

(gerekli mikro elementlerin eksikliği, patojenlere maruz kalma) süreçlerin neden 

olduğu hücre stres tepkisinde yer alan evrensel bir enzim olduğu görülmektedir.  

Genetiksel olarak patetes çeşitlerinin FDH ekspresyon düzeylerinin azaltılması 

sonucu formatın birikmesi bu koşullar altında enzimin temel rolünün üretilen 

formatın oksidasyonu olduğu belirtilmiştir (Ambard-Bretteville, Sorin, Rébeillé, 

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

Dolayısıyla FDH’ in yüksek bitkilerin metabolizma süreçlerinde kilit bir rolü 

olduğu anlaşılmaktadır. Strese yanıt mekanizmasının anlaşılması, soğuğa, 

kuraklığa vb. streslere dirençli bitkiler oluşturmada umut verici olarak 

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

Katalitik aktivitesinin arttırılması ile üretilen mutant FDH’ ın bitki genomuna 

eklenmesi ile mutant formların üretilmesi strese karşı dirençli bitki tasarımında 

yeni bir yaklaşım sunmaktadır.  
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 Protein Oksidasyonu  

Prooteiın ooksidasyonu, ROT (OH ̇, H2O2 gibi) ile doğrudan veya oksidatif stresin 

sekonder ürünleri ile reaksiiyonu sonucu dolaylı olarak indüklenen, proteinlerin 

kovalent modifikasyonu olarak tanıımlanmaktadırı (Buyukguzel, 2013). Protein 

oksidasyonun birçok mekanizması vardırı ve amiıno asit yan zinciırlerinin hepsi 

oksidatif olarak modifiye olabildigi için çok farklı tipteı o0ksidatif proteinı 

modiıfikasyonları vardıır. ıSerbest radiıkal ya da radıikal olmayan bir oksidan ile 

gerçekleşen oksidatif protein modiıfikasyonlarıının biyokiımyasal sonuçlarıı; yan 

zinciır gruplarının oksidasyonu, omurıganın fıragmentasyonu, yeniı reaktif türlerin 

oluşumuı (DOPAı, peroksıit), fazla miktardaı radikal oluşumu ve zincir reaksiyonu 

şeklinde devam ettirilmesi, protein yada amıiıno asıitlerde dıimerleşme, çökelme, 

proteiınin normal katlanmasının bozulması veya konforımasyon değiışimi, yapısal 

bozulmaya bağlı işlevsel kayıp, enzim gibi işlevsel proteinlerin çeviırim sayısının 

değişmesi, gen düzenlenmesıininin ve ifadesiınin değiışimi, hücre sinyal yollarında 

modifikasyon, apoptoz ve nekrozunı uyarılmasıı, çapıraz bağlanmaları, yanlış 

kaıtlanmaları, konformasyonı ve hidrofobik yapıda değişiklikler ve proteolitik 

enziımlerde aıktiıvite kaybıı olarak sıııralanabiılir (Hawkins ve Davies 2001). 

Proteinlerin amino asit yan zincirleri, metal iyonları katalizörlüğünde serbest 

radikaller tarafından oksiıdasyona oldukça hassastır. Sistein, metiıyonin gibi sülfür 

içeren amiıno asitler de taşıdıkları yan zincirlerinden dolayı oksidanlara karşı 

oldukça açıktır. Serbest radiıkallerin bu amino asiıtlere atağı sonucu sülfeniık (Cys-

SOHı), sülfinik (Cys-SO2-Hı), sülfonik (Cys-SO3-Hı) türevleriı, disülfitler ve 

metiyoninı sülfoksit gibi okside ürünlerı oluşur. Yan zincirlerinde okside 

metiyonineı sahip proteinler, kataliıtik aktivıitelerinde ve yüzeyı hidrofobitelerinde 

değişime uğrarları (Levine, Berlett, Moskovitz, Mosoni, ve Stadtman, 1999). 

Proteinlerin yapısındaki taşıdıkları bu amino asiteler proteinin oksidatif stabilitesi 

üzerinde olumsuz etkiye sahiptir. 

FDH enziminde oksidatif stabilite tayinleri amacıyla hidrojen peroksitin 

inaktivasyon madde olarak kullanılmasının 3 ana nedeni aşağıda belirtilmiştir: 
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-Hidrojen peroksit küçük bir moleküldür ve hem yüzey tiyollerini hem de protein 

globülünün içinde bulunanları okside edebilir (Tishkov ve diğerleri, 1993). 

-Hidrojen peroksit, doğal olarak oluşan bir inaktive edici ve sinyal verici maddedir. 

Doğal kökenli ve küçük boyutlu hidrojen peroksit, in vivo FDH stabilitesinin 

değerlendirilmesi için iyi bir kimyasal madde olmasını sağlar (Savin ve Tishkov, 

2010). 

- Stres koşulları altında hücredeki hidrojen peroksit konsantrasyonu artar. Bazen, 

hücredeki FDH konsantrasyonu stres altında da önemli ölçüde artar. Örneğin, 

bitkilerde, FDH mitokondride bulunur ve stres altında organeldeki enzim içeriği 

toplam proteinin %9' una ulaşabilir (des Francs-Small ve diğerleri, 1992). 
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3  
MATERYAL VE METOD 

 

 Materyal 

3.1.1 Kullanılan Hücreler ve Vektör 

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

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

+
) phoA 

supE44 thi-1 gyrA96 relA1 tonA ) (Invitrogen)  ticari kompatent hücre.  

GhFDH geni Günseli Kurt-Gür ve Emel Ordu (Yıldız Teknik Üniversitesi) 

tarafından pQE-2 vektörüne klonlanmış ve stok hücre olarak sağlanmıştır. 

Şekil 3.1 pQE-2 vektör haritası 
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3.1.2 Kullanılan 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 Kullanılan Cihazlar 

Termal Cihazı, Spektrofotometre cihazı (UV-1800), jel elektroferez cihazı(Thermo 

fisher EC250-90), Applied BiosystemsTM 3130 DNA Analizer, mikropipet 

(Eppendorf), Vortex (Heidolph, Stuart), hassas terazi (Shimadzu ATX224), 

Santrifüj cihazı(Hettich Universal 32R), güvenlik kabini (Hedlab X-Bio Class-II), -

80 °C Dolabı(Thermo fisher) 

3.1.4 Kimyasallar ve Malzemeler 

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

distile su (H2O), etanol (EtOH, Sigma Aldrich), etilendiamintetraasetik asit (EDTA 

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

(Sigma Aldrich), falkon tüp (Isolab), NAD (NEB), sodyum format (MERCK), 1 kb 

DNA Markör (NEB). 

3.1.5 Kullanılan Besiyerleri 

LB(Luria-Bertani) besiyeri: 

1 litre için; 10gr peptan, 5gr NaCl ve 5gr Maya ekstratı içerir. LB Agar besi yeri 

hazırlamak için litresine 15 gr agar eklenir. pH:7.0’ ye ayarlanır. 

LB Agar besi yeri hazırlandıktan sonra otoklavda sterilize edilir. Sterilizasyon işlevi     

121˚ C’ de 1,5 atm basınçta 20 dakika süre ile yapılır. Otoklavdan sonra bu besi 

yerleri amfisilinli LB katı besi yeri hazırlamak için elle tutulabilecek ısıya 
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geldiğinde amfisilin eklenerek sterilize petri kaplarına, petri başına 25 ml besi yeri 

olacak şekilde dökülür. LB Agar besiyerleri donmaya bırakılır. 

SOB (pH 7.0) (Super Optimal Broth): 

 %2 Tripton, %0.5 Maya Ekstraktı, 10 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 10 mM MgCl2 içeriği 

hazırlandıktan sonra 121°C’de 20 dakika otoklavlanır. 

SOC (Super Optimal Broth with added Glycose): 

49 ml SOB’ye, 1 ml steril 1 M Glukoz solüsyonu eklenerek elde edilir.   

TB (Terrific Broth) besiyeri: 

1 litre için; 12 gr Tripton, 24 gr Maya ekstratı ve 4 ml Gliserol 900 ml distile su 

içerisinde çözündürülür. Otoklavda sterilize edilir. Sterilizasyon işlevi     121˚ C’ 

de 1,5 atm basınçta 20 dakika süre ile yapılır. Otoklavdan sonra solüsyonun ısısı 

60 ˚ C’ ye düşünce  100 ml potasyum fosfat tamponu eklenir. 

3.1.6 Kullanılan Tampon Çözeltileri 

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

7,44 g EDTA tartılır ve aynı kapta distile suda çözülür, pH 8,3’e ayarlanır ve 1 

litreye tamamlanır. Oda sıcaklığında saklanabilir. 

TE tamponu: 100mM Tris-HCl (pH:8), 0.5mM EDTA. Otoklovda sterilize edildi. 

Amfisilin: 100 mg/ml stok solüsyon hazırlanır ve filtre ile sterilize edilir. 

IPTG (Isopropyl-B-D-thiogaltopyranoside): 20 mg/ml stok solüsyon hazırlanır ve 

filtre ile sterilize edilir. 

Protein Saflaştırma Tamponları: 

Liziz Tamponu (pH:8, 1 Litre): 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 10 mM imidazol 

Yıkama Tamponu (pH:8, 1 Litre): 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 20 mM 

imidazol 
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Elüsyon Tamponu (pH:8, 1 Litre): 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 500 mM 

imidazol 

 Metod 

3.2.1 Homoloji Modelleme 

BLASTP 2.6.1 ile PDB protein veritabanı araştırmasına göre GhFDH amino asit 

dizisinin AtFDH ile %88, CbFDH ile %52, PsFDH ile %51 benzerlik gösterdiği 

belirlenmiştir. Ayrıca SmartBLAST analizine göre GhFDH ile Glycine max FDH 

arasında da % 88’lik bir benzerlik tespit edilmiştir. Diğer bitki FDH’leri ile tutarlı 

olarak GhFDH ve bakteriyel FDH’ler arasındaki benzerliğin %50 civarında olduğu; 

bitki FDH’leri ile benzerliğin %80’in üzerinde olduğu görülmüştür [18]. 

Rekombinant GhFDH’in 3- boyutlu yapı modeli SWISS-MODEL homoloji 

modelleme aracı ile % 87.6 dizi benzerliği gösteren Arabidopsis thaliana format 

dehidrogenaz apo-form AtFDH (pdb code: 3NAQ_A, resolution 1.70 Å) ve ligand 

bağlanmış AtFDH (pdb code: 3N7U, resolution 2.0 Å) kalıp olarak kullanılarak 

yapılmıştır (Arnold, Bordoli, Kopp ve Schwede, 2006).  

3.2.2 Bölgeye Özel Mutasyon (Site Directed Mutagenesis) 

Hedefe yönelik mutasyon gerçekleştirmek için hedef mutasyonu içeren primerler 

tasarlandı ve Triogen firmasına hizmet alımı olarak sentezletildi. Hedef 

mutasyona yönelik tasarlanmış primerler Tablo 3.1’ de gösterildi.  Amino asit 

değiştiren 3’ lü baz değişimi koyu renk ile belirtildi. Mutasyon PCR’ larında kalıp 

olarak kullanılacak yabanıl tip GhFDH geni içeren DH5α -T1 E. coli suşu -80 C’ 

den alınıp çoğaltılarak plasmid DNA izolasyonu yapıldı. PCR, Plus Master Mix II 

(5x) (GeneMark) kit kullanılarak gerçekleştirildi. PCR içeriği Tablo 3.2’ de ve 

termal koşulları Tablo 3.3’ de gösterildi. Mutasyonu içermeyen genleri elimine 

etmek için DpnI endonükleaz kesim enzimi ile yabanıl tip GhFDH genleri 

parçalandı. DpnI kesim reaksiyonu için 7.5 µl ddH2O, 2 µl 10x Tango Buffer, 10 µl 

PCR ürünü, 0.5 µl DpnI (Invitrogen) karışımı 4 saat 37 °C’ de inkübe edildikten 

sonra 80 °C’ de 20 dakika enzim inaktivasyonu yapıldı. 
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Tablo 3.1 Hedefe Yönelik Mutasyon için Tasarlanan Primerler 

Mutasyon  Primer 

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 Bileşenleri ve Miktarları 

Bileşen Miktar 

ddH2O 14,5 μl 

DNA Template ( 20 ng) 2 μl 

Forward Primer (10 μM) 1 μl 

Reverse Primer (10 μM) 1 μl 

PCR Plus Master Mix II (5x) 5 μl 
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Tablo 3.3 PCR Reaksiyon Koşulları 

Sıcaklık Süre Döngü 

94 °C 3.5 dk 1 

94 °C 30 sn  

37-68°C (Primer Tm’ sine bağlı) 30 sn 30 

72°C 5.5 dk  

4°C ∞ 1 

 

3.2.3 Transformasyon 

DpnI endonükleaz enzimi ile muamele edilmiş PCR ürünü DH5α -T1 E. coli 

kompatent hücresine transformasyonu aşağıda verilen adımları takip ederek 

gerçeklerştirildi. 

1. -80°C’ de saklanan 50 μL E. coli DH5α stok hücreleri 5 dakika buz üzerinde 

çözünene kadar bekletilldi, hafifçe karıştırıldı. 

2. Buzda erimiş olan kompetan bakterilerin 50 μl’ si üzerine 2 μl PCR ürünü 

eklendi, hafifçe karıştırıldı. 

3. Karışım 12 dakika buz üzerinde bekletildi. 

4. Bakteriler buzdan alınıp 42°C’ de 30 saniye bekletildi. (Hücrelerin yüksek 

sıcaklıkta bekletilmesi hücre membranlarındaki fosfolipidlerin hareketlerini 

sağlar. Hücre zarındaki porların açılması ile vektörün içeri girdiği 

düşünülmektedir.) 

5. 42 °C’ den alınan bakteriler 2 dakika buz üzerinde bekletilir. (Bu ısı şoku 

yöntemiyle porlar açılıp kapanarak hücrelerin vektörü içine alması sağlanmıştır.) 

6. Hücreler buzdan çıkarılıp üzerine 200 μl SOC eklendi ve hafifçe karıştırıldı. 

8. 37 °C 200 rpm’ de bir saat çalkalayıcılı inkübatörde inkübe edildi. 
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9. 125 μl hücre ampisilinli LB katı besiyerine yayma yöntemi ile ekildi.  Kolonilerin 

çoğalması için 37 °C’ de gece boyu inkübe edildi. 

3.2.4 Koloni Tarama ve Stoklama 

Transformasyon sonrası gece boyu inkübe edilen plateden seçilen koloniler 

ampisilinli sıvı LB’ ye ekildi. Seçilen kolonilerin mutasyonu taşıdığını tespit etmek 

amacıyla EcoSpin Plasmid Isolation Kit (ECO TECH) ile plazmit izolasyonu 

yapıldıktan sonra Sanger dizi analizi yöntemi ile dizilendi. Dizileme reaksiyonu, 

BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo Fisher) kit kullanılarak 

gerçekleştirildi. Reaksiyon içeriği Tablo 3.5’ de ve termal koşulları Tablo 3.6’ de 

gösterildi.  Dizilemede kullanılan primer dizisi Tablo 3.4’ da verildi. 

Sanger dizileme reaksiyonu sonucu reaksiyon ürünlerin saflaştırılarak kapiler 

elektroforez sistemine (ABI Genetic Analyzer 3130) yüklemeye hazır hale 

getirilmesi amacı ile ZipPrime ® Sequencing Prufication Kit kullanıldı. Saflaştırılan 

ürünler Applied BiosystemsTM 3130 DNA Analizer cihazına yüklendi. 

Nükleik asit dizisi belirlenen gen, GhFDH geni ile Homoloji BLAST yapılarak 

mutasyon ve amino asit değişimi tespit edildi. Hedef mutasyonu taşıdığı belirlenen 

plasmidleri içeren hücreler bir gece boyu 37°C’ de büyütüldükten sonra %20 

gliserol içeren -80 0C stokları oluşturuldu. 

Tablo 3.4 Dizileme için Kullanılan Primerler 

Primer Adı  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 Bileşenleri ve Miktarları 

Bileşen Miktar 

ddH2O 2 μl 

DNA Template (100-150 ng) 2 μl 

Forward Primer (3.2 µM) 2 μl 

BigDye ™ Terminator v1.1 & v3.1 5X 
Sequencing Buffer  

2 μl 

BigDye™ Terminator 3.1 Ready 
Reaction Mix 

2 μl 

 

Tablo 3.6 Dizileme Reaksiyon Koşulları 

Sıcaklık Süre Döngü 

96 °C 1 dk 1 

96 °C 10 sn  

50 °C  5 sn 25 

60 °C 4 dk  

4°C ∞ 1 

 

3.2.5 Hücre Büyütme ve Protein Ekspresyonu 

pQE-2 vektörü içinde yer alan histidin kuyruklu rekombinant GhFDH genini içeren  

E. coli DH5α hücreleri 37 oC’ de bir gece LB besi yerinde 250 rpm de çalkalanarak 

büyütüldü. Bir gece büyütülmüş bu hücre kültüründen 50 ml alınarak Ampisilin 

(100μg/ml) içeren 1000ml TB besiyerinde 37 oC’ de OD600 değeri 0.6 ya ulaşana 
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kadar çalkalanarak büyütüldü. Kültüre son konsantrasayonu 1mM olacak şekilde 

1mM IPTG (isopropyl-β-D- thiogalactopyranoside) eklenerek GhFDH gen anlatımı 

indüklendi. IPTG ile indüklendikten sonra 24 oC’ de 24 saat çalkalanarak 

büyütüldü. Kültür 4000 g’ de 20 dk santrifüj edilerek pellet -80 oC’ de saklandı. 

3.2.6 6xHis-tag sistemi kullanılarak GhFDH proteininin saflaştırılması 

1000 ml kültürden santrifüj edilmiş hücreler, 20 ml lizis tamponunda süspansiyon 

haline getirildi. Hücre süspansiyonuna 1 mg/ml lizozim eklenerek buz üzerinde 

30 dk çalkalanarak inkübe edildi. Hücre süspansiyonu 200–300 W’ da sonikasyon 

ile 10’ar saniye aralıklar ile 6 kez sonikasyonda parçalama işlemine maruz 

bırakıldı. Parçalanmış hücre süspansiyonu 15000 g’ de 15 dk 4 oC’ de santrifüj ile 

çöktürüldü. 1 ml % 50Ni-NTA rezinine 15 ml çöktürülmüş hücre süspansiyonunun 

süpernatantı eklendi. 4°C’ de 60 dakika hafifce çalkalandı. Karışım 13000 rpm’ de 

1 dakika santrifüj edildi. süpernatant ayrıldı. Çökmüş rezin 2 kez 3 ml yıkama 

tamponu eklenerek 13000 rpm’ de 1 dk santrifüj ile yıkandı. His-tagged 

proteinleri, 1 dakika boyunca 13000 rpm'de santrifüj edilerek 1 ml elüsyon 

tamponu ile 6 kez elute edildi. Her aşamadan toplanan örnekler ve elüt edilen 

proteinler, SDS poliakrilamid jel (%12/ h) elektroforezi ile analiz edildi. SDS-

PAGE ve Coomassie Brilliant Blue boyaması, proteinin saflaştırmadan sonra > % 

95 saf olduğunu gösterdi. Protein konsantrasyonu, standart olarak sığır serum 

albümini kullanılarak Bradford yöntemi (Bradford, 1976) ile belirlendi ve 39000 

Da monomer kütlesi kullanılarak monomerik protein konsantrasyonu cinsinden 

ifade edildi. 

3.2.7 Kinetik ve Termodinamik Karakterizasyon Deneyleri 

3.2.7.1 Kararlı hal kinetiği  

Rekombinant doğal ve mutant cmFDH' lerin kararlı durum kinetik deneyleri, 20 

mM pH 7 Tris Tamponu, 1 mM NAD +, 0-40 mM format ve 0.4 μM enzim (Mr 

42000) içeren reaksiyon karışımında 25 ° C’ de Shimadzu 1800 çift ışınlı (10 mm 

yol uzunluğu) UV-VIS spektrofotometre kullanılarak gerçekleştirildi. NADH 
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üretimi için 340 nm dalga boyunda absorbans ölçüldü ve elde edilen veriler Grafit 

5 Kinetics Software programına yerleştirilerek analiz edildi. 

3.2.7.2  Termal Stabilite 

Enzimler, üçlü tekrarlar halinde 20 dakika boyunca 25 ila 75 derece aralığındaki 

5 °C aralıklarla inkübe edildi. Aktivite ölçümleri pH 7 20 mM potasyum fosfat 

tampon, 1 mM NAD+, 10 mM format ve 0.4 μM enzim içeren bir reaksiyon 

karışımında 25 °C' de gerçekleştirildi. Her bir ölçüm 3 kez tekrar edildi. Optimum 

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

Grafit 5 kullanılarak sıcaklığa karşı kalan aktivite grafiğinden belirlendi. 

3.2.7.3 Oksidatif Stabilite 

Oksidatif stabilite tayini için enzimler 50 mM, 100 mM, 150 mM , 200 mM ve 300 

mM hidrojen peroksit (H2O2) ile muamele edilerek aktivite ölçümleri 

gerçekleştirildi. Her bir yoğunluk için 15 dakika aralıklarla 340 nm’ de ölçülen 

değer 0.005 altına düşene kadar enzim aktivitesi ölçümlerine devam edildi. Her 

bir ölçüm 3 kez tekrar edildi. Her bir H2O2 konsantrasyonu için, H2O2 (Denaturant) 

içermeyen ve optimum koşullardaki aktiviteyi %50 azaltmak için gereken zamanı 

gösteren D0.5 değeri, Grafit 5 kullanılarak zamana karşı kalan aktivite grafiğinden 

belirlendi. 
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4  
SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

 Sonuç 

4.1.1 Homoloji Modelleme 

GhFDH geni 348 amino asit içeren 38.65 kDa büyüklüğünde bir enzim 

sentezlemektedir. Homodimerik bir proteindir. Bu protein M126, M214, M225, 

M234, M243, M258, M294, M299, M321 nolu residularda olmak üzere her bir alt 

ünitesi 9 metiyonin amino asidi içermektedir (Şekil 4.1).  

 

Şekil 4.1 Kalıp amino asit dizisi olarak NAD+-bağımlı Arabidopsis thaliana 
(AtFDH, pdb code: 3NAQ_A, resolution 1.70Å) kullanılarak oluşturulan modelin 

GhFDH ile gösterdiği amino asit homolojisi. 

Bu tez çalışmasında GhFDH enziminin stabilitesini arttırmak ve bu metiyonin 

residularının enzimin aktivite ve stabilitesine olan etkisinin anlaşılması amacıyla 
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oksidasyona yatkın bölgeler olan metiyonin amino asitlerinin oksidayona 

dayanıklı bir amino asit ile değiştirilmesi stratejisi uygulanmıştır. Metiyonin amino 

asidi yerine oksidayona daha dayanıklı aynı zamanda metiyonin gibi hidrofobik 

bir yan zincire sahip ve işgal ettiği van der Waals hacmi metiyonine yakın bir 

amino asit olan lösin amino asidi yerleştirilmiştir. Bu değişiklikler sonucu enzimin 

stabilitesinde ve kinetik özelliklerinde ortaya çıkan değişiklikler incelenmiştir. 

Metiyonin-lösin değişimi için rekombinant GhFDH enziminin M258, M294, M299 

konumları seçilmiştir. Pozisyonlar SWISS_MODEL homoloji modelleme ile, NAD+-

bağımlı Arabidopsis thaliana (AtFDH, pdb code: 3NAQ_A, resolution 1.70Å, %87,6 

dizi benzerliği) FDH’inin amino asit dizisi kalıp olarak kullanılarak oluşturulan 

homoloji model üzerinde gösterilmiştir (Şekil 4.4, Şekil 4.6, Şekil 4.8). Elde edilen 

homoloji modellerin, hedef-kalıp eşleşme özelliklerine göre model kalitesini 

belirleyen “Global Model Quality Estimation” skoru 0.97 ve 0.96 ve “Qualitative 

Model Energy Analysis”e dayanan QMEAN değeri ise 0.58 ve 0.84‘dir. 

 

Şekil 4.2 SWISS-MODEL homoloji modelleme aracı ile yapılmış GhFDH modeli 

4.1.1.1 Met258Leu 

GhFDH yapısındaki substrat ve NAD+ bağlanma bölgesindeki amino asitler, Ile92, 

Asn116, Asp191, Asp278 ve katalitik bölgedeki önemli amino asitler olan Arg254 

ve His302’ in Lotus japonicus, Solanum tuberosum and Hordeum vulgare 
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FDH’lerinde olduğu gibi korunduğu görülmektedir (Andreadeli ve diğerleri, 2009; 

Arnold, Bordoli, Kopp ve Schwede, 2006; Labrou ve Rigden, 2001). M258 bir loop 

yapısı üzerindedir ve katalitik aktivite için önemli olan R254 ile aynı loop 

yapısında birbirlerine yakın olarak bulunmaktadırlar (Ek B).  GhFDH’ in 258. 

bölgesinde bulunan metiyonin amino asidi yerine bazı maya, mantar ve bakteri 

türlerinde bulunan FDH enzimi için bu bölgede alternatif olarak sistein, valin ve 

alanin amino asitleri görülmektedir.  

 

Şekil 4.3 Model M258L 

A.  B.  

Şekil 4.4 M258 bölgesinin swiss model homoloji modellemesi üzerinde 

gösterimi. (A) Yakın çekim (B) Uzak çekim 
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4.1.1.2 Met294Leu  

M294 amino asiti proteinin yüzey kısmına yakın bölgededir ve katalitik olarak 

önemli olan ve korunmuş H302 ile aynı loop yapısı üzerindedir (Ek B). M294 

amino asiti diğer türlerdeki FDH enzimindeki konumları ile karşılaştırıldığında 

yüksek oranda korunduğu görülmektedir.  

 

 

Şekil 4.5 Model M294L 

A.  B.  

Şekil 4.6 M294 bölgesinin swiss model homoloji modellemesi üzerinde 
gösterimi. (A) Yakın çekim (B) Uzak çekim 
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4.1.1.3 Met299Leu 

M299 amino asidi katalitik olarak önemli olan ve korunmuş H302 ile aynı loop 

yapısı üzerinde bulunmaktadırlar (Ek B). Ayrıca proteinin nükleotit bağlanma 

bölgesine çok yakındadırlar. Nükleotit bağlanma bölgesi proteinde nükleotid 

fosfatları bağlayan bir bölgeyi tarif etmektedir. Her zaman birden fazla amino asit 

içerir ve nükleotit bağlanmasına katılan tüm kalıntıları içerir. M299 proteinin iç 

kısmındadır. GhFDH’ in 299. amino asit bölgesinde bulunan metiyonin amino 

asidi diğer türler ile yapılan homoloji eşleşmesi sonucu bu bölgede diğer türlerde 

de metiyonin amino asidinin bulunduğu ve korunmuş olduğu tespit edilmiştir.  

 

Şekil 4.7 Model M299L 

A.  B.  

Şekil 4.8 M299 bölgesinin swiss model homoloji modellemesi üzerinde 
gösterimi. (A) Yakın çekim (B) Uzak çekim 
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4.1.2 Hedefe Yönelik Mutasyon PCR Sonuçları 

 

        

Şekil4.9 Yapılan Hedefe Yönelik Mutasyon PCR’ ları %0,8 lik Agaroz Jel 
Elektroforez Görüntüsü 

Yapılan mutasyon PCR’ ların elektroforez jel görüntüleri Şekil 4.9’ da 

gösterilmiştir. 1 ile numaralandırılmış ilk kuyucuğa 10kb’ lik marker yüklenmiştir. 

Mutasyon PCR ları 2,3,4,5,6,7 ile numaralandırılan kuyucuklara yüklenmiştir. 

PCR ürünü boyutlarını belirlemek için marker ile karşılaştırıldığında yaklaşık 

olarak 5.8 kb boyutunda olduğu görülmektedir. Bu değer pQE-2 (4.8kb) vektörü 

ve vektöre bağlanmış 1047 bp büyüklüğündeki GhFDH geni toplam büyüklüğü 

olan 5.8 kb ile örtüşmektedir. 
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Şekil 4.10 Agaroz Jel Elektroforezde Kullanılan Marker Boyut Çizelgesi 

 

4.1.3 Transformasyon 

Mutant vektörlerin E. coli DH5α hücresine taransformasyonundan sonra vektörü 

içine almış hücreleri seçmek amacıyla Amp içeren katı LB besiyerine ekim yapıldı. 

Seçilen kolonilerden izole edilen plasmidler M258L, M294L ve M299L 

mutantlarını doğrulamak amacıyla Sanger dizi analizi yapıldı (Şekil 4.11). 

 

Şekil 4.11 E. coli DH5α Hücresine Tranformasyonu Yapılan Mutant Vektörlerin 
Ampisinli Katı LB Plate Üzerinde Koloni Seçimi  
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4.1.4 DNA Dizi Analizi ve Homoloji BLAST 

Mutant GhFDH vektörlerinin dizi analizi sonucu elde edilen veri yabanıl tip 

Gossypium hirsutum format dehidrogenaz gen dizisi ile karşılaştırılarak 

gerçekleştirilmek istenen mutasyonun varlığı tespit edildi. M258L, M294L ve 

M299L mutantların dizi analizi sonrasında sadece istenilen yerde doğru 

mutasyonu içerdiği tespit edildi. Elde edilen dizi ve Homoloji BLAST sonuçları ekte 

(Ek A, sayfa 40-48) verilmiştir. 

4.1.5 Protein Saflaştırma  

Dizi analizi ile doğruluğu tespit edilen mutant GhFDH genini taşıyan hücreler 

belirlenerek -80 stokları yapılmıştır. Kinetik ve stabilite analizleri için stoktan 

alınan hücreler 37 0C’ de bir gece Amp’ li LB besi yerinde 250 rpm de çalkalanarak 

büyütülmüştür. Bu kültürden alınan 50 ml hücre Amp’ li TB besiyerinde IPTG ile 

indüklendikten sonra 24 oC’ de 24 saat çalkalanarak GhFDH protein üretimi 

yapılmıştır. Elde edilen mutant GhFDH proteinleri 6xHis-tag sistemi kullanılarak 

saflaştrılmıştır.  

Saflaştırma işleminden sonra mutant GhFDH proteinlerin saflığını görüntülemek 

amacıyla yapılan SDS-PAGE görüntülemede aynı koşullarda saflaştırma 

yapılmasına rağmen bazı mutant proteinlerin uygun saflıkta izole edilemediği 

tespit edilmiştir. M294L mutantın SDS-PAGE jel görüntüsü Şekil 4.13’ de verildiği 

gibi uygun saflıkta elde edilemediği görülmektedir. M299L ve M258L mutant 

GhFDH proteinleri Ni-NTA His-tag saflaştırma yöntemiyle >% 95 olarak 

saflaştırılabilmiştir (Şekil 4.12). 
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Şekil 4.12 Saflaştırılmış M126L, M214L, M258L, M234L, M243L ve M299L 
Mutant Proteinlerin SDS PAGE Jel Görüntüsü (Marker: Bio-Rad Precision Plus 

Protein™ Dual Color Standards) 

 

 

 

Şekil 4.13 M294L ve M299L Mutant Proteinlerin Saflaştırma Aşamaları SDS 
PAGE Jel Görüntüsü (CL: Hücre Lizatı, W:Yıkama Tamponu, Marker: Bio-Rad 

Precision Plus Protein™ Dual Color Standards) 

 

4.1.6 Protein Konsantrasyon Ölçümleri 

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

Saflaştırma işleminden ortalama 1.5-2 mg/ml protein elde edildi. 
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4.1.7 Enzim Aktivite Ölçümleri 

GhFDH mutant proteinlerin aktivite ölçümleri 25 ° C'de 20 mM Tris Tamponu 

(pH7) kullanılarak, 1 mM NAD, 0-40 mM format ve 0.4 uM enzim içeren bir 

reaksiyon karışımı Shimadzu 1800 çift ışınlı (10 mm yol uzunluğu) UV-VIS 

spektrofotometre ile gerçekleştirilmiştir. Aktivite ölçümünden elde edilen veriler 

“Grafit5 Kinetics Software” programı kullanırak analiz edilmiş ve enzimlerin kcat 

değerleri hesaplanmıştır. Yapılan tekrarlı çalışmalarda M294L ve M299L mutant 

proteinlerinde 340nm’ de ölçülebilir bir aktivite gözlenmemiştir. Bu nedenle 

M294L ve M299L mutant GhFDH proteinlerin stabilite çalışmalarına devam 

edilememiştir. M258L mutant proteinin aktivite grafiği Şekil 4.14’ de 

gösterilmektedir. 

 

 

Şekil 4.14 M258L Kinetik Ölçüm Grafiği 

Yabanıl ve mutant proteinlerin Km ve kcat değerlerinin karşılaştırılması Tablo 4.1’ 

de gösterilmiştir.  
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Tablo 4.1 Gossypium hirsutum FDH ile Mutant M258L Aktivite Değerleri 

 Km (mM) kcat (sn-1) kcat / Km (sn-1 mM-1)  

Gossypium 

hirsutum FDH 

0.76 ± 0.07[53] 0.295 ± 

0.00[53] 

0.39[53] 

M258L 2.39±0.8 0.7±0.006 0.29 

M294L - - - 

M299L - - - 

 

4.1.8 Enzim Termal Stabilite Analizi 

Literatürde enzim termostabilitesini karakterize eden yaklaşımlardan biri, sabit bir 

süre boyunca sabit bir sıcaklıkta inkübasyondan sonra kalan enzim aktivitesini 

ölçmektir (Tishkov ve Popov, 2006). Bu çalışmada gerekli miktarlarda enzim 5 ile 

75 derece arasında 5 °C aralıklarla 20 dakikalık bir süre boyunca inkübe edildikten 

sonra kalan aktivite Shimadzu 1800 çift ışınlı (10 mm yol uzunluğu) UV-VIS 

spektrofotometre kullanılarak 340 nm’ de NADH oluşumundaki azalma takip 

edilerek enzimin termal stabilitesi analiz edilmiştir. Enzimin başlangıç 

aktivitesinin %50 azalması için gereken sıcaklık olan T0.5’ in hesaplanması için elde 

edilen veriler Grafit5 Kinetics Software kullanılarak değerlendirilmiş (Şekil 4.15) 

ve M258L mutant GhFDH’ in T0.5 değeri 47.2± 1.1 °C olarak belirlenmiştir.  

Yabanıl tip GhFDH ile karşılatırılması Tablo 4.2’ de gösterilmektedir. 
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                            30                    40              50            60        70 

                                   SICAKLIK (20- 80 °C) 

Tablo 4.2 Gossypium hirsutum FDH ile Mutant M258L Termal Stabilite Değerleri 

 T0.5 

Gossypium 

hirsutum FDH 

53,8± 0,12 [53] 

M258L 47.2± 1.1 

 

 

     

Şekil 4.15 M258L Termal Stabilite Grafiği 

4.1.9 Enzim Oksidatif Stabilite Analizi 

Çalışmamızda inaktive edici ajanı olarak hem yüzey hem de iç kısımda yer alan 

tiyol gruplarını okside edebilen H2O2 seçilmiştir. H2O2 doğal olarak meydana gelen 

bir kimyasal inaktive edici ajan olması sebebiyle in vivo protein kararlılık 

çalışmaları için de uygundur. 50mM, 100mM, 150 mM , 200 mM ve 300 mM 

hidrojen peroksit (H2O2) ile muamele edilen alikotlanmış enzimlerin 15’ er dakika 

aralıklarla kalan aktivite ölçümleri gerçekleştirilmiştir. Her bir H2O2 

konsantrasyonu için, H2O2 (denaturant) içermeyen, optimum koşullardaki 
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aktiviteyi % 50 azaltmak için gereken zamanı gösteren t0.5 değeri, Grafit5 Kinetics 

Software kullanılarak zamana karşı-kalan aktivite grafikleri çizilerek belirlenmiştir 

(Şekil 4.16). Yabanıl GhFDH enzimi ile karşılaştırması Tablo 4.3’ de 

gösterilmektedir.   
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Şekil 4.16 M258L Oksidatif Stabilite Grafikleri  
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Tablo 4.3 Gossypium hirsutum FDH ile Mutant M258L Oksidatif Stabilite t0.5 ve 

Termal Stabilite T0.5 Değerleri 

 T0.5  

(sıcaklık 
0C) 

t0.5  

50mM H2O2 

(zaman -dk) 

t0.5   

100mM 

H2O2 

t0.5  

150mM 

H2O2 

t0.5  

200mM 

H2O2 

t0.5  

300mM 

H2O2 

Rekombinant 

doğal 

GhFDH 

53,8±0,12 118 ± 45± 82± 64,6± 51,6± 

M258L 47.2±1.1 134,74±34.4 82,85±26.0 97,30±12.5 24,40±8.1 51,98±5.6 

 

 Öneriler 

Yeni enzimleri tanımlayan her geçen gün genişleyen veri bankalarına rağmen, 

endüstride istihdam edilebilir enzimler enzimatik sentez için artan talepleri 

karşılayamamaktadır. Bu boşluğun ilk nedeni, endüstriyel sentezdeki zor 

koşullarla baş edemeyen mezofilik organizmalardan izole edilen enzimlerin 

stabilitelerin düşük olmasıdır. İkinci neden, endüstriyel sert koşullara dayanabilen 

ekstremofilik enzimlerin düşük kullanılabilirliğidir (Özgün ve diğerleri, 2016). Bu 

nedenle, protein mühendisliği stratejileri, endüstriyel olarak uygulanabilir 

enzimlerin özelliklerini geliştirmek için önemli bir yöntemdir. FDH' lerin 

endüstriyel uygulamalardaki kulanılabilirliliğini arttırmak için, zorlu endüstriyel 

reaksiyon koşullarında yüksek stabilite gösterebilmesi önemli bir gerekliliktir. 

FDH enziminin termostabilitesi ve oksidatif stabilitesine etkisi olan faktörlerin 

anlaşılması, protein katlanması ve stabilitesi anlayışımıza da ayrıca katkıda 

bulunacaktır. Aynı zamanda yüksek sıcaklıklarda çalışabilen ve oksidatif strese 

dayanıklı verimli bir FDH enzimi tasarlamak için de önemlidir.  

Genlerin DNA dizilerindeki en büyük çeşitlilik maya ve mantar FDH'leri için 

gözlenmektedir. Bununla birlikte, FDH aşırı korunmuş bir enzimdir. Tüm 
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kaynaklardan gelen enzimler arasında 60 amino asit kesinlikle korunmaktadır ve 

bireysel gruplar içinde homoloji skoru %75' ten yüksektir (Tishkov ve Popov, 

2006). Çeşitli makalelerde FDH deki katalitik bölge üzerinde bulunan ve substrat 

ve NAD bağlanma bölgesi üzerindeki önemli amino asitler belirtilmiştir.  Pro67, 

Phe68, Ile92, Asn116, Val120 Gly168, Gly170, Ile172, Gly173, Arg254, Asp278, 

Gln283 ve His302 olarak belirlenen FDH'deki bu korunmuş amino asitler arasına 

Asp316 da dahil edilmelidir çünkü karboksil grubu NAD+ nikotinamid grubunun 

amid grubu ile bir hidrojen bağı oluşturmaktadır (Andreadeli ve diğerleri, 2009). 

Bununla birlikte çeşitli türlerdeki FDH proteini dizisinin homoloji sonucu bazı 

farklı bölgelerin de yüksek oranda benzerlik gösterdiği ve korunmuş bölge olarak 

tespit edildiğini göstermektedir.  

Protein ve peptidlerde bulunan sistein, metiyonin ve histidin amino asitleri 

içerdikleri sülfür atomunun yüksek reaktivitesinden dolayı oksidasyona yatkındır. 

GhFDH proteini M126, M214, M225, M234, M243, M258, M294, M299, M321 

nolu residularda olmak üzere her bir alt ünitesi 9 metiyonin amino asidi 

içermektedir. Bu bölgelerdeki metiyonin amino asitlerin alternatif amino asitlerle 

hedefe yönelik mutasyonu ile değiştirilmesi stabilitesinin arttırılabileceği 

düşünülmektedir.  

Lösin ve metiyonin hidrofobik amino yan zincirlerine sahiptir ve lösin tarafından 

işgal edilen van der Waals hacmi metiyonine yakındır. Metiyonin lösin ile yer 

değiştilmesi, değiştirilen amino asitlerin ortamına bağlı olarak dengeleyici bir etki 

ile sonuçlanabilmektedir ve protein yapısının oksidatif stresten zarar görmesini 

azalttığı bilinmektedir (Özgün ve diğerleri, 2016). Lösin eklenmesi, yakınlardaki 

birçok amino asit ile önemli sterik girişimlere ve önemli hareketlere neden olabilir 

(Lipscomb, ve diğerleri, 1998). Metiyonin-lösin ikamesi, değiştirilen bölgenin 

ortamına bağlı olarak stabilize edici veya destabilize edici bir etki verebilir 

(Pokkuluri, Raffen, Dieckman, Boogaard, Stevens, ve Schiffer, 2002). Aktif bölge 

etrafındaki tuz köprüleri, yüksek sıcaklıklarda daha fazla atomik hareketlilik 

nedeniyle değişikliğe karşı aktif bölgesini bir arada tutmaya yardımcı 

olabilmektedir (Kumar, Ma, Tsai, ve Nussinov, 2000).  
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Çalışmamızda lösin amino asidi ile değiştirilen M294 ve M299 amino asitleri 

enzimin katalitik aktivite için önemli olan korunmuş bölgesinde yer alan amino 

asit H302 ile yakın konumlanmaktadır. Bu etkileşimlerinden dolayı yapılan 

mutasyon sonucunda ortaya çıkan yapı değişikliğinin protein aktivitesini de 

etkilemesi beklenmektedir. Bu M299 konumundaki amino asitin diğer türlerde de 

korunmuş olması gerçekleştirilen mutasyonun protein yapısı ve aktivitesinde 

önemli olduğunu göstermektedir.  

M258 bir loop yapısı üzerindedir ve katalitik aktivite için önemli olan R254 ile 

aynı loop yapısında yakın olarak bulunmaktadırlar. GhFDH’ daki M258 amino 

asidi yerine bazı maya, mantar ve bakteri türlerinde bu bölgede alternatif olarak 

sistein, valin ve alanin amino asitleri görülmektedir. Burada gerçekleştirilen 

M258L mutasyonu enzimin katalitik aktivitesini korumuştur. 

Aktivite analizi sonucu M528L mutasyonunun enzimin Km değerini yaklaşık 4 kat 

yükseltirken (yabanıl tip GhFDH Km: 0.76; M528 GhFDH Km: 2.39), kcat (sn-1) 

değerini 2 kattan fazla arttırdığı (yabanıl tip GhFDH kcat: 0.3; M528 GhFDH kcat: 

0.7) ölçülmüştür. Katalitik aktivite bölgesinde yapılan bu mutasyonun termal 

stabilite üzerindeki etkisinin yabanıl tip GhFDH’ e göre 6 0C’ lik bir düşüşe neden 

olduğu gösterilmiştir. Oksidatif stabilite deneyleri sonucunda ise 50 mM H2O2’de 

yabanıl tip GhFDH’e göre önemli bir fark göstermese de, 100 mM’ lık H2O2 ’a 

maruz bırakılan M258L mutantının yabanıl GhFDH den 2 kat daha fazla süre 

aktivitesini koruduğu tespit edilmiştir (Tablo 4.3). Oksidatif stabilitesinde görülen 

bu sonuç M258L mutantının geliştirilmek için umut vaad edici olduğunu ortaya 

koymaktadır.  Çoklu mutasyonlar ve CD ölçümleri ya da termodinamik deneyler 

ile yapısal analizler yapılarak mutasyonların enzimin aktivite ve stabilitesine olan 

etkisini daha ayrıntılı olarak incelenmesi gerekmektedir.   

GhFDH üzerinde bulunan ve katalitik bölgeye uzak olan diğer metiyonin amino 

asitleri üzerinde de çalışmalar yapılması metiyonin amino asidinin protein 

stabilite ve katalitik aktivitesi üzerindeki etkisinin değerlendirilmesi konusunda 

daha ayrıntılı bilgiler sağlayacaktır.  Bu çalışmada yapılan 3 mutasyonun elde 

edilen etkileri göz önünde bulundurularak yeni mutanlar tasarlanabilir, çoklu 
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mutantlar oluşturulabilir. Sonuç olarak, daha ayrıntılı araştırma gerektirmek ile 

birlikte 294 ve 299 konumdaki metiyonin amino asidinin enzimin aktivitesi ile 

doğrudan ilişkili olduğu, M258L değişimi sonucu enzim aktivitesini koruduğu ve 

metiyonin-lösin değişiminin GhFDH stabilitesini geliştirmek için umut verici bir 

yaklaşım olduğunu göstermektedir.  
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A 
DNA DİZİ ANALİZİ VE BLAST 

 

A.1 M258L Mutantı 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: 
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A.2 M294L Mutantı 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: 
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A.3 M299L Mutantı 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: 
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 B 
HOMOLOJİ MODELİ ÜZERİNDE AMİNO ASİT 

KONUMLARI  

  
Şekil B.1 M258- R254 uzaklık  
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Şekil B.2 M294- H302 uzaklık  

  

Şekil B.3 M299- H302 uzaklık 
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