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Projede literaturde 1sil kararliligi olan Candida methylica (Cm) FDH i¢in hesapsal yontemler
ve literatlr bilgisi ile belirlenen fonksiyonel amino asit pozisyonlari, ISM/CAST igin mutant
kitiphanesi olusturulmus ve substrat olarak NAD+ ve formik asite karsl yiksek spesifik
aktiviteye sahip mutant FDH'1 secmek icin taranmistir. Segilen substratlara karsi dogal tip
Cm FDH ile karsilastirildiginda spesifik aktivitesi ylksek olan mutant FDH’lar segilerek dizi
ananlizi yapildiktan sonra, TAGZyme sistemi ile saflastirlan mutant enzimlerin secilen

substratlara kargi KM, kcat kinetik degerleri belirlenmistir.

Son olarak segilen mutant FDH enzimleri icin mutasyon gegiren amino asit pozisyonlarinin
substrat ile olan etkilesimlerinin molekuler dinamik simulasyonlari yapilarak incelenmistir.
Projenin sonucunda karakterize edilmis, yuksek spesifik aktiviteli NAD+ badiml isiya

dayanikli bir (1) adet mutant FDH enzimleri tanimlanmistir.

Bu projeden saglanan destekle istanbul Enzim Tanima Merkezi (IERC) Arastirma
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baglanmistir. Projede gerceklestirilien ¢alismalar ve elde edilen sonuglar, 11. Uluslararasi
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OZET
Format dehidrogenaz enzimi (FDH), endustriyel biyokatalizérler arasinda son yillarda en ¢ok

dikkat ceken enzimlerden biridir. Ozellikle NAD(P)+ bagdmli FDH, gerceklestirdigi
reaksiyonun dusuk redoks potansiyeli nedeniyle biyoenerji Gretimi ve saf kiral bilesiklerin
sentezi sirasinda ihtiyag duyulan surekli NAD(P)H yenilenmesinin saglanmasi igin en ¢ok
basvurulan enzimlerdendir. Endustriyel biyoteknoloji igin, NAD(P)+ bagimh FDH’in en buyuk
dezavantaji mevcut FDH’larin (FDHs) dusuk aktiviteye sahip olmasidir. Bu nedenle &zellikle
endUstriyel dlcekte biyokatalitik ydntemlerle degerli farmasétik saf kiral ara bilesiklerin sentezi
icin gerekli olan surekli NAD(P)H'nin yenilenmesinde FDH enziminin kullaniimasi oldukca
yuksek maliyetlidir.

Proje basvurusu 6ncesinde 6n ¢alisma olarak literatiirde rapor edilen isil kararlihgi arttiriimis
Candida methylica (Cm) mutant FDH'In yapisi analiz edilmistir. Bunun igin, dncelikle Cm
FDH'In homoloji yontemi ile yapisi tahmin edilmis ve elde edilen yapi molekuler dinamik ile
optimize edilmistir. Sonra diger kaynaklardan elde edilen FDH enzimlerin dizileri ve yapilari
ile karsilastirilarak; Cm FDH icin katalitik bolgeyi olusturan, formik asit-NAD+ baglanma
bolgesini olusturan amino asit pozisyonlari tahmin edilmistir. Enzimin aktif bdlgesini
olusturdugu yada katalitik aktivitesinde etkili olabilecegi tahmin edilen Thr67, Phe69, Gly92,
Val93, Gly94, Asp96, Arg258, GIn287, His311 dokuz (9) amino asit, ISM yonteminin CAST

teknigi icin aday amino asit pozisyonlari olarak belirlenmistir.

Projenin kabulu sonrasi ilk is olarak, hesapsal yontemler ve literatur bilgisi ile belirlenen
fonksiyonel amino asit pozisyonlari i¢cin ISM/CAST ile mutant kitliphanesi olusturulmustur.
Petri platelerde olusturulan her mutant kitliphanesi icin 20-50 arasinda koloni elde edilmistir.
Olusturulan mutant kitiphaneleri, substrat olarak NAD+ ve formik asite karsi yliksek spesifik
aktiviteye sahip mutant FDH1 segmek icin taranmigtir. Tarama sonucu 13 tane mutant
koloninin aktif oldugu goézlemlenmistir. Segilen substratlara karsi dogal tip Cm FDH ile
karsilastirildiginda spesifik aktivitesi yliksek olan mutant FDH’lar segilerek, dizi ananlizi igin
dizilemeye goénderilmigtir. Dizileme sonucu aktif olan 13 mutanttan sadece 3 tanesinde baz
degisimi oldugu gorulmastar. Bunlardan 2 tanesinde sessiz mutasyon, digerinde ise N119R
degisimi tespit edilmistir. TAGZyme sistemi ile saflastiriimis ve yabanil tip ve mutant enzimin
kinetik deg@erleri sirasiyla format ve NAD+'ye kargi KM 11,20 ve 0,95 mM, kcat 22,21 ve
54,56 s olarak belirlenmistir. Blyiik yan zincirden kaynakl substratlara ev sahipligi yapan
119. pozisyon igin yerinin daha az su ile dolmasi ve substratlar ile daha ¢ok etkilesmesi
segilen substratlar icin KM degerinde iyilesmeye neden oldugu tahmin edilmektedir. Ayrica,
Arg119a ait genis hacimli yan zinciriyle His311’e hidrit transferinin kolaylasmasi kcat’in

artmasina yol actigi distintlmektedir.
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Son olarak elde edilen mutant FDH enziminin substrat ile olan etkilesimleri, molekiler
dinamik similasyonuyla elde edilen yapida incelenmistir. Modelleme ¢alismalari sonugclari
gostermektedir ki; Arg119 mutasyonu iki monomerin birlesme noktasinda olan Phe69
uzerinden yapisal degigikliklere yol acmaktadir. Bu mutasyonun, NAD+ ile baglanmay:i
gUglendiren etkilere sahip oldugu iyilesen kinetik dederlerden dolay! da tahmin edilmektedir.
Elde edilen yapi géstermektedir ki; arjinin sahip oldugu uzun yan zincir ile substratlarin dogru
yénde yoénlendirilmesini, hidrit iyonunun formik asitten His311’e daha hizli transfer olmasini

saglamakta ve iyilesen KM ve kcat degerleri bu varsayimlari desteklemektedir.

Proje sonunda; NAD+ ve formata kargi yaklasik %10 katalitik aktivitesi arttirilmig, karakterize
edilmig, 1stya dayanikli mutant FDH enzimi tanimlanmistir. 119. pozisyondaki Asn, Arg ile yer
degistirmesi, substratlarin katalitik bélgeye daha iyi yonelmesini saglamistir. Arg, Asn gibi
karboksilat grubu Gzerinden substratlari koordine etmigstir. Ylksek katma degerli endustriyel
biyokatalizbr olarak aktivitesi yuksek olan mutant FDH enziminin patentlenmesi

planmaktadir.

ABSTRACT

Formate dehydrogenase enzyme (FDH) is one of the most intriguing industrial biocatalysts
that have been researched these last few years. Especially the NAD(P)+ dependent FDH,
due to its low redox reaction potential, it produces bioenergy and facilitates the synthesis of
pure chiral compounds that requires the continuous NAD(P)H regeneration. Considering its
use in the Biotechnology Industry, NAD(P)+ dependent FDH'’s greatest disadvantage is its
low activity in its current state. Using the FDH for continuous regeneration of NAD(P)H via
the required bio-catalytic methods to achieve an industrial scale for the synthesis of valuable
pharmaceutical pure chiral-intermediates is very expensive.

Prior to the application of this project, as a preliminary work, the mutant FDH with an
enhanced thermal stability (reported in an earlier research paper) derived from the Candida
methylica (Cm) has been further modified to have a higher specific activity. For this purpose,
with the use of homology method, the structure of Cm FDH has been estimated, and the
obtained structure was optimized with the use of molecular dynamics. After the optimization
the resulting structure was compared against the sequences and structures of the FDH
enzymes from other sources via the use of molecular dynamics. With the obtained
information from the literature and our analysis, the amino acid positions forming the catalytic
and binding region for the formic acid-NAD+ and their structures for Cm FDH were
determined and dissected. The functional amino acid positions were selected with the use of
computational methods and literature knowledge was also used to form a mutant library for
the ISM and CAST techniques.
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After the initiation of the project, our primary objective was to determine the functional amino
acid positions using computational methods and literature. We have selected these positions
in order to generate the mutant library for the ISM/CAST as candidate amino acid positions.
Creating for mutant library, we were selected 20-50 colonies. Generated mutant library was
screened for selecting higher specific activity of the mutant FDH against NAD(P)H and formic
acid as substrates. It was observed that 13 mutant colonies were active the result of scan.
When compared to the wild-type Cm FDH, mutant FDHs that showed increased specific
activity against selected substrates was selected. The selected mutant FDH enzymes were
sent for analysis to get sequenced. Result of sequencing, we observed that only sequen of 3
mutant colonies were changed inside 13 active mutant colonies. Two of them were contained
silent mutation and the other one was detected N119R base composition changing. Kinetic
values of the purified wild type and mutant enzyme with TAGZyme system against formate
and NAD+ as KM 11,20 and 0,95 mM, kcat 22,21 and 54,56 s were determined
respectively. , It is estimated that originating the large side chain that leads to stuffed with
less water and more interaction with substrate for 119" position leads to the recovery value
KM for the selected substrate. In addition, it is assumed that facililating of the hydride transfer

to His311 via the large volume side chain of Arg119 that leads to increase the kcat.

Lastly, to identify and understand the catalytic interactions with the substrates, the amino
acid positions, which were modified to form the mutant FDHs, were run through a molecular
dynamics simulation. It shows the results of modeling studies; Arg119 mutation leads to
structural changes over the Phe69 at the junction of the two monomers. Also due to
improved the kinetic values, it is estimated that this mutation has the effect of strengthening
the binding of NAD+. The obtained structure shows that Arg with its long side chain ensures
being directed right orientation of substrates, faster transfer hydride ion from formic acid to

His311 and these case is made understand the improved KM and kcat values.

In the end of the proeject, NAD+ dependent, thermo-stabilized mutant FDH enzymes with
about 10% high specific activity were characterized and identified with the project.
Exchanging Asn at position 119 with Arg has provided a better orientation of the substrates
to the catalytic region. Arg coordinates substrates over its carboxyl group like Asn. We plan
to patent the high active mutant FDH, which has been created as a value added industrial

biocatalyst.
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1.GIRIS
1.1. Format Dehidrogenaz Enzimi

NAD(P)H'i surekli Uretebilen dehidrogenaz enzimlerden NAD(P)+ bagimh format
dehidrogenazlar (FDHs) [EC 1.2.1.2], format iyonunu (HCOO-) karbondioksit (CO2) iyonuna
yukseltgenmesini, NAD(P)+ iyonunu da NAD(P)H’e indirgenmesini katalizlerler (Ferry, 1990;
Mathews vd., 1990; Vinals vd. 1993).

FDH’in katalizledigi reaksiyon:
HCOO- + NAD(P)+ = CO, + NAD(P)H

FDHSs, rekombinant deoksiribonukleik asit (DNA) teknolojisi ile mayalardan ve bakterilerden
distk maliyetlerle ylksek miktarlarda dretilmektedir (Berezin vd., 1989; Weusterbotz
vd.1995). Bitkilerden izole edilen NAD(P)+ bagimh FDH enzimlerin ait bitki genomunda fdh
genlerinin sayisi degismektedir (David vd., 2010; Alekseeva vd. 2011). FDH, bakterilerde ve
mayalarda sitoplazmadayken, bitkilerde mitokondride bulunmaktadir (Herman vd., 2002;
Alekseeva vd. 2011).

NAD(P)+ bagimli format dehidrogenaz enzimi, NAD(P)H’in yenilenmesini en az maliyetle,
yuksek verimle ve c¢evreye zarar veren yan urlnler Gretmeden gerceklestirir (Sekil 2).
Formatin karbondioksite ylkseltgenme reaksiyonun tersinmez olusu ve ana reaksiyon ile
istenilen drin igin %100’e varan kazang¢ saglamasidir. FDH'in pH 5,5-11 ve 6-9,5
araliklarinda sirasiyla aktivitesinin ve Michaelis degerlerinin degismemesi, NAD(P)+ bagimh
farkh biyokatalizérlerle beraber kullanilma imkanini saglar Mesentsev vd. (1997). Bu beraber
kullanimda, format tuzu ¢ok ucuza mal edilmekte ve bilinen butin enzimler igin inhibe edici
etkisi yoktur. Diger yandan FDH’in yan Urin olarak Urettigi karbondioksit, inhibe edici etkisi
yoktur; istenilen Urinidn  saflastinimasini  zorlastirmaz ve rahatlikla ortamdan
uzaklastirilabilmektedir. Bu nedenle; endUstriyel éneme sahip bircok biyokatalizriin tibbi,
gida, kozmetik, ilag endustrisi icin optik olarak saf Griini sentezlemesi igin koenzim olarak
ihtiyag duydugu NAD(P)H’nin, endustriyel kosullarda FDH tarafindan sirekli yenilenebilir
olmasi, NAD(P)+ bagiml FDHs'1 ¢cok degerli yapmaktadir (Yamamoto vd., 2005; Moore vd.,
2007; Wichmann vd., 1981; Hummel ve Kula 1989; Bommarius vd. 1995).



2. Literatiir Ozeti
2.1. Format Dehidrogenaz Enziminin Onemi

Bircok calismada, NAD(P)+ bagimli FDHs'in, diger enzimlerin gerceklestirdikleri organik
sentez igin koenzim olarak ihtiya¢ duyduklari NAD(P)H’in yenilenmesi icin kullanildigi rapor
edilmistir (Shaked ve Whitesides 1980; Wichmann ve Vasic-Racki 2005, Wang vd. 2013). Bu
nedenle farkli kaynaklardan elde edilip, karakterizasyonu gerceklestiriien NAD(P)+ bagiml
FDH enzimleri icin, NAD(P)H'nin yenilenmesinde kullanilmak Uzere ¢ok sayida kayitli patent

bulunmaktadir (Formate dehydrogenase, 2014).

NAD(P)+ bagimli FDH enziminin NADH yenilenmesi igin en dikkat c¢ekici ticari uygulama;
insan bagisiklik eksikligi virisu (HIV) bulasma tedavisinde kullanilan ve antiretroviral bir ilag
olan atazanavirin sentezlenmesinde kullanimidir. Atazanavirin Uretilmesi igin gerekli ara drin
sentezinde, tert-lésinin  Uretimine ihtiyagc duyulmaktadir. Keto asitin amino asite
indirgenmesini 16sin dehidrogenaz (LeDH) enzimi gerceklestirmektedir. LeDH reaksiyonu
gerceklestirmek icin amonyaya ve koenzim olarak NADH’e ihtiya¢g duyar Patel vd. (1997).
Reaksiyon icin ihtiya¢ duyulan NADH, FDH tarafindan surekli tretilmektedir Bommarius vd.
(1995) Ceramopril allizin etilen asetal, HIV proteaz inhibitér ve antibiyotik tigemonam igin
kiral sentonlarin sentezinde gerekli olan NADH’in yenilenmesinde P. pastoris FDH enzimi
kullaniimaktadir Goldberg vd. (2006).

Ancak butin bu avantajlarina ragmen; NADP(+) bagimh FDH enzimini farkli biyoteknolojik ve
endUstriyel uygulamalarda kullaniimasini sinirlayan en blylk faktérlerden biri ortalama

6 Umg™ olan diisiik spesifik aktivitesidir (Sluarczyk vd., 2000; Alekseeva vd. 2011).

Endustriyel biyokatlizorlerin kullanimi ile gok farkli alanlarda pahali farmasétik ara bilesikleri
ve kimyasallari Uretmeye giderek artan bir ilgi s6z konusudur (Schmid vd., 2001; Nakamura
vd., 2003; Moore vd. 2007). Enantiyoselektif, guvenli ve gevreyle dost reaksiyonlara olan
ihtiyacin genomik ve genetik muhendisligi alaninda ortaya c¢ikan gelismeler ile kargilanabilir
olmasi; bu ilgiyi en fazla biyiten unsurdur. Cinki endustriyel dneme sahip biyokatalizérler,
¢ok sayida rejiyo, kemo ve stereospesifik reaksiyonu degisik fonksiyonel gruplar tGzerinden
cevreci ve duslk maliyetlerle gerceklestirmektedirler. Bu biyokatalizérler, karbon hidrojen
yada karbon karbon bagina oksijen atomunun eklenmesi, hidrit tasima, indirgeyici
aminasyon, optik olarak aktif degerli kiral farmasétik ara bilesiklerin ve kimyasallarin
sentezlenme ve biyotransformasyon reaksiyonlarini biylk oélgekli katalizlerken, ¢ok pahali
olan NAD(P)H’ninde koenzim olarak sirekli yenilenmesine ihtiya¢ duyarlar (Sekil 1). (Shaked
vd. 1980; Whichmann vd., 1981; Vasic-Racki vd., 1989; Bommarius vd., 1992; Krix vd.,
1997; Carugo ve Argos 1997; Bommarius vd.,1998; Slatner vd., 1998; Kula ve Kragl 1999;
Zhu vd., 2006; 2006a; Zhang vd. 2009)



‘ Substrat-1 ‘ NAD(P)+ ‘ Uran-2 ‘
NAD+ bagimh Enzim2 YONTEM NAD(P)H bagdimh Enzim1
‘ Uran-1 |

‘ Substrat-2 ‘

NAD(P)H

Sekil 1. Endustriyel uygulamalarda, biyokatalitik yol igin, koenzim olarak kullanilan NADH’nin

surekli yenilenmesi

Sekil 1’deki Enzim1 ile katalizlenen reaksiyon tiplerini ekonomik agidan mimkin olmasi,
kesintisiz koenzim yenilenmesini saglayacak bir yontemle mumkundudr. Koenzim yenilenmesi
icin temel olarak yontem, istenilen reaksiyonu gercgeklestirmek igin ana enzim (Enzim1)
tarafindan kullanilan NAD(P)H koenziminin ylkseltgenmis formunu surekli yenileyebilen bir
enzimin (Enzim2) kullanilarak olusturulmasidir (Chenault vd. 1988). Koenzimin bu sekilde
yenilenmesi igin; Enzim2 olarak glikoz-6-fosfat dehidrogenaz (Weckbecker ve Hummel,
2005), alkol dehidrogenaz, (Wong ve Whitesides, 1982; Bradshaw vd. 1992) ve fosfit
dehidrogenaz Johannes vd. (2006) ve format dehidrogenaz enzimleri (Wong ve Whitesides
1994; Bommarius vd., 1995; Moore vd., 2007; Patel, 2013) kullaniimistir. Ancak NAD(P)+
bagimh glikoz-6-dehidrogenaz enziminin substrat olarak kullandi§i glikozun ucuz olmasina
karsin; esdeger indirgeme kapasitesinin amonyum formata gore dusuktir (Tishkov ve Popov
2006). Ayrica, glikoz-6-dehidrogenaz c¢ok pahali bir enzim ve NAD(P)H’in yenilenmesi
sirasinda Urettigi glukonat ¢evre igin zararli olup; yan Urin olarak Uretilen optik olarak aktif
alkol ile etkilesmesi nedeniyle endustriyel uygulamalar igin tercih edilmemigtir Yamamoto vd.
(2005).

Alkol dehidrogenaz enziminin katalizledigi reaksiyon sonucu olugsan urunlere bakildiginda,
yuksek inhibe edici etkileri ve reaksiyon ortamindan uzaklagtiriima maliyetlerinin yuksek
oldugu gorulmektedir Bradshaw vd. (1992). NAD(P)+ bagimli format dehidrogenaz enzimi ile
karsilastirildiginda; fosfit dehidrogenaz enzimi sadece ksiloz reduktaz enzimi ile beraber

kullanildiginda iyi sonuglar vermektedir Neuhausser vd. (1998).

Literatirde tanimlanmig mevcut NAD+ bagimli FDH enzimlerin dogdal substratlarina karsi
sahip olduklari spesifik aktiviteleri endustriyel biyokataliz olarak kullaniimalari igin son derece
dusuktur (Tablo 1).



Tablo 1. Mevcut karakterize edilmis NAD+ bagimli FDH enzimlerinin spesifik aktiviteleri.

Spesifik

o kcat KM(NAD+) | KM(format)
FDH Kaynag Aktivite . Referans
Uimg S MM mM
. . e Alekseeva
Pisum sativum sp. 41 Bilinmiyor 23 2,1 vd. (2011)
A. thaliana, Alekseeva
rekombinant 1,3 0,87 78 11 vd. (2011)
transgenetik tutinden '
N N A Alekseeva
Clostridium acidurici 13 Bilinmiyor | Bilinmiyor Bilinmiyor vd. (2011)
Alekseeva
C. methylica, dogal tip 2.1 1.4 100 13 . (2011)
. e I Ordu vd.
C. methylica, mutant Bilinmiyor 0,85 Bilinmiyor 4.4 (2013)
Soybean, G. max,
4 2,83 13,2 15 Ac'jek;ei‘ia
rekombinant vd. (2011)
Alekseeva
C. boidinii, dogal tip 6.3 3.7 37 59 lvd. (2011)
A. thaliana,
rekombinant Alekseeva
6,5 3,8 20 2,8 vd. (2011)
E.coli ‘den
Saccharomyces
. Alekseeva
cerevisiae,
10 6,5 36 55 vd. (2011)
rekombinant
Wang vd.
Pseudomonas sp. 101 10 7.3 60 7 (2013)

Bu nedenle, NAD(P)+ bagimli FDHs’in surekli koenzim yenilenmesinde biyokatalizér olarak

kullaniimasi ¢ok maliyetlidir.

2.2. Format Dehidrogenaz Enzimleri icin Enzim Miihendisligi Caligmalan

FDHs’in aktivitesini arttirmak amaciyla Candida boidini’'den (Cb) elde edilmis FDH enzimi i¢in
rapor edilen ¢alismalar bulunmaktadir Slusarczyk vd. (2000). Butin ¢alismalarda elde edilen
mutantlar, dogal tipteki FDHs ile karsilastiriimigtir. Spesifik aktiviteyi arttirmak amaciyla,
Cys23Ser ve Phe285Ser mutasyonlari gergeklestiriimistir. Segilen pozisyonlar i¢in daha

kliguk yan zincir ve esdeger olabilecek amino asit (Ser) secilmistir. Formata karsi spesifik




aktivitede 1.7-kat artis gozlemlenmistir. Ancak, NAD+ ve format icin FDH'In KM dederinde
artma bildiriimigtir. Cb FDH igin bir diger calismada, Aspl195, Tyrl96 ve Lys356-379
pozisyonlari hedef alinmigtir Rozzell (2004). NADP+'ye karsi daha aktif olan mutantlar elde
edilmis ancak format ve koenzim icin KM dederleri hakkinda herhangi bir bilgi rapor
edilmemistir. Saccharomyces cerevisiae (Sc) FDH igin ayni Cb’deki ayni pozisyonlar farkh
amino asitler ile degistirildiginde koenzim segiciligi NAD+den NADP+’ye degismistir Serov
(2002). Koenzim segciciliginde NAD+'den NADP+’ye degisiklik icin Pseudomonas sp.101
(Pse) FDH icinde mutasyonlar gerceklestiriimis ve elde edilen sonuglar patentlenmistir.
Paracoccus sp.I12-A organizmasindan elde edilen FDH igin, benzer amacgla Glu141Gin,
Glu141Asn mutasyonlari gerceklestiriimistir. Her bir mutasyon, enzimin formata karsi
kcat'inde ortalama 5-kat bir azalmaya neden oldugu bildiriimistir Shinoda (2005). Pse’dan
elde edilen FDH'da aktivite artirmak icin Cys145Ser(Ala) tek ve Cys255Ala(Ser) ile beraber
mutasyonlar olusturulmus, ancak kinetik degerlerde bir degisiklik rapor edilmemistir Tishkov
(2006). Pse FDH enzimi igin, 184, 228, 131, 160, 184, 228, pozisyonlarindaki amino asitler
Ala ile degistirilmis ancak dogal tipteki Pse FDH enzimi ile ayni kinetik degerler elde edilmistir
Tishkov ve Popov (2006).

Candida methylica (Cm) FDHdan elde edilen FDH igin Asp195 ve Asp221 Ser ile
degistirildiklerinde NAD+ icin aktivitesinde ¢ok ciddi azalma, Thr169Val mutasyonu igin
formata karsi kcat'de 4-kat azalma, bu mutasyon Thr226Val mutasyonu ile beraber
oldugunda ise kinetik degerlerde higbir degisiklik olusmadigi bildirilmistir (Karagler vd. 2001;
2004). Ayni organizma ic¢in 13., 105., 147., 160., 187., 302. pozisyonlar i¢in mutasyonlar
daha fazla elektrostatik etkilesim icin dizayn edilmis ancak mutasyonlar tek basina yada ikili

birka¢c kombinasyonda formata karsi istenilen aktivite artinlamamistir Ordu vd. (2013).

2.3. Kombine Aktif Bolge Doyurulmus Test Teknigi: Alternatif Enzim Mihendisligi
Teknigi

NAD+ bagdimh FDH enzimin aktivitesini artirmak amaciyla yapilan tGm bu mutasyonlar,
rasyonel tasarim stratejisi ile bdlge yénlendirilmis mutagenesiz teknigi ile gergeklestiriimistir.
Literatirde, 2002 yilina kadar, NAD+ badmh FDH enzimin aktivitesini arttirmak igin
yonlendirilmig evrim yada yari-rasyonel tasarim stratejisi ile elde edilmis mutant NAD+
bagimli FDH enzimler bildirilmemigtir. Yonlendirilmig evrim yada vyari-rasyonel tasarim
stratejilerinin enzimlere uygulanmasinda, ilgili enzim igin olusturulacak mutant kituphanesini
tarayacak etkin ve verimli bir tarama tekniginin geligtiriimis olmasi son derece 6nemlidir
Dalby, 2007; Reetz, 2013). 2002 yilinda F. H. Arnold, NAD(P)+ bagdimli dehidrogenazlar igin
gelistiriimis mutant kutiphanesinden aktif mutantlari renk degisimi ile belirleyen bir tarama

teknigi gelistirdigini rapor etmistir Mayer ve Arnold (2002). Ancak bu bildirime ragmen,



simdiye kadar NAD+ bagimli FDH enzimlerin aktivitesini arttirmak amaciyla uygulanmig
yonlendirilmis evrim ya da yari-rasyonel tasarim stratejisi bildirimlerine literatlrde

rastlaniimamistir.

Ozellikle yari-rasyonel tasarim stratejilerinden Tekrarlayan Doyurulmug Mutagenezler (ISM)
metodu, ilgili enzim igin etkili ve verimli bir tarama tekniginin varliginda hedef enzimi
gelistirmek igin ¢ok kullanishdir (Sekil 2). Reetz ve Carballeira (2007). ISM, ilgili enzimin
sadece fonksiyonel oldugu belirlenmis yada tahmin edilen amino asit(ler)in pozisyon(lar)ina
odaklanir Yoénlendirilmis evrim, diger teknikler ile karsilastirildiginda; sayica daha az amino
aside yogunlasmasi nedeniyle; ISM’'le elde edilen mutant katiphanesi daha kigik ve
fonksiyonel mutantlar acisindan daha kalitelidir. ISM, enzime ait yapisal bilgileri
kullanmasiyla rasyonel tasarim, mutant kitliphane olusturmasiyla yonlendirilmis evrim olup;
toplamindaysa daha az is ve daha kaliteli mutantlara goéturen teknigi ile her iki temel
yontemin basarili bir birlesimidir. Bunun igin, kombine aktif bélge doyurulmus test (CAST)
teknigini kullanir. ilgilenilen pozisyon ya da bdlge, enzimde olusturulmaya galisilan hedef
Ozellige katki sundugu dusindlerek segilir. Dogru pozisyonu ya da bélgeyi segmek amaciyla;
hesapsal modelleme ile elde edilecek bilgi ve ilgili enzimle ilgili gergeklestirilen literatlr

calismalari referans alinir Reetz vd. (2005).

A\ClDf ABIDf ABIC/ B\C|D/ ABI|Df A\B|IC/ B\C|D/ A\C|D/ A\B|C/ B\C|D/ A\C|D/ A\BID,

Dogal Enzim
Sekil 2. CAST tekniginin sematik gosterimi Reetz ve Carballeira (2007).

Aday A, B, C ve D isimli bdlgelerin an az 2 amino asit icerdikleri dustnulerek; PCR’in her
dongusunde yeni mutantlar elde edilirken aktivite artar. Hedef enzim elde edilinceye kadar

PCR dongusu surdurulur.

Son yillarda, ISM’'in enzimlere uygulanmasiyla, endistriyel uygulamalar i¢in kullanigh ¢ok
sayida farkh enzim elde edilmistir (Reetz vd. 2005; 2010; Ba vd., 2013; Martinez vd., 2013;
Parra vd., 2013; Valetti ve Gilardi 2013).

2002 yihinda, NAD(P)+ bagimli dehidrogenaz enzimleri igin olugturulmus mutant

kitliphanesinden hedef enzimi segmek igin kolorimetrik tarama tekniginin gelistirildigi rapor
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edilmistir Mayer ve Arnold (2002). Etkili ve verimli bir tarama teknigi, yénlendirilmis evrim
stratejileri igin vazgecilmezdir. Bu tarama teknigine ragmen, NAD+ bagdimli FDH igin spesifik
aktiviteyi arttirmak amaciyla yapilmis yonlendirilmis evrim caligmalarina literatirde
rastlanilmamigtir. FDH icin aday amino asit pozisyonlarini hedef alan ve hedef amino asit
degisiminin dejeneratif kodonla sinirlandiriimasiyla, daha az mutant koloni ile hedef FDH'In

elde edilmesi mumkunddr.

3. GEREG ve YONTEM

3.1. Cihazlar

Projede kapsaminda kullanilan cihazlar Tablo 2'de verilmistir.

Tablo 2. Kullanilan cihazlar.

Cihaz Adi Firma Model

PCR Techne Prime

Otoklav Nive NB-1045

Su banyosu Thermo Scientific Microprocessor Controlled 280
Pipetler CAPP KF10751-10752
Mikrosantrifyj Sigma 1-16 K
Sogutmali santrif(j Hettich Rotina 380 R
Hassas terazi AND HR-250 AZ

Kaba terazi RADWAG WTB 2000
Sonikator BANDELIN HD 2070

Plate okuyucu BioTek ELx808
Calkalamali inkubator N-BIOTEK NB-205 L
Spektrofotometre Shimadzu UV-pharma Spec 1700
pH metre HANNA H1221

-80°C buzdolabi New Bruswick Scientific U40 Premium
-20°C buzdolabi SANYO MDF-U333

4°C buzdolabi VESTEL ECOFLEX




3.2. Enzimler
Proje kapsaminda kullanilan enzimler Tablo 3’'de verilmistir.

Tablo 3. Kullanilan enzimler

Enzim Firma Konsantrasyonu
Dpnl NEB 20,000 units/ml
Phusion Tag polimeraz NEB 2,000 units/mi
Lizozim Serva 100,000 units/ml

3.3. Kimyasal Maddeler ve Malzemeler
Proje kapsaminda kullanilan kimyasal maddeler ve malzemeler Tablo 4’'de verilmistir.

Tablo 4. Kimyasal Maddeler ve Malzemeler.

Kimyasal Maddeler/Malzemeler Firma
Tripton Lab M
Maya ekstrati Lab M

NaCl Merck
Agar Merck
Agaroz Serva
CacCl, Merck
MgSO, Merck
Glukoz Lab M
NAD+ Sigma-Aldrich
Sodyum format Sigma-Aldrich
Tris-base Formedium
HCI Sigma-Aldrich
imidazol Serva
NaH,PO,.2H,0 Merck




3.4. Primerler

Proje kapsaminda kullanilan Cm FDH enzimini kodlayan gen Uzerinde yapilan mutasyon

calismalarinda kullanilan polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) primerleri Tablo 5’de verilmistir.

Tablo 5. Hedef aminoasit pozisyonlari i¢in tasarlanan primerler.

Primer Adi Baz Sirasi

N119F 5-GGAAGTTACAGGTTCTNRTGTTGTCTCTGTTGC-3’

N119R 5-GCAACAGAGACAACAYNAGAACCTGTAACTTCC-3

R258F 5-GGTTAGTCAATACCGCANRTGGTGCTATTTGTGTTGC-3’

R258R 5-GCAACACAAATAGCACCAYNTGCGGTATTGACTAACC-3

H311F 5-GGTAATGCCATGACTCCTNRTTACTCTGGTACTACTTTAGACGC-3
H311R 5-GCGTCTAAAGTAGTACCAGAGTAAYNAGGAGTCATGGCATTACC-3
P68F 5-CTGATATTATCATCACCACTNRTTTCCATCCTGCTTATATCAC-3
P68R 5-GTGATATAAGCAGGATGGAAAYNAGTGGTGATGATAATATCAG-3
FG69F 5- CTGATATTATCATCACCACTCCTNRTCATCCTGCTTATATCAC-3
F69R 5-GTGATATAAGCAGGATGGAAAGGAYNGGTGATGATAATATCAG-3
VO3F 5-CGTTGTCGCTGGTNRTGGTTCTGATCACATTG-3

VI3R 5-CAATGTGATCAGAACCAYNACCAGCGACAACG-3

G94F 5-CGTTGTCGCTGGTGTTNRTTCTGATCACATTG-3

G94R 5-CAATGTGATCAGAAYNAACACCAGCGACAACG-Z

V123F 5-GGTTCTAATGTTGTCTCTNRTGCTGAACACGTTGTC-3

V123R 5-GACAACGTGTTCAGCAYNAGAGACAACATTAGAACC-Z

I1175F 5-GGTGCTGGTAGANRTGGTTACAGAGTCTTGG-3

1175R 5-CCAAGACTCTGTAACCAYNTCTACCAGCACC-3




Tablo 6.Dizilemede kullanilan primerler.

Primer Adi Baz Sirasi
pOE-2F 5'-CCCGAAAAGTGCCACCTG-3
pOE-2R 5- GTTCTGAGGTCATTACTGG-3’

3.5. Kullanilan Suslar
Proje kapsaminda ekspresyonda kullanilan Escherichia coli susulari Tablo 8'da verilmisitir.

Tablo 7. Kullanilan suglar.

Tur Sus Kullanim Amaci

Escherichia coli BL21(DE3)Star Expresyon huicresi

3.6. Sivi ve Kati Besiyerleri

Luria-Bertani (LB) Besiyeri: 10.0 g bakto-tripton, 5.0 g maya ekstragi ve 10 g NaCl yaklasik
990 mL saf suda (dH,0O) ¢6zullr. Daha sonra ¢ozeltinin hacmi 1000 mL’ye tamamlanip 121

°C’de ve 1 atm basing altinda 15 dakika steril edilir.

Luria-Bertani Agar (LB-Agar) Besiyeri : 10.0 g bakto-tripton, 5.0 g maya ekstragi ve 10 g
NaCl yaklasik 990 mL saf suda (dH,O) ¢dzulir. Daha sonra ¢ozeltinin hacmi 1000 mL’ye
tamamlanip Gzerine 15 g agar eklenip 121 °C'de ve 1 atm basing altinda 15 dakika steril

edilir.

SOC besiyeri : 20.0 g bakto-triptofan, 5 g maya ekstrati, 0.58 g NaCl (son konsantrasyonu
10 mM), 0.186 g KCI (son konsantrasyonu 2.5 mM) yaklasik 990 mL saf suda (dH,O)
¢Ozilur. Daha sonra gozeltinin hacmi 1000 mL’'ye tamamlanip 121 °C’de ve 1 atm basing
altinda 15 dakika steril edilir. Daha sonra Uzerine filtreden gegirilerek steril edilmis 10 mL
MgSO, c¢ozeltisi (son konsantrasyon 10 mM) ve filtreden gegcirilerek steril edilmis 10 mL

glukoz ¢ozeltisi (son konsantrasyon 20 mM) eklenir.
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3.7. Cozeltiler ve Tamponlar
3.7.1. Substrat, Tarama ve Enzim Aktivitesi Tayini igin Kullanilan Gozeltiler

Reaksiyon ¢ozeltisi (4mM) : 27.42 mg NAD" tartilarak 10 mL 50mM Tris-HCI (pH 8.0) da

iyice ¢dzUndUraldr.

Substrat ¢ozeltisi (40 mM) : 54.4 mg sodyum format tartilarak 20 mL 50mM Tris-HCI (pH

8.0) da iyice ¢ozunduruldr.

Tris-HCI ¢ozeltisi (50 mM) : 3.03 g Tris-base tartilarak yaklagik 470 mL otoklavlanmig suda
cozinddrulir. Uzerine hedef pH’lar olan pH 7.0-7.5-8.0-9.0 gériilene kadar konsantre HCI

eklenir ve ¢ozeltinin son hacimi 500 mL olacak sekilde otoklavli suyla tamamlanir.

Sodyum Asetat c¢ozeltisi (50mM): 2.05 g Sodyum asetat 470 mL otoklavlanmis suda
¢ozindurulir. Uzerine hedef pH'lar olan pH 4.0-5.0-5.5-6.0 olana kadar asetik asit eklenir ve

¢ozeltinin son hacimi 500 mL olacak sekilde otoklavli suyla tamamlanir.

Glisin godzeltisi (50mM): 2.43 gr glisin 470 mL otoklavlanmig suda ¢6zindurdlir. Uzerine
hedef pH’lar olan pH 9.5-10.5-11.5 olana kadar NaOH ilave edilir ve ¢ozeltinin son hacimi

500 mL olacak sekilde otoklavli suyla tamamlanir.

3.7.2. Enzim Saflastirimasinda Kullanilan Cozeltiler

Liziz tamponu (Lysis Buffer) : 2.76 g NaH,PO4.H,0, 3.508 g NaCl, 0.136 g imidazol
tartilarak yaklasik 170 mL otoklavl suda ¢dzindurilir NaOH ile pH’1 8.0 a ayarlanir ve daha

sonra ¢ozeltinin son hacmi 200 mL olacak sekilde otoklavli suyla tamamlanir.

Yikama tamponu (Wash Buffer) : 2.76 g NaH,PO,.H,O, 3.508 g NaCl, 0.272 g imidazol
tartilarak yaklasik 170 mL otoklavli suda ¢ézindurilir NaOH pH'1 8.0 a ayarlanir ve daha

sonra ¢ozeltinin son hacmi 200 mL olacak sekilde otoklavl suyla tamamlanir.

Eliisyon tamponu (Elution Buffer) : 2.76 g NaH,PO,.H,O, 3.508 g NaCl, 3.4 g imidazol
tartilarak yaklasik 170 mL otoklavli suda ¢ozundurulir NaOH pH’1 8.0’a ayarlanir ve daha

sonra ¢ozeltinin son hacmi 200 mL olacak sekilde otoklavli suyla tamamlanir.

3.7.3. Kompetent Hiicre Hazirlanilmasinda Kullanilan Gozeltiler

Soliisyon A (0.02 M CaCl,, 0,08 M MgCl,) : 0.176 g CaCl, ve 0.975 g MgCl, tartilarak
yaklasik 50 mL otoklavli suda ¢ézudurulir. Daha sonra ¢bzeltinin son hacmi 60 mL olana

kadar otoklavli su eklenir.
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Soliisyon B (0.1 M CaCl,) : 0.882 g CaCl, tartilarak yaklagikk 50 mL otoklavli suda

¢ozudurulur. Daha sonra ¢ozeltinin son hacmi 60 mL olana kadar otoklavli su eklenir.

3.7.4. Diger Cozeltiler

Ampisilin Coézeltisi (100 mg/mL) :1 g ampisilin yaklasik 9 mL otoklavl suda ¢ézindurillrve

son hacim 10 mL olacak sekilde otoklavli su eklenir, 0.22 mikron filtreden gegirilir.

IPTG ¢ozeltisi (1M) : 2.38 g IPTG yaklagik 8 mL otoklavli suda ¢ozundurulir ve son hacim

10 mL olacak sekilde otoklavl su ile tamamlanir, 0.22 mikron filtreden gegirilir.

4.DENEYSEL CALISMALAR
4.1. Mutasyon Calismalari
4.1.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) i¢in Kalip DNA’nin Elde Edilmesi

PQE-2 vektdriine klonlanmis mutant (GIn105Arg) Cm FDH genini igceren His-Tag'lh
tasiyicinin gliserol stok kultirinden, 20 ug/mL ampisilin LB agar besiyeri iceren Petri plate
6ze yardimiyla ekim yapildi. 37 °C'de sicaklikta gece boyunca blyGtildi. Buydtilen
hicrelerden pipet ucu ile tek koloni alinip ampisilinli LB sivi besiyerine (5 ug/mL) ekim

yapilarak 37 °C’de galkalamali inkiibatérde gece kiiltlirli hazirlandi.

4.1.1.1. Plazmid DNA izolasyonu
Plazmid DNA izolasyonu, plazmid DNA izolasyon kiti (Agilent) kullanilarak yapildi.

e 5 mL gece kalttr, 13000 x rpm’de 5 dakika santrifilj edilerek sipernatant
kismi uzaklastirildi. Eppendorf tlp ters gevrilip, kagit havlu Gzerine bastirilarak
tupte kalan stpernatant kismi uzaklastiridi.

o Bakteri pelletinin Gzerine 100 pL solusyon 1 eklenip pipetaj yapilarak hucreler
tamamen ¢ozundardllr.

e Cozundurilen orneklerin tzerine 100 uL soltisyon 2 eklendikten sonra tlpler
4-6 kez alt-ust edildi.

o 125 pL solusyon 3 eklendikten sonra tlpler yine 4-6 kez alt-Ust edildi.

o Elde edilen bakteriyal lizat 13000 x rpm’de 5 dakika santrif(ij edildi.
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e Sipernatant, 2 mL’lik eppendorf tliplin tzerine konulmus olan minikolon tlipu
icine bosaltilarak 13000 x rpm’de 30 saniye santriflj edilir. 2 mL’lik eppendorf
tipune gecgen sivi uzaklastirdi.

e Mini kolon tupunun Uzerine 750 pL “nuclease removal” ¢dzeltisi eklenerek
13000 x rpm’de 30 saniye santrif(j edilir. 2 mL’lik eppendorf tiipline gegen sivi
uzaklastirildi.

e Minikolon tlpunin tzerine 750 yL 1x wash buffer eklenerek 13000 x rpm’de
30 saniye santrifiij edilir. 2 mL’lik eppendorf tliplne gecen sivi uzaklastirilir.

e Mini kolon tipuni bos sekilde 13000 x rpm’de 30 saniye santrifiij edilir. 2
mL’lik eppendorf tliplinde arta kalan sivi uzaklastirildi.

e Minikolon tupu steril 1.5 mL'lik eppendorf tipine yerlestirilir ve mini kolon
tiptine 50 pL “elution buffer” (EB) eklenerek 2-3 dakika oda sicakliginda
bekletilir. Daha sonra 13000 x rpm’de 30 saniye santrifij edilerek plazmid
DNA c¢ozeltisi elde edildi.

4.1.2. Kompotent Hiicre Hazirlanmasi

Kompotent hicreler kalsiyum klorir metoduna goére yapildi (Maniatis vd. 1989).
Klonlama iglemleri icin BL21(DE3) Star susundan agarli LB besiyeri plateye ekim yapilarak
37 °C’de 16 saat boyunca beklendi.

e Platede buyutulen hicrelerden tek koloni alinarak 3-5 mL LB sivi besiyerinde 37
°C’de 16 saat boyunca buyUtaldd.

e Bulydtulen kultirden 2 mL alinarak 100 mL LB besiyeri iceren erlen igerisine
eklendi ve 37 °C cgalkalamali inkiibatérde 600 nm’deki optik yogunlugu 0.4-0.6
olana kadar bekletildi.

e Optik yogunlugu istenilen degere ulasan hucre kiltird 50 mL’lik steril falkon
tiplere konularak 10 dakika buzda bekletildi.

e Daha sonra bekletilen tiipler 4 °C’de 4000 rpm’'de 10 dakika santrifllj edildi ve
supernatant kismi tiplerden uzaklastirildi.

e Tup icerisinde kalan hicre peleti Uzerine 30 mL soduk A solisyonu eklendi ve
hucre peleti iyice pipetaj yapilarak suspansiyon haline getirildi.

e Sispanse edilen tiipler 4 °C'de 4000x rpm’de 10 dakika santrif(ij edildi ve
supernatant kismi tiplerden uzaklagtirildi.

e Tup icerisinde kalan hicre peleti Gzerine 2 mL B soliisyonu eklendi ve %15’lik

gliserol eklenerek hlicre peleti iyice pipetaj yapilarak stspansiyon haline getirildi.

13



e Sispansiyon haline getirilmis hicreler 50-100 pL hacminde steril eppendorf

tlplere konularak -80 °C’de saklandi.

4.1.3. Transformasyon

o Eppendorf iginde bulunan BL-21 kompetent hiicresine 1 pyL Dpnl ile kesilen PCR
Uriiniinden 5 L eklenip, 30 dakika buzda bekletildi.

e Daha sonra plazmidin hiicre igine girmesi icin tlipler 30 saniye 42 °C’de su banyosu
icerisinde bekletildi.

e Su banyosunda bekletilen tlpler hemen buza alinarak 2-3 dakika beklendi ve daha
sonra bu tdplerin icerisine 250 yL SOC besiyeri eklenerek ¢alkalamali inklbatérde 37
°C’de 1 saat beklendi.

o Bekletilen orneklerden 100 pyL alinarak ampisilinli LB agar plate (20ug/ml) yayma
ekim yapildi ve 37 °C’de 16 saat beklenerek plazmidi igeren hilcrelerin blylimesi

saglandi.

4.2. Kalip Plazmidin Dizi Analizi

Ampisilin iceren LB agar besiyerine ekilip blyutilen koloniler secildi ve 15 ug/mL
ampisilin iceren LB sivi besiyerine ekilerek 37 °C'de biyitilip gece Kkiltird yapildi.
Hazirlanan gece kilturlerinden plazmid DNA izolasyonu yapildi ve izole edilen plazmidler,

dizi analizi yapilmak Uzere gonderildi.

DNA dizi sonuglari National Center for Biotechnology Information (NCBI) sayfasinda
kayith olan yabanil tip Cm FDH ile (NCBI No: X81129) karsilastiriimistir (NCBI, 2015).

4.3. Candida methylica (Cm) mutant format dehidrogenaz’in yeniden modellenmesi ve
CAST icin aday amino asit pozisyonlarinin belirlenmesi

NAD® bagiml Candida methylica (Cm)dan izole edilmis ve isil kararligi arttirilmis
mutant (GIn105Arg) format dehidrogenaz (FDH)'in (Ordu vd. 2013) yapisinin belirlenmesi
icin homoloji modellemesi kullanildi. Homoloji modellmesinde, G¢ boyutlu yapisi (3D) bilinen
ve Cm FDH ile yuksek sekans benzerligi nedeniyle Protein Data Bank (PDB)'da (PDB erigim
numarasi: 2FSS) olan Candida boidinii FDH (Cb FDH) kalip olarak kullaniimigtir (Chenna vd.
2003; Protein Data Bank, 2014). Homoloji ile tahmin edilen Cm mutant FDH’ye ait yapinin
belirlenmesi igin, AMBER molekuler dinamik programi uygulandi Case vd. (2008).
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Protein Data Bank’ta kayith NAD" bagimli FDHs'in yapilari incelendi (Protein Data
Bank 2014), literatlr ¢calismalarindan ve farkl kaynaklardan FDH’a ait dizilerin karsilastirma
sonuglart analizi edilerek Cm FDH enziminin katalitik bolgesini olugturan amino asit
pozisyonlari belirlendi. Enzimin aktif bolgesini olugturdugu yada katalitik aktivitesinde etkili
olabilecegi tahmin edilen Thr67, Phe69, Gly92, Val93, Gly94, Asp96, Arg258, GIn287,
His311 dokuz (9) amino asit, ISM yonteminin CAST teknigi icin aday amino asitler olarak
secildi.

4.3.1. Aday amino asit pozisyonlari i¢in dejeneratif kodon se¢imi ve primer tasarimi

Elde edilen Thr67, Phe69, Gly92, Val93, Gly94, Asp96, Arg258, GIn287, His311
dokuz (9) aday amino asit pozisyonu igin mutant katliphanesi olusturmak amaciyla
dejeneratif kodon olarak NRT secildi. NRT dejeneratif kodonu ile Arg, Asn, Asp, Cys, Gly,
His, Ser, Tyr amino asitlerinden birini gelisiglizel segerek aday amino asit pozisyonlari igin
kodlamaktadir. NRT dejeneratif kodonun stop kodonu icermemesi ve bitiin NRT dejeneratif
mutant kombinasyon ihtimallerinin olusmasi igin daha az sayida koloni gerektirmesi
nedeniyle tercih edilmistir (Reetz ve Carballeira 2007; Binay, 2010).

Tablo 8. NRT dejeneratif kodonunun kodladigi amino asitler

Arjinin Glisin
Asparajin Histidin
Aspartik Asit Serin
Sistein Tirozin

4.3.2. Tasarlanan dejeneratif kodonlu primerler ile PCR

pPQE-2 vektorine klonlanmis isil kararligi olan mutant (GIn105Arg) ile kazandiriimis
CmFDH genini iceren plazmid ve segilen pozisyonlarda mutasyon yapacak primerler
kullanilarak PCR gergeklestiriimistir. PCR karisimi Tablo 9’da, PCR kosullari ise Tablo 10’da

gOsterilmistir.
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Tablo 9. PCR bilesenleri.

Bilesen

Kullanilan miktar

5X HF buffer

Primer karigimi (10 ng/uL)
dNTP karisimi

dH,0O

Plazmid DNA (50 ng/uL)

Phusion Tag polimeraz enzimi

Tablo 10. PCR kosullari.

Sicaklik Zaman
98°C 30 saniye
98°C 30 saniye
55°C 1 dakika 18 dongl
72°C 6 dakika
72°C 5 dakika
4°C +00

4.4. Elde edilen mutant CmFDH gen(ler)’in ¢ok fazla proteine donistiriilmesi igin; His-

tag’l tasityicinin kompetent hiicreye taginarak mutant kiitliphanesinin olusturulmasi

Elde edilen mutant CmFDH (ler)’i iceren His-tag’li ekspresyon tasiyicisi, mutant Cm

FDH’larin proteine donusturiimesi igin laboratuvarda hazirlanmisg kompetent BL21(DE3)Star

E.coli hicrelerine transformasyonu gerceklestirildi (Sambrook ve Russel 2001;Binay vd.

2009).
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4.5. Mutant kolonilerin tarama teknigi i¢cin hazirlanmasi ve elde edilen mutant

kolonilere ¢ok kuyucuklu mikro plakalarda tarama tekniginin uygulanmasi

Elde edilen mutant koloniler plateden daha 6nceden otoklavlanarak steril edilen
kirdanlar yardimiyla 96 derin kuyucuklu mikro plakalara aktarildi (Russel vd. 2001) ve
Uzerlerine ampilisin (20 pg/mL) iceren 400 pL LB sivi besiyeri eklenerek 37 °C’de bly(taldi.
Daha sonra buyutulen kiltirden gliserol stok olusturmak Uzere her kuyucuga 70 pyL %85’lik
gliserol (son hacim %20-25 arasi olacak sekilde) eklendi ve bu plaka “ana plaka” olarak
etiketlendi. 96 derin kuyucuklu mikro plaka, -80 °C’de muhafaza edildi (Binay, 2010).

Tarama teknigi uygulanmak Uzere ana plaka Uzerinden kopya plakalar ayni seklide
ampilisin iceren 400 uL LB sivi besiyerinde, 37 °C’de buy(tuldld. IPTG eklenerek protein
indUksiyonu saglandi. Daha sonra kuilttr santrifijde 4000 rpom de 20 dakika g¢okturtlerek,

Ustte toplanan sivi atilip, iginde pellet olan plakalar -20 °C’de muhafaza edildi.

Tarama yontemi 96 kuyucuklu mikro plakada ¢ set seklinde uygulandi. Daha
onceden -20 °C’de muhafaza edilen plakalardaki her kuyucugun Gzerine 400 pL Tris pH 8.0
tamponunda hazirlanan lizozim eklenerek pelletler ¢ézuldu. Plakalar, oda sicaklidinda 1 saat
bekletildi. Daha sonra santrifijde 4000x rpm’de 20 dakika c¢okturildi. Elde edilen
parcalanmis hucreler ve kontrol olarak tasiyiciyl icermeyen kompetent hicrelerden 50 uL
alinarak yeni ¢cok kuyucuklu mikro plakaya eklendi. Bu asamada, Mayer ve Arnold (2002)'in

gelistirdigi teknik mikro plakalara uygulanmistir.

Alternatif tarama yontemi olarak, FDH’in spesifik aktivitesi dlgme temelinde bir tarama
teknigi uygulanmistir. Ayni sekilde elde edilen parcalanmis htcreler ve kontrol olarak
tasiyicilyl icermeyen kompetent hicrelerden 50 uL alinarak; yeni ¢ok kuyucuklu mikro
plakaya eklenmistir. Bu yontemde mikro plakaya sirasiyla 50 yL NAD" ¢ozeltisi (son
konsantrasyon 1 mM NAD") ve 100 uL substrat ¢ozeltisi (son konsantrasyon 20 mM sodyum
format) eklenerek 340 nm dalga boyunda 25 °C’de 10 dakika okuma yapildi. Kontrolde
(Q105R) mutasyonunu igeren kalip FDH enzimi kullaniimistir.

Renk degisimi gdzlemlemek igin; elde edilen ¢oktirme sonrasi Ust kisimda kalan
stipernatant kisimindan 50 uL alinip Gzerine Nitro Blue Tetrazolium (NBT) ¢ozeltisi eklenerek
(1 mg/mL NBT, 0.5 mg/mL fenazin metosiilfat, 15 mM NAD", and 40 mM fosfit) mikro plaka
okuyucuda 580 nm’de 5 dakika boyunca okuma yapildi.
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4.6. Elde edilen mutant kolon(ler)in stoktan biiyiitilmesi ve mutant Cm FDH(lar)1
tasiyan rekombinant tasiyicinin dizilenmesi

Aktivite gosteren ve gostermeyen mutant koloni(ler), stoktan segilerek ampisilin iceren
LB sivi besiyerinde gece boyunca buyataldi. Bayutllen gece kilttrl santrifijle ¢oktaraldi.
Cokturulen hicrelere plazmid ekstraksiyon kit protokolu uygulandi (Plasmid izolasyon Kkiti,

Agilent). Elde edilen plazmid DNA ornekleri, mutant Cm FDH geni dizi analizi igin gonderildi.

4.7. Segilen Cm FDH(lar)’in saflagtiriimasi

e Kontrole gore yiiksek aktivite gdsteren mutant koloni(ler), -80 °C’de bulunan
gliserol stoktan segilerek ampisilinli LB sivi besiyerinde 16 saat slresince
blyutildikten sonra 4000 rpm’de 20 dakika santriflij edilerek hicreler
cokturalda.

e Cokturulen hacrelerin Uzerine 10 mL liziz tamponu eklenerek hucreler
¢6zundurulda.

o Daha sonra g¢oéziundurtilmis hicrelerin  Gzerine slspansiyonun ylzeyini
kaplayacak kadar lizozim eklenerek 4 °C’de 1 saat bekletilmistir.

e Daha sonra bekletilen slUspansiyon ultrasonikasyon yardimiyla 5 dakika
parcalanmistir. (20 sn acik/20 sn kapal).

e Parcgalanan hucreler 11000x rpm’de 15 dakika ¢okturilerek stpernatant kismi
steril bir tipe aktarild1.

e Slpernatant kismin Gizerine 1 mL Ni-NTA eklenip 30 dakika 4 °C’de bekletildi
(Binay vd. 2013).

e Rotatordan alinan dérnekler 1000 g de 1 dakika santrifij edilerek Ust kismi
steril eppendorfa alind1.

o Alt kisimda kalan Ni-NTA kismin tzerine 1 mL yikama tamponu (wash buffer)
eklendi ve 1000 g de 1 dakika santriflj edilirek Ust kismi yine steril bir
eppendorf tipe alinir. Bu islem 3 kere tekrar edildi.

e Altta kalan kisim Uzerine 1 mL elisyon tamponu (elution buffer) eklenerek
ornek yavas bir sekilde birkag kez alt-Ust edildi.

e Daha sonra 6rnek 1000 g’de santrifij edilerek Ust kisimda kalan enzim steril
bir tipe alinarak enzim o&rneklerinin  safliklari  sodyumdodesilsulfat-
poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE) ile kontrol edildi (Schagger ve von
Jagow 1987) (Sekil.6).
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4.8. Protein Tayini

Protein tayini yontemi BCA protein kiti kullanilarak tayin edildi (SERVA)

4.9. Elde edilen mutant Cm FDH igin kismi karakterizasyon

Yuksek aktiviteli mutant Cm FDH enziminin katalizledigi reaksiyon icin en iyi pH
belirlendi. Spesifik aktivite icin c¢esitli tampon c¢ozeltilerde hazirlanan NAD+ ve sodyum
formata karsi U¢ set seklinde 96 kuyucuklu mikro plakalarda, 340 nm dalga boyunda 10
dakika boyunca élgim alindi. Olgiim 1 mM NAD+, 20 mM sodyum format ve yiiksek saflikta
enzim ile NADH olusumu gdézlemlenerek gercgeklestirildi. Tampon c¢ozeltiler olarak asetat
tamponu (pH 4.0 - 5.0 - 5.5 - 6.0), tris tamponu (pH 7.0 - 8.0 - 9.0) ve glisin tamponu (pH 9.5
- 10.5 - 11.5) kullaniidi.

4.10. Elde edilen saflagtirllmig mutant Cm FDH(lar) ile secgilen substratlara karsi kinetik

calismalari

Saflastiriimig olan yabanil tip ve mutant Cm FDH enzimi igin kinetik dlcimler NAD+
ve sodyum formata karsi U¢ set seklinde 96 kuyucuklu mikro plakalarda, 340 nm dalga
boyunda yapildi. NAD+’a kargi yapilan élgtimler igin kuyucuklara degisik konsantrasyonlarda
(0-20 mM) NAD", 20 mM sodyum format ve yiiksek saflikta enzim eklenerek 340 nm’'de
NADH olusumu gézlemlenerek yapildi. Sodyum formata/NAD+’a karsi yapilan élgimler icin
kuyucuklara degisik konsantrasyonlarda sodyum format 40 mM’a kadar/ImM NAD+
varliginda, 8 mM’a kadar farkli konsantrasyonlarda NAD*/10mM sodyum format varliginda
ve ylksek saflikta enzimle 340 nm’de gergeklestirildi. Tampon ¢dzelti olarak, enzimin en
yuksek aktivite gosterdigi tampon c¢ozelti ve pH secildi. Elde edilen degerler, substrat
konsantrasyonlarina kargi grafik olusturularak, Grafit programiyla kcat ve KM hesaplandi
(Grafit, 2001; Binay vd. 2009; 2013).

4.11. Elde edilen en iyi mutant Cm FDH’in molekuler dinamik ile yuksek basarimh
bilgisayarlarda modellenmesi

Kinetik olcimleri yapiimis en iyi mutant Cm FDH icin yer degistiren amino asit
pozisyonu ve rotamer tercihleri igin molekuler grafik ve modelleme programi AMBER
kullanildi (Case vd. 2008). Cm FDH'In yapisinin (¢ boyutlu modellenmesi igin SWISS-
MODEL programi kullanildi (http://swissmodel.expasy.org/). Modellenmis Cm FDH'in aktif
bdlgesi igindeki format molekuld (formati analogu azit kullaniimistir) Swiss-Pdb Viewer ile
Amber ff99SB kuvvet alani kullanilarak oda sicakligi ve 1 bar basing kosullar altinda

molekuiler dinamik simulasyonlari gergeklestirildi Case ve ark. (2001). Burda kullanilan en iyi
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mutant Cm FDH, Cb FDHIn kalip olarak kullaniimasiyla homoloji modellemesinin
uygulanmasiyla elde edilen yapidir. Ancak en iyi mutant Cm FDH’In substrat yanasmasi ve
“docking” asamasinda, format ile beraber koordinant verilerinin derlenmis olmasi nedeniyle
Pseudomonas sp.101 (Pse) FDH (PDB erisim kodu: 2GUG) yapisi substrat yerlestirmede ve
“docking” kisminda tercih edilmisti. Cm FDH ve Pseudomonas’in dizisinin hizalanmasi
ClustalW (Larkin vd. 2007) programi ile yapildi. Coklu model yapisi ve siki protein yapisi
kalite degerlendiriimesi PROSA 1l (Sippl vd. 1993), PROFILER_3D (Bowie vd. 1991) ve
PROCHECK (Laskowski vd. 1996) programlari kullanilarak yapildi. Mutasyona ugramis
pozisyondaki yan-zincir konformasyonlarinin tahmini yan zincir rotamer kitlphaneleri iceren

program kullanilarak yapildi.

5. SONUCLAR ve TARTISMA
5.1. Rekombinant plazmitin saflagtirnimasi ve kalip fdh geninin dizilenmesi

Bekleme sonrasi Petri platelerde ¢ok sayida koloni gézlemlendi. Bu kolonilerden buyutilerek
elde edilen hicre kultirinden, plazmid basarili bir sekilde saflastirilmistir. Kalip olarak
kullanilacak fdh genini igceren plazmidler icin elde edilen dizi sonuglari karsilastirildiginda,
protein ifadesine isil kararlilk veren mutasyonu (Q105R) igerdigi ve baska mutasyon

icermedigi g6zlemlenmistir.
5.2. Kiitiiphanenin olugturulmasi ve taranmasi

Mutasyon icin kurulan PCR’lardan elde edilen Grunler tasiyici hiicrelere aktarildiktan yaklasik
16 saat sonra 37 derecedeki Petri platelerde koloniler gdzlemlendi. (Sekil 3). Ancak her plate
de ortalama 20-50 koloni olmasi nedeniyle, elde edilen koloni kitiphanesinin sayica ¢ok
zengin olmadigi goérulmustir. Bu nedenle NRT dejeneratif kodonun kodlama ihtimali olan

sekiz (8) amino asit kombinasyonunun timuntn elde edilmesi zor gérinmektedir.
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Sekil 3. Transforme olmus hlcrelerin petri platede biylimus hallerine érnekler.

Elde edilen kolonilere, kontrol olarak kullanilan yabanil tip/dogal tip ve énceden tasarlanmis
isil kararlihgi olan FDH’1 tasiyan hucrelere Arnold ve May (2002) tarafindan rapor edilen
protokol uygulanmig ancak c¢algitilamamigtir. Buna neden olarak yeterli protein
konsantrasyonu ve 1gikli ortam nedeniyle boyalarin ¢ok c¢abuk redoks reaksiyonuna

ugramalari disundlmuistar.

Alternatif yontem olarak; c¢cok kuyucuklu mikroplakada, her ornek icin NADH olugsumu
gbzlemlenerek benzer kontrol ornkleri ile karsilastiriimistir. Bu yoéntemin uygulanmasi
sonucunda, kontrole gbére daha aktif 3 6rnek goérllmistir. Bu &rneklere ait hicre

kilturlerinden dizilenmek Uzere plazmitler saflagtiriimistir.

Dizileme sonucu sadece 119. pozisyonda bir mutant, 258 ve 311. pozisyonlarda ise sessiz
mutasyonlar gézlemlenmistir (Tablo.11). Diger aday amino asit pozisyonlarindan herhangi bir

mutasyon yada aktif koloniye rastlaniimamistir.
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Tablo 11. Dizileme sonucu tespit edilen baz ve amino asit degisimleri.

FDH tipi DNA Amino DNA Amino asit | Mutasyon
Pozisyon asit Dizi
pozisyon

Yabanil Tip | 355-356-357 119 AAT Asparajin -
mutant(B11) | 355-356-357 119 CGT Arjinin N--R
Yabanil Tip | 772-773-774 258 AGA Arjinin -
mutant(D1) | 772-773-774 258 CGT Arjinin N--N
Yabanil Tip | 931-932-933 311 CAC Histidin -
mutant(H4) | 931-932-933 311 GTG Histidin H--H

119. pozisyonda asparajin yerine daha buyuk ve bazik yuklu arjinin gelmistir. Arjinin blyuk
yan zinciri ile aktif bolgedeki bogluklarin ¢ozelti ile dolmasi (bag kurmasini) engelledigi icin,
bu bdlgeyi olusturan katalitik amino asitler, substratlar ile daha ¢ok bag kurma ve daha hizli
hidrit (H+) transferini

gostermesinin de, kodon tercihinde iyilesmeye yol acmasi nedeniyle, daha fazla protein

saglamis olabilir. Sessiz mutasyonlarin daha fazla aktivite

ifadesi gerceklesmistir. Bu nedenle enzimin aktivitesinde iyilesme gorilmagstir.

Ayrca, FDH proteinleri de bu kultirlerden saflastirilarak SDS-PAGE’de saflastirilan 6rneklere
ait SDS-PAGE resmi eklemlenmigtir (Sekil 4).

Sekil 4. Mutant FDH'In saflastirilmasi asamasinda elde edilen 6érnekler ve gliserol stogun
jelde gérinuimu (Marker (240,165,125,93,72,57,42,31,24,18,15,8 kDa), CL: Ham lizat, W1-2-
3: yikama bufferi, E1-2-3-4: elisyon fraksiyonlari).
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5.3. Elde edilen mutant Cm FDH i¢in kismi karakterizasyon

Mutant enzimi igin aktivitesinin en yuksek oldugu Tris tamponu pH 8.0 olarak belirlenmigtir
(Sekil 5).
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Sekil 5. Farkli pH degerlerinde mutant enzimin bagil spesifik aktivitesi (pH 4.0-6.0; asetat,
pH 6.0-9.0; Tris-HCI ¢ozeltisi, pH 9.5-11.5; glisin ¢ozeltisi).

Yabanil tip ile kiyaslandiginda mutant enzim igin en iyi pH degerinin degismedigi
gorulmastur. Katalitik bolgeyi olusturan (H258, R311 gibi) amino asit pozisyonlarinin aktivite
icin en iyi yonelmeyi ve pozisyonu yine bu pH’da saglamis olduklar bilinmektedir. Polar
N119’un yerine gelen yuklu arjinin amino asidi de fonksiyonel olabilmek (dogru pozisyonda
ve yonelimde substrat ile etkilesim igin) icin yabanil tip FDH'in ihtiya¢ duydugu en iyi pH
degerine ihtiyac duymustur. ClinkU asparajin amino asidi, arjinine gére daha polar ve yan

zinciri daha kisadir.

5.4. Elde edilen saflagtinlmis mutant Cm FDH ile segilen substratlara karsi spesifik
aktivte ve kinetik calismalari

Gergeklestirilen kinetik galismalar sonucunda yabanil tip ve mutant enzim igin oélgllen

degerler, Michaelis-Menten grafiginde asagidaki gibi gosterilmistir.
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Formata karsi Michaelis-Menten grafigi
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Sekil 6. FDH enzimleri icin eld edilen Michaells-Menten grafikleri.

Gergeklestirilen kinetik caligmalar sonucunda elde edilen degerler Tablo.13 ‘de gdsterilmigtir.

Tablo 12. Yabanil spesifik aktivitesi yuksek ¢ikan érnekler igin kinetik degerler.

KM kcat kcat/KM
FDHs(Substrat) (mM) (sn'l) (sn'llmM)
Yabanil tip
(sodyum 13 17,96 1,38
format)
Yabanul tip
. 1,082 50,67 46,83
(NAD")
Mutant
(sodyum 11,20 24,21 2,20
format)
Mutant (NAD") 0,95 54,56 57,43
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N119R mutant enzimi pozisyonu katalitik verim agisindan yabanil tip FDH enziminden daha
iyi oldugu gorilmektedir. Spesifik aktivitede oldugu gibi, 119. pozisyonda asparajin yerine
daha blyuk ve bazik arjinin gelmistir. Arjinin blyUk yan zinciri ile aktif bélgedeki bosluklarin
gOzelti ile dolmasi (bag kurmasini) engelledigi igin, bu bdlgeyi olusturan katalitik amino
asitler, substratlar ile daha ¢ok bag kurma ve daha hizli hidrit (H+) transferini sagladigi

tahmin edilmektedir.

5.5. Yabanil tip FDH ve elde edilen en iyi mutant Cm FDH’in molekiler dinamik ile

yiiksek basarimli bilgisayarlarda modellenmesi

Sekil 7. Yabanil tip (Ustte) ve mutant (altta) Cm FDH'in molekiler dinamik ile ylksek
basarimli bilgisayarlarda modellenmesi sonucu elde edilen yapilar (Asn119: yesil gubuk,
NAD+: ¢ok renkli gubuk, format analogu azit: mavi renkli kire).
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Mutant enzimin baslangi¢ yapisisini homoloji modellmesi ile tahmin etmek igin yiksek dizi
benzerligi nedeniyle Cb FDH tercih edilmistir. Ancak, homoloji modellmesi ile optimize
edilmis mutant FDH enziminin katatlitik bolgesine format yerlestirme(docking) icin format ile
beraber kristallendiriimis olmasi nedeniyle Pse FDH kullaniimistir. Yerlestirme sonucu elde
edilen yapi tekrardan molekiler dinamik programi Amber ve ff99SB kuvvet alani kullanilarak

modellenmisgtir.

Yabanil tip FDHIn 6zellikle katalitik bolgesini olusturan His311, Asn119 ve Arg238
pozisyonlarinin substrat tanimada, yénlendirmede ve Urine donisecek ara kompleksin
olugturulmasinda fonksiyonel olduklari bilinmektedir (Labrou ve Rigden, 2001). Daha
Onceden rapor edilen bu bilgiyi, yabanil tip Cm FDH’a gore kismen daha aktif N119R mutanti
dogrulamaktadir. 119. Pozisyondaki amino asit formik asit ve NAD+ ile anahtar etkilesimler
icin fonksiyonel oldugu Asnl19Arg icin hesaplanan kcat ve KM degerlerinden
anlasiimaktadir. Bu etkilesimin Asn ve Arg amino asitlerine ait karboksilat molekil grubu
Uzerinden gercgeklestigi gorilmektedir. BlyUk yan zinciri nedeniyle, substratlara ev sahipligi
yapan bolge daha daha az su ile dolmasi ve substratlar ile daha ¢ok etkilesim nedeniyle, KM

degerinde hem NAD+ hemde format icin iyilesmeye neden oldugu tahmin edilmektedir.

kcat'in daha yuksek ¢ikmasi, Arg119a ait genis hacimli yan zinciri nedeniyle His311’e hidrit
transferini kolaylastirdigi tahmin edilmektedir. Hidrit iyonun kisa sirede transferi, Urline
donltsecek kompleksin olusumu ve sonrasinda uriine donlisme suresini kisaltmasi kcat'in

artmasina neden oldugu disidndimektedir.

Modelleme calismalarinin sonuglari géstermektedir ki; Arg119 mutasyonu iki monomerin
birlesme noktasinda olan Phe69 Uzerinden yapisal degisikliklere yol agmaktadir. Asn119 ile
sadece hidrojen bagi olusturdugu goérilmektedir. Azit ile hic bag kurmamasina ragmen,
NAD+ ile baglanmayl dahada guclendiren etkilere sahip oldugu kinetik degerlerden de

tahmin edilmektedir.

Ayrica elde edilen yapida da goérildugu gibi, arjinin sahip oldugu uzun yan zincir ile aktif
bdlgenin substrat ile etkilesimde kullandigi bélge dolmustur. Bu nedenle bu bdlgede yer alan
ilgili amino asitler ¢ozelti/su ile daha az etkilestigi, daha fazla etkilesimi arjininin yan zincirinin
oturtulmasi ve substratlarin dogru yonde yonlendiriimesiyle katalitik aktivitenin arttigi
gorilmektedir. Bu nedenle hidrit iyonunun formik asitten His311’e daha hizli transfer oldugu
ve enzimin daha gok substrat bagladigi iyilesen KM ve kcat degerlerinden anlagiimaktadir.

Elde edilen sonuglarda yeterli mutant koloni sayisi elde edilemediginden dolayi hedeflenen
mutasyon cesitligi yakalanamamigtir. Bu nedenle ylksek farkli-ticari tagiyici hucrelerin
secilmesi gibi farklh ydntemler denenerek transformasyon veriminin arttiriimasi

gerekmektedir. Cok sayida koloni, hedeflenen mutasyon gesitliligini de saglayacagi icin daha
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yuksek aktiviteli format dehidrogenaz enzimlerinin elde edilmesini mimkin kilacaktir. Bu

nedenle sentezlenen primerler ile bu ¢cercevede deneylerin yeniden kurulmasi énerilmektedir.
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Format dehidrogenaz enzimi (FDH) endustriyel biyokatalizérler arasinda son yillarda en gok
dikkatgeken enzimlerden biridir. Ozellikle NAD(P)+ bagimli FDH, gerceklestirdigi reaksiyonun
disuk redoks potansiyeli nedeniyle biyoenerji Uretimi ve saf kiral bilesiklerin sentezi sirasinda
ihtiya¢ duyulan surekli NAD(P)H yenilenmesinin saglanmasi igin en ¢ok basvurulan
enzimlerdendir. Endustriyel biyoteknoloji igin, NAD(P)+ bagimh FDH?in en biyuk dezavantaiji
mevcut FDH?larin (FDHs) diisuk aktiviteye sahip olmasidir. Bu nedenle 6zellikle endustriyel
Olgekte biyokatalitik yontemlerle degerli farmasotik saf kiral ara bilesiklerin sentezi igin gerekli
olan sturekli NAD(P)H yenilenmesinde FDH enziminin kullaniimasi olduk¢a ylksek maliyetlidir.
Proje bagvurusu 6ncesinde 6n ¢alisma olarak literatiirde rapor edilen 1sil kararlihgi arttiriimis
Candida methylica (Cm) mutant FDH igin spesifik aktivitesi arttirilmistir. Bunun igin, éncelikle
Cm FDH?1n homoloji yéntemi ile yapisi tahmin edilmis ve elde edilen yapi molekuler dinamik
ile optimize edilmistir. Sonra diger kaynaklardan elde edilen FDH enzimlerin dizileri ve yapilari
ile karsilastirilarak; Cm FDH igin katalitik bélgeyi olusturan, formik asit-NAD+ baglanma
bdélgesini olusturan amino asit pozisyonlari tahmin edilmistir. Enzimin aktif bolgesini
olusturdugu yada katalitik aktivitesinde etkili olabilecedi tahmin edilen Thr67, Phe69, Gly92,
Val93, Gly94, Asp96, Arg258, GIn287, His311 dokuz (9) amino asit, ISM ydnteminin CAST
teknigi icin de aday amino asitler olarak segilmistir.

Projenin kabulu sonrasi ilk is olarak hesapsal yontemler ve literatlr bilgisi ile belirlenen
fonksiyonel amino asit pozisyonlarilISM/CAST igin mutant kitiphanesi olusturulmustur.Petri
platelerde olusturulan her mutant kittiphanesi igin 20-50 arasinda koloni elde
edilmigtir.Olusturulan mutant kitiiphaneleri, substrat olarak NAD+ ve formik asite kargi
yuksek spesifik aktiviteye sahip mutant FDH?1 segmek igin taranmistir. Tarama sonucu 13
tane mutant koloninin aktif oldugu gézlemlenmistir. Secilen substratlara karsi dogal tip Cm
FDH ile karsilastirildiginda spesifik aktivitesi ylksek olan mutant FDH?lar secilerek dizi
ananlizi igin dizilemeyegdnderilmistir. Dizileme sonucu aktif olan 13 mutanttan sadece 3
tanesinde baz degisimi oldugu goériimustir. Bunlardan 2 tanesinde sessiz mutasyon,
digerinde ise N119R degisimi tespit edilmistir. Mutant enzim (N119R) TAGZyme sistemi ile
saflastiriimis ve segcilen substratlara karsi Km, Kcat kinetik degerleri belirlenmistir. Son olarak
mutant FDH enzimi icin substrat ile olan etkilesimleri molekiler dinamik simulasyonlariyla
elde edilen yapida incelenmistir.

Proje ile karakterize edilmis yiksek spesifik aktiviteli NAD+ bagimli isiya dayanikli mutant
FDH enzimi tanimlanmigtir. Yuksek katma degerli endustriyel biyokatalizor olarak aktivitesi
ylksek olan mutant FDH enziminin patentlenmesi hedeflenmektedir.
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