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Onsoéz
Son vyillarda enzimlerin biyoteknolojideki gelismelere paralel olarak, tip ,eczaclilik,

gida cevre, tarim, deterjan, tekstil ve kagit gibi bircok alanda kullanimi artmigtir. Enzimler
biyokatalizorlerdir ve typky dider katalizérler gibi kimyasal reaksiyonlary hyzlandyryr ve

reaksiyon sonunda temel hallerine geri dénerler.

Enzimlerin 6énemli bir sinifini olusturan oksidorediktazlar, kiral bilesiklerin ve
polimerlerin sentezinde, biyosensdr yapiminda, c¢evresel Kirliliklerin yikiminda gorev
almaktadir. Sahip olduklari potansiyele ragmen, oksidoreduktazlarin pahali koenzim ihtiyaci,
endustiyel uygulamalarda sinirlayici bir faktordir. Bu proje kapsaminda, oksidorediktaz
grubu enzimlerinden biri olan format dehidrojenaz (FDH) enzimi Uzerine hesaplamali ve
deneysel protein mihendisligi ¢alismalari yapilarak; daha aktif, dolayisiyla da endustriyel

kullanima uygun NADP*-bagiml FDH elde etmeye caligiimistir.

Projenin hesaplamali ¢calismalar kisminda molekuler doklamalar ve molekuler dinamik
simulasyonlar yardimiyla kofaktor baglanmasi en iyi olabilecek mutant enzim belirlenmeye
calisildi. Elde edilen sonuglarin deneysel sonuglarla ortistigu gézlendi. Boylece in silico
ortamda hedeflenen NADP*-bagimh FDH enzimi igin planlan protein miihendisligi galismalari
istenilen hedefe ulasmistir. Deneysel olarak ylksek aktivite elde edilen bazi mutant ve dogal
enzim sistemleri i¢cin (FDH-kofaktér-format) detayh olarak hibrit kuantum kimyasal (QM/MM)
hesaplamalari yapildi. Hem QM/MM hem de molekiler dinamik simulasyonlardan elde edilen
sonuglarla format dehidrojenaz enziminin aktif bolgesinde gergeklesen, formattan kofaktére

hidrdr transferinin detaylari agiklanmaya ¢alisildi.

Dog¢.Dr. Hatice CAN, Subat 215
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OZET

Format dehidrojenazlar (FDH, EC 1.2.1.2), nikotinamid adenin dintkleotid (NAD(P)
kofatérind hidrar (H) transferi yoluyla indirgerken, format (HCOO") iyonunun karbondioksite
yikseltgenme reaksiyonunu katalizleyen enzimlerdir. ince kimyasallarin sentezlendigi
proseslerde, koenzim geri donligsumunde (rejenerasyonunda) goérev almalari nedeniyle
onemli endustriyel enzimlerden birisidir. FDH'in katalitik mekanizmasinda hidrir transferi ve
kofaktor baglanmasinin hiz belirleyen en énemli basamaklar olmasi ve diger dehidrogenaz
katalizli reaksiyonlarda goérilen proton salma basamaklarini icermemesi; formatin
dehidrojenaz substratlari icerisinde en basit yapili substrat olmasi, bu reaksiyonun molekuler
mekanizma calismalarinda model alinmasina sebep teskil etmektedir. Dogal FDH’larin
¢ogunun NAD+ koenzimine ilgisinin ylksek olmasi, FDH'In NADH rejenerasyonu igin yaygin
olarak kullaniimasini saglarken, NADPH rejenerasyonu igin kullanimini kisitlamaktadir. Bu
projede, Burckholderia sp. den elde edilmis (Bsp383FDH) ve kristal yapisi aydinlatiimis olan
NADP-spesifik format dehidrojenaz kullanilarak ve molekiler mihendislik yoluyla hem
deneysel hem de hesapsal yontemler kullanilarak Bsp383FDH enziminin kofaktor
baglanmasina etki eden aktif bélge amino asitlerin etkilerininin incelenmesini icermektedir.
Bu sayede yapi-fonksiyon iligkisinin molekller seviyedeki etkilesimleri incelenmistir. Bu
enzimin NADP+ segiciligi ve etkinligi ve rasyonel mutant dizayninin NADP+ baglanmasina
olan etkileri, hesaplamali kimya yontemleri kullanilarak arastiriimistir. Elde edilen sonuglara
gbre baglanma boélgesinin en énemli amino asiti (Q223) doygun mutasyon yontemiyle diger
aminoasitlere gevrilerek kinetik parametler hasaplanmistir.

Elde edilen sonuglara gére, Bsp383FDH bilinen diger format dehidrogenazlarin aksine
nikotinamid kofat6rlerinden NADP™ yi NAD" ye tercih etmektedir. Boyle bir 6zelligin olmasi
buyuk oOlgide kofaktér baglanma bdlgesinde bulunan glutamin aminoasitinin varligindan
kaynaklanmaktadir (Q223). Bu projede, Q223 pozisyonundaki glutamin aminoasiti, teorik
calismalar egliginde mutasyon teknikleri kullanilarak (doygun veya yonlendiriimig) mimkin
olan tim aminoasitler ile yer degistirilmistir. Olusturulan mutant enzimlerden aktivite gésteren
tim mutantlarin rekombinant Uretimi, saflastiriimasi ve kinetik galismalari gergeklestirilmistir.
Elde edilen sonuglar, dogal tip enzimle karsilastiriimistir. Karsilastirmalar, NADP*, NAD" ve
format (hem NADP* hemde NAD" ortaminda) yoninden kinetik parametreleri hesaplanarak

(Kwm, Keat Ve kea/Ky) incelenmistir.

Anahtar Sozciikler; Enzim modelleme, mutasyonel analiz, molekiler doklama, MD
simulasyonlari, QM/MM hibrit ydntemler, endustriyel biyodénisim, oksidoreduktazlar, format

dehidrojenaz
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ABSTRACT

Formate dehydrogenase (FDH, EC 1.2.1.2) that was first found in pea seeds in 1951
by Davison is one of the widely used enzyme for coenzyme regeneration in the
processes of chiral synthesis. The fact that hydride transfer and cofactor binding were
the most important rate-limiting steps in the catalytic mechanism of FDH and the absence of
proton-release stages that exist in all dehydrogenase catalyzed reactions, considering
that formate is structurally the simplest of dehydrogenase substrates, have allowed
regarding this reaction as a model to be used in studies of the molecular mechanism.
Because of the reason that many native FDH’s are highly specific to NAD+ coenzyme, FDH
is widely used in regeneration of NADH, it could not been used in NADPH regeneration.
In this project, a new formate dehydrogenase which is obtained from Burckholderia
sp. (Bsp383FDH) and has solved crystal structure, has been used. This FDH is NADP+-
dependent enzyme which is contrast to other FDH enzymes. The NADP+ selectivity,
efficiency of this new enzyme and the effects of rational mutant design on the
binding of NADP+ has been investigated computational chemistry methods followed by
experimental studies. The best mutation for binding of NADP+ to active site of the enzyme
has been found to be amino acid of Q223 In accordance with the results of calculations,
natural enzyme has been mutated experimentally to all possible amino acids, and the
activation of the mutated enzymes with related kinetic parameters (Kea, Km, Keat/Km)
determined experimentally. Ultimately, FDH enzyme which is NADP+- dependent and has
high activation in industrial standards has generated. It is thought that the new enzyme will
contribute to find out usage in industry for NADPH dependent functional enzymes.

Keywords:

Enzyme modeling, mutational analysis, molecular docking, MD simulations, QM/MM

hybrid calculations, industrial biotransformation, oxidoreductases, formate dehydrogenase
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1.1 Giris ve Literatiir Bilgisi

1.1.1 Giris

Enzimler, cgesitli kullanim alanlarinin yaninda; tekstil, gida, deri, ilag, kozmetik gibi
endustriyel Olcekli calismalarda da yaygin olarak kullanilan biyokatalizorlerdir.
GuUnUmuzde hidrolazlar, liyazlar gibi birgcok enzim grubu blylk Olcekli sentez
proseslerinde kullaniimaktadir. Bazi enzimler de ¢ok &nemli reaksiyonlari
katalizlemesine ragmen, biyoteknolojik agidan atil durumda bulunmaktadir. Bu durum,
bazi enzimlerin kararliliginin, aktivitesinin, seciciliginin digik olmasindan ya da aktivite
gOstermek icin pahali koenzime gereksinim duymalarindan kaynaklanmaktadir.
Enzimlerin &nemli bir sinifini olusturan oksidorediktazlar, kiral bilesiklerin ve
polimerlerin sentezinde, biyosensor yapiminda, c¢evresel Kirliliklerin yikiminda goérev
almaktadir. Sahip olduklari potansiyele ragmen, oksidorediktazlarin pahali koenzim
ihtiyaci, endustiyel uygulamalarda sinirlayici bir faktorddar.

Bu proje kapsaminda, oksidorediktaz grubu enzimlerinden biri olan format
dehidrojenaz (FDH) enzimi Uzerine hesaplamali ve deneysel protein mihendisligi
calismalari yapilarak; daha aktif, dolayisiyla da endustriyel kullanima uygun NADP+-
bagimli FDH elde etmeye calisiimistir. Bilinen tim dogal FDH’ler NAD+-bagimli olup,
NADP+ ’yi koenzim olarak kullanmazlar. Yakin zamanda, igerisinde Gebze Yuksek
Teknoloji Enstitist 6gretim Uyelerinden Ayhan Celik’in de bulundugu Davis ve grubu
tarafindan yapilan g¢aligmalar sonucunda NADP+yi kullanan dogal bir FDH
kesfedilmistir. Bu yeni FDH, bilinen FDH genleri ile genom dizilisleri tespit edilen
mikroorganizmalar karsilastirilarak tanimlanmistir. Burckholderia sp. den elde edilen
ve Bsp383 FDH olarak isimlendirilen bu enzime ait klonlama ve buna bagl olarak
rekombinant ekspresyon iglemleri tamamlanmigtir. Enzimin yapisini aydinlatmak
amaciyla yapilan ¢alismalar sonu¢ vermis ve ylksek kalitede protein kristalleri elde
edilmistir. Bsp383FDH'In (i¢ boyutlu yapisi, X-iginlari kristalografisi yéntemiyle 1,8 A
¢6zunurlikte hem koenzimsiz (apo form), hem de koenzimli (holo form) olarak
cozulmustar (Sekil 1).

Yapilan kinetik galismalar, bu enzimin hem NAD" hem de NADP" yi koenzim olarak
kabul ettigini; fakat NADP*'nin tercih edilen koenzim oldugunu gostermistir. Bir bagska
ifadeyle, ilk olarak formati substrat olarak kullanan, dogal bir NADP*-bagimh FDH
kesfedilmistir. Ayrica NAD"-bagimli FDH enzimlerinden mutasyon galismalari sonucu
elde edilen NADP*-bagimh FDH’lara kiyasla bu yeni enzimin daha aktif ve kararli

yaplya sahip oldugu saptanmistir (Tablo 1).
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Sekil 2. Bsp383FDH enziminin aktif bolge amino asit rezidileri ve koenzim (NADP?). a)Aktif
bolge reziduleri ve koenzim. b)Aktif bolge reziduleri (ylzey modelleri), koenzim. c)Aktif bolge

rezduleri ve koenzim (yuzey modeli).

Tablo 1. Bsp383FDH’in koenzim rejerarasyonuna uygunlugu yoninden diger FDH’larla
karsilastirmasi (wt: wild type (dogal enzim), k. dénidsim sayisi (turnover number), Ky:
Michaelis sabiti)

Enzim Mutantlar Aktivite Koenzim segiciligi Referans
(U/mg) (kcat/KM)NAD+/(kcat/KM)NADP+
NAD" NADP*
D DM 6-8 . 2400

Pseudomonas sp. 101 T5M8 (patentli) - 2,9
5M9 (patentli) ; 25 [1]

T5M8 (patentli) - 25

wt, CboFDH 2,2 0,0013
C.bodinii D195S 1,5 0,083 [1]

D195S/Y196H 1,3 0,19

D195S/Y196H/K356T 1,3 0,36
C. Methylica D195S 8,3 2]
E]

1] Tishkov, V.I. and V.O. Popov, Catalytic mechanism and application of formate dehydrogenase. Biochemistry
Moscow, 69(11), 1252-1267, 2004.
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[2] Gul-Karaguler N., Sessions R.B., Clarke A.R., et al. A single mutation in the NAD-specific formate
dehydrogenase from Candida methylica allows the enzyme to use NADP, Biotechnology Letters, 23 (4), 283-287,
2001 .

[3] Davis, B.G., Celik, A., Davies, G.J., and Ruane, K.M., Novel Enzyme. Application No.: PCT/GB2009/051320.
Unpublished (filing date: 06.10.2009).

1.1.2 Literatir Bilgisi

Son yillarda enantiyomerik agidan saf bilegiklerin Uretilmesi 6zellikle ila¢ endUstrisi basta
olmak Uzere, gida, ziraat ilaglari ve parfim Uretiminde buyuk éneme sahiptir. Enantiyomerik
acidan saf bilesiklerin Uretilmesinin baglica nedeni enantiyomerlerin farkl biyolojik aktiviteler
gostermesidir.®  Oksidoredilktazlar, kiral olmayan substratlardan kiral molekiillerin
sentezlenmesinde kullanilir. Bu gruba ait enzimler tarafindan katalizlenen reaksiyonlar son
derece stereo segici olup, Uriin verimi %100’e kadar gikabilmektedir.? Dehidrojenazlari da
bunyesinde igeren bu enzim grubu, redoks tepkimelerini katalizleyebilmek icin koenzimlere
ihtiyag duyarlar.® Nikotinamid adenin diniikleotid (NAD") ve nikotinamid adenin diniikleotid
fosfat (NADP") ile bunlarin indirgenmis formlari (NADH ve NADPH), biitiin canli hicrelerinde
bulunan en o6nemli iki koenzimdir. Bu koenzimler, enerji donUsimu ve biyosentetik
proseslerde elektron taslyici olup, hlcresel savunma sistemlerinde ve metabolik
doéniisiimlerde sinyal iletici olarak hayati dnem tasirlar.*® NAD" ve NADP" molekiillerinin

yapisi Sekil 1'de verilmistir

0=P—0

0]
Sekil 3. NAD" ve NADP™ molekadillerinin yapisi.

Nikotinamid adenin dintkleotit (NAD") ve nikotinamit adenin dinlkleotid fosfat (NADP™) biitiin
canli sistemlerinin biyolojik redoks reaksiyonlarinda yer alan koenzimlerdir. Uygun enzim ve
substrat varliginda genellikle, stereospesifik bir yolla, bir hidrit iyonu nikotin halkasinin 4
konumundaki karbon atomuna ya da karbon atomundan aktarilir. NADP ile NAD’nin buyuk

yapisal benzerligine ragmen NAD'dan farkl olarak adenin ucundaki riboz hidroksil grubu
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fosfat seklindedir. Bu durum NAD ve NADP’nin biyokimyasini énemli 6lctde farkh kilar. NAD
sadece, ATP’nin olustugu oksidatif degradasyonlarda kullaniimasina ve oksidant olarak
davranmasina ragmen, NADP ise bazi indirgeyici biyosentez reaksiyonlarinda indirgeyici
olarak kullanilir. Aslinda bu kadar kuguk bir yapisal farklihgin boyle buylk bir biyokimyasal
farklara yol agmasi ¢ok sasirticidir ve biyolojik kimyadaki molekiler taninmanin bir ispatidir.
Son yillarda , birkag rezidinin mutasyonu ile NAD yada NADP tercihinin degistirilebilecegi
lizerine bir kag basarili protein miihendisligi calismalari vardir.”®

NAD(P)", ylizlerce oksidorediktaz enzim reaksiyonunda elektron tasiyici olarak gok 6nemli
role sahiptir.”® Bu koenzimlerin pahali olmasi, oksidorediiktazlaryn endistriyel 6lcekte
kullanimini  kisittamaktadir. Bu kisitlamanin 6ndne geg¢mek icin yapilan cesitli protein
muhendisligi ¢alismalarinda, koenzim rejenerasyon sistemlerinin gelistirilmesi yogun ilgi
uyandirmistir.***3

Kofaktor bagh enzimatik sentezinde koenzim rejenerasyonunun genel semasi Sekil 4'de

verilmistir.

substrat 1 W Uriin 1

NAD(P)"  NADP)H

urtin 2 W ,EZ, substrat 2

Sekil 4. Enzimatik koenzim rejenerasyon sistemi

Buradaki E, temel enzim olup, indirgenmis koenzim (NAD(P)H) kullanarak kiral bir bilesigin
uretimini katalizler (dehidrojenaz, rediktaz, monooksijenaz gibi). Reaksiyonun surekliligi icin
ortamda NAD(P)* <«—» NAD(P)H dénusimu de gerekmektedir. Bu amagla yardimci bir
enzim (E;: format dehidrogenaz gibi) kullanilarak yukseltgenmis koenzim tekrar indirgenir. Bu
ikili enzim sistemi sayesinde koenzim rejenerasyonu gerceklestirilerek, katma degeri yuksek
bilegiklerin Uretimi ekonomik hale gelmektedir. Format dehidrojenaz (FDH, EC 1.2.1.2),
koenzim rejenerasyon sistemlerinin gelipiminde en Umit verici adaylardan biri olup;
gunumuzde katma dederi yliksek farmakolojik Urtnlerin Uretilmesi amacyyla, temiz organik
ve kiral sentezlerle uygulama alanyna sahiptir.>***'® Ornegin, Degussa (Almanya) firmasinin
NADH’in rejenerasyonu igin katalizér olarak NAD bagimh FDH kullanarak, ter-L-16sin (bir gok
kimyasal maddenin ve ilacin sentezlenmesinde kullanilan katma degeri yuksek Urun)
uretmek amaciyla endustriyel dlgcekte gelistirdigi proses, farmakolojik kimyadaki en kapsamli

enzimatik proseslerden birisidir.*
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FDH, NADH rejenerasyonunda kullaniimak tzere model enzim olarak secilmektedir. Cunku,
1. Normal kosullarda FDH’in katalizledigi reaksiyon donisimsiz olup, %99-100 son Urln
verimi ile sonuglanir.

2. Format iyonu (HCOQO™) ucuz bir substrattir.

3. Reaksiyon urlnl olan karbondioksit (CO,), kolayca ortamdan uzaklastirilabilir ve sonraki
urtn saflastirma basamaklarini basit hale getirerek maliyeti azaltir.

4. FDH, genis bir pH araliginda (pH 6,0-9,0) katalitik aktivite gosterir.

5. Metanol kullanan bakteri ve mayalar, nispeten disuk Uretim maliyeti ile blylk dlgekte
enzim Uretimi saglarlar. Ayrica bakteri ve maya FDH’lari surekli akis reaktorlerinde

kullaniimak icin yeterli derecede kararlidir.?

FDH, fizyolojik sivilarda ve c¢ozeltilerde formik asit ve okzalik asit tayininde
kullanilabilmektedir.'” Cesitli organizmalardan elde edilen FDH enzimi (izerine yapilan
¢alismalar, 6zel kosullarda FDH’In hlcre islevi icin énemli rol oynayabilecegini géstermistir.
Ornegin FDH bitkilerde stres proteini olarak goérilmektedir. Bitki mitokondrisinde bulunan
FDH'In biyosentezi, uygun olmayan toprak bilepimi ya da cepitli fiziksel ve kimyasal etkiler
sonucunda, mitokondrideki toplam proteinin %9’unun iizerinde bir artis gdstermektedir.*® Bu
partlar altynda sentezlenen FDHyn esas iplevi, format iyonunu karbondioksite
yiikseltgemektir. FDH izoform oranlarinin analizi, hastalikli agaclarin tayinde kullaniimistir.™
FDH, batin metilotrofik mikroorganizmalarda bulunan bir enzimdir. Bu mikroorganizmalaryn
temel enerji kaynaklaryndan biri, format iyonunun ylkseltgenmesi ile elde edilen
karbondioksittir. FDH’yn mikroorganizmalardaki iplevi tam olarak bilinmemekle birlikte, bir
hipoteze gére bitkilerdeki fizyolojik etkiye benzer pekilde stres anynda ortaya gykmaktadyr.
FDH'lar, Sekil 5 ile gosteriimis olan format anyonunun (HCOOT) karbondioksite (CO,)
yukseltgendigi tepkimeyi katalizleyen, agiga c¢ikan elektronlari hidrir (H™) seklinde bagka bir
molekiile aktaran (NAD(P)") enzimlerdir. Bu tepkimede, substrat molekiiliindeki (HCOO ) bir
C-H ba@i kopmakta ve (riinde (NADH) bir C-H bagi olusmaktadir.”
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O. NH,
3 \H H -

AN | FDH ,

| + N —_— + o=c=o0
Nt _~“s 07 N\

N o _
ADP-riboz ADP-riboz
NAD* NADH

Sekil 5. FDH enziminin katalizledigi reaksiyon

Bu bi-substrat (HCOO ve NAD") reaksiyonunda enzime ilk olarak NAD"nin, ardindan
formatin baglandigi yapilan kinetik dlcuimlerden bilinmektedir. Ardindan bu Ugli komplekste
subtrattan koenzimin fonksiyonel grubu olan nikotinamidin C4 atomuna (sekil 5), hidrir iyonu
dogrudan transfer edilmektedir. Hidrlr iyonu transferi, FDH'In katalitik mekanizmasinda hiz
belirleyen basamak olarak gériilmektedir.*** Kataliz, NAD" molekdiliiniin pridin halkasinda
gergeklesmektedir ve NAD* molekulinin karboksiamid grubu trans konformasyondadir
(Karboksiamid oksijeni, pridin halkasindaki C4 atomuna dogru yonelmektedir).”® Kataliz
reaksiyonunda, nikotinamid halkasinin gegis hal konformasyonunu incelemek amaciyla gok
sayida calisma yapilmistir.?* Yapilan *°N izotop etkisi élglimleri®® ve gaz fazindaki ab initio
hesaplamalari®, reaksiyonun gegis hali boyunca azot merkezinin planara yakin oldugunu
gOstermistir.

Bilinen tim dogal FDH’lar NAD*-bagimlidirlar ve NADP™yi kofaktdr olarak kullanmazlar. Bu
sebeple literatirde dogal bir NADP*-bagimli FDH enzimi (zerine yapilmis bir calisma
bulunmamaktadir. Asagida, enzimlerin ve enzimik reaksiyonlarin hesaplamali yontemlerle

incelendigi literatirden secilmis bazi galismalardan kisaca bahsedilmektedir:

Torres ve gurubu tarafindan yapilan calismada®, substrat ve NAD" koenzimi iceren FDH
enziminin aktif bolgesindeki fonksiyonel gruplar arasindaki mesafeler ve dinamik hareketler,
Amber 5.0 paket programi ile yapilan MD simulasyonlariyla incelenmistir. 2 ns’lik MD
simullasyonlari boyunca enzimatik reaksiyonun gecis hali (E‘'TS) ve enzim-substrat (E'S)
komplekslerinde meydana gelen konformasyonel degisimler rapor edilmistir. E-S ve E-TS
kompleksleri elektrostatik etkilesmeler bakimindan kiyaslanmis, aralarindaki yik farkindan
Otiru hidrojen baglarinda farkliliklar gérulmustur. Bulgular, FDH'in aktif bdlgesindeki
aminoasitlerin gecgis hal yapisini stabilize etmekten ziyade, substrat ve koenzimi
yonlendirdigini gostermistir. Hesaplanan kinetik izotop etkileri ile deneysel veriler arasinda
buyuk bir uyum oldugu, dolayisiyla da enzimatik TS ile hesaplanan TS’nin hemen hemen

ayni olarak gdsterilebilecegi tespit edilmigtir.
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Castillo ve gurubunun FDH’in katalize ettigi NAD" ile format anyonu arasindaki hidrir transfer
reaksiyonunu teorik olarak incelemek amaciyla yurattikleri calismada, DYNAMO programi
ile yapilan hibrit QM/MM yontemler kullanilmigtir. Enzimin hem sulu ortamda, hem de
yalnizca aktif bolgesi alinarak hesaplanan serbest enerji degerleri, her iki ortamdaki
reaktantlar arasindaki farklari ortaya koymustur. Sonugclar enzimin, hidrtr transfer reaksiyonu
icin alici ve verici atomlarin bagil yonlenmelerini kolaylastiracak sekilde, substrati ve
kofaktoru gecis haline yakin bir konformasyona getirdigini gdstermigtir ki, bu da aktif
bdlgedeki aminoasit rezidiileri ile tercih edilen etkilesimlere isaret etmektedir.?
Enzim-koenzim-substrat etkilesmeleri sonucunda geometride meydana gelen kiguk
degisimleri calismak icin QM metotlar kullaniimaktadir. Bu kuguk degisimler, biyokimyasal
prosesler icin blylk 6nem arz etmektedir. Polshakov ve gurubu tarafindan yapilan bir
calismada,? dihidrofolatin (DHF) trihidrofolata (THF) indirgendidi tepkimeyi katalize eden
dihidrofolat rediiktaz (DHFR) enzimine NADPH ve NADP™ koenzimlerinin baglanma afiniteleri
arasindaki fark, deneysel NMR verileri ile ve B3LYP yogunluk fonksiyoneli hesaplamalariyla
incelenmistir. Bu amacgla DHFR, NADPH ve TMP Uglu kompleksi iceren NMR yapisindan
yola ¢ikilarak iki model sistem olusturulmustur. Birinci model sistemde enzimin Ug¢ aktif bolge
rezidisl (Ala 6, GIn 7, lle 13), NADPH/NADP" ve TMP, ikinci model sistemde ise enzimin iki
aktif bolge rezidisi (Ala 6 ve GIn 7), NADP/NADP* ve TMP alinmistir. iki model sistemin
geometri optimizasyonlari, Gaussian 98 paket programi kullanilarak DFT ydntemiyle
yapilmistir. Sonug olarak, NADP" igeren Ugli model sistemlerin toplam etkilesim enerjisi,
NADPH iceren Ggli model sistemlerin toplam etkilesim enerjisinden daha disik ¢ikmis, bu
da enzime NADP" koenziminin NADPH koenziminden daha siki baglandigini gostermistir.
DHFR enziminin katalizérliga esliginde gergeklesen, NADPH koenziminden folat (FOL) ve
dihidrofolat (DHF) substratlarina hidrir iyonunun transfer edildigi reaksiyonu incelemek
amaciyla Cummins ve gurubu tarafindan bir dizi hesaplamali galisma yuritilmustir’®3:,
Enzimin baslangi¢ koordinatlari protein veri bankasinda (PDB) bulunan DHFR-FOL-NADP®
kompleksinden elde edilmistir. Bu galismalarin birinde®, DHFR enzimininin katalize ettigi
hidrar iyonu transfer reaksiyonu tzerine QM bdlgesinin degistiriimesinin etkisi, korunan aktif
boélge rezidisunun (Asp 27) iyonizasyonu, aktivasyon ve reaksiyon serbest enerijileri izerine
polarizasyonun etkisi incelenmigtir. Bu reaksiyona ait serbest enerji degigiminin hesaplamak
amaciyla MD simulasyonlari yapilmistir. MD’de kuvvet alani (FF, force field) olarak, gok
sayida simulasyonu etkili bir sekilde yapabilmek icin yari deneysel PM3-QM/MM yaklagimi
kullanilmigtir. Hidrur iyonu transferi igin, minimum serbest enerji yoluna (MFEP) karsilik
gelen reaksiyon koordinati elde edilmistir. Aktivasyon ve reaksiyon serbest enerji degerleri,
deneysel sonuglarla kiyaslanmistir. Bu MFEP, QM bdlgesinin bluyuklugu ve bilegiminin,

Asp27’nin iyonizasyonunun ve polarizasyonun etkisi gibi daha ileri similasyon uygulamalari
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icin uygun bir integrasyon yolu saglamaktadir. Ayrica MFEP Uretmede kullanilan yari
deneysel QM metodundaki yaklagimlardan 6tird, MFEP boyunca gerceklesen reaksiyona
yardimci olmak igin bazi ileri seviyede ab initio ve DFT QM/MM hesaplamalari da yapilmistir.
QM bolgesine substrat ve kofaktor molekullerinin tamamini dahil etmek gerektigini ve
reaktantlara kiyasla gegis hali (TS, transition state) yapisi ve Urunlerin serbest enerjisini tayin
etmede, proteinin tamaminin elektrostatik ¢evresinin énemli oldugunu goéstermigstir. Noétral
Asp27 icin PM3 ile hesaplanan reaksiyon serbest enerijisi (-4+2 kcal/mol) deneysel degeriyle
uyumlu iken (-4,4 kcal/mol), aktivasyon serbest enerjisi (-21x2 kcal/mol) deneysel
degerinden (-4,4 kcal/mol) ylksek bulunmustur. Bu sonuglar, Asp27’nin protonasyonunun

aktivasyon mekanizmasinda temel faktér oldugunu desteklemistir.

1.1.3 Projenin Amaci

1. Yapilacak olan mutant dizaynlari ile daha aktif enzim mutantlari elde edebilmek,

2. Yeni enzimin, literatiirde mevcut olan FDH enzimleri gibi NAD" degil de, NADP*-
bagimli olma nedenlerini arastirmak,

3. Hesapsal olarak ongorulen, dodal enzime gore aktivitesi daha yluksek olan mutant
enzimleri, laboratuvarda bdlge yonelimli mutasyon yontemiyle elde edip; hesaplamali
ve deneysel ¢calismalar arasindaki korelasyonu ortaya koymak,

4. Mutant NADP*-FDH ve oksidorediktaz (6rnek: sitokrom P450 BM3) ikili enzim
sistemlerinde basarili bir NADPH rejenerasyon sistemi gelistirmektir.

Erigsilmek istenen sonug; aktivitesi daha yuksek bir enzim elde etmek ve bu enzimin
NADPH rejenerasyonu gerektiren proseslerinde (ilag ara maddelerin, kiral bilesiklerin sentezi

gibi) kullanilabilirligine imkan saglamaktir.
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2. BOLUM-DENEYSEL GCALISMALAR

2.2. Materyal ve Metotlar

2.2.1. Materyal ve Kimyasallar

Arastirmada kullanilan mikro organizmalar ve plazmidler: E.coli BL21(DE3), E.coli
(Top10) ve E.coli C1303. ilgili mikro organizmalarin kimyasal (CaCl,) kompetent formlari,
standart prosedurler kullanilarak yapilmistir.

2.2.2. Dogal tip Bsp383FDH’in DNA ve protein sekansi ve kristal yapisi

Dogaltip Bsp383FDH ait DNA ve protein sekansi ve kristal yapisi ilgili patentde
bulunmaktadir (Davis and Celik (2008).

2.2.3. Mutasyon Calismalari

a.Yonlendirilmis Mutasyon

istenen mutantlar doygun mutasyon metodu ile elde edildigi icin ydnlendirilmis mutasyona
ihtiya¢ duyulmamistir.

b. Doygun Mutasyon

Burkholderia sp. den elde edilen Bsp383FDH enziminin Q223 pozisyonundaki amino asitini
degistirmek amaciyla saturated (doygun-coklu) mutasyon calismalari yapildi. Buna gore elde
edilen mutant genleri iceren kolonilerin, E.coli BL21(DE3) hucreleri ile benzer o6zellik
gosteren E.coli NEB 10-beta hiicrelerine transformasyonu ile Bsp383FDH enziminin, NADP”*
baglanmasi ve indirgenmesinde en énemli roll olan Q223 bdlgesinde iyilestirme calismalari
baslatildi. Saturated (Doygun-Coklu) mutasyon igin mutasyon yapacak bolgeleri (NNK ve
MNN) iceren Bsp383FDH primeri ile T7 primeri iki farkli PCR trln0 elde etmek igin kullanildi.

Bu primerlere ait ileri ve geri primer dizileri Cizelge 1.1 'de verilmistir.

Tablo 1.1. Coklu mutasyon i¢in kullanilan ileri ve geri primer dizileri

Kaynak Yoén Dizi Tm (°C)
fleri | 5-GCACTACACGNNKCGCCACCGGCTCGATGCATC -3’ 87.2
BSp383FDH Geri | 5-GCCGGTGGCGMNNCGTGTAGTGCAGCTGCAGG-3’ 86.5
Kaynak Yoén Dizi Tm (°C)
Promotor 5-TAATACGACTCACTATAGGG-3' 52
v Terminator 5-GCTAGTTATTGCTCAGCG G-3 58

N: herhangi bir baz (A, T,G,C) ve K: Gveya T

Birinci PCR urunu igin PCR reaksiyon iceriginde; saflastiriimis DNA (plazmit), T7 Promotor ve
Bsp383FDH geri primerleri, 5X PrimeSTAR (PS) Tampon, dNTP mix (her birinden 2,5mM) ve
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PS Polimeraz yer aldi. ikinci PCR (riinii igin ise PCR reaksiyon igeriginde; saflastiriimis DNA
(plazmit), T7 Terminator ve Bsp383FDH ileri primerleri, 5X PS Tampon, dNTP mix (her
birinden 2,5mM) ve PS Polimeraz yer aldi. Coklu mutasyon icin hazirlanan PCR
reaksiyonlarinin hacmi 25 pl'dir ve her PCR 6rnedi 2’ser tlp olarak hazirlandi. Reaksiyon
bilegenlerinin ortamdaki son konsantrasyonlari plazmit DNA’sI i¢cin 0.5 pL (0.25 ng), T7 ve
Bsp383FDH primerleri igin 5 pL (0.25 pmol/uL), 5X PS Tampon 1X olacak sekilde (10 uL),
dNTP mix 4 yL ve PS Polimeraz 0,5ul olarak eklendi. Birinci PCR isleminde uygulanan
program oncelikle reaksiyon karisiminin 8 saniye 98 °C’ye isitilmasiyla baslayip sonrasinda
95 °C’de 8 sn., 64 °C’'de 15 sn. ve 72 °C’de 45 saniyeden olusan 35 dongu ile ¢ogaltim ve
son olarak 72 °C’de 5 dak. son uzatma islemi ile gerceklestirildi. ikinci PCR isleminde ise
uygulanan program oOncelikle reaksiyon karisiminin 8 saniye 98 °C’ye isitiimasiyla baslayip
sonrasinda 95 °C’de 8 sn., 68 °C'de 15 sn. ve 72 °C’de 45 saniyeden olusan 35 dongu ile
¢ogaltim ve son olarak 72 °C’de 5 dak. son uzatma islemi ile gerceklestirildi. PCR programi
tamamlandiktan sonra 2’ser tip olan reaksiyon Urunleri tek tlpte birlestirildi ancak her PCR
drininden 10’ar pyL alinarak ayrildi. Geride kalan ~40 uL Urlnlerin Gzerine 10’ar pyL 6X
yukleme tamponu ilave edildi ve hafifce pipetlenerek homojenize hale getirildi. Elde edilen
karigim ve marker % 1.2’lik agaroz jelin kuyularina yuklendi ve 80 voltta 50 dakika sureyle
elektroforeze tabi tutuldu. Agaroz jel elektroforezde kullanilan ¢ézeltiler ve hazirlanislari EK-
1’de verilmigtir.

1. ve 2. PCR iiriinlerinin birlegtirilmesi

Jelden saflastinimig Grunler ile jele yiklenmeden ayriimig olan (10’ar pL) GrUnler ayri ayri
PCR iglemi ile birlestirildi. Buna goére kullanilan PCR igerikleri ve PCR programi asagida
verilmistir.

Jelden saflastiriimis Griinlerin birlestiriimesi (1)

PCR igerigi
e 5X PS Tampon 10 yL
e dNTP mix (her birinden 2,5mM) 4 uL
e SafKalip 1 2 uL
e Saf Kalip 2 2 uL
e PS Polimeraz 0.5 puL
e dH,O 21.5uL

Saf olmayan (10 yL ayrilan) Urinlerin birlestiriimesi (2)

PCR igerigi
e 5X PS Tampon 10 pL
e dNTP mix (her birinden 2,5mM) 4 uL
e Saf olmayan Kalip 1 2 uL
e Saf olmayan Kalip 2 2 uL
e PS Polimeraz 0,5 uL
e dH,O 21,5 L
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Her iki PCR igeriginin toplam hacmi 40 pL’dir.
Birlestirme icin PCR Programi

Once

98 °C’de 5 sn.

55 °C’de 10 sn. 7 dongl ~12 dak.
72 °C’'de 45 sn.

Sonra

T7 promotor ve T7 terminator primerler 5’er pL olarak eklendikten sonra asagidaki program
uygulandi.

98 °C’de 8 sn.
55 °C’de 15 sn. 35 dongu ~1saat 30 dak.
72 °C’de 1 dak.15 sn.

Uriinler gok oldugundan 2 kuyuya ayrildi. PCR sonrasi Uriinler ve marker % 1.2’lik agaroz
jelde 95 voltta 40 dakika yaratalda.

Restriksiyon enzimleri ile kesim
Elde edilen ve mutasyon igceren saf Grind (insert) ve vektdr olan pET23b igerisine
yerlestirmek (ligasyon) icin éncelikle hem insert hem de plazmitin restriksiyon enzimleri ile

(Xhol ve Ndel) kesildi. Bu islem igin gerekli reaksiyon asagidaki gibi kurulmustur.

Vektor icin reaksiyon icerigi

e Xhol 10 yL

e Ndel 10 yL

e 10X Buffer H 10 uL 100 pL olan toplam icerik 20’ser
pL’lik

e Bsp383 Plazmit (91 ng/pL) 50 uL tlplere ayrildi.

e dH0 20 pL

insert icin reaksiyon iceridi

e Xhol 10uL

e Ndel 10uL

e 10X Buffer H 10uL 100 pL olan toplam igerik 20’ser
e Insert Griini (187.6 ng/ul) 25uL pL’lik taplere ayrildi.

e dH,O 45uL

Toplam 10 tiip 37°C’de bir gece boyunca inkube edildi. inkubasyon sonrasi iiriinler ve marker
% 1.2’lik agaroz jelde 80 voltta 50 dakika yurutuldu.
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Ligasyon ve transformasyon
Elde edilen mutant drinin Bsp383FDH igeren plazmit icerisine ligasyonu ve mutasyonun
belirlenmesi igin de E.coli kompetent hicrelerine transformasyonu gergeklestirildi. Bunun igin

oncelikle ligasyon hesabl ve ligasyon, sonrasinda ise transformasyon yapildi.

Ligasyon hesabi:

ng vektor x insert kb X insert = ng insert
vektor kb vektor
Bsp383 + pET23b = 4748 bg insert=1,2kb

pET23b = 3665 bg = 3,66kb ve vektorln genellikle 50ng olmasi istenir.

50ng x 1,2kb X 3 = 49,1 ng insert
3,66 kb 1

1ul'de 70,9 ng insert oldugundan 50ng icin 0,7 pl insert gerekmektedir. 1ul'de 6,8 ng vektor
oldugundan 49,1ng i¢in 7,3 pl insert gerekmektedir.

Ligasyon
Bu hesaba gore ligasyon igerigi asagidaki gibi yapilmigtir.

¢ 10X Ligasyon tamponu 2 uL
o Vektor 7,3 uL
e insert 0,7 uL toplam 20 pL olan igerik 2 tupe ayrildi.
e T4 DNA Ligaz 1uL
e dH,O 9 uL

1. tlp 25°C’de 2 saat inkube edilirken 2. tlip gece boyu 16 °C’de inkube edildi.

Transformasyon

Ligasyon sonrasi hem ligasyon urunlerinin hem de sadece FDH plazmitinin E. coli C3013 ve
NEB10-beta kompetent hicrelerine transformasyonu gercgeklestirildi. Kompetent hticrelerin
miktari 200 pL olup tim hucre icerigi LB-agar petrilere ekildi. Bu nedenle kullanilacak olan
plazmit 1/10 oraninda seyreltildi ve bu seyreltmeden 1’er yL kompetent hicrelere eklendi.
Ligasyon Urunlerinden ise 5er yL kompetent hicrelere eklendi. Transformasyonda su yol
takip edildi: Karisim 30 dakika buzda inkube edildi. Sonrasinda 42 °C’de 2 dakika bekletildi.
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Bu islemden sonra tekrar 3 dakika buzda inkube edildi. Karisim Utzerine 500 pL bakteri
suslarinin buyutulmesi icin ampisilin icermeyen sivi LB besiyeri (EK-1) eklendi ve 1 saat, 37
°C’de, 230 rpm’de calkalamali etlivde inkube edildi. 1 saat sonunda 8.000 rpm’de 3 dakika
santrifilj edildi ve Ust faz atildi. Dipte kisimda kalan ~200ul lik pellet iyice sispanse edildi ve
inokulasyon drtnlerinin tamami ampisilin antibiyotigi iceren toplam 4 adet LB agar petriye
yayildi (EK2). 1 gece 37 °C’de inkubasyon sonrasinda tim petrilerde koloni olusumu takip
edildi.

Yapilan transformasyonlarin negatif kontroli amaciyla insert ve vektérin ligazsiz ligasyonu
da yapildi. Bunun igin asagidaki islem uygulandi.

10X Ligasyon tamponu 1ML

Vektor 3,75 uL
insert 0,35 uL
dH,O 4,9 uL

Toplam 10 uL olarak hazirlanan fiziksel karisim icerigi 5’er uL olarak hem NEB 10-beta hem

de C3013 hicrelerine transforme edildi.

Mutant kolonilerin stoklanmasi- Mutant iceren ve ekspresyon hicresi olan E.coli C3013
hicresine transforme edilen 2 saatlik ligasyon sonucu Ureyen kolonilerden 155 adet koloni
tek tek steril kirdan yardimi ile farkl petrilere aktarildi ve petri lGzerinde numaralandiriima
yapildi. 1 gece 37 °C’de inkubasyon ile stok (master) petriler olusturuldu.

Koloni PCR- Bsp383FDH plazmiti icerip icermediginin kontroli amaciyla dncelikle stogu
yapilan ilk 10 koloniden koloni PCR yapildi. Sonrasinda ise koloni PCR deneyinin
optimizasyonu ile diger 40 koloni ile toplamda 50 mutant koloninin koloni PCR ile taramasi
gerceklestirildi.

Koloni PCR igin kalip DNA eldesi- ilk 10 koloni ayri ayri olarak, igerisinde 25 uL dH,O
bulunan 10 tipe alindi ve kaynayan suda 5 dakika bekletildi. Stre sonunda tupler buza alindi
ve sogutuldu. Sonra 13.500 rpm’de 2 dakika santriflj edildi. Sipernatanttan 20’ser ul alinip
yeni tuplere ayrilarak koloni PCR igin kalip DNA’lar hazirlandi.

|. Koloni PCR igerikleri
Tek Tlp icin Karigim (mix) i¢in
Hacim: 10 yL 12X=96 yL
10X Taq tamponu 1uL 12 uL
25mM MgCl, 1L 12 L
dNTP mix 0,8 uL 9,6 uL
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Kalip DNA 2L - Her tlpe ayri ayri sonradan eklenir.
Taq polimeraz 0,12 uL 1,44 uL
T, Promotor 1L 12 uL
T, Terminator 1L 12 uL
dH,O 3,08 pL 36,96 L

Once 10 tipe 8er pL karisimdan konulup sonra da DNA kaliplari eklendi. Ayrica pozitif
kontrolde DNA kalibi olarak dogrudan plazmit kullanilarak, negatif kontrolde ise hi¢ vektor
icermeyen kompetent C3013 hicresinden DNA kalibi hazirlanarak bu bunlardan koloni PCR
yapildi. PCR isleminde uygulanan program o6ncelikle reaksiyon karisiminin 2,5 dakika 95
°C’ye isitiimasiyla bagslayip sonrasinda 94 °C’de 1 dakika, 55 °C’de 1 dakika ve 72 °C’de 1
dakikadan olusan 35 dongu ile ¢cogaltim ve son olarak 72 °C’de 5 dakika son uzatma iglemi

ile gerceklestirildi.

Il. Koloni PCR igerikleri

Tek Tap igin Karisim (mix) igin
Hacim: 10 L 10X=80 yL
Green Dream Taq Master Mix (2X) 5uL 50 uL
Kalip DNA 2L -Her tupe ayri ayri sonra eklenir.
T, Promotor Ys 10uL
T, Terminator 1uL 10 yL
dH,O 3,08 pL 10 L

Once 10 tipe 8er pL karisimdan konuldu sonra da DNA kaliplari eklendi. Ayrica pozitif
kontrol olarak dogrudan plazmit ve ayrica sadece plazmit iceren C3013 hucresi ile negatif
kontrol olarak ise hi¢ vektdr icermeyen kompetent C3013 hicresinden DNA kaliplari
hazirlanarak bunlardan da koloni PCR yapildi.

PCR igleminde uygulanan program, éncelikle reaksiyon karigiminin 1 dakika boyunca 95
°C’ye 1sitiimasiyla baslayip sonrasinda 95 °C’de 30 sn., 58 °C’de 30 sn. ve 72 °C’de 2
dakikadan olusan 30 dongu ile gogaltim ve son olarak 72 °C’de 7 dakika son uzatma iglemi
ile gerceklestirildi. Koloni PCR islemi sonucunda ornekler %1’lik agaroz jelde yurutdlda.
Koloni PCR’in galismasi ve elde edilen sonuglar dogrultusunda ilk 50 mutant koloniye koloni
PCR uygulandi ve bant veren koloni érneklerinden 50 mL’lik buyuk kultr yapilarak toplam

proteine gore (cell free) enzim aktivitelerine bakildi.

2.2.4. Sekanslama Galigmalan

Hazirlanan potansiyel mutant kolonileri 4 ayri gruba ayrilarak sekanslama galismalari yapildi.
Hiicre pelletlerinden plazmit izolasyonu, GET™ plasmid Miniprep plasmid isolation Kkiti

(Biosciences) ile Uretici firmanin talimatlari dogrultusunda yapildi. Ozetle, -20 °C’den alinan
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hicre pelleti Gzerine 250uL RNAz ilave edilmis hlcre slspansiyon tamponu eklenerek
pipetleme yapildi. Uzerine 250 uL lizis tamponu ilavesi ile karisim 3-6 kez yavasca alt (st
edilerek karistirildi. Oda sicakhginda 2-5 dakika inkubasyon sonrasinda karigsim Uzerine 350
ML sodutulmus nétralizasyon tamponu eklendi ve lizatin beyaz kalin bir ¢okelti olusturmasi
saglandi. Sonra 15 dakika 15.000 g'de santriflj edildi. Stpernatant, filtreli tipe alinip, 1
dakika maksimum hizda santrifigasyonu sonrasi, 2 kez 500 pyL yikama tamponu ile ayni
sekilde santrifigasyon ile ylkama yapildi. Son asamada filtrede kalan plazmit, 70 L steril
deiyonize su (pH 8.5) kullanilarak santriflij edilip alindi. Elde edilen plazmit elisyonlarinin
yarisi -20°C’de saklandi. Diger yarisinin ise dizi analizi Refgen (Ankara), MedSanTek
(istanbul) firmalarina hizmet alimi adi altinda yaptirildi. Tim sekanslama sonuclari Ek1. ‘de

verilmigtir.
2.2.5. Dogal tip Bsp383FDH ve mutantlarinin ekspresyonu ve saflastiriimasi

Plazmit Jjzolasyonu-NADP-Bsp383FDH genini tasiyan plazmitin izolasyonu High pure
plasmid isolation kiti (Roche) ile yapildi. Ozetle, -20 °C’den alinan hiicre pelleti (izerine
250uL RNAz ilave edilmis siispansiyon tamponu eklenerek pipetleme yapildi. Uzerine 250 L
lizis tamponu ilavesi ile karisim 3-6 kez yavasca alt Ust edilerek karistirildi. Oda sicakliginda
5 dakikalik inkubasyon sonrasinda karigim Uzerine 350 pL baglama (binding) tamponu
eklendi ve 5 dakika buzda inkibe edildikten sonra 10 dakika 13.500 rpm’de santrifuj edildi.
SiUpernatant, filtreli tipe alinip, 1 dakika 13.500 rpm’de santrifigasyon sonrasi, sirasi ile 500
ML ve 700 p’lik yikama tamponlari ile ayni sekilde santrifiijleme yoluyla yikama yapildi. Son
asamada filtrede kalan plazmit steril deiyonize su ile santrifij edilip alindi ve elisyon

kullanilana kadar -20°C’de saklandi.

Plazmitin E.coli ekspresyon hiicrelerine aktarimi-Hazirlanan plazmitten (pBsp383FDH) 5
ML alinarak 50 pL hacimli E.coli BL21(DE3) susuna transforme edildi. Transformasyonda su
yol takip edildi: Karisim 30 dakika buzda bekletildi. Sonrasinda 42 °C’de 50sn bekletildi. Bu
islemden sonra tekrar 5 dakika buzda bekletildi. Bakteri suglarinin buyatilmesi igin karigsim
uzerine 250 pL sivi LB besiyeri eklendi ve 1 saat boyunca 37 °C, 230 rpm’ e ayarlanmis
calkalamali etlivde inkube edildi. 1 saatin sonunda inokulasyon trint 10uL ve 15uL olarak
ampisilin (100pg/ml) antibiyotigi iceren 2 adet LB agar petriye yayildi. 1 gece 37 °C’de
inkibasyon sonrasi koloni olusumu goruldu. Plazmit ampisilin diren¢ geni de igerdiginden

koloni olusumu ile plazmit transformasyonunun basarili oldugu anlasildi.
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Dogal tip-Bsp383FDH enziminin iiretimi- Ekspresyon plazmitlerini iceren E.coli BL21(DE3)
susundan tek koloni alinarak, 100 pg/mL ampisilin igeren 5 mL LB besiyerine ekildi ve 1 gece
37 °C’de, 180 rpm’de calkalamali etlvde inkube edildi. Gecelik 5 mL’lik kigtk kaltir, 500
mL’lik flasktaki 100 pg/mL ampisilin iceren Studier besiyerine aktarildi. 30 °C’'de 180 rpm
calkalama hizinda, 16-17 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonunda flaskdaki bakteri
kaltarid 50 mL’lik falkon tuplerde 4 °C’de 5800 rpm’de santrifij edildi.

Mutant-Bsp383FDH Enzimlerinin Uretimi- Ekspresyon plazmitlerini iceren E.coli
BL21(DE3) susundan tek koloni alinarak, 100 ug/mL ampisilin iceren 5 mL LB besiyerine
ekildi ve 1 gece 37 °C’de, 180 rpm’de calkalamali etlivde inkube edildi. Gecelik 5 mL’lik
kiguk kalttr, 500 mL'lik flasktaki 100 pg/mL ampisilin igeren Studier besiyerine aktarildi. 30
°C’de 180 rpm calkalama hizinda, 16-17 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonunda
flasktaki bakteri kultiri 50 mL’lik falkon tiplere konularak 4 °C’de 5800 rpm’de santrifij
edildi.

Optimum ekspresyon zamaninin belirlenmesi amaciyla Bsp383FDH iceren E.coli BL21(DE?3)
ve kontrol olarak laboratuvarimizda bulunan pET14b vektoru iceren E.coli BL21(DE3)
hicreleri transformasyon sonucu agardan tek koloni sec¢imi yapilarak 6nce kicik LB
besiyerine ve sonra buylk élgekte Studier besiyerine ekildi. 37 °C’ ye ayarlanmig inklbatorde
bdylmeye birakilan hiicrelerden 1-16 saatleri arasinda her saat basi érnekleme yapildi ve
orneklerdeki bakterilerin yogunlugu spektrofotometrik yontemle 600 nm dalga boyunda

Olclldu. Saat basi alinan 6érneklerin protein ekspresyonu SDS-PAGE analizi ile yapildi.

Afinite Kromatografisi ile saflagtirma islemleri-Elde edilen bakteri pelleti; gram pellet
basina ~4 mL tampon A (20 mM tris-HCI pH 7.8, 0.5 M NaCl, 5 mM imidazol) ¢ozeltisi ile
¢Ozduruldikten sonra 100 mM fenilmetansulfonilfloritten (PMSF) 8 uL/g pellet, 10 mg/mL
lizozimden 80 pL/g pellet eklenerek buz igerisinde karistirilarak 30 dakika inkiibasyona
birakildi. Yine buz igerisinde 15 saniye sure ile 6 kez 45 saniye ara verilerek sonikasyon
islemine tabi tutuldu. Pargalama sonucu agiga ¢ikan hicresel atiklar 5800 rpm’de 4°C’de 50
dakika santrifuj ile ¢oktlrildu ve stpernatant ayirildi. Stpernatant kolona yiklenmeden 6nce,
resin kolon rejenere edildi. Rejenerasyon igleminde nikelin uzaklastiriimasi igin sirasiyla 10
kolon hacmi tampon B (50 mM EDTA, 0.5 M NacCl, 20 mM sodyum fosfat tamponu pH 7.4),
10 kolon hacmi 1.5 M NaCl ¢ozeltisi, 10 kolon hacmi 1 M NaOH ¢o6zeltisi, 10 kolon hacmi %
30 izopropanol ve her bir basamagin arasinda kolondan 10 kolon hacmi kadar distile su
gegcirildi. Son asamada ise 5 kolon hacmi 0.5 M NiSO4 c¢ézeltisi gegirilip ardindan 5 kolon

hacmi distile su ile kolon yikandi. Son olarak kolonu dengelemek icin kolondan 10 kolon
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hacmi dengeleyici tampon (20 mM tris-HCI, 0.5 M NaCl pH 7.8) gegirildi. Sonikasyon sonrasi
yapilan santrifijden elde edilen sipernatant kolona yiklenerek akan stzinti toplandi (kolon
¢ikig) ve 4 °C’de saklandi. Sonrasinda kolondan sirasiyla 5 kolon hacmi kadar 30 mM, 100
mM, 200 mM, ve 2 kez 400 mM imidazol iceren tris tamponu (20 mM tris/HCI, 0.5 M NaCl,
pH 7.8) gegcirilip ayri ayr fraksiyonlar toplandi. Toplanan fraksiyonlardan SDS-PAGE ile saf
enzim igerigi belirlenen farkli (100, 200 ve 400mM) imidazol igerigi olan fraksiyonlardaki
imidazol igerikleri, PD-10 kolon ile uzaklastirildiktan sonra konsantre edilip 1:1 oraninda %

100 gliserol ilave edilerek -20 °C’de saklandi.

SDS-PAGE Analizleri-Elektroforez isleminde proteinlerin ayrilmasini saglayacak jel
olusturmak igin kullanilacak olan 2 adet cam tabaka %70’lik etanol ve saf su ile yikandi.
Kurutulduktan sonra jel hazirlama tankina yerlestirilen camlar, jel dokuldukten sonra sizinti
olmamasi icin iyice sikisgtirildi, icine distile su akitilarak kontrol edildi ve sizinti olmadigi
anlasilinca kurutuldu. SDS-PAGE elektroforezde kullanilan c¢ozeltilerin  hazirlanma
protokolleri EK2'de verilmistir. 15mL’lik falkon tip igine 6nce 3.30 mL distile su eklendi
uzerine % 30’luk akrilamid ¢ozeltisinden 4mL, 1.5M hazirlanmis Tris tamponundan (pH8.8)
2.5 mL, %10’'luk SDS’den 0,1 mL ve %10’ luk amonyum persulfat ¢ézeltisinden 0,1mL ilave
edildi. Polimerlesmeyi sagladigi igin 4 pl tetrametiletilendiamin (TEMED) karisima en son
ilave edildi. Hazirlanan ayirma jeli pastor pipeti yardimiyla gekilerek camlarin kisa olaninin
arkasindan iki camin arasina hava kabarcigi olusturmayacak sekilde dolduruldu. Doékilen
jelin Gzerine jelin donmasini beklemeden hemen etil alkol eklenerek jelin Gst kisminin dizgin
olmasi saglandi. Yaklasik 30 dakika oda sicakliginda ayirma jelinin polimerlesmesi igin
beklendi. Etil alkol ayirma jeli polimerlesince, kurutma k&gdidi yardimiyla uzaklastirildi.
Yukleme jeli igin 15 mL’lik falkon tlp icine sirasiyla 2.10 mL distile su, 0.50 mL %30’luk
akrilamid, 0.38 mL 1M Tris (pH 6.80), 0.03 mL %10 SDS ve 0.03 mL %10 amonyum persulfat
eklendi. 3 yL TEMED yukleme yapilmadan hemen &nce ilave edildi ve karisim pipet
yardimiyla ayirma jelinin tizerine akitildi. Uzerine iki cam arasina girecek sekilde yiklemenin
yapilacagi kuyulari olusturmak igin tarak yerlestirildi. Konsantrasyonu ayirma jeline gore daha
dusuk olan yukleme jelinin tamamen polimerlesmesi igin yaklasik 30 dakika oda sicakhiginda
beklendi. Protein igerigine bakilacak 6érneklerden 30 pL alinip Uzerine 6X Ornek yukleme
tamponundan 10uL eklendi. EGer 6rnek pellet seklindeyse pellet 30 yL yuradtme tamponunda
¢bzunduruldu. Boya igeren 6rnek 15 dakika 100 °C’de inkibe edildi ve sonra 10 dakika
13.500 rpm’de santrifuj edildi.

Jelin polimerizasyonun tamamlanmasinin ardindan jel hazirlama tankindan camlari ile birlikte
dikkatlice alinip yuritme tankina yerlestirildi. YUritme tanki ytritme solisyonu ile dolduruldu.

Hamilton siringa yardimiyla protein drneklerinden 10’ ar pL cekilerek kuyulara ylklendi. Tank,
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gu¢ kaynagina baglanarak érnekler, kuyulardan ¢ikana kadar 80 volt sonra ise 120 volt ile
yaklasik 2 saat elektroforez ile yaratuldd. Yurtutme islemi tamamlandiktan sonra tank igindeki
tampon uzaklastirildi ve jel camlar ile birlikte dikkatlice tanktan c¢ikarildi. Camlar dikkatli bir
sekilde ayrildi ve jel temiz bir petri kabi igcine alindi. Jelin Uzerine, jeli kaplayacak sekilde
protein boyama ¢ozeltisi eklendi ve 5-10 dakika mikrodalga firinda isitildi ve sonrasinda 20-
30 dakika oda sicakliginda calkalayicida bekletildi. Proteinlere baglanmayan boyanin
uzaklastiriimasi icin jel genis bir kap igine dikkatlice alindi ve Uzerine boya uzaklastirici
solisyon eklendi. Mikrodalga firinda isitma sonrasinda 20-30 dakika oda sicakliginda

calkalayicida bekletilerek boya uzaklastirildi.

2.2.6. Protein Miktarinin Olgiimii-Bradford ve BCA Yéntemleri

Bradford Yéntemi-Protein miktar tayini Bradford yéntemi ile belirlendi (Bradford 1976). Bu
yontem, brilliant blue boyasinin proteinlere baglanmasi sonucunda olusturdugu renkli
¢cozeltilerin, 595 nm’de absorbansinin dlclilmesi ilkesine dayanmaktadir. Yontemde reaktif
boya distile su ile 5 kat seyreltilerek kullanildi. Standart egri olusturmak icin BSA (bovine
serum albumin) stok ¢ozeltiden (10mg/mL) derisimi 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6 mg/mL
olacak sekilde protein standartlari hazirlanip 96 kuyucuklu mikroplakanin kuyularina her
standart ve her oOrnekten 10 pL ve boya solisyonundan 200 uL eklendi. Mikroplaka
karistiricida dikkatlice karistirildi. En az 5 dakika oda sicakliginda inkibe edilip érnek yukIu
plaka 595 nm’de absorbans &lcimi vyapildi. Protein konsantrasyonlari, standartlar

kullanilarak hazirlanan kalibrasyon egrisi yardimiyla hesaplandi.

BCA (Bikinkoninik Asit) Yontemi-
Reaktif olarak bikinkoninik asit (BCA) in kullanildigi bu ydntem alkali ¢ozeltideki

+25

proteinlerin,bitiret reaktifi (CuSQO,, Na,C4sH;O¢ ve NaOH’in karisimi) ile Cu™yi cu™ e
indirgemesi ve daha sonra Cu™in BCA (bikinkoninik asit) ile verdigi mor renkli kompleksin
562 nmdeki absorbansinin spektrofotometrik metodla &lgiimiine dayanir. Renk degisimi,

BCA kiti reaktif ¢dzeltisinin rengi olan yesilden koyu mora dogru gerceklesir.
2.2.7. Aktivite ve Kinetik Caligmalar

Cell free aktivite 6l¢iimii-50 mL’lik kulttrlerden elde edilen bakteri pelletleri yaklasik 1 gram
olarak alindi. Buna gore her mutant hiicre ekstrati 2 mL tampon A (20 mM tris-HCI pH 7.8,
0.5 M NaCl) c¢ozeltisi ile ¢ozduruldikten sonra 100 mM fenilmetansdlfonilfloritten (PMSF) 10
pL/g pellet, 10 mg/mL lizozimden 100 pL/g pellet eklenerek buz igerisinde karistirilarak 15-20

dakika inklbasyona birakildi. Yine buz igerisinde 15 saniye sire ile 4 kez 45 saniye ara
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verilerek sonikasyon islemine tabi tutuldu. Pargalama sonucu agiga ¢ikan hicresel atiklar
13.200 rpm’de 4 °C’de 30 dakika santrif(j ile ¢oktlrdldi ve supernatant ayrildi. Toplam
proteini iceren supernatanttaki (cell free) enzim aktivitesi, 200 mM amonyum format ve 1 mM
NADP* igeren 0.1 M sodyum fosfat tamponundaki (pH 7.0) NADPH konsantrasyonunun
artisina bagli olarak, spektrofotometrik yolla 340 nm’de 6élguldi (NADPH igin €340=6220 M
'em™) (Gulevskaya, 2009). Reaksiyon NADP" ilavesiyle baslatildi. Toplam reaksiyon hacmi
800 uL ve spesifik aktivite (U/mg); 1 dakikada, 1 mg enzimin olusturdugu Uriinin pmol

cinsinden miktari olarak tanimlandi.

Rutin Aktivite 6l¢iimii- Enzim aktivitesi, 200 mM sodyum veya amonyum format ve 1 mM
NADP" igeren 0.1 M sodyum fosfat tamponundaki (pH 7.0) NADPH konsantrasyonunun
artisina bagli, spektrofotometrik olarak 340 nm’de élciildii (NADPH icin €340=6220 Mcm™)
(Gulevskaya, 2009). Reaksiyon NADP" ilavesiyle baslatildi. Toplam reaksiyon hacmi 800 uL
ve spesifik aktivite (U/mg); 1 dakikada, 1 mg enzimin olusturdugu uGriinin pmol cinsinden

miktari olarak tanimlandi.
Kararli-Hal Kinetigi Calismalari

Format oksidasyonu igin kararli-hal kinetiklerinin incelenmesi: BspFDH'In formati
karbondiokside ylUkseltgemesi, UV/vis spektrofotometri kullanilarak 96 kuyucuklu plaka
formatinda izlenmigtir. 0.1 M sodyum fosfat tamponu (pH 7.0) kullanilarak hazirlanmis 0,5
M’lik sodyum format stok ¢ozeltisinden diliisyon yoluyla 8 farkli konsantrasyonda ¢ézelti (O -
200 mM) hazirlanmistir. 96 kuyucuklu plakanin kuyucuklarina 170’ser uL konulup, FDH stok
¢ozeltilerinden (Bsp383 FDH) kuyucuklara 10’ar uL ilave edilip 30°C’de 5 dakika inkibe
edildikten sonra, reaksiyon 8 kanalli pipet kullanilarak taze hazirlanmis 20 yL NAD" veya
NADP* solusyonunun (en az 3.5 xKy konsantrasyonu olusturacak sekilde) eklenmesiyle
baslatiimistir. Plaka, bu islemin ardindan hemen mikroplaka okuyucuya yerlestirilip, 3 saniye
karistirihr ve zaman bazli dlgimler yapiimistir. Format oksidasyonu, absorpsiyon katsayisi
3,38 mM™ (200 L igin; NADH standartlari kullanilarak hazirlanmig) alinarak hesaplanmistir.
NAD"* ve NADP" igin kararli-hal kinetiklerinin incelenmesi:

NAD® ve NADP® igin Michaelis-Menten parametrelerinin belirlenmesinde yukaridaki
yontemler benzer sekilde vyapilacaktir. Farkli olarak, 0-100 mM arasinda degisen
konsantrasyonlarda kofaktor stok gozeltilerinden, dilusyon yoluyla sekiz ¢ozelti hazirlanmigtir

ve diger islemler benzer sekilde tekrarlanmistir.
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2.2.8. NADPH Rejenerasyon Reaksiyonlari

NADPH rejenerasyon reaksiyonlari igin, sitokrom P450 BM3 ve nitrorediktaz enzimleri
kullanilarak  format/format dehidrojenaz sistemiyle gesitli substrat molekdlleri varligindaki
reaksiyonlari incelenmistir. Metabolitlerin saflagtiriimasi ve karakterizasyonu kromatografik

ve spektroskopik teknikler (HPLC, GC, kitle spektroskopisi) kullanilarak yapilmistir.

Ornek 1- Propil benzenin (1) hidroksilasyonu igin Bsp383FDH-Sitokrom P450 BM3 sistemi

OH

éj Sitokrom P450 BM3
—_—

o
NADPH  NADPH

N

CO, - NaCOOH
Bsp383FDH

NADPH gerikazanimi propelbenzenin hidroksilasyonu reaksiyonunda gosterilmistir.  Bu
baglamda, 0.5 mL potasyum fosfat tamponuna (100 mM, pH 7.0), sirasiyla 50 pL
propilbenzen (1M, DMSQO’da), 100 pL sodyum format (3M dH,O’da), 50 uL BSA (100 mg/mL
dH,O’da) ve 15 yL NADP" (10 mM) eklenmistir. Karisim, oncelikle oda sicakliginda birkag
dakika kanstiriimistir ve 25 uL dogal tip (veya mutant) Bsp383FDH (17.05 mg/ml) ilave
edilmistir. 10 dakika sona, 45 uL sitokrom P450-BM3 (2.4 mg/ml) ilave edilerek reaksiyon
1200 ulL’ye tamamlanmigtir. Reaksiyon karisimi, 2 saat oda sicakliginda surduriimustir ve
sonrasinda 2 M HCI ilavesiyle (pH < 2-3 olacak sekilde) sonlandiriimistir. Etil asetat ile
ekstraksiyonu takiben, trln analizi GC-MS yardimyla yapilmistir. Substrat ve Urlne ait

piklerin alikonma zamani sirasiyla, 1.46 and 3.4 dakika seklindedir.

GC-MS (CI"): m/z hesaplanan CgH;,0O [M]'=136.0888, CgH:30 [M+H]'=137.0966; bulunan:
136.0726 (M)*, 137.0762 (M+H)*. GC Rt: 3.4 dk

'H-NMR (400 MHz, kloroform-d): & ppm 0.90 (t, J=7.45 Hz, 3H), 1.66-1.87 (m, 2H), 4.53 (t,

J=6.57, 2.78 Hz, 1H) 7.30-7.37 (m, 4H). *C-NMR (400 MHz, Kloroform—d): & ppm 10.03
(C10), 31.72 (C9), 75.79 (C7), 125.90(C2,C6), 127.28 (C4), 128.22 (C3,C5), 144.51(C1).
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Ornek 2.

ANSX-zole/SspNtrB reaksiyonu, kofaktoér rejenerasyon sistemi kullanilarak
gerceklestirilmigtir. Bu yontem ile reaksiyon ortamina kofaktor rejenerasyonunu saglayacak
format dehidrogenaz (Bsp383FDH) enzimi eklenmekte, bdylece ortamdaki kofaktor
sinirlamasi kaldiriimakta, reaksiyon son basamagina kadar ilerleyebilmektedir.

Reaksiyonun ilk asamasinda, 200 mM sodyum format, 0.2 mg/ml BSA, 50 uM substrat, 25
mM pH:8,5 tris/Cl tamponunda ortamda %5 DMSO olacak sekilde, 25°C sicaklikta 5 dakika
inkiibe edilmistir. Daha sonra reaksiyon ortamina 0,03 U/ml CmFDH enzimi, substrat
miktarinin onda biri kadar (5 yuM) NAD+ ve 0,5 yM NADH eklenerek 5 dakika daha 25°C’de
inkiibe edilmistir. Ssp-NtrB enziminden ortamda 0,027 mg/ml olacak sekilde eklenerek
reaksiyon basglatiimis, 250C’de 60 dk inkibe edilmistir. 30. ve 60. dakikada alinan 6rnekler
Uzerine 1:1 oraninda asetonitril eklenerek reaksiyon durdurulmustur. Kontrol olarak enzim
haricinde butin bilesenler eklenmis, asetonitril eklenip reaksiyon durdurulduktan sonra enzim

eklenmisgtir.

2.2.9. Veri analizi ve grafiklerin olugturulmasi
Km ve Vmax degerleri, V=Vmax.[S[/(Km+[S]) seklindeki Michaelis-Menten
denkleminden, lineer olmayan regresyonla, Origin v.7.0 programi kullanilarak

hesaplanmistir ve grafikler olusturulmustur.
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2.3.SONUCLAR VE TARTISMA
2.3.1. Bsp383FDH’In kofaktor baglanma bolgesinde mutasyon ¢aligsmalari

Daha dnceki calismalarda rapor edildigi Uzere (Davis ve Celik, 2010) ve giris kisminda da
aciklandigr gibi, Bsp383FDH bilinen diger format dehidrogenazlarin aksine nikotinamid
kofatorlerinden NADP™ yi NAD" ye tercih etmektedir. BOyle bir 6zelligin olmasi buyiik 6lglide
kofaktér baglanma bdlgesinde bulunan glutamin aminoasitinin varligindan kaynaklanmaktadir
(Q223). Bu yoniyle enzim endustriyel yonden 6nemlidir. Buna karsilik diger NAD*-spesifik
enzimler ile yapilan calismalardan da anlasilacagi Uzere, kofaktdér baglanma bdlgesinde
bulunan ve buyuk olgiide korunmus olan aspartat aminoasitinin alanin, serin veya glutamine
cevriimesinin, NAD"'ye spesifite gosteren diger FDH enzimlerinin kofaktor olarak NADP™yi
kabullne katki sagladigi rapor edilmisti. Ancak bu katki sinirli kalmis ve endustriyel anlamda
kullanilabilecek NADP*-spesifik enzime olan ihtiyaci ortadan kaldiramamistir. Bu galismanin
en O6nemli yanlarindan biri NADP"-spesifik bir enzimden baslanarak, kofaktér baglanma
bdlgesindeki en dnemli aminoasit olan glutaminin mutasyon ¢alismalari yoluyla rolinin ve
iyilestiriime limitlerinin belirlenmesi ve bu sayede yapi-fonksiyon iligkisinin detayli sekilde
ortaya koyulmasidir. Bu sayede mevcut iligkinin niteligi anlasiimis olup enzimin katalitik

performansi igin isabetli degerlendirmeler yapilabilecektir.

Bu projede Q223 pozisyonundaki glutamin aminoasiti, teorik ¢alismalar esliginde mutasyon
teknikleri kullanilarak (doygun veya yonlendirilmig) mumkun olan tim aminoasitler ile yer
degistirilmistir. Olusturulan mutant enzimlerden aktivite gdsteren tim mutantlarin rekombinant
dretimi, saflastirilmasi ve kinetik calismalari gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuglar, dogal
tip enzimle karsilastiriimistir. Karsilastirmalar, NADP*, NAD"* ve format (hem NADP* hemde
NAD" ortaminda) yoninden kinetik parametreleri hesaplanarak (Ky, ke Ve KealKy)
incelenmigtir. Dogal tip ve herbir mutasyona ait galismalar asagida ayri ayri detaylica

verilmigtir.
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2.3.2. Dogal tip Bsp383FDH’in Uretimi, Ekspresyonu ve Saflastiriimasi

Bsp383FDH Uretiminde proje Onerisinde belirtilen IPTG ilavesi ile indUkleme yerine, son
zamanlarda 6zellikle rekombinant E.coli suslarinda oto-indiksiyon icin ideal olarak
tanimlanan Studier besiyeri kullanildi (Studier, 1990, Studier, 2005). Studier besiyeri, ylksek
yogunluklarda hiicre biyimesi igin karbon kaynagi olarak belirli konsantrasyonlarda glikoz ve
laktoz icermektedir. ClUnkl glikoz tikendikten sonra, lacUV5 promoter kontrolindeki
indiksiyona yol agan T7 RNA polimerazi, laktoz aktive edebilmektedir (Studier, 1990,
Studier, 2005). LB besiyerinde Bsp383FDH plazmitini tasiyan E.coli BL21 (DE3) hcreleri
37°C’de buyutulip sonrasinda pellet olarak toplanan hiicre pastasinin kolondan 100 mM, 200
mM ve 400 mM imidazol fraksiyonlarina bakildi. Buna goére 100mM imidazol iceren

fraksiyonda safsizliklar, digerleri ise yeterli saflikta (>%90) oldugu goérauldi (Sekil 1.1)
1 2 3

'w
[T w W <+—— Bsp383FDH

Sekil 1.1. Farkli imidazol igeren fraksiyonlardaki protein ekspresyonunun SDS-PAGE jelinde
goruntusu. (1) 100 mM imidazol ile gelen elusyon, (2) 200 mM imidazol ile gelen elusyon, (3)

400 mM imidazol ile gelen elusyon.

Protein ekspresyonu gériinen 200 mM ve 400 mM imidazol fraksiyonlari konsantre edildi ve
PD-10 jel filtrasyon kolonundan gecirilip 1:1 oraninda % 100 gliserol ilave edilerek,
kullanilincaya kadar -20 °C'de saklandi. Ozetle, tim ekspresyon ve saflastirma

basamaklarini gosteren SDS-PAGE analizi asagida verilmigtir (Sekil 1.2).
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Sekil 1.2. Bsp383FDH'in afinite kromatografisi ile saflastiriimasinda toplanan fraksiyonlara ait
SDS-PAGE jel géruntiusid. (M) Marker, (1) sonikasyon sonrasi pellet, (2) sonikasyon sonrasi
supernatant, (3) kolon ¢ikig, (4) 30 mM imidazol ile gelen elisyon, (5) 100 mM imidazol ile

gelen elusyon, (6) 200 mM imidazol ile gelen eltusyon, (7) 400 mM imidazol ile gelen ellsyon.

Protein Miktar Tayini-Protein miktar tayini Bolim 1.2.6.’da anlatildigi gibi yapildi ve buna
g6re dogal tip enzimlerinin konsantrasyonu sirasi ile 0.43-0.72 mg/mL olarak él¢uldu.
Enzimin Aktivite Tayini-Elde edilen dogal tip enzimlerin NAD ve NADP kofaktoriine gore
spesifik aktivite degerleri: (U/mg) seklinde dl¢timustar. -

Ekspresyon i¢cin Optimum Proliferasyon Saatinin Tespiti- 1-16. saatler arasinda her saat
Bsp383FDH iceren E.coli BL21(DE3) ve kontrol olarak pET14b vektérl iceren E.coli
BL21(DE3) hucrelerinin buyimesi UV-vis spektrofotometre ile 600 nm optik yogunluk 6lgimu
yapilarak takip edildi. SDS-PAGE analizi ile pelletlerden protein ekspresyonu takip edildi
(Sekil 1.3 (A) ve (B)).

Tablo 1.2. Bsp383FDH ve pET14b E.coli BL21(DE3) suslarinin 1-16. saatleri arasi proliferasyonu
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Sekil 1.3. (A) Bsp383FDH iceren E.coli BL21(DE3) ve kontrol olarak pET14b vektorl iceren
E.coli BL21(DE3) suslarindaki protein ekspresyonun saatlere goére karsilastiriimali SDS-
PAGE jel goruntusu. (M) Marker, (1) Kontrol enzim - (FDH2), (2) Bsp383FDH, 3. saat, (3)
pET14b, 3. saat, (4) Bsp383FDH, 5. saat, (5) pET14b, 8. saat, (6) Bsp383FDH, 7. saat, (7)
pET14b, 10. saat, (8) Bsp383FDH, 9. saat; (9) pET14b, 12. saat.
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Sekil 1.3.(B) Bsp383FDH igeren E.coli BL21(DE3) ve kontrol olarak pET14b vektorl igeren
E.coli BL21(DE3) suslarindaki protein ekspresyonun saatlere goére karsilastiriimali SDS-
PAGE jel goruntisid. (M) Marker, (1) Bsp383FDH, 13. saat (2) pET14b, 13. saat, (3)
Bsp383FDH, 14. saat, (4) pET14b, 14. saat, (5) Bsp383FDH, 15. saat, (6) pET14b, 15. saat,
(7) Bsp383FDH, 16. saat, (8) pET14b, 16. saat, (9) Kontrol enzim - (FDH2)

Saatlere goére hicrelerin protein ekspresyonuna bakildiginda ilk saatler ile son saatler
arasinda hucre proliferasyonunda énemli bir fark gérilmedi. Bu nedenle Bsp383FDH igeren
E.coli BL21(DE3) hdcrelerinin ilk saatlerinin protein ekspresyonunun goérilmesi igin bu
hicrelerin ilk saatlerinin SDS-PAGE analizi yapildi (Sekil 1.4)
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Sekil 1.4. Bsp383FDH igeren E.coli BL21(DE3) hulcrelerde ilk saatlerdeki protein
ekspresyonun SDS-PAGE jel géruntisd. (M) Marker, (1) Bsp383FDH, 3. saat, (2)
Bsp383FDH, 4. saat, (3) Bsp383FDH, 5. saat, (4) Bsp383FDH, 6. saat, (5) Bsp383FDH, 7.
saat, (6) Bsp383FDH, 8. saat, (7) Bsp383FDH, 10. saat, (8) Bsp383FDH, 13. saat, (9)
Kontrol enzim - (FDH2)

Bsp383FDH iceren E.coli BL21(DE3) hucrelerinin 7. saatinde protein ekspresyonunun
gb6rilmesi nedeniyle bolim 1.2" deki islemler bu sefer hiicreler 7 saat inkiibe edilerek
tekrarlandi ve yine 4.4 g yas agirhdinda pellet elde edildi. Elde edilen pellet bélum 1.2°de
anlatildig1 gibi hucre pastasi haline getirildi ve kolondan gegirildi ancak bu sefer tris
tamponunun imidazol igerikleri 5 kolon hacmi kadar 10 mM, 15 mM, 20 mM, 25 mM, 30 mM,
ve 2 kez 400 mM olarak ayarlandi ve fraksiyonlar ayri ayri toplandi. Toplanan fraksiyonlardan
her iki 400mM imidazol igceren fraksiyonlardaki imidazol igerikleri, PD-10 kolon ile
uzaklastirildiktan sonra konsantre edildi (FDH4 ve FDH5) (Sekil 1.5).
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Sekil 1.5. 7 saatlik inkibasyon sonrasi Bsp383FDH'in afinite kromatografisi ile
saflastirimasinda toplanan fraksiyonlara ait SDS-PAGE jel gortntisi. (M) Marker, (1) pellet,
(2) sonikasyon sonrasi pellet (3) , sonikasyon sonrasi supernatant, (4) kolon ¢ikig, (5) 10 mM
imidazol ile gelen elusyon, (6) 15 mM imidazol ile gelen elusyon, (7) 20 mM imidazol ile gelen
elusyon, (8) 25mM imidazol ile gelen elusyon, (9) Kontrol enzim - (FDH2)
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2.3.3. Dogal tip Bsp383FDH’iIn Kinetik Calismalari

Giris béliminde bahsedildigi Gzere, format dehidrogenaz enzimleri, format'in karbondioksite
oksidasyonunu katalizlerken iligkili oldugu nikotinamid kofaktorind, indirgemektedirler. Bu

reaksiyonun denklemi asagida verilmistir.
HCOOH + NAD(P)" < CO, + NAD(P)H

Dogal tip Bsp383FDH enzimi kullanilarak yapilan kararli hal kinetik calismalarinda,
format/CO, oksidasyon ve NAD(P)" / NAD(P)H rediksiyon reaksiyonlarinin egrileri tipik
doygunluk niteliginde olup Michaelis-Menten denklemine uygun davranis sergilemistir.

NAD* ve NADP™nin degisen konsantrasyonlarda kullanildi§i ve format'in doygunluk
seviyesinde (~ 200 mM) oldugu reaksiyona ait Michaelis-Menten edrileri asagdida verilmigtir.
Bu grafiklerden hem NAD" igin hem de NADP" igin Ky ve k., dederleri hesaplanmistir. Tim

kinetik parametreler Tablo 1.1. de 6zetlenmistir.

120+

Sekil 1.6. Dogal tip Bsp383FDH enzimin katalizledigi (a) NADP* ve (b) NAD" rediiksiyon
reaksiyonlari igin Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk (klguk resim) egrileri. Format

doygunluk seviyesinde (~ 200 mM) kullaniimistir.
Benzer sekilde, NAD" ve/veya NADP"nin doygunluk seviyesinde kullanildigi, buna karsilk

format’'in degisik konsantrasyonlarda kullanilarak yapilan ¢alismalar ait egriler Sekil 1.7 (a) ve

(b) verilmistir.
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Sekil 1.7. Dogal tip Bsp383FDH enzimin katalizledigi (a) NADP* ortaminda ve (b) NAD"
ortaminda format’in oksidasyonu icin Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk (kiglk resim)

egrileri. NADP* ve NAD" 'nin konsantrasyonlari sirasiyla 6.0 ve 6.0 mM dir.

Michaelis-Menten kinetik sabitleri (Ky ve ke ) ayni sekilde hesaplanmis ve Tablo 1.3. de

Ozetlenmistir.

Tablo 1.3. Dogal tip Bsp383FDH enzimi i¢cin Michaelis-Menten kinetik parametreleri.

Substrate Keat (Min™) K (MM) Kea/Kn (MM™ cm™)
NADP* 139.85+2.54 0.49 £ 0.06 285.40
NAD* 81.88 £12.13 13.32 £ 2.89 6.14
Formate* 177.90 £4.58 119.66 £ 5.46 1.48
Formate? 35.00 £0.95 48.99 + 3.34 0.71

1 with NADP* (6 mM)
2 with NAD* (6 mM)

Buna goére, dogal tip Bsp383FDH enziminin kofaktor tercihi, bir bagka ifadeyle 223’Uncl
pozisyonda bulunan GIn(Q) amino asitinin kofaktor baglanmasina olan etkisi her iki kofaktor
icin elde edilen Ky, degerleri kiyaslama yapilarak bulunabilir. Séyleki, Ky"*°*/Ky"P* yaklasik
olarak (27:1) seklinde olup, bu deger agik¢a dogal tip Bsp383FDH enziminin kofatér tercihinin

NADP" yoninde oldugu anlagiimaktadir. Benzer sekilde, ayni veriler kullanilarak katalitik etki
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degerleri (kcat/KM)¥PP | (kcat/KM)MP karsilastirildiginda, enzimin NADP* agisindan katalitik

etkisinin 46.5 kat daha fazla oldugu anlasiimaktadir.

Benzer bagka bir analiz, format baglanmasi agisindan da yapilabilir. Bu sayede 223’Uncu
pozisyonda bulunan GIn(Q) amino asitinin format baglanmasina olan etkisi hakkinda bilgi
edinilebilir. NADP* ’'nin doygun konsantrasyonda (yaklasik 3.5xKy) kullanildi§i durumda
format baglanmasinin Ky degeri 119.6 mM olarak hesaplanmigtir. Benzer sekilde NAD" 'nin
kullanildigi durumda, format baglanmasinin Ky, degeri ise 48.9 mM seklindedir. Buna gore,
kullanilan nikotinamid kofaktorinun ¢esidinin format baglanmasina etkisi oldugu sdylenebilir.
Dogal tip enzim igin bu etkinin NAD" yoninde oldugu ve NAD® kullanildi§i durumlarda

formatin aktif bolgeye daha kuvvetli baglandigi soylenebilir.
Benzer sekilde, ayni veriler kullanilarak katalitik etki degerleri (Kea/Kn)®™ /' (KeadKn)® ™™

NAD"* ve NADP™ 'li ortamda karsilastirildiginda, enzimin NADP* ’li ortamda katalitik etkisinin

2.1 kat daha fazla oldugu anlasiimaktadir.
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2.3.4. Q223G Bsp383FDH’In liretimi ve saflagtiriimasi

Bu caligmada dogal tip Bsp383FDH enziminin 223’ct pozisyonundaki glutamin (Q) aminoasiti
glisin amino asiti ile degistirilmistir. Glisin amino asitlerin en kiigugu olup, ilgili bolgede buyuk

bir bosluk olusturacagi dustnilmektedir.

H
© ° (Glu223Gly) On
NH, y - OZQ;NH
2
O
NH,
Glu (Q) Gly ()

Sekanslama sonugclarina gore 223. aminoasiti kodlayan kodon olan CAG (GIn), GGG (Gly)’
ye cevrilmistir ve sekans sonugclari ile bu mutasyon dogrulanmistir. Bu sayede, goéreceli
olarak polar olan ve hidrojen bagi yapma yetenegine sahip olan GIn amino asiti polar
olmayan ve hidrojen bagi yapamayan Gly amino asitine doygun mutasyon ydntemiyle

cevrilmistir.

o His Ty Thr Gly Arg His Arg Leu ...
5 CACTACACGGGGCGCCACCGGCTC. 3

223

Dogal tip Bsp383FDH benzer sekilde Q223G Bsp383FDH’Iin ekspresyonu rekombinant
E.coli suglarinda oto-induksiyon yoluyla, yani Studier besiyeri kullanilarak yapiimigtir. Studier
besiyerinde Bsp383FDH-Q223G genini kodlayan plazmiti tagiyan E.coli BL21 (DE3) hucreleri
30°C’de buyutulip sonrasinda pellet eldesini takiben saflastirma islemi yapildi. Saflastirma
basamaklarini goésteren SDS-PAGE analizi ve saflik derecesi igin piksel analizi asagida
verilmigtir (Sekil 1.8). Buna gére 400mM imidazol iceren fraksiyon ile yeterli saflikta Q223G
Bsp383FDH (>%90) elde edilmistir. Bu sayede kinetik galismalar icin uygun saflikta enzim

eldesi mimkun olmustur.
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Sekil 1.8. (a) Q223G-Bsp383FDH’In ekspresyon ve saflastirma basamaklarina ait SDS-
PAGE analizi. (M) Marker, (1) sonikasyon sonrasi pellet, (2) sonikasyon sonrasi supernatant,
(3) kolon cikig, (4) 30 mM imidazol ile gelen elusyon, (5) 100 mM imidazol ile gelen ellsyon,
(6) 200 mM imidazol ile gelen elisyon, (7) 400 mM imidazol ile gelen elisyon. (b)

Saflastirilan enzimin saflik derecesini gésteren kolonun piksel analizi.
2.3.5. Q223G- Bsp383FDH’in Kinetik Calismalari

Q223G-Bsp383FDH mutant enziminin kullanilarak yapilan kararli hal kinetik ¢alismalarinda,
format/CO, oksidasyon ve NAD(P)* / NAD(P)H rediiksiyon reaksiyonun egrisi tipik doygunluk
niteliginde olup Michaelis-Menten denklemine uygun davranig sergilemigtir.

NAD" ve NADP"nin degisen konsantrasyonlarda kullanildi§i ve format'in doygunluk
seviyesinde (~ 200 mM) oldugu reaksiyona ait Michaelis-Menten edrileri asagida verilmigtir.
Bu grafiklerden hem NAD" icin hem de NADP" igin Ky ve k., degerleri hesaplanmistir. Tim

kinetik parametreler Tablo 1.2. de 6zetlenmistir.
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Sekil 1.9. Q223G-Bsp383FDH mutant enzimin katalizledigi (a) NADP® ve (b) NAD®
reduksiyon reaksiyonlari igin Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk (kuguk resim) egrileri.

Format doygunluk seviyesinde (~ 200 mM) kullaniimistir.

Benzer sekilde, Q223G-Bsp383FDH mutant enzimi igcin NAD* ve/veya NADP*'nin doygunluk
seviyesinde kullanildigi, buna karsilik format'in degisik konsantrasyonlarda kullanilarak

yapilan calismalar ait egriler Sekil 1.10. (a) ve (b) verilmistir.
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Sekil 1.10. Q223G Bsp383FDH mutant enzimin katalizledigi (a) NADP* ortaminda ve (b)
NAD"® ortaminda format'in oksidasyonu igin Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk (kiiglik

resim) egrileri. NADP* ve NAD" 'nin konsantrasyonlari sirasiyla 4.0 ve 6.0 mM dir.

Tablo 1.4. Q223G Bsp383FDH enzimi igin Michaelis-Menten kinetik parametreleri.

Substrat keat (Min-1) Km (mM) kcat/Km (mMM-1 cm-1)
NADP* 219.82+7.97 1.381£0.14 159.29
NAD* 408.75£21.93 3.90+0.49 104.81
Formatel 421.17145.45 319.30+46.72 1.32
Formate2 327.241£10.26 82.1115.47 3.99
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'NADP"* ve 2°NAD" 'nin konsantrasyonlari sirasiyla 4.0 ve 6.0 mM dr.

Buna gdre, dogal tip enzim igin yapilan analizin benzeri bu mutant enzim igin de yapilabilir.
Q223G-Bsp383FDH mutant enzimin kofaktdr tercihi, bir bagka ifadeyle 223’lUinci pozisyonda
bulunan Gly(G) amino asitinin kofaktér baglanmasina olan etkisi her iki kofaktor igin elde

edilen Ky, degerleri kiyaslanma yapilarak bulunabilir. Séyle ki, Ky 2" /Ky"APP*

yaklasik olarak
(3:1) seklinde olup, bu deger agikca Q233G-Bsp383FDH mutant enziminin kofaktor tercihinin
bir miktar NADP™ yoniinde oldugu, ancak NAD"'nin afinite degerinde dogal tipe gore onemli
bir gelistirmenin oldugunu gdstermektedir. Benzer sekilde, ayni veriler kullanilarak katalitik
etki degerleri (Kead Kim)“°F 1 (ke Kn)“2® karsilastirildiginda, enzimin NADP™ acisindan katalitik

etkisinin sadece 1.5 kat daha fazla oldugu anlasiimaktadir.

Benzer bagka bir analiz format baglanmasi agisindan da yapilabilir. Bu sayede 223’incu
pozisyondaki GIn(Q)>Gly (G) degisikliginin format baglanmasina olan etkisi hakkinda bilgi
edinilebilir. NADP® 'nin doyguna yakin konsantrasyonda kullanildi§i durumda format
baglanmasinin Ky, degeri 319.30 mM olarak hesaplanmigtir. Benzer sekilde NAD™ ’'nin
kullanildigi durumda, format baglanmasinin Ky, degeri ise 82.11 mM seklindedir. Buna gore,
kullanilan nikotinamid kofaktorinun c¢egidinin format baglanmasina etkisi oldugu séylenebilir.
Q223G-Bsp383FDH mutant enzim igin bu etkinin NAD" yoniinde oldugu ve NAD" kullanildig
durumlarda formatin aktif bolgeye daha kuvvetli baglandidi sdylenebilir.

Benzer sekilde, ayni veriler kullanilarak katalitik etki degerleri (KeaKn)®™ / (KeadKn)™™™
NAD" ve NADP" ’li ortamda karsilastirildi§inda, enzimin NAD" ’li ortamda katalitik etkisinin
yaklasik 3 kat daha fazla oldugu anlasiimaktadir.
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2.3.6. Q223A Bsp383FDH’in uretimi ve saflagtiriimasi

Bu caligmada dogal tip Bsp383FDH enziminin 223. pozisyonundaki glutamin (Q) aminoasiti
alanin amino asitine donustirilmustdr. Alanin, aminoasitlerin glisinden sonraki en kigugu

olup, ilgili bélgede bosluk olusturacagi dustnilmektedir.

OH
o) OH
NH, (Glu223Ala) o
> NH,
o)
NH,
Glu (Q) Ala(A)

Sekanslama sonuglarina gére 223. aminoasiti kodlayan kodon olan CAG (Gln), GCG (Ala)’
ye cevrilmistir ve sekans sonuglari ile bu mutasyon dogrulanmistir. Bu sayede, goéreceli
olarak polar olan ve hidrojen bagi yapma yetenegine sahip olan GIn aminoasiti kiguk alifatik

yan zinciri olan ve hidrofobik olan Ala amino asitine doygun mutasyon yontemiyle gevrilmistir.

Dogal tip Bsp383FDH benzer sekilde Q223A Bsp383FDH’in ekspresyonu rekombinant E.coli

o His Tyr Thr Ala Arg His Arg Leu ...
5 CACTACACGGCGLGCCACCGGCTC 3
223
suslarinda oto-indiksiyon yoluyla, yani Studier besiyeri kullanilarak yapilmigtir. Studier
besiyerinde Bsp383FDH-Q223A genini kodlayan plazmitini tasiyan E.coli BL21 (DES3)

hicreleri 30°C’de buyltilip sonrasinda pellet eldesini takiben saflastirma islemi yapiimistir.

Saflastirma basamaklarini gésteren SDS-PAGE analizi ve saflik derecesi igin piksel analizi
asagida verilmistir (Sekil 1.11). Buna gore 400mM imidazol igeren fraksiyon ile yeterli saflikta
Q223A Bsp383FDH (>%90) elde edilmistir. Bu sayede kinetik ¢calismalar icin uygun saflikta

enzim eldesi mimkun olmustur.
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Sekil 1.11. (a) Q223A-Bsp383FDH’'In ekspresyon ve saflastirma basamaklarina ait SDS-
PAGE analizi. (1) tim hdcre, (2) sonikasyon sonrasi pellet (3) sonikasyon sonrasi
supernatant (4) kolon c¢ikis, (5) 30 mM imidazol ile gelen elisyon, (6) 200 mM imidazol ile
gelen elisyon, (7) 400 mM imidazol ile gelen elisyon. (b) Saflastirilan enzimin saflik

derecesini gosteren kolonlarin (6,7) piksel analizi.

2.3.7. Q223A- Bsp383FDH’In Kinetik Caligsmalari
Q223A-Bsp383FDH mutant enziminin kullanilarak yapilan kararl hal kinetik ¢caligmalarinda,

format/CO, oksidasyon ve NAD(P)* / NAD(P)H rediiksiyon reaksiyonun egrisi tipik doygunluk
niteliginde olup Michaelis-Menten denklemine uygun davranis sergilemistir.

Kl min"}

(a) (b)
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Sekil 1.12. Q223A-Bsp383FDH mutant enzimin katalizledigi (a) NADP* ve (b) NAD®
reduksiyon reaksiyonlari igin Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk (kuguk resim) egrileri.

Format doygunluk seviyesinde (~ 200 mM) kullaniimistir.

NAD" ve NADP"nin degisen konsantrasyonlarda kullanildi§i ve format'in doygunluk
seviyesinde (~ 200 mM) oldugu reaksiyona ait Michaelis-Menten edrileri asagida verilmigtir.
Bu grafiklerden hem NAD" igin hem de NADP” igin Ky ve k.. degerleri hesaplanmistir. Tim

kinetik parametreler Tablo 1.3 ile 6zetlenmistir.

Benzer sekilde, Q223A-Bsp383FDH mutant enzimi icin NAD" ve/veya NADP™nin doygunluk
seviyesinde kullanildigi, buna karsilik format'in degisik konsantrasyonlarda kullanilarak

yapilan ¢alismalar ait egriler Sekil 1.13. (a) ve (b) verilmistir.
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Sekil 1.13. Q223A-Bsp383FDH mutant enzimin katalizledigi (a) NADP* ortaminda ve (b)
NAD"® ortaminda format'in oksidasyonu igin Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk (kiiglik

resim) egrileri. NADP* ve NAD" 'nin konsantrasyonlari sirasiyla 5.0 ve 10.0 mM dir.
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Tablo 1.5. Q223A Bsp383FDH enzimi icin Michaelis-Menten kinetik parametreleri.

Substrate Kear (Min™) Ky (MM) Keat/Kn (MM™ cm™)
NADP”* 108.82+3.00 0.52+0.06 209.25
NAD* 187.1615.60 2.9610.23 63.23
Formate' 241.13+27.21 256.64+41.52 0.94
Formate? 233.79£13.07 119.74+12.10 1.95

'NADP* ve ?°NAD" 'nin konsantrasyonlari sirasiyla 5.0 ve 10.0 mM dr.

Buna gore, dogal tip enzim igin yapilan analizin benzeri bu mutant enzim igin de yapilabilir.
Q223A-Bsp383FDH mutant enziminin kofaktoér tercihi, bir bagka ifadeyle 223’lnci
pozisyonda bulunan Ala(A) amino asitinin kofaktdér baglanmasina olan etkisi her iki kofaktor
icin elde edilen K degerleri kiyaslanma yapilarak bulunabilir. Séyle ki, Ky"P*/Ky"AP*
yaklasik olarak (6:1) seklinde olup, bu deder agikga Q233A-Bsp383FDH mutant enziminin
kofaktor tercihinin NADP* yoniinde oldugu, ancak NAD"nin afinite degerinde dogal tipe goére
onemli bir gelistirmenin (yaklasik 5 kat) oldugunu gostermektedir. Benzer sekilde, ayni veriler
kullanilarak katalitik etki degerleri (kea/Km)“'"" 1 (keaKw)V'° karsilastiriidiginda, enzimin

NADP" agisindan katalitik etkisinin yaklasik 3 kat daha fazla oldugu anlagiimaktadir.

Benzer bagka bir analiz format baglanmasi agisindan da yapilabilir. Bu sayede 223.
pozisyondaki GIn(Q)—>Ala (A) degisikliginin format baglanmasina olan etkisi hakkinda bilgi
edinilebilir. NADP* ’nin doyguna yakin konsantrasyonda kullanildi§i durumda format
baglanmasinin Ky, degeri 256.64 mM olarak hesaplanmigtir. Benzer sekilde NAD™ ’'nin
kullanildigi durumda, format baglanmasinin Ky, degeri ise 119.74 mM seklindedir. Buna gore,
kullanilan nikotinamid kofaktérinun c¢egsidinin format baglanmasina etkisi oldugu séylenebilir.
Q223A-Bsp383FDH mutant enzim igin bu etkinin NAD" yonlinde oldugu ve NAD" kullanildig

durumlarda formatin aktif bolgeye daha kuvvetli baglandidi sdylenebilir.
Benzer sekilde, ayni veriler kullanilarak katalitik etki degerleri (KeaKn)®™ / (KeadKn)™™™

NAD"* ve NADP" ’li ortamda karsilastirildiginda, enzimin NAD" ’li ortamda katalitik etkisinin
yaklasik 2 kat daha fazla oldugu anlasiimaktadir.
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2.3.8. Q223V Bsp383FDH’In liretimi ve saflagtiriimasi

Bu caligmada dogal tip Bsp383FDH enziminin 223. pozisyonundaki glutamin (Q) aminoasiti

valin amino asitine dénusttridlmastir.

OH
© Glu223Val OH
NH, (Glu al) N 0
o NH,
O
NH,
Glu (Q) Val(V)

Sekanslama sonuglarina gore 223. aminoasiti kodlayan kodon olan CAG (GIn), GTT (Val)’
ye cevrilmistir ve sekans sonugclari ile bu mutasyon dogrulanmistir. Bu sayede, goéreceli
olarak polar olan ve hidrojen bagi yapma yetenegine sahip olan GIn amino asiti alifatik yan

zinciri olan ve hidrofobik olan Val amino asitine doygun mutasyon yontemiyle ¢evrilmistir.

His Tyr Thr Wal Arg His Arg Leu ...
5 CACTACACGGTTCGCCACCGGCTC 3
223
Dogal tip Bsp383FDH benzer sekilde Q223V Bsp383FDH’in ekspresyonu rekombinant E.coli
suslarinda oto-indiksiyon yoluyla, yani Studier besiyeri kullanilarak yapilmigtir. Studier
besiyerinde Bsp383FDH-Q223V genini kodlayan plazmitini tasiyan E.coli BL21 (DE3)

hicreleri 30°C’de buyutilip sonrasinda pellet eldesini takiben saflagirma islemi yapiimistir.

Saflastirma basamaklarini gésteren SDS-PAGE analizi ve saflik derecesi igin piksel analizi
asagida verilmistir (Sekil 1.14). Buna gére 400mM imidazol i¢ceren fraksiyon ile yeterli saflikta
Q223V-Bsp383FDH (>%90) elde edilmistir. Bu sayede kinetik ¢alismalar i¢in uygun saflikta

enzim eldesi mimkun olmustur.
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Sekil 1.14. (a) Q223V-Bsp383FDH’'In ekspresyon ve saflagtirma basamaklarina ait SDS-

PAGE analizi. (1) tum hlcre, (2) sonikasyon sonrasi

pellet (3) sonikasyon sonrasi

supernatant (4) kolon ¢ikigi (5) 30 mM imidazol ile gelen ellisyon, (6) 100 mM imidazol ile

gelen ellsyon (7) 200 mM imidazol ile gelen elisyon, (8) 400 mM imidazol ile gelen ellisyon.

(b) Saflagtirilan enzimin saflik derecesini gésteren kolonlarin (8) piksel analizi.

2.3.9. Q223V- Bsp383FDH’in Kinetik Galigmalari

Q223V-Bsp383FDH mutant enzimi kullanilarak yapilan kararli hal kinetik calismalarinda,
format/CO, oksidasyon ve NAD(P)* / NAD(P)H rediiksiyon reaksiyonun egrisi tipik doygunluk

niteliginde olup Michaelis-Menten denklemine uygun davranig sergilemigtir.
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Sekil 1.15. Q223V-Bsp383FDH mutant enzimin katalizledigi (a) NADP* ve (b) NAD®
reduksiyon reaksiyonlari igin Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk (kuguk resim) egrileri.

Format doygunluk seviyesinde (~ 200 mM) kullaniimistir.

NAD" ve NADP"nin degisen konsantrasyonlarda kullanildi§i ve format'in doygunluk
seviyesinde (~ 200 mM) oldugu reaksiyona ait Michaelis-Menten edrileri asagida verilmigtir.
Bu grafiklerden hem NAD" igin hem de NADP" igin Ky ve k., dederleri hesaplanmistir. Tim

kinetik parametreler Tablo 1.4. 6zetlenmistir.

Benzer sekilde, Q223V-Bsp383FDH mutant enzimi icin NAD" ve/veya NADP™nin doygunluk
seviyesinde kullanildi§i, buna karsilik format'in degisik konsantrasyonlarda kullanimi ile

yapilan ¢calismalara ait egriler Sekil 1.16. (a) ve (b) verilmistir.
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Sekil 1.16. Q223V-Bsp383FDH mutant enzimin katalizledigi (a) NADP* ortaminda ve (b)
NAD"® ortaminda format'in oksidasyonu igin Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk (kiiglik

resim) egrileri. NADP* ve NAD" 'nin konsantrasyonlari sirasiyla 5.0 ve 10.0 mM dir.

Tablo 1.6. Q223V Bsp383FDH enzimi i¢in Michaelis-Menten kinetik parametreleri

Substrat Keat (Min™) Ky (MM) Kea/ K (MM™ cm™)
NADP”* 133.081£4.39 0.62+0.08 214.64
NAD* 61.42+16.62 14.8515.89 4.13

Formate® 312.66+27.79 499.571+54.42 0.62

Formate? 52.70£19.36 191.73+107.32 0.27
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NADP* ve ?°NAD" 'nin konsantrasyonlari sirasiyla 5.0 ve 10.0 mM dr.

Buna godre, dogal tip enzim igin yapilan analizin benzeri bu mutant enzim igin de yapilabilir.
Q223V-Bsp383FDH mutant enziminin kofaktor tercihi, bir baska ifadeyle 223. pozisyonda
bulunan Val(V) amino asitinin kofaktér baglanmasina olan etkisi her iki kofaktor icin elde
edilen Ky, degerleri kiyaslama yapilarak bulunbilir. Séyle ki, Ky"P* /KPP
(24:1) seklinde olup, bu deger acikga Q233V-Bsp383FDH mutant enziminin kofaktor

tercihinin NADP™ yoniinde oldugu, ancak NAD™'nin afinite degerinde dogal tipe gére 6nemli

yaklasik olarak

bir gelistirmenin (yaklasik 20 kat) oldugunu gostermektedir. Benzer sekilde, ayni veriler
kullanilarak katalitik etki degerleri (KeaKm)“™" / (Kead Km)“° karsilastirildiginda, enzimin

NADP" agisindan katalitik etkisinin yaklasik 52 kat daha fazla oldugu anlasiimaktadir.

Benzer bagka bir analiz format baglanmasi acisindan da yapilabilir. Bu sayede 223.
pozisyondaki GIn(Q)—->Val (V) degisikliginin format baglanmasina olan etkisi hakkinda bilgi
edinilebilir. NADP® ’'nin doyguna yakin konsantrasyonda kullanildi§i durumda format
baglanmasinin K, degeri 500 mM olarak hesaplanmistir. Benzer sekilde NAD" ’nin
kullanildigi durumda, format baglanmasinin Ky degeri ise 191 mM seklindedir. Buna gore,
kullanilan nikotinamid kofaktorinun cegidinin format baglanmasina etkisi oldugu séylenebilir.
Q223V-Bsp383FDH mutant enzim igin bu etkinin NAD" yéniinde oldugu ve NAD" kullanildidi

durumlarda formatin aktif bolgeye daha kuvvetli baglandigi sdylenebilir.
Benzer sekilde, ayni veriler kullanilarak katalitik etki degerleri (KeaKn)®™ / (KeadKn)™™™

NAD" ve NADP" 'li ortamda karsilastirildi§inda, enzimin NADP* ’li ortamda katalitik etkisinin
yaklasik 2 kat daha fazla oldugu anlasiimaktadir.
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2.3.10. Q223S Bsp383FDH’In iiretimi ve saflagtiriimasi

Bu caligmada dogal tip Bsp383FDH enziminin 223’cu pozisyonundaki glutamin (Q) aminoasiti
serin amino asitine donustirulmustir. Serin amino asiti hidrofilik yan grubuna sahiptir ve

genellikle enzimlerin aktif bolgesinde siklikla bulunur.

OH OH
© (Glu223Ser) 0]
NA; > NH
- 2
o OH
NH,
Glu (Q) Ser(S)

Sekanslama sonuglarina gore 223. aminoasiti kodlayan kodon olan CAG (GlIn), TCT (Val)’ ye
gevrilmistir ve sekans sonuglari ile bu mutasyon dogrulanmistir. Bu sayede, goreceli olarak
polar olan ve hidrojen bagi yapma yetenegine sahip olan Gln amino asiti alifatik yan zinciri ve

hidrofilik karekterdeki Ser amino asitine doygun mutasyon yontemiyle gevrilmigtir.

o His Tyr Thr Ser Arg His Arg Leu ... .
5 CACTACACGTCTCGOCZACCGGITC, 3
223
Dogal tip Bsp383FDH benzer sekilde Q223S Bsp383FDH’in ekspresyonu rekombinant E.coli
suslarinda oto-indiksiyon yoluyla, yani Studier besiyeri kullanilarak yapilmigtir. Studier
besiyerinde Bsp383FDH-Q223S genini kodlayan plazmitini tasiyan E.coli BL21 (DE3)

hicreleri 30°C’de buyutilip sonrasinda pellet eldesini takiben saflagirma islemi yapiimistir.

Saflastirma basamaklarini gosteren SDS-PAGE analizi ve saflik derecesi igin piksel analizi
asagida verilmistir (Sekil 1.17). Buna gore 400mM imidazol igeren fraksiyon ile yeterli saflikta
Q223S-Bsp383FDH (>%90) elde edilmistir. Bu sayede kinetik ¢alismalar i¢in uygun saflikta

enzim eldesi mimkun olmustur.
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Sekil 1.17. (a) Q223S-Bsp383FDH’'In ekspresyon ve saflastirma basamaklarina ait SDS-
PAGE analizi. (1) tim hdcre, (2) sonikasyon sonrasi pellet (3) sonikasyon sonrasi
supernatant (4) kolon c¢ikisi (5) 30 mM imidazol ile gelen elisyon, (6) 200 mM imidazol ile
gelen elisyon (7) 400 mM imidazol ile gelen elisyon, (b) Saflastirilan enzimin saflik

derecesini gosteren kolonlarin (8) piksel analizi.

2.3.11. Q223S- Bsp383FDH’In Kinetik Caligmalari

Q223S-Bsp383FDH mutant enziminin kullanilarak yapilan kararh hal kinetik ¢caligmalarinda,

format/CO, oksidasyon ve NAD(P)* / NAD(P)H rediiksiyon reaksiyonun egrisi tipik doygunluk
niteliginde olup Michaelis-Menten denklemine uygun davranis sergilemistir.

:‘E’ -_' :—E 1 E
P N =
HADP [muM) - ’ :MD‘tIll: ) ;
(a) (b)

Sekil 1.18. Q223S-Bsp383FDH mutant enzimin katalizledigi (a) NADP* ve (b) NAD*
rediksiyon reaksiyonlari icin Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk (kigik resim) egrileri.

Format doygunluk seviyesinde (~ 200 mM) kullaniimistir.
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NAD" ve NADP"nin degisen konsantrasyonlarda kullanildi§i ve format'in doygunluk
seviyesinde (~ 200 mM) oldugu reaksiyona ait Michaelis-Menten edrileri asagida verilmigtir.
Bu grafiklerden hem NAD" igin hem de NADP" igin Ky ve k., dederleri hesaplanmigtir. Tim

kinetik parametreler Tablo 1.5. 6zetlenmisgtir.

Benzer sekilde, Q223S-Bsp383FDH mutant enzimi igin NAD" ve/veya NADP*'nin doygunluk
seviyesinde kullanildigi, buna karsilik format'in degisik konsantrasyonlarda kullanilarak

yapilan ¢calismalar ait egriler Sekil 1.19. (a) ve (b) verilmistir.

NADP* T NADT

i

L da ok =k d= 0 2w
]

. . . . . . . ; . .
== I W @ = i e im iE iE T I | W A @ B 1m 17 1A HE 1ER

Fam ate (mu) Fam ate (mM]

@) (b)

Sekil 1.19. Q223S-Bsp383FDH mutant enzimin katalizledigi (a) NADP* ortaminda ve (b)
NAD" ortaminda format'in oksidasyonu igin Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk (klgik

resim) egrileri. NADP* ve NAD" 'nin konsantrasyonlari sirasiyla 3.0 ve 4.0 mM dur.

Tablo 1.7. Q223S Bsp383FDH enzimi i¢cin Michaelis-Menten kinetik parametreleri

Substrat Keat (Min™) Kn (MM) Kea/Kn (MM cm™)
NADP* 144.17+3.86 0.45+0.05 320.37
NAD* 309.07+17.66 2.54+0.31 121.68
Formate® 256.54+36.42 231.39+46.78 1.10
Formate® 256.98+12.89 68.55+7.70 3.74

'NADP"* ve °NAD" 'nin konsantrasyonlari sirasiyla 3.0 ve 4.0 mM dr.

Buna gdre, dogal tip enzim igin yapilan analizin benzeri bu mutant enzim igin de yapilabilir.
Q223S-Bsp383FDH mutant enziminin kofaktor tercihi, bir baska ifadeyle 223. pozisyonda
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bulunan Ser(S) aminoasitinin kofaktdér baglanmasina olan etkisi her iki kofaktor icin elde

edilen Ky, degerleri kiyaslama yapilarak bulunbilir. Séyle ki, Ky P*/Ky"APP*

yaklasik olarak
(6:1) seklinde olup, bu deger acik¢ca Q233S-Bsp383FDH mutant enziminin kofaktdr tercihinin
NADP* yoninde oldugu, ancak NAD"nin afinite degerinde dogal tipe goére 6nemli bir
gelistirmenin (yaklasik 5 kat) oldugunu gostermektedir. Benzer sgekilde, ayni veriler
kullanilarak katalitik etki degerleri (keaKm)“'"" 1 (keaKm)V'° karsilastirildiginda, enzimin

NADP" agisindan katalitik etkisinin sadece 2.6 kat daha fazla oldugu anlasiimaktadir.

Benzer baska bir analiz format baglanmasi agisindan da yapilabilir. Bu sayede 223’lincu
pozisyondaki GIn(Q)->Ser (S) degisikliginin format baglanmasina olan etkisi hakkinda bilgi
edinilebilir. NADP® ’'nin doyguna yakin konsantrasyonda kullanildi§i durumda format
baglanmasinin Ky, degeri 231.39 mM olarak hesaplanmigtir. Benzer sekilde NAD® ’'nin
kullanildigr durumda, format baglanmasinin Ky, degeri ise 68.55 mM seklindedir. Buna gore,
kullanilan nikotinamid kofaktoriinin gesidinin format baglanmasina etkisi oldugu séylenebilir.
Q223S-Bsp383FDH mutant enzim igin bu etkinin NAD" yoniinde oldugu ve NAD" kullanildigi

durumlarda formatin aktif bolgeye daha kuvvetli baglandigi séylenebilir.
Benzer sekilde, ayni veriler kullanilarak katalitik etki degerleri (KeaKn)®™ / (KeadKn)™™™

NAD" ve NADP" ’li ortamda karsilastirildi§inda, enzimin NAD" ’li ortamda katalitik etkisinin
yaklasik 3.4 kat daha fazla oldugu anlasiimaktadir.
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2.3.12. Q223T Bsp383FDH’In uiretimi ve saflagtiriimasi

Bu calismada, dogal tip Bsp383FDH enziminin 223. pozisyonundaki glutamin (Q) aminoasiti
treonin aminoasitine donugturalmastur. Treonin amino asiti hidrofilik yan grubuna sahiptir ve

az da olsa polar 6zelliktedir.

OH
o) OH
NH, (Glu223Thr) o
> NH,
HO
o)
NH,
Glu (Q) Thr(T)

Sekanslama sonuglarina goére 223. aminoasiti kodlayan kodon olan CAG (GiIn), ACT (Thr)’
ye cevrilmistir ve sekans sonuglari ile bu mutasyon dogrulanmistir. Bu sayede, goéreceli
olarak polar olan ve hidrojen bagi yapma yetenegine sahip olan GIn amino asiti alifatik yan
zinciri ve bir miktar polar karakterdeki Thr amino asitine doygun mutasyon yodntemiyle

cevrilmigtir.

oHis Tyr Thr Thr Arg His Arg Leu ...
5 CACTACACGACTCGCCACCGGITC. 3

223

Dogal tip Bsp383FDH benzer sekilde Q223T-Bsp383FDH’In ekspresyonu rekombinant E.coli
suslarinda oto-indiksiyon yoluyla, yani Studier besiyeri kullanilarak yapilmigtir. Studier
besiyerinde Bsp383FDH-Q223T genini kodlayan plazmitini tagsiyan E.coli BL21 (DE3)
hicreleri 30°C’de buyutilip sonrasinda pellet eldesini takiben saflagirma islemi yapiimistir.
Saflastirma basamaklarini gésteren SDS-PAGE analizi ve saflik derecesi igin piksel analizi
asagida verilmigtir (Sekil 1.20). Buna gére 400mM imidazol iceren fraksiyon ile bir miktar
safsizlik olmakla birlikte, kinetik ¢alismalar igcin uygun saflikta Q223T-Bsp383FDH (>%385)

elde edilmisgtir.
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Sekil 1.20. (a) Q223T-Bsp383FDH’in ekspresyon ve saflastirma basamaklarina ait SDS-
PAGE analizi. (1) tim hicre, (2) sonikasyon sonrasi pellet (3) sonikasyon sonrasi
stpernatant (4) kolon c¢ikisi (5) 400 mM imidazol ile gelen ellsyon, (b) Saflastirilan enzimin

saflik derecesini gosteren kolonlarin piksel analizi.

2.3.13. Q223T- Bsp383FDH’in Kinetik Calismalari
Q223T-Bsp383FDH mutant enzimi kullanilarak yapilan kararli hal kinetik c¢aligmalarinda,

format/CO, oksidasyon ve NAD(P)* / NAD(P)H rediiksiyon reaksiyonun egrisi tipik doygunluk

niteliginde olup Michaelis-Menten denklemine uygun davranis sergilemistir.
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Sekil 1.21. Q223T-Bsp383FDH mutant enzimin katalizledigi (a) NADP* ve (b) NAD®
reduksiyon reaksiyonlari igin Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk (kuguk resim) egrileri.

Format doygunluk seviyesinde (~ 200 mM) kullaniimistir.

NAD* ve NADP™nin degisen konsantrasyonlarda kullanildi§i ve format'in doygunluk
seviyesinde (~ 200 mM) oldugu reaksiyona ait Michaelis-Menten egrileri asagida verilmistir.
Bu grafiklerden hem NAD" igin hem de NADP" i¢in Ky ve ke degerleri hesaplanmistir. Tim

kinetik parametreler Tablo 1.6. da 6zetlenmisgtir.

Benzer sekilde, Q223T-Bsp383FDH mutant enzimi igin NAD" ve/veya NADP™'nin doygunluk
seviyesinde kullanildigi, buna karsilik format'in degisik konsantrasyonlarda kullanilarak

yapilan galismalar ait egriler Sekil1.22 (a) ve (b) verilmistir.
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Sekil 1.22. Q223T-Bsp383FDH mutant enzimin katalizledigi (a) NADP* ortaminda ve (b)
NAD"® ortaminda format'in oksidasyonu igin Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk (kiiglik

resim) egrileri. NADP* ve NAD" 'nin konsantrasyonlari sirasiyla 6.0 ve 6.0 mM dir.

Tablo 1.8. Q223T Bsp383FDH enzimi igin Michaelis-Menten kinetik parametreleri.

Substrate Keat (Min™) Ku (MM) Keat/ K (MM cm™)
NADP* 156.76 £ 2.16 0.541 0.04 290.30
NAD" 237.88 £6.34 2.85%0.20 83.47
Formate* 358.98 + 47.54 256.18 +47.81 1.40
Formate® 177.08 + 4.63 17.20 £ 1.77 10.30

NADP* ve 2NAD" 'nin konsantrasyonlari sirasiyla 6.0 ve 6.0 mM dr.

Buna gore, dogal tip enzim igin yapilan analizin benzeri bu mutant enzim igin de yapilabilir.
Q223T-Bsp383FDH mutant enzimin kofaktor tercihi, bir baska ifadeyle 223’Uncu pozisyonda
bulunan Thr(T) amino asitinin kofaktér baglanmasina olan etkisi her iki kofaktor icin elde

edilen Ky, degerleri kiyaslama yapilarak bulunbilir. Séyle ki, Ky P*/Ky“APP*

yaklasik olarak
(5:1) seklinde olup, bu deger agikga Q233T-Bsp383FDH mutant enziminin kofaktor tercihinin
NADP* yoninde oldugu, ancak NAD"nin afinite dederinde dogal tipe gore 6nemli bir
gelistirmenin (yaklasik 4.7 kat) oldugunu goéstermektedir. Benzer sekilde, ayni veriler
kullanilarak katalitik etki degerleri (Kea/Km)“'"" 1 (KeadKw)“'° karsilastiriidiginda, enzimin

NADP" agisindan katalitik etkisinin sadece 3.5 kat daha fazla oldugu anlasiimaktadir.

Benzer baska bir analiz format baglanmasi agisindan da yapilabilir. Bu sayede 223’Uncu
pozisyondaki GIn(Q)>Thr (T) degisikliginin format baglanmasina olan etkisi hakkinda bilgi
edinilebilir. NADP* ’nin doyguna yakin konsantrasyonda kullanildi§i durumda format
baglanmasinin K, degeri 358.98 mM olarak hesaplanmistir. Benzer sekilde NAD® ’'nin
kullanildigi durumda, format baglanmasinin Ky, degeri ise 177.08 mM seklindedir. Buna gore,
kullanilan nikotinamid kofaktérinun c¢egsidinin format baglanmasina etkisi oldugu séylenebilir.
Q223T-Bsp383FDH mutant enzim igin bu etkinin NAD" yoniinde oldugu ve NAD" kullanildig

durumlarda formatin aktif bolgeye daha kuvvetli baglandidi sdylenebilir.
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Benzer sekilde, ayni veriler kullanilarak katalitik etki degerleri (KeaKn)®™ / (KeadKn)™™™
NAD" ve NADP" ’li ortamda karsilastirildi§inda, enzimin NAD" ’li ortamda katalitik etkisinin
yaklasik 7.35 kat daha fazla oldugu anlasiimaktadir.
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2.3.14. Q223C- Bsp383FDH’in iiretimi ve saflagtiriimasi

Bu calismada, dogal tip Bsp383FDH enziminin 223’cl pozisyonundaki glutamin (Q)
aminoasiti sistein aminoasitine ddénudsturalmistir. Sistein amino asiti kikurt iceren yan

grubuna sahiptir ve kolayca oksitlenebilen dzelliktedir.

OH
0] OH
NH, (Glu2230ys)‘ o
= NH,
0] SH
NH,
Glu (Q) Cys(C)

Sekanslama sonuglarina gére 223. aminoasiti kodlayan kodon olan CAG (GIn), TGT (Cys)’
ye cevrilmistir ve sekans sonuglari ile bu mutasyon dogrulanmistir. Bu sayede, goéreceli
olarak polar olan ve hidrojen bagi yapma yetenegine sahip olan GIn amino asiti alifatik yan

zinciri ve kikurt taglyan (-SH) Cys amino asitine doygun mutasyon yontemiyle gevrilmigtir.

Dogal tip Bsp383FDH benzer sekilde Q223C-Bsp383FDH’In ekspresyonu rekombinant

oHis Tyr Thr Cys Arg His Arg Leuw .
O CACTACACGTGTCGCCACCGGCTC 4
223
E.coli suglarinda oto-indiiksiyon yoluyla, yani Studier besiyeri kullanilarak yapiimistir. Studier
besiyerinde Bsp383FDH-Q223C genini kodlayan plazmitini tasiyan E.coli BL21 (DE3)

hicreleri 30°C’de buyutulip sonrasinda pellet eldesini takiben saflagirma islemi yapilmistir.

Saflastirma basamaklarini gésteren SDS-PAGE analizi ve saflik derecesi igin piksel analizi
asagida verilmistir (Sekil 1.23). Buna goére 400mM imidazol iceren fraksiyon ile bir miktar
safsizlik olmakla birlikte, kinetik ¢alismalar icin uygun saflikta Q223C-Bsp383FDH (>%85)
elde edilmisgtir.
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Sekil 1.23.. (a) Q223C-Bsp383FDH’In ekspresyon ve saflastirma basamaklarina ait SDS-
PAGE analizi. (1) tim htcre, (2) sonikasyon sonrasi pellet (3) sonikasyon sonrasi
supernatant (4) kolon c¢ikisi (5) 30 mM imidazol ile gelen elisyon, (6) 200 mM imidazol ile
gelen elisyon (7) 400 mM imidazol ile gelen elusyon, (b) Saflagtirilan enzimin saflik

derecesini gosteren kolonlarin piksel analizi.
2.3.15. Q223C- Bsp383FDH’In Kinetik Calismalari
Q223C-Bsp383FDH mutant enzimi kullanilarak yapilan kararl hal kinetik ¢alismalarinda,

format/CO, oksidasyon ve NAD(P)* / NAD(P)H rediiksiyon reaksiyonun egrisi tipik doygunluk

niteliginde olup Michaelis-Menten denklemine uygun davranig sergilemigtir.
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Sekil 1.24. Q223C-Bsp383FDH mutant enzimin katalizledigi (a) NADP* ve (b) NAD®
rediksiyon reaksiyonlari icin Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk (kii¢ik resim) egrileri.

Format doygunluk seviyesinde (~ 200 mM) kullaniimistir.

NAD* ve NADP™nin degisen konsantrasyonlarda kullanildi§i ve format'in doygunluk
seviyesinde (~ 200 mM) oldugu reaksiyona ait Michaelis-Menten edrileri asagida verilmigtir.
Bu grafiklerden hem NAD" igin hem de NADP" igin Ky, ve k., dederleri hesaplanmistir. Tim

kinetik parametreler Tablo 1.7. de 6zetlenmistir.
Benzer sekilde, Q223C-Bsp383FDH mutant enzimi igin NAD" ve/veya NADP*'nin doygunluk

seviyesinde kullanildigi, buna karsilik format'in degisik konsantrasyonlarda kullanilarak

yapilan galismalara ait egriler Sekil 1.25. (a) ve (b) verilmistir.
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Sekil 1.25. Q223C-Bsp383FDH mutant enzimin katalizledigi (a) NADP* ortaminda ve (b)
NAD"® ortaminda format'in oksidasyonu igin Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk (kiiglik

resim) egrileri. NADP* ve NAD" 'nin konsantrasyonlari sirasiyla 4.0 ve 5.0 mM dir.

Tablo 1.9. Q223C Bsp383FDH enzimi i¢in Michaelis-Menten kinetik parametreleri.

Substrate Kear (Min™) Ku (MM) Kea/ K (MM cm™)
NADP* 116.66+0.84 0.26+0.01 488.69
NAD* 186.78+12.23 3.52+0.43 53.05
Formate! 256.24+28.63 292.84+45.29 0.88
Formate® 134.04+7.11 56.02+7.20 2.39

NADP* ve 2NAD" 'nin konsantrasyonlari sirasiyla 4.0 ve 5.0 mM dr.

Buna gore, dogal tip enzim igin yapilan analizin benzeri bu mutant enzim igin de yapilabilir.
Q223C-Bsp383FDH mutant enziminin kofaktér tercihi, bir baska ifadeyle 223’lncu
pozisyonda bulunan Cys(C) aminoasitinin kofaktér baglanmasina olan etkisi her iki kofaktor

icin elde edilen K\, degerleri kiyaslama yapilarak bulunabilir. Syle ki, Ky""P*/Ky,NP"*

yaklagik
olarak (14:1) seklinde olup, bu deger agikga Q233C-Bsp383FDH mutant enziminin kofatér
tercihinin NADP™ yoniinde oldugu, ancak NAD"'nin afinite degerinde dogal tipe gore bir miktar

gelistirmenin (yaklasik 3.7 kat) oldugunu gdéstermektedir. Benzer sekilde, ayni veriler
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kullanilarak katalitik etki degerleri (kea/Km)“'"" 1 (kea Km)“'° karsilastirildiginda, enzimin

NADP" agisindan katalitik etkisinin 9.2 kat daha fazla oldugu anlasiimaktadir.

Benzer bagka bir analiz format baglanmasi agisindan da yapilabilir. Bu sayede 223’Uncu
pozisyondaki GIn(Q)—>Cys (C) dedisikliginin format baglanmasina olan etkisi hakkinda bilgi
edinilebilir. NADP® ’'nin doyguna yakin konsantrasyonda kullanildigi durumda format
baglanmasinin Ky degeri 292 mM olarak hesaplanmistir. Benzer sekilde NAD" ’nin
kullanildigi durumda, format baglanmasinin Ky degeri ise 56 mM seklindedir. Buna gore,
kullanilan nikotinamid kofaktorinun ¢esidinin format baglanmasina etkisi oldugu sdylenebilir.
Q223C-Bsp383FDH mutant enzim igin bu etkinin NAD" yoniinde oldugu ve NAD" kullanildigi

durumlarda formatin aktif bolgeye daha kuvvetli baglandigi séylenebilir.
Benzer sekilde, ayni veriler kullanilarak katalitik etki degerleri (Kea/Kn)®™ /' (KeadKn)® ™™

NAD* ve NADP" ’li ortamda karsilastirildiginda, enzimin NAD" ’li ortamda katalitik etkisinin
yaklasik 2.7 kat daha fazla oldugu anlasiimaktadir.
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2.3.16. Q223M- Bsp383FDH’In iiretimi ve saflasgtiriimasi

Bu calismada, dogal tip Bsp383FDH enziminin 223’cl pozisyonundaki glutamin (Q)
aminoasiti metiyonin (Met, M) asitine donusturilmusttr. Metiyonin amino asiti kukirt iceren

yan gruba sahiptir ve apolar bir aminoasittir.

OH
0 OH
NH, (Glu223Met) o
> NH,
0
NH,

5
N\

Glu (Q} MGt{M}

Sekanslama sonuglarina gére 223 aminoasiti kodlayan kodon olan CAG (Gln), ATG (Met)’
ye cevrilmistir ve sekans sonuglari ile bu mutasyon dogrulanmistir. Bu sayede, goéreceli
olarak polar olan ve hidrojen bagi yapma yetenegine sahip olan GIn amino asiti alifatik yan
zinciri ve metillenmis kikurt tagiyan (-SCHz) Met amino asitine doygun mutasyon yontemiyle

cevrilmigtir.

. His Tyr Thr Met Arg His Arg Leu ... .
5 CACTACACGATGLGCCACCGRITC, 3
223
Dogal tip Bsp383FDH benzer sekilde Q223M-Bsp383FDH’in ekspresyonu rekombinant
E.coli suglarinda oto-indiksiyon yoluyla, yani Studier besiyeri kullanilarak yapilmigtir. Studier
besiyerinde Bsp383FDH-Q223M genini kodlayan plazmitini tasiyan E.coli BL21 (DE3)

hicreleri 30°C’de blyUtilip sonrasinda pellet eldesini takiben saflastirma islemi yapiimistir.

Saflastirma basamaklarini gésteren SDS-PAGE analizi ve saflik derecesi igin piksel analizi
asagida verilmistir (Sekil 1.26). Buna goére 400mM imidazol iceren fraksiyon ile bir miktar
safsizlik olmakla birlikte, kinetik ¢calismalar icin yiksek saflikta Q223M-Bsp383FDH (>%95)

elde edilmisgtir.
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Sekil 1.26 (a) Q223M-Bsp383FDH’In ekspresyon ve saflagtirma basamaklarina ait SDS-
PAGE analizi. (M) Markir, (1) tim hacre, (2) sonikasyon sonrasi pellet (3) sonikasyon
sonrasi supernatant (4) kolon ¢ikisi (5) 30 mM imidazol ile gelen elisyon, (6) 200 mM

imidazol ile gelen elisyon (7) 400 mM imidazol ile gelen elisyon, (b) Saflastirilan enzimin
saflik derecesini gosteren kolonlarin piksel analizi.

2.3.17. Q223M- Bsp383FDH’iIn Kinetik Calismalari

Q223M-Bsp383FDH mutant enziminin kullanilarak yapilan kararli hal kinetik calismalarinda,

format/CO, oksidasyon ve NAD(P)* / NAD(P)H rediiksiyon reaksiyonun egrisi tipik doygunluk
niteliginde olup Michaelis-Menten denklemine uygun davranis sergilemistir.
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Sekil 1.27. Q223M-Bsp383FDH mutant enzimin katalizledigi (a) NADP* ve (b) NAD®
rediksiyon reaksiyonlari icin Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk (kiguk resim) egrileri.

Format doygunluk seviyesinde (~ 200 mM) kullaniimistir.

NAD" ve NADP"nin degisen konsantrasyonlarda kullanildi§i ve format'in doygunluk
seviyesinde (~ 200 mM) oldugu reaksiyona ait Michaelis-Menten edrileri asagida verilmigtir.
Bu grafiklerden hem NAD" igin hem de NADP" igin Ky ve k., dederleri hesaplanmistir. Tim

kinetik parametreler Tablo 1.8. de 6zetlenmistir.

Benzer sekilde, Q223M-Bsp383FDH mutant enzimi igcin NAD" ve/veya NADP*'nin doygunluk
seviyesinde kullanildigi, buna karsilik format'in degisik konsantrasyonlarda kullanilarak

yapilan ¢alismalar ait egriler Sekil 1.28 (a) ve (b) verilmistir.
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Sekil 1.28. Q223M-Bsp383FDH mutant enzimin katalizledigi (a) NADP* ortaminda ve (b)
NAD"® ortaminda format'in oksidasyonu igin Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk (kiiglik

resim) egrileri. NADP* ve NAD" 'nin konsantrasyonlari sirasiyla 3.0 ve 10.0 mMdir.

Tablo 1.10. Q223M Bsp383FDH enzimi i¢cin Michaelis-Menten kinetik parametreleri.

Substrat Kear (Min™) K (MM) Kea/Kn (MM™ cm™)
NADP* 129.73+2.78 0.30+0.03 432.43
NAD* 44.59+5.30 9.31+1.87 4.79

Formate! 584.65+301.66 955.64+557.56 0.61

Formate? 43.86%£10.29 206.71+72.36 0.21

'NADP* ve 2°NAD" 'nin konsantrasyonlari sirasiyla 3.0 ve 10.0 mM dr.

Buna godre, dogal tip enzim igin yapilan analizin benzeri bu mutant enzim igin de yapilabilir.
Q223M-Bsp383FDH mutant enziminin kofaktor tercihi, bir baska ifadeyle 223’lUnci
pozisyonda bulunan Met(M) amino asitinin kofaktdr baglanmasina olan etkisi her iki kofaktor
icin elde edilen Ky, degerleri kiyaslama yapilarak bulunbilir. Séyle ki, Ky"*°*/K\“*°F* yaklasik
olarak (31:1) seklindedir. Q233M-Bsp383FDH mutant enziminin kofaktdr tercihinin buydk
olglide NADP" yonlndedir. NAD"nin afinite degerinde dogal tipe goére bir miktar gelisme
gOstermistir (yaklasik 1.4 kat). Benzer sekilde, ayni veriler kullanilarak katalitik etki degerleri
(Keat/ Kn)V22F 1 (kead/ Kn)VP karsilastirildiginda, enzimin NADP* agisindan katalitik etkisinin 90

kat daha fazla oldugu anlagiimaktadir.

Benzer bagka bir analiz, format baglanmasi agisindan da yapilabilir. Bu sayede 223’Uncl
pozisyondaki GIn(Q)>Met (M) degisikliginin format baglanmasina olan etkisi hakkinda bilgi
edinilebilir. NADP® ’nin doyguna yakin konsantrasyonda kullanildigi durumda format
baglanmasinin Ky, degeri 955 mM olarak hesaplanmistir. Benzer sekilde NAD® ’nin
kullanildigi durumda, format baglanmasinin Ky, degeri ise 206 mM seklindedir. Buna gore,
kullanilan nikotinamid kofaktoérinun ¢esidinin format baglanmasina etkisi oldugu sdéylenebilir.
Q223M-Bsp383FDH mutant enzim igin bu etkinin NAD" yoniinde oldugu ve NAD" kullanildig

durumlarda formatin aktif bolgeye daha kuvvetli baglandidi sdylenebilir.
Benzer sekilde, ayni veriler kullanilarak katalitik etki degerleri (KeaKn)®™® / (KeadKn)™™™

NAD"* ve NADP™ 'li ortamda karsilastirildiginda, enzimin NADP™ ’li ortamda katalitik etkisinin
yaklasik 3 kat daha fazla oldugu anlasiimaktadir.
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2.3.18. Q223N- Bsp383FDH’In iiretimi ve saflagtiriimasi

Bu calismada, dogal tip Bsp383FDH enziminin 223'cli pozisyonundaki glutamin (Q)
aminoasiti asparajin (Asn, N) asitine dénusturdimustir. Asparajin aminoasiti hidrofilik nitelikte
niteliktedir.

OH OH
o) @)
NH2 (G|U223ASI’1) . NH2
@)
o) H,N
NH,
Glu (Q) Asn(N)

Sekanslama sonugclarina goére 223. aminoasiti kodlayan kodon olan CAG (GIn), ATT (Asn)’
ye cevrilmistir ve sekans sonuglari ile bu mutasyon dogrulanmistir. Bu sayede, goéreceli
olarak polar olan ve hidrojen bagi yapma yetenegine sahip olan GIn amino asiti alifatik yan

zinciri ve amid grubu tagiyan Asn amino asitine doygun mutasyon yontemiyle ¢evrilmistir.

Dogal tip Bsp383FDH benzer sekilde Q223N-Bsp383FDH’In ekspresyonu rekombinant

LoHis Tyr Thr Asn Arg His Arg Lew
O CACTACACGAATCGCCACCGGCTC, 3
223
E.coli suglarinda oto-indiiksiyon yoluyla, yani Studier besiyeri kullanilarak yapiimistir. Studier
besiyerinde Bsp383FDH-Q223N genini kodlayan plazmitini tasiyan E.coli BL21 (DE3)

hicreleri 30°C’de buyutulip sonrasinda pellet eldesini takiben saflagirma islemi yapilmistir.

Saflastirma basamaklarini gésteren SDS-PAGE analizi ve saflik derecesi igin piksel analizi
asagida verilmistir (Sekil 1.29). Buna goére 400mM imidazol iceren fraksiyon ile bir miktar
safsizlik olmakla birlikte, kinetik ¢alismalar igin yliksek saflikta Q223N-Bsp383FDH (>%90)
elde edilmisgtir.
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Sekil 1.29. (a) Q223N-Bsp383FDH’in ekspresyon ve saflastirma basamaklarina ait SDS-PAGE
analizi. (M) Markir, (1) tim htcre, (2) sonikasyon sonrasi pellet (3) sonikasyon sonrasi siUpernatant
(4) kolon cikisi (5) 30 mM imidazol ile gelen elisyon, (6) 200 mM imidazol ile gelen elisyon (7) 400
mM imidazol ile gelen elisyon, (b) Saflastirilan enzimin saflik derecesini gésteren kolonlarin piksel

analizi.

2.3.19. Q223N- Bsp383FDH’In Kinetik Caligmalari

Q223N-Bsp383FDH mutant enziminin kullanilarak yapilan kararli hal kinetik caligmalarinda,
format/CO, oksidasyon ve NAD(P)* / NAD(P)H rediiksiyon reaksiyonun egrisi tipik doygunluk
niteliginde olup Michaelis-Menten denklemine uygun davranis sergilemistir.

Kk

N 2 a M M "
NADP (mM)

(a)
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Sekil 1.30. Q223N-Bsp383FDH mutant enzimin katalizledigi (a) NADP* ve (b) NAD®
reduksiyon reaksiyonlari igin Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk (kuguk resim) egrileri.

Format doygunluk seviyesinde (~ 200 mM) kullaniimistir.

NAD" ve NADP"nin degisen konsantrasyonlarda kullanildi§i ve format'in doygunluk
seviyesinde (~ 200 mM) oldugu reaksiyona ait Michaelis-Menten edrileri asagida verilmigtir.
Bu grafiklerden hem NAD" igin hem de NADP" igin Ky ve k., dederleri hesaplanmistir. Tim

kinetik parametreler Tablo 1.9’ da 6zetlenmistir.

Benzer sekilde, Q223M-Bsp383FDH mutant enzimi icin NAD" ve/veya NADP™nin doygunluk
seviyesinde kullanildigi, buna karsilik format'in degisik konsantrasyonlarda kullanilarak

yapilan calismalar ait egriler Sekil 1.31 (a) ve (b) verilmistir.

1 NAD-+

K IR
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-
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- ' | =
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(b)

Sekil 1.31. Q223N-Bsp383FDH mutant enzimin katalizledigi (a) NADP* ortaminda ve (b)
NAD" ortaminda format'in oksidasyonu igin Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk (klgik

resim) egrileri. NADP* ve NAD" 'nin konsantrasyonlari sirasiyla 6.0 ve 6.0 mM'dr.

Tablo 1.11. Q223N Bsp383FDH enzimi icin Michaelis-Menten kinetik parametreleri.

Substrat Kear (Min™) Ku (MM) Kea/Kn (MM cm™)
NADP* 58.82 +2.69 2.50+£0.32 23.53
NAD* 128.11 £3.34 2.07 £ 0.16 61.83
Formate® 63.18 £6.08 99.90 £18.13 0.63
Formate” 100.49 £2.52 30.49+2.34 3.29
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'NADP"* ve 2°NAD" 'nin konsantrasyonlari sirasiyla 6.0 ve 6.0 mM dr.

Buna gdre, dogal tip enzim igin yapilan analizin benzeri bu mutant enzim igin de yapilabilir.
Q223N-Bsp383FDH mutant enziminin kofaktér tercihi, bir baska ifadeyle 223’lnci
pozisyonda bulunan Asn(N) amino asitinin kofaktér baglanmasina olan etkisi her iki kofaktor
icin elde edilen Ky, degerleri kiyaslama yapilarak bulunabilir. Séyle ki, Ky"AP* /Ky PP*
olarak (1:1) seklindedir. Q233N-Bsp383FDH mutant enziminin kofaktér tercihinin her iki

cofaktor igin de aynidir denebilir. NAD"nin afinite degerinde dogal tipe goére gelisme

yaklagik

goOstermistir (yaklasik 6.5 kat). Benzer sekilde, ayni veriler kullanilarak katalitik etki degerleri
(Kead Ki)“F | (Kea Ki)“° Kkarsilastirildiginda, enzimin NAD* agisindan katalitik etkisinin 2.6

kat daha fazla oldugu anlasiimaktadir.

Benzer baska bir analiz format baglanmasi agisindan da yapilabilir. Bu sayede 223’(incu
pozisyondaki GIn(Q)>Asn (N) degisikliginin format baglanmasina olan etkisi hakkinda bilgi
edinilebilir. NADP® 'nin doyguna yakin konsantrasyonda kullanildi§i durumda format
baglanmasinin Ky degeri 99.90 mM olarak hesaplanmistir. Benzer sekilde NAD® ’'nin
kullanildigr durumda, format baglanmasinin Ky, degeri ise 30.49 mM seklindedir. Buna gore,
kullanilan nikotinamid kofaktérinun cegidinin format baglanmasina etkisi oldugu séylenebilir.
Q223N-Bsp383FDH mutant enzim igin bu etkinin NAD" yoniinde oldugu ve NAD" kullanildig
durumlarda formatin aktif bolgeye daha kuvvetli baglandigi sdylenebilir.

Benzer sekilde, ayni veriler kullanilarak katalitik etki degerleri (KeaKn)®™ / (KeadKn)™™™
NAD" ve NADP" ’li ortamda karsilastirildi§inda, enzimin NAD" ’li ortamda katalitik etkisinin
yaklasik 5 kat daha fazla oldugu anlasiimaktadir.
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2.3.20. Q223R- Bsp383FDH’In iiretimi ve saflagtiriimasi

Bu calismada, dogal tip Bsp383FDH enziminin 223. pozisyonundaki glutamin (Q) aminoasiti

arjinin (Arg, R) aminoasitine dénusturtlmastir. Arjinin aminoasiti bazik niteliktedir.

OH OH
o o)
Glu223A
NH, (Gl rg)> NH,
(e
NH; «NH
H,N
Glu (Q) Q)HZ

Sekanslama sonugclarina gore 223. aminoasiti kodlayan kodon olan CAG (GiIn), AGG (Arg)’
ye cevrilmistir ve sekans sonugclari ile bu mutasyon doé?"&%ﬂm@tlr. Bu sayede, goreceli
olarak polar olan ve hidrojen bagi yapma yetenegine sahip olan GIn amino asiti alifatik yan
zinciri ve amid grubu tasiyan bazik Arg amino asitine doygun mutasyon ydntemiyle

gevrilmistir.

o His Ty Thr Arg Arg His Arg Leu .
5L CACTACACGAGGUGCCACCGGITC, &

223

Dogal tip Bsp383FDH benzer sekilde Q223R-Bsp383FDH’In ekspresyonu rekombinant
E.coli suglarinda oto-induksiyon yoluyla, yani Studier besiyeri kullanilarak yapiimigtir. Studier
besiyerinde Bsp383FDH-Q223R genini kodlayan plazmitini tasiyan E.coli BL21 (DE3)
hicreleri 30°C’de buyutilip sonrasinda pellet eldesini takiben saflagirma islemi yapiimistir.
Saflastirma basamaklarini gésteren SDS-PAGE analizi ve saflik derecesi igin piksel analizi
asagida verilmigtir (Sekil 1.32). Buna gére 400mM imidazol igeren fraksiyon ile bir miktar
safsizlik olmakla birlikte, kinetik galismalar icin yuksek saflikta Q223R-Bsp383FDH (>%95)

elde edilmisgtir.
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Sekil 1.32. (a) Q223R-Bsp383FDH’in ekspresyon ve saflastirma basamaklarina ait SDS-
PAGE analizi. (M) Markir, (1) tim hacre, (2) sonikasyon sonrasi pellet (3) sonikasyon
sonrasi supernatant (4) kolon cikisi (5) 30 mM imidazol ile gelen elisyon, (6) 200 mM
imidazol ile gelen elisyon (7) 400 mM imidazol ile gelen elisyon, (b) Saflastirilan enzimin

saflik derecesini gosteren kolonlarin piksel analizi.
2.3.21. Q223R- Bsp383FDH’In Kinetik Calismalari
Q223R-Bsp383FDH mutant enziminin kullanilarak yapilan kararl hal kinetik ¢caligmalarinda,

format/CO, oksidasyon ve NAD(P)* / NAD(P)H rediiksiyon reaksiyonun egrisi tipik doygunluk

niteliginde olup Michaelis-Menten denklemine uygun davranis sergilemistir.

K (IR
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Sekil 1.33. Q223R-Bsp383FDH mutant enzimin katalizledigi (a) NADP* ve (b) NAD®
reduksiyon reaksiyonlari igin Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk (kuguk resim) egrileri.

Format doygunluk seviyesinde (~ 200 mM) kullaniimistir.

NAD" ve NADP"nin degisen konsantrasyonlarda kullanildi§i ve format'in doygunluk
seviyesinde (~ 200 mM) oldugu reaksiyona ait Michaelis-Menten edrileri asagida verilmigtir.
Bu grafiklerden hem NAD" igin hem de NADP" igin Ky ve k., dederleri hesaplanmistir. Tim

kinetik parametreler Tablo 1.10 6zetlenmistir.

Benzer sekilde, Q223R-Bsp383FDH mutant enzimi igcin NAD" ve/veya NADP™nin doygunluk
seviyesinde kullanildigi, buna karsilik format'in degisik konsantrasyonlarda kullanilarak

yapilan calismalar ait egriler Sekil 1.34 (a) ve 1.34 (b) verilmigtir.
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Sekil 1.34. Q223R-Bsp383FDH mutant enzimin katalizledigi (a) NADP* ortaminda ve (b)
NAD" ortaminda format'in oksidasyonu igin Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk (klglik

resim) egrileri. NADP" ve NAD" 'nin konsantrasyonlari sirasiyla 1.0 ve 10 mM'dir.

Tablo 1.12. Q223R Bsp383FDH enzimi igin Michaelis-Menten kinetik parametreleri.

Substrat Kear (Min™) Ky (MM) kea!Kn (MM cm™)
NADP” 52.76+0.56 0.19+0.01 277.68
NAD* 121.421£18.03 77.04£12.4 1.58
Formate® 216.12450.88 683.26+£187.96 0.32
Formate® 18.12+3.31 72.76+27.23 0.25
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NADP* ve °NAD" 'nin konsantrasyonlari sirasiyla 2.0 ve 10.0 mM dr.

Buna gdre, dogal tip enzim igin yapilan analizin benzeri bu mutant enzim igin de yapilabilir.
Q223R-Bsp383FDH mutant enziminin kofaktér tercihi, bir baska ifadeyle 223’lnci
pozisyonda bulunan Arg(R) amino asitinin kofaktér baglanmasina olan etkisi her iki kofaktor
icin elde edilen Ky, degerleri kiyaslama yapilarak bulunabilir. Soyle ki, Ky""P*/Ky,NP"*
olarak (405:1) seklindedir. Q233R-Bsp383FDH mutant enziminin kofator tercihi ¢ok buyuk

Olgiide NADP™ yonundedir. NAD"nin afinite degerinde dogal tipe gbre ¢ok daha zayif tir.

yaklagik

Yaklasik 8 kat bir azalma s6zkonusudur. Benzer sekilde, ayni veriler kullanilarak katalitik etki
degerleri (Kea! Kn)“PF 1 (kead Kn)™° karsilastirildiginda, enzimin NADP* agisindan katalitik
etkisinin 175 kat daha fazla oldugu anlasiimaktadir. Bu deger dogal tip enzimde 46 kat

oldugu dusunuldugunde ¢ok ciddi bir ilerleme s6zkonusudur.

Benzer baska bir analiz, format baglanmasi agisindan da yapilabilir. Bu sayede 223’incu
pozisyondaki GIn(Q)>Arg (R) degisikliginin format baglanmasina olan etkisi hakkinda bilgi
edinilebilir. NADP® ’'nin doyguna yakin konsantrasyonda kullanildigi durumda format
baglanmasinin Ky degeri 683.26 mM olarak hesaplanmistir. Benzer sekilde NAD" ’nin
kullanildigi durumda, format baglanmasinin Ky, degeri ise 72.76 mM seklindedir. Buna gore,
kullanilan nikotinamid kofaktérinun c¢egidinin format baglanmasina etkisi oldugu séylenebilir.
Q223R-Bsp383FDH mutant enzim igin bu etkinin NAD* yoniinde oldugu ve NAD" kullanildig

durumlarda formatin aktif bolgeye daha kuvvetli baglandidi sdylenebilir.
Benzer sekilde, ayni veriler kullanilarak katalitik etki dederleri (KeaKn)®™ / (KeadKn)™™™

NAD" ve NADP" ’li ortamda karsilastirildi§inda, enzimin NAD" ’li ortamda katalitik etkisinin
birbiriyle kiyaslanabilecek duzeyde oldugu soylenebilir.
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2.3.22. Q223K- Bsp383FDH’In iiretimi ve saflagtiriimasi

Bu calismada, dogal tip Bsp383FDH enziminin 223’cl pozisyonundaki glutamin (Q)

aminoasiti lizin (Lys, R) aminoasitine dénusturtlmastir. Lizin aminoasiti bazik niteliktedir.

OH
8]
H, (Glu223Lys) o
R NHp
8]
NH,
Glu (Q) HaNy  Lys(K)

Sekanslama sonugclarina gére 223. aminoasiti kodlayan kodon olan CAG (GIn), AAG (Lys)’
ye cevrilmistir ve sekans sonuglari ile bu mutasyon dogrulanmistir. Bu sayede, goreceli
olarak polar olan ve hidrojen bagi yapma yetenegine sahip olan Gln amino asiti alifatik yan
zinciri ve amid grubu tasiyan bazik Lys aminoasitine doygun mutasyon yodntemiyle

cevrilmigtir.

o His Tyr Thr Lys Arg His Arg Leu . .
5 CACTACACGAAGCGCCACCGGCTC, |3

223

Dogal tip Bsp383FDH benzer sekilde Q223K-Bsp383FDH’In ekspresyonu rekombinant
E.coli suslarinda oto-indiksiyon yoluyla, yani Studier besiyeri kullanilarak yapilmigtir. Studier
besiyerinde Bsp383FDH-Q223K genini kodlayan plazmitini tasiyan E.coli BL21 (DE3)
hicreleri 30°C’de blyUtillip sonrasinda pellet eldesini takiben saflastirma islemi yapiimistir.
Saflastirma basamaklarini gésteren SDS-PAGE analizi ve saflik derecesi igin piksel analizi
asagida verilmigtir (Sekil 1.35). Buna gbére 400mM imidazol iceren fraksiyon ile bir miktar
safsizlik olmakla birlikte, kinetik galismalar i¢in yuksek saflikta Q223K-Bsp383FDH (>%95)

elde edilmisgtir.
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Sekil 1.35. (a) Q223K-Bsp383FDH’'In ekspresyon ve saflastirma basamaklarina ait SDS-
PAGE analizi. (M) Markir, (1) tim hdcre, (2) sonikasyon sonrasi pellet (3) sonikasyon
sonras| supernatant (4) kolon ¢ikisi (5) 30 mM imidazol ile gelen elisyon, (6) 200 mM
imidazol ile gelen elusyon (7) 400 mM imidazol ile gelen elusyon, (b) Saflastirilan enzimin

saflik derecesini gdsteren kolonlarin piksel analizi.
2.3.23. Q223K- Bsp383FDH’In Kinetik Calismalari
Q223K-Bsp383FDH mutant enziminin kullanilarak yapilan kararli hal kinetik caligmalarinda,

format/CO, oksidasyon ve NAD(P)* / NAD(P)H rediiksiyon reaksiyonun egrisi tipik doygunluk

niteliginde olup Michaelis-Menten denklemine uygun davranis sergilemistir.

T T T T T T T T T T T
a LS 11 15 2n 25 n ) a a E 1m

Sekil 1.36. Q223K-Bsp383FDH mutant enzimin katalizledigi (a) NADP* ve (b) NAD*
rediksiyon reaksiyonlari icin Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk (kigik resim) egrileri.

Format doygunluk seviyesinde (~ 200 mM) kullaniimistir.
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NAD" ve NADP"nin degisen konsantrasyonlarda kullanildi§i ve format'in doygunluk
seviyesinde (~ 200 mM) oldugu reaksiyona ait Michaelis-Menten edrileri asagida verilmigtir.
Bu grafiklerden hem NAD" igin hem de NADP" igin Ky ve k., dederleri hesaplanmigtir. Tim

kinetik parametreler Tablo 1.11’ de 6zetlenmisgtir.

Benzer sekilde, Q223K-Bsp383FDH mutant enzimi igcin NAD" ve/veya NADP*'nin doygunluk
seviyesinde kullanildigi, buna karsilik format'in degisik konsantrasyonlarda kullanilarak

yapilan ¢calismalara ait egriler Sekil 1.37 (a) ve (b) verilmistir.
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Sekil 1.37. Q223K-Bsp383FDH mutant enzimin katalizledigi (a) NADP* ortaminda ve (b)
NAD"® ortaminda format'in oksidasyonu igin Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk (kiiglik

resim) egrileri. NADP* ve NAD" 'nin konsantrasyonlari sirasiyla 2.0 ve 10 mMdir.

Tablo 1.13. Q223K Bsp383FDH enzimi icin Michaelis-Menten kinetik parametreleri.

Substrate Kear (Min™) Ky (MM) Kea K (MM cm™)
NADP” 210.18+3.41 0.12+0.01 1751
NAD" 160.29+8.37 18.22+1.31 8.79
Formate® 431.55+54.95 314.56+54.87 1.37
Formate” 84.96+6.10 104.381£14.23 0.81

'NADP* ve °NAD" 'nin konsantrasyonlari sirasiyla 2.0 ve 10.0 mM drr.
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Buna gdre, dogal tip enzim igin yapilan analizin benzeri bu mutant enzim igin de yapilabilir.
Q223K-Bsp383FDH mutant enziminin kofaktoér tercihi, bir bagka ifadeyle 223’lnci
pozisyonda bulunan Lys(K) amino asitinin kofaktér baglanmasina olan etkisi her iki kofaktor
icin elde edilen Ky, degerleri kiyaslama yapilarak bulunabilir. Séyle ki, Ky“"°*/Ky“*°"* yaklagik
olarak (151:1) seklindedir. Q233K-Bsp383FDH mutant enziminin kofaktdr tercihi gok buyik
6lgide NADP* yoniindedir. NAD"nin afinite degerinde dogal tipe gére az da olsa daha
zayIftir. Yaklasik 1.32 kat bir azalma sézkonusudur. Benzer sekilde, ayni veriler kullanilarak
katalitik etki degerleri (Kea Ki)“*™" 1 (Kea/ Kn)V2° karsilastirildiginda, enzimin NADP* agisindan
katalitik etkisinin 200 kat daha fazla oldugu anlasiimaktadir. Bu deger dogal tip enzimde 46

kat oldugu dusunuldugunde ¢ok ciddi bir ilerleme s6zkonusudur.

Benzer baska bir analiz format baglanmasi agisindan da yapilabilir. Bu sayede 223’(incu
pozisyondaki GIn(Q)->Lys (K) degisikliginin format baglanmasina olan etkisi hakkinda bilgi
edinilebilir. NADP® ’'nin doyguna yakin konsantrasyonda kullanildi§i durumda format
baglanmasinin Ky degeri 314.56 mM olarak hesaplanmistir. Benzer sekilde NAD® ’'nin
kullanildigr durumda, format baglanmasinin Ky, degeri ise 104.38mM seklindedir. Buna gore,
kullanilan nikotinamid kofaktoranun gegidinin format baglanmasina etkisi oldugu sdylenebilir.
Q223K-Bsp383FDH mutant enzim igin bu etkinin NAD" yéniinde oldugu ve NAD" kullanildidi
durumlarda formatin aktif bolgeye daha kuvvetli baglandigi sdylenebilir.

Benzer sekilde, ayni veriler kullanilarak katalitik etki degerleri (KeaKn)®™ / (KeadKn)™™™
NAD" ve NADP" ’li ortamda karsilastirildi§inda, enzimin NAD" ’li ortamda katalitik etkisinin

birbiriyle kiyaslanabilecek diizeyde oldugu séylenebilir.
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2.4. NADPH Rejenerasyon Reaksiyonlari

Elde edilen dogal tip ve mutant Bsp383FDH enzimleri, hem NADPH hem de NADH
rejenerasyon reaksiyonlari igin laboratuvarimizda rutin olarak kullaniimaktadir. Bu baglamda
Ozellikle sitokrom P450 BM3 ve nitrorediktaz enzimleri ile birlikte ikili enzim sistemlerinde

basarili bir sekilde kullaniimaktadirlar.
Ornek 1- Propil benzenin hidroksilasyonu igin Bsp383FDH-Sitokrom P450 BM3 sistemi

Sitokrom P450 enzimleri monooksigenaz ailesine ait olup bitkilerde, hayvanlarda ve
prokaryotlarda bulunmaktadirlar. Insan genomu 50 kadar bu enzim ailesinin Gyesine sahiptir
ve bunlarin 15’ine yakini dogrudan ilag metabolizmasinda gérev almaktadirlar. Arabidopsis
bitkisi ise 250 den fazla Uyeye sahiptir. Bu enzim ailesi molekuler oksijeni kullanarak
hidroksilasyon reaksiyonunda arasinda bulundugu pek cok reaksiyonu katalizlerler. Elde
edilen Urlnler genis yelpazede uygulama alanina sahiptir. Ozellikle polimer yapi birimi,
incekimyasallarin sentezindeki arabilesiklerin sentezi ve parfum edustrisinde kullanim alanlari
mevcuttur. Bu aglisamada Bsp383FDH’in sitokrim P450 BM3 ile birlikte model bir reaksiyon
olan propil benzenin hidroksilasyonu c¢alisiimistir. Reaksiyon basarili sekilde calismistir. 2
saatlik sire sonunda %99 oraninda substrat Grlne gevrilmigtir . Kontrol reaksiyonunda FDH

kullaniimadigi durumda baslangi¢ maddesi aynen kalmigtir.
Ornek 2- 4ANSX-zole bilesiginin indirgenmesi igin NTR-FDH enzim sistemi

4ANSX-zole bilesiginin alikonma siiresi 16,27 dakikadir. Bu substratin Ssap-NtrB enzimi ile biiyiik
oranda reaksiyona girdigi ve biri baskin olmak iizere iki adet metabolit olusturdugu gozlenmistir. Bu
metabolitlerin alikonma zamanlar1 9,73 dk (ana iriin) ve 16,85 dakikadir. Kofaktoér sinirlamasi
olmadan gerceklestirilen 30 dakikalik reaksiyon sonucu 4NSX-zole substratinin neredeyse tamaminin

titkendigi, 60 dakikalik reaksiyon sonucu substratin tamamen tiikkendigi gézlenmistir.

Sonug olarak, kofaktor sinirlamasini ortadan kaldiran ikili enzim sistemi ile yapilan reaksiyonun
basarili bir sekilde calistigi gdzlenmis; ortamda yeterince kofaktdr bulununca 4NSX-zole substratinin
SspNtrB ile enzimatik reaksiyonunda son basamaga kadar indirgenmesi ve lriine doniistliriilmesi

saglanmigtir
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Sekil 1.38. (A) Ssap-NtrB’nin 4NSX-zole ile reaksiyonun kontrolline (tampon, substrat, kofaktér, FDH
enzimi, inaktif SsapNtrB enzimi) ve (B) 0. dakikasina ait HPLC kromatogrami (tampon, substrat,
kofaktoér, FDH enzimi), (C) Ssap-NtrB’nin 4NSX-zole ile 30 dakikalik ve (D) 60 dakikalik reaksiyonuna
ait HPLC kromatogrami (25 °C’de, %5 DMSO igeren 25 mM pH 7,5 tris/Cl igerisinde 50 uM 4NSX-
zole, 27 pug/ml Ssap-NtrB, 0.03 U/ml CmFDH, 200 mM sodyum format, 0.2 mg/ml BSA, 5 yM NAD+ ve
0,5 uM NADH).Reaksiyon sonunda 1:1 hacim asetonitril ilave edilmistir.
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3.1 MATERYAL VE METOD

3.1.1 Bilgisayar: Proje kapsaminda, molekiler dinamik simulasyonlari ve QM/MM
hesaplamalari igin kullanilmak Uzere 2 adet HP Z820 is istasyonu alinmis ve bu is

istasyonlarina Linux igletim sistemi (Fedora 17) kurulmustur.

3.1.2 Enzim Yapisi: Proje kapsaminda Uizerinde arastirma yapilan NADP" -bagimli FDH
enzimine (Bsp383) ait kristal yapi Dog.Dr. Ayhan Celik tarafindan s,ag“jlanm|§t|r.32

3.1.3 Hesaplama Metodlari: FDH enzimi Uzerine hesaplamali ve deneysel protein
muhendisligi calismalari yapilarak daha aktif, dolayisiyla da endistriyel kullanima uygun
NADP*-bagimh FDH elde etmek amaciyla planlanan bu projenin Hesaplamali Bélim 3
basamaktan olugsmustur. Bunlar molekuler doklama, molekuler dinamik simulasyonlar ve
hibrit kuantum mekanik-molekiler mekanik (QM/MM) hesaplama basamaklaridir.

3.1.3.1 Molekiiler Doklama

AutoDock Vina*® programi molekiler doklama islemlerinde kullaniimistir. Ayrica enzimi,
yapisinda bulunan su ve ligand molekiilerinden ayirmak igin UCSF Chimera®, AD Vina'y
calistirmak igin gerekli olan enzim ve ligand molekullerine ait girdi (input) dosyalarini
hazirlamak igin AutoDockTools*®, enzim yapisinda mutasyon gerceklestirmek ve doking
sonugclarini  géruntilemek igin PyMOL36 goérintileme ve modelleme programlari
kullaniimigtir. AD Vina’nin algoritmasi birgok yerel ve global optimizasyon yaklagiminin bir
kombinasyonudur. AD Vina skorlama fonksiyonu olarak “united atom”, konformasyonel
tarama metodu olarak da “6telenmig lokal tarama global optimizasyonu” isimli bir algoritma
kullanir. AD Vina ile doking hesaplamasi yapabilmek igin bir konfiglirasyon dosyasi
hazirlanmaldir. Bu konfigurasyon dosyasi, ligand ve hedef molekdl bilgileri ile birlikte,
doking yapilacak alani, merkezin kartezyen koordinatlari ve doking bdlgesinin genigligi
seklinde tanimlayan parametreler igerir. AD Vina'nin validasyonu, koenzim ve substratin
enzime doklanmasi ile elde edilen konformasyonlarin, X-ray yapisindan sapmasi (Root
Mean Square Deviation, RMSD) incelenerek gergeklestirilmistir.

Doking isleminde hedef molekul olan Bsp383 enziminin girdi dosyalarini hazirlamak igin ilk
olarak Chimera programi ile enzimin kristal yapisinda bulunan etilen glikol, silfat ve su
molekulleri silinmigtir. Enzimin mutasyonu, PyMOL programi ile gerceklestiriimistir. Daha
sonra, AutoDockTools ile enzime polar hidrojen atomlari eklenmis ve enzimin dosya
formati *.pdb’den *.pdbqgt’'ye donlstiriimustir.
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Ko-faktérin  (NAD®, NADP') ve formatin enzimin aktif bolgesine doklama islemleri
yapilarak, molekiler dinamik simulasyon éncesi Ucli kompleks (ko-faktér-enzim-format)
yapisi elde edilmistir. Herbir mutant enzim icin elde edilen olan en karal U¢li kompleks
yapilarina, mutant enzimlerin baglanma afiniteleri ve RMSD (root-mean-square deviation;

standart sapmanin kare kokl) degerlerine bakilarak karar verilmigtir.

3.1.3.2 Molekiiler Dinamik (MD) Simiilasyonlar

Molekuler doklama sonucunda elde edilen enzim-koenzim-substrat U¢li yapiyi enerjetik ve
geometrik agidan daha kararli hale getirmek amaciyla MD simulasyonlari yapilmistir. Bu
amacla daha oOnceden yapilan literatir arastirmalari neticesinde secilen Gromacs
(GROnNingen MAchine for Chemical Simulations) programi kullanilmistir.®”

MD simulasyonlari iki farkli similasyon zamani, kuvvet alanlar (force fields) ve similasyon
kutusu boyutu kullanilarak gerceklestiriimistir. Bu farkliklarin sebebi ise sdyle agiklanabilir:
Oncelikle, birinci kisim MD simiilasyonlarinda, enzime koenzim (NADP") baglanmasinda ve
aktivitesinde etkili olabilecegi dustnulen Q223 aminoasidinin diger 19 aminoasid ile
degistirilip elde edilen yeni mutantlarin koenzim (NADP®) baglanmasindaki davranisi
optimum MD simullasyon sartlari saglanarak arastirilmaya calisiimistir. Bunun sonucunda
koenzim baglanmasinda hangi mutantlarin etikili olabliecegi konusunda on bilgi
edinilmistir.ikinci kisim MD simiilasyonlarinda ise, elde edilen deneysel sonugclardan aktivitesi
yuksek c¢ikan mutantlar Gzerinde daha detayli bilgi edinebilmek amaciyla bazi MD
simllasyon parametreleri degistiriimis ve tekrar bu mutantlar i¢in yeniden MD simtlasyonlari
yapiimistir. Asagida bu degisiklikler 6zetlenmistir.

A) Birinci_Kisim MD_Simiilasyonlari: Toplam MD siiresi 30 ns, kuvvet alani olarak®

Gromos 53A6, simulasyon kutusu olusturulurken enzim ile kutu arasindaki mesafe, 1 nm

olarak alinmistir. Gromacs’in 4.5.5 versiyonu kullaniimistir.

B) ikinci Kisim MD Simiilasyonlari: Toplam MD siiresi 15 (veya 10) ns, kuvvet alani

olarak® Gromosb4a7, simulasyon kutusu olusturulurken enzim ile kutu arasindaki mesafe 5
nm olarak alinmistir ve toplam su molekdllerinin sayisi arttiriimistir. Bu durumda 30 ns yerine
(daha fazla hesapsal zaman alacagindan dolayl) 15 ns similasyon suresi alinmistir.
Gromacs'’in 4.6.5 versiyonu kullaniimistir. Ayrica kullanilan Gromos54a7 kuvvet alani birinci
kisimda kullanilana gbre proteinlerin alfa sarmalini daha iyi stabilize etmektedir, dipo-dipol
etkilesimlerini ve intra-molekil dizeyde olusan bircok hidrojen bagdi populasyonunu daha

hassas hesaplamaktadir.*
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Yukarida aciklanan birinci ve ikinci kisim MD simulasyonlarinda kullanilan ortak parametreler
ise su sekildedir:
Format iyonu parametreleri ise mevcut kuvvet alanlari igerisinde tanimli olmadigindan,
Automated Topology Builder (ATB) programi ile bu iyon igin bir topoloji olusturulmustur.
Atomlarin ESP (electrostatic potential) yiikleri, GAUSSIAN 09 programi* ile 6-31G (d)
seviyesinde yapilan MP2 enerji hesaplamasi ile elde edilmistir.
Simulasyonlarda ¢dzicu olarak spc (simple point charge) tipi su molekdlleri kullaniimistir.
Simulasyon kutusu olusturulduktan sonra su molekdllerinin enzim, koenzim, substrat Gglu
komleksi igerisinde ve simulasyon kutusunun diger kisimlarinda dagitabilmek amaciyla enerji
minimizasyonu yapilmistir.Bu sirada enzim, koenzim ve substrat yapilarinin atomlari arasina
biiylk bir yay sabiti (k =1000 kJmol'nm?) konularak bu atomlarin hareket etmesi
engellenmistir (Bu yapilarin uzaysal konfigirasyonu bagil olarak sabit tutulmustur). Bununla
birlikte, su molekillerinin atomlar tzerine disen kuvvet 1 kJ mol-1 den daha kiglk olana
kadar enerji minimizasyonuna devam edilerek, su molekdllerinin similasyon kutusu
icerisindeki enzim-koenzim ve substrat yapilari Gzerindeki en iyi uzaysal konfigirasyonu
bulunmustur. Enerji minimizasyonu icin steepest descent algoritmasi kullaniimigtir.
Enerji minimizasyonu sonrasinda termodinamik dengeleme iglemi yapilmistir. Bunun igin,
simulasyon kutusu igerisindeki sistemi ayni termal banyoda ve basingta tutmak amaciyla
oncelikle makrokanonik toplulukta, sistemin sicakhdi 300 K’'e ¢ikarilarak leap-frog algoritmasi
kullanilarak enerji minimizasyonu gergeklestiriimistir. Sistemin sicakligini 300 K'de tutabilmek
amaciyla Berendsen-termostat algoritmasi, basinci bu sicaklik altinda referans basinci olan
1 bar civarinda tutabilmek amaciyla Parrinello-Rahman yaklagimi kullaniimigtir. Berendsen-
termostat algoritmasinda sicakhgi kigik zaman araliklarinda dahi sistemin atomlarinin
kinetik enerjilerine gore yeniden Olgeklendirmek amaciyla zaman sabiti 0,1 ps olarak
alinmistir. Bu sirada, molekdl i¢i bag acilari ve uzunluklarinin degismemesi igin LINCS
kisittama algoritmasi  kullaniimistir. Hesaplamalar sirasinda, elektrostatik ve polar
etkilesmelerin periyodik sinir kosullari (PBC) altinda hesaplanmasi igin Particle-mesh Ewald
(PME) metodu kullaniimig; bu metot ile uzun-mesafe etkilesmelerinin ters enerji uzayinda

ndmerik olarak ¢ézilmesi saglanmistir.

Bir onceki adimda istenilen sicakllk ve basingta dengeye getirilen sistem icin MD
hesaplamalarina baglanmistir. MD sirasinda Ugli kompleksi Gzerindeki konum kisitlamalari
kaldiriimis ve Newton hareket denklemlerinden atomlarin hizlarini, herbir zaman adiminda
hesaplamak ve atomlar Uzerindeki kuvvete gore atomlari hareket ettirebilmek amaciyla leap-
frog algoritmasi kullaniimistir. MD sirasinda, molekdl i¢i bag acilari ve uzunluklarinin
degismemesi icin LINCS kisitlama algoritmasi; elektrostatik ve polar etkilesmelerin periyodik

sinir kogullari (PBC) altinda hesaplanmasi igin ise Particle-mesh Ewald (PME) metodu
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kullaniimigtir. MD simulasyonlari sirasinda atomlarin yeni konumlari 2 fs zaman araliklariyla

hesaplanmistir.

3.1.3.3 Hibrit Yontemler (QMM/MM)

Reaksiyon mekanizmasinin incelenecedi son asamada, MD yontemi ile elde edile edilen
yapilardan yola cikilarak dogal ve bazi mutant enzimler Ulzerine QM/MM yéntemler
uygulanmistir. Bu islemler, Gaussian 09 paket programi igerisinde bulunan ONIOM ydntemi
ile yapilacaktir. ONIOM ybéntemi enzimin, koenzim ve substrat baglanma bolgelerine
uygulanacak; MD similasyonlari ile belirlenmis olan, reaksiyon igin kritik 6nem tegkil eden
etkilesmeler dikkate alinarak, sistem iki bolgeye ayrilmistir. Bu iki bolgeye icten disa dogru
sirasiyla QM, ve MM yoéntemler uygulanacaktir. En icteki bolge reaksiyonun gercgeklestigi
bolge olup, bu bélgede QM yodntemler kullanilarak reaksiyon mekanizmasi aydinlatiimaya
cahsiimistir.QM/MM  yontemiyle, hidrlr taransfer reaksiyonuna ait bariyer enerjileri

hesaplanmis olacaktir.

4. Hesaplama Sonuglari

4.1 Molekiiler Doklama

Doklama iglemleri enzime koenzimin ve formatin doklanmasi seklinde Autodock Vina
programi kullanilarak gerceklestiriimistir.Doklama islemlerinin  amaci: birincisi, MD
simulasyonlari éncesi, enzim-koenzim-format Ugli yapiya ait uygun bir konformasyon elde
etmek. Ikincisi ise MD sonrasinda elde edilen minimum enerjili stabil Uglii yapidaki

koenzimin enzime baglanma afinitesini belirlemek.

Bsp383 enziminin kristal yapisindan yola ¢ikilarak, dogal tip (wild type) ve mutant enzimlere
koenzimin baglanma afinitelerini ve konformasyonlarini incelemek amaciyla molekuler
doking hesaplamalar gergeklestirilmigtir. Mutasyon, koenzim baglanmasinda etkili olan 223
nolu glutaminin, diger 19 aminoasitle degistirimesiyle gerceklestiriimistir. Enzimin aktif
bolgesinde bulunan 8 aminoasitten (Asn148, Arg203, GIn223, Arg286, Thr284, Asp310,
His334, Ser336) glutaminin mutasyona ugratiimasinin nedeni, bu c¢alismada kullanilan
NADP*-bagimli Bsp383 format dehidrojenaz® ile literatirde bulunan NAD'-bagimli
Pseudomonas sp.101 format dehidrojenaz** enzimlerinin aktif blgelerindeki tek farkliigin bu
aminoasit olmasidir. NAD"-bagimli Pseudomonas sp.101 FDH enziminde (protein veri
bankasindaki kodu: 2NAD) glutamin yerine aspartik asit bulunmaktadir. Bsp383 ve 2NAD

enzimlerinin dizi hizalamasi Sekil 6’ da verilmigtir.
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2NA
Bsp38

2NAD
Bsp383

2NAD
Bsp383

2NAD
Bsp383

2NAD
Bsp383

2NAD
Bsp3

2NAD
Bsp383

2NAD
Bsp383

AKVLCVLYDDPVDGYPKTYARDDLPKIDHYPGGQTLPTPK-AIDFTPGQL 49
ATVLCVLYPDPVDGYPPRYVRDAIPVITHYADGQTAPTPAGPPGFRPGEL 50

LGSVSGELGLRKYLESNGHTLVVTSDKDGPDSVFERELVDADVVISQPFW 99
VGCVSGALGLRGYMEAHGHTLIVTSDKDSPDSEFERRLPEADVVISQPFW 100

PAYLTPERIAKAKNLKLALTAGIGSDHVDLQSAIDRNVTVAEVTYCNSIS 149
PAYLTAERIARAPKLKLALTAGIGSDHVDLDAAARAAITVAEVTGSNSIS 150

VAEHVVMMILSLVRNYLPSHEWARKGGWNIADCVSHAYDLEAMHVGTVAA 199
VAEHVVMTTLALVRNYLPSHAIAQQGGWNIADCVSRSYDVEGMHFGTVGA 200

GRIGLAVLRRLAPFDVHLH RHRLPESVEKELNLTWHATREDMYPVCD 249
GRIGLAVLRRLKPFGLQLHYT@RHRLDASIEQELGLTYHADAASLASAVD 250

VVTLNCPLHPETEHMINDETLKLFKRGAYIVNTARGKLCDRDAVARALES 299
IVNLQIPLYPSTEHLFDAAMIARMKRGAYLINTARAKLVDRDAVVNALTS 300

GRLAGYAGDVWFPQPAPKDHPWRTMPYNGMTPHISGTTLTAQARYAAGTR 349
GHLAGYGGDVWFPQPAPADHPWRTMPFNGMTPHISGTSLSAQARYAAGTL 350

EILECFFEGRPIRDEYLIVQ 369
EILQCWFDGKPIRNEYLIVD 370

Sekil 4.1. Bsp383 ve 2NAD enzimlerinin dizi hizalamasi (Enzimlerin aktif blge aminoasitleri

renkli gosterilmistir).

Doklama islemleri 6ncesinde AD Vina doklama programinin validasyonu igin koenzim
(NADP™) dogal tip enzime yeniden doklanmistir ve elde edilen 20 pozdan afinite degeri yiiksek
olan ilk poza ait koenzim (NADP) konformasyonu, deneysel yapidaki

konformasyonu ile értismustur (Sekil 7).

Q223 aminoasidi, diger 19 aminoasit ile degistirilerek her defasinda koenzim (NADP") ve
format iyonu enzime doklanmis ve elde edilen enzim-koenzim-format Ucli yapisi MD
simulasyonlari icin hazirlanmistir. 2.2.3.2 béliminde acgiklanan MD similasyon metodunun

uygulandigi her iki kisimda (birinci ve ikinci kisim MD simulasyonlari) belirtilen doklama

islemleri ayri ayri tekrarlanmistir.
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mmmm Deneysel yap1

Doklanmis yap:

Sekil 4.2. Koenzimin deneysel ve enzime doklanmig yapilari.

MD simulasyonlari sonrasi koenzimin enzime doklanmasi sonucunda elde edilen degerleri
bir sonraki bélimde belirtilecektir.

4.2 Molekiiler Dinamik Simiilasyon Sonuglari

4.2.1 Birinci Kisim MD Simiilasyonlari

Bu bdélumde, MD suresi 30 ns, kuvvet alani olarak Gromos 53A6 kullanilarak yapilan
sonuglar sunulacaktir. Simulasyon kutusu olusturulurken enzim ile kutu arasindaki mesafe, 1
nm olarak alinmistir. Gromacs’in 4.5.5 versiyonu kullaniimigtir. Bu bdlumde yapilan MD
simulasyonlarinin amaci, Q223 nolu aminoasidin diger 19 aminoasit ile degistirimesi
sonucunda elde edilen mutant enzimlere koenzim baglanma afinitesinin belirlenmesi
tizerinedir. MD simiilasyonlari sonrasinda koenzim (NADP") tekrardan enzime doklanmistir
ve baglanma afiniteleri hesaplanmigtir.

Bu bdélumde MD simulasyonlarindan elde edilen bUtin sonuclar dosya buyUkligu siniri
olmasindan dolay! sunulmayacaktir. Sadece bu bdlimin amaci dogrultusunda sonuglar
rapor edilecektir.Bu sebeple bu bdliimde MD simiilasyonlari sonrasinda koenzimin (NADP™)
enzime baglanma afinitelerini gésteren sonuglara yer verilecektir. Bu bdélimde yapilan MD
simulasyonlari ile hangi mutant enzimin koenzim baglanmasinda daha aktif olabilecegdi
tahmin edilmistir. Tablo 2.’de enzimin aktif bdlge rezidllerinin esnek birakilarak yapilan

koenzim doklama sonugclari sunulmustur.
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Tablo 4.1. MD (30 ns) simiilasyonu sonrasi NADP® nin doking sonugclari (aktif bélge
flexible).

Baglanma
Enzim Enerjisi

(kcal/mol)
Q223N -13.0
Dogal tip -12.3
Q223R -12.3
Q223F -12.0
Q223G -11.9
Q223E -11.6
Q223W -11.5
Q223K -11.4
Q223A -10.9
Q223L -10.9
Q223C -10.8
Q223S -10.7
Q223T -10.7
Q223D -104
Q223P -10.4
Q223V -9.9
Q223 -9.8
Q223H -9.7
Q223M -8.8

4.2.2 ikinci Kisim MD Simiilasyonlari

Bu kisimda MD suresi 15 (veya 10) ns, kuvvet alani olarak Gromos54a7, simulasyon kutusu
olusturulurken enzim ile kutu arasindaki mesafe 5 nm olarak alinmistir ve toplam su
molekullerinin sayisi arttinimistir. Ayrica  Gormacs’in 4.6.5 versiyonu kullaniimigtir. Bu
kisimda sadece deneysel olarak aktivitesi yuksek olan bazi mutasyonlar igin hesaplamalar
yapiimistir.

MD simulasyonlarinin bazi sonuglari EK 2‘de verilmigtir. Bu sonuglar, RMSD (Root Mean
Square Deviation), RMSF ((Root Mean Square Fluctuation), hesaplanan sicaklik faktori
degerlerine gore hareketli ve rijit bolgelerinin gosterimi hakkinda bilgi vermektedir.

MD simllasyonu boyunca enzim, enzimin omurgasi (backbone), NADP+ ve format
yapilarinin baglangi¢c yapilarina gére degisimini gosteren RMSD degerlerine bakildiginda,
NADP+ ve format yapilarinda ¢ok buylk bir degisim oldugu gdézlenmemektedir. Enzim ve
backbonedeki nispeten bliylik RMSD degisimi, enzim ve backbone zerinde bulunan yuklu
amino asit yan zincirlerinin su molekulleriyle etkilesmesi ve bu nedenle denge
konformasyonuna daha yavas ulasmasindan kaynaklanmaktadir.
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MD simulasyonu boyunca enzimdeki amino asit rezidllerinin baslangi¢c yapilarina gore
degisimini gdsteren RMSF degerleri sunulmustur. Sekillerden de gorilecedi Uzere
baslangic yapilarindan daha fazla sapan birimler aktif boélgenin disinda kalan
aminoasitlerdir. Bu da enzimin 3 boyutlu yapisinin genel olarak korundugu anlamina
gelir.Bu sonuclar hesaplanan sicaklik faktori degerlerine gére hareketli ve rijit bolgelerinin

gOsterimi resimleriyle de uyumludurlar.

MD similasyonlarindan elde edilen sonuglar 6zellikle koenzimin ve formatin enzimle yapmis
oldugu hidrojen baglar acgisidan degerlendirildijinde olduk¢a ilging sonuclar elde
edilmistir.Bu sonuclar EK 3 ‘de tablolar halinde ayrintili bir sekilde verilmistir. Genel olarak
tablolarda belirtilen hidrojen badlar ile deneysel sonuglar birlestirildiginde su yorumlar

yapilabilir:

Enzimin NADP® agisindan katalitik etkisinin dogal tipte yani Q223 (wild type) , Q223R,
Q223K, Q223V ve Q223M mutantlarinda diger mutantlara gére daha yuksek oldugu
gérilmistiir. Q223N ise yaklasik olarak hem NADP* hem de NAD" agisindan esit katalitik
etki gostermistir. Bu durum formatin enzimle yapmis oldugu hidrojen bagdlari irdelenerek
aciklanabilir. Q223 (wild type) , Q223R ve Q223N enzimlerinde, formatin enzimle yapmis
oldugu en 6nemli hidrojen baglari Asn146 ve Ser334 aminoasitleri ile olanlaridir. Formatin,
enzimin Asn146’i ile yaptigi hidrojen badi enzimin NADP® acisindan katalitik etkinligini
arttirmaktadir. Q223N ve Q223R’de, formatin Arg284 ve His332 ile yaptidi hidrojen baglari
hem NADP* ve NAD" acisindan hem de format agisindan esit katalitik etkiye sebep oldugu
dusunulmektedir. Q223 (wild type) , Q223R ve Q223N enzimlerinin ortak 6zelligi ise Q, R ve
N aminoasitlerinin bazik ve amid 6zelligine sahip olmalaridir.Pozitif yikli bu aminoaistlerl
fromatin yapmis oldugu hidrojen baglari formatin negatif yukinu stabilize etmektedir.

Q223K, Q223V mutan enzimlerinde, format Ser149 ile birden fazla hidrojen bagi
yapmaktadir. Her iki enzimde NADP™ olmasi durumunda Ser149 ile daha fazla hidrojen bagi
yapmaktadirlar ve NADP" agisindan katalitik etki daha yiiksek olmaktadir. Hidrofobik olan
valin (V) daha ¢ok klglk ve nukleofilik 6zellikteki serin ve glisinle hidrojen badi yaparak
NADP" agisindan katalitik etki artmaktadir.

Q223G ve Q223C mutantlarinda ise Ser149 ile NAD" varliginda hidrojen bagdi yapilmaktadir
ve katalitik etki bu durumda format ve NAD" agisindan katalitik etki daha yiiksek olmaktadir.
Q223T mutantinda ise (NADP" varliginda) formatin Arg343 ile yapti§i iki adet hidrojen bagi
formatin negatif yikunl stabilize ederek NADP™ agisindan katalitik etkinin artmasina yol

acmaktadir.
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4.3 QM/MM Hesaplama Sonuglari

QM/MM hesaplamalari ile, format iyonundan hidrojenin, NADP+'nin C4 atomuna transferi
potansiyel enerji haritalari c¢ikartilarak arastinimistir. Bu haritalar ¢ikartilirken &dncelikle
enzimin aktif boélgesini tamami, format iyonu ve NADP+’nin tamami hesaplamalara dahil
edilmistir. Ancak NADP+nin ¢ok blUyUk olmasi dolayisiyla nikotinamid tarafindan riboz
halkasindan sonraki metil grubundan kesilerek hidrojenle kesilen kisim kapatiimistir.
Reaksiyonun gerceklestigi format ve NADP+'nin hesaplamaya dahil edilen kismi quantum
mekaniksel B3LYP/6-21G* veya 3-21G* ile, aktif bolge aminoasitleri ise molekiler mekanik
kuvvet alani olan UFF ile hesaplanmistir. Potansiyel enerji haritalari ¢ikartilarken reaksiyon
koordinatlari olarak formatin C-H bagi 0.2 A azaltilirken formatin hidrojeni ile NADP+’nin C4
atomu yani hidrojenin transfer olacagi atom arasindaki uzaklik ise 0.2 A arttirilmistir.

Cesitli sebeplerden dolayl projenin son aylarinda gerceklestiriien QM/MM calismalari
sirasinda ¢ok sayida denemeler yapilmistir.Yapilarin gok buylk olmasi dolayisiyla ¢ok buyuk
zorluklarla elde edilen potensiyel enerji haritalari sadece dogal tip enzim (Q223wt), Q223N
ve Q223F mutant enzimleri Uzerinde uretilebilmistir.Bu haritalar yardimiyla tahmin edilen
gecis hali yapilarindan yola ¢ikilarak elde edilen reaksiyon bariyer enerjileri bize adi gecen
mutant enzimlerinin katalitik aktivitesi hakkinda bilgi vermigtir. Buna gore, Q223wt, Q223N ve
Q223F mutant enzimlerinin reaksiyon bariyer enerjileri sirasiyla, 56.48, 90.36 ve 445
kcal/mol olarak hesaplanmistir. Bu enerjiler enzimde kofaktér olarak NADP+ varken
hesaplanmistir. Dolayisiyla deneysel yolla elde edilen degerle uyumlu sonuglar elde

edilmistir.

Sekil 4.3. Q223F-NADP-format yapisina ait potansiyel eneriji haritasi.
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Sekil 4.4. Q223N-NADP-format yapisina ait potansiyel eneriji haritasi.

10273
F 02732
k102734
F a0z E
b 1027 38
P 0274

F 1027 42

scz 24
9,8) of 9x9, Molecule 80 of 81 26 5

Sekil 4.5. Q223wt-NADP-format yapisina ait potansiyel enerji haritasi.

5.S0NUG

Bsp383FDH bilinen diger format dehidrogenazlarin aksine nikotinamid kofatérlerinden
NADP+ yi NAD+ ye tercih etmektedir. Bdyle bir 6zelligin olusu blylk &l¢ide kofaktor
baglanma bdlgesinde bulunan glutamin aminoasitinin varligindan kaynaklanmaktadir (Q223).
Burckholderia sp. den elde edilen ve Bsp383 FDH olarak isimlendirilen enzime ait aktivite ve
kinetik islemleri. Dog. Dr. Ayhan Celik'in de iginde bulundugu bu c¢aligma grubundan
tarafindan tamamlanmistir.

Deneysel ¢calismalar sonucunda elde edilen verilere gére Q223 dogal tip ve aktivite gézlenen
G A VS T C, MN,R, ve K mutant enzimlerinde genel olarak kofaktér tercihi NADP+
yonindedir. Q223G ve N mutantlari hem NAD+’i hem de NADP+’i esit tercih etse de
NAD+'nin afinite degerinde dogal tipe gore énemli bir gelistirme gdzlendi. Sadece Q223R’de
NAD+'nin afinite degerinde dogal tipe gore azalma gozlendi.
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Kullanilan nikotinamid kofaktérinun gesidinin format baglanmasina etkisi oldugu sdylenebilir.

Cogu mutant enzimler icin, NAD+ kullanildigi durumlarda formatin aktif bdlgeye daha

kuvvetli baglandigi sdylenebilir

6.KAYNAKLAR

1.

10.

11.

12.

Tishkov, V.I. and V.O. Popov, Catalytic mechanism and application of formate
dehydrogenase. Biochemistry-Moscow, 69(11), 1252-1267, 2004.

Tishkov, V.I. and V.O. Popov, Protein engineering of formate dehydrogenase.
Biomolecular Engineering, 23(2-3), 89-110, 2006.

Hummel, W., Large-scale applications of NAD(P)-dependent oxidoreductases: recent
developments. Trends in Biotechnology, 17(12), 487-492, 1999.

Belenky, P., K.L. Bogan, and C. Brenner, NAD+ metabolism in health and disease.
Trends in Biochemical Sciences, 32(1), 12-19, 2007.

Pollak, N., C. Délle, and M. Ziegler, The power to reduce: pyridine nucleotides —
small molecules with a multitude of functions. Biochem J, 402(2), 205-218, 2007.
Unden, G. and J. Bongaerts, Alternative respiratory pathways of Escherichia coli:
energetics and transcriptional regulation in response to electron acceptors.
Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Bioenergetics, 1320(3), 217-234, 1997.
Scrutton, N.S., Berry, A., Perham, R.N. Redesign of the coenzyme specificity of a
dehydrogenase by protein engineering. Nature 343:38-43, 1990.

Fan, F., Lorenzen, J.A., Plapp, P.V. An aspartate residue in yeast alcohol
dehydrogenase | determines the specificity for coenzyme. Biochemistry 30:6397—
6401, 1991.

Feeney, R., Clarke, A.R., Holbrook, J.J. A single amino acid substitution in lactate
dehydrogenase improves the catalyticefficiency with an alternative coenzyme.
Biochim. Biophys. Res. Commun. 166:667—-672, 1990.

Vuorilehto, K., S. Litz, and C. Wandrey, Indirect electrochemical reduction of
nicotinamide coenzymes. Bioelectrochemistry, 65(1), 1-7, 2004.

Labrou, N.E., D.J. Rigden, and Y.D. Clonis, Characterization of the NAD+ binding
site of Candida boidinii formate dehydrogenase by affinity labelling and site-directed
mutagenesis. European Journal of Biochemistry, 267(22), 6657-6664, 2000.
Klyushnichenko, V., V. Tishkov, and M.R. Kula, Rapid SDS-GEL capillary
electrophoresis for the analysis of recombinant NADP’-dependent formate

87



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

v

TUBITAK
dehydrogenase during expression in Escherichia coli cells and its purification. Journal
of Biotechnology, 58(3), 187-195, 1997.
Wu, W.H., D.M. Zhu, and L. Hua, Site-saturation mutagenesis of formate
dehydrogenase from Candida bodinii creating effective NADP(+)-dependent FDH
enzymes. Journal of Molecular Catalysis B-Enzymatic, 61(3-4), 157-161, 2009.
Krix, G., Bommarius, A. S., Drauz, K., Kottenhahn, M., Schwarm M. and Kula M. R.,
Enzymatic reduction of [alpha]-keto acids leading to |-amino acids, d- or |-hydroxy
acids. Journal of Biotechnology, 53(1), 29-39, 1997.
Wichmann, R., Wandrey, C., Buckmann A. F. and Kula M. R., Continuous enzymatic
transformation in an enzyme membrane reactor with simultaneous NAD(H)
regeneration (Reprinted from Biotechnology and Bioengineering, vol 23, pg 2789-
2802, 1981). Biotechnology and Bioengineering, 67(6), 791-804, 2000.
Shaked, Z. and G.M. Whitesides, Enzyme-Catalyzed Organic-Synthesis - Nadh
Regeneration By Using Formate Dehydrogenase. Journal of the American Chemical
Society, 102(23), 7104-7105, 1980.
Popov, V.0. and V.S. Lamzin, NAD*-Dependent Formate Dehydrogenase (Vol 301,
Pg 625, 1994). Biochemical Journal, 302, 967-967, 1994.
Labrou, N.E., Improved purification of Candida boidinii formate dehydrogenase.
Bioseparation, 9(2), 99—104, 2000.
Colas des Francs-Small, C., F. Ambard-Bretteville, and [.D. Small, Re'my, R,
Identification of a major soluble protein in mitochondria from nonphotosynthetic
tissues as NAD-dependent formate dehydrogenase. Plant Physiol., 102(4), 1171-
1177, 1993.
Weerasinghe, P.A., M. Weerasekera, and L.H.J. Van Holm, Use of isoenzymes to
differentiate growth categories of Pericopsis mooniana trees. Biologia Plantarum,
42(4), 541-547, 1999.
Popov, V.0. and V.S. Lamzin, NAD'-Dependent Formate Dehydrogenase.
Biochemical Journal, 301, 625-643, 1994.
Hermes, J.D., Morrical, S.W., O'Leary, M.H., Cleland, W.W., Vaiation Of Transition-
State Structure As A Function Of The Nucleotide In Reactions Catalyzed By
Dehydrogenases .2. Formate Dehydrogenase. Biochemistry, 23(23), 5479-5488,
1984.
Rotberg, N.S. and Cleland W. W., Secondary N-15 Isotope Effects On The
Reactions Catalyzed By Alcohol And Formate Dehydrogenases. Biochemistry,
30(16), 4068-4071, 1991.
Tapia, O., J. Andrés, and R. Cardenas, Transition structure for the hydride transfer

reaction from formate anion to cyclopropenyl cation: a simple theoretical model for

88



25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

v

TUBITAK
the reaction catalyzed by formate dehydrogenase. Chemical Physics Letters, 189(4-
5), 395-400, 1992.
Schiott, B., Y.J. Zheng, and T.C. Bruice, Theoretical investigation of the hydride
transfer from formate to NAD" and the implications for the catalytic mechanism of
formate dehydrogenase. Journal of the American Chemical Society, 120(29), 7192-
7200, 1998.
Torres, R.A., B. Schiott, and T.C. Bruice, Molecular dynamics simulations of ground
and transition states for the hydride transfer from formate to NAD" in the active site of
formate dehydrogenase. Journal of the American Chemical Society, 121(36), 8164-
8173, 1999.
Castillo, R., Oliva, M., Marti S. and Moliner V., A theoretical study of the catalytic
mechanism of formate dehydrogenase. Journal of Physical Chemistry B, 112(32),
10012-10022, 2008.
Polshakov, V.I., Biekofsky, R. R., Birdsall, B. and Feeney J., Towards understanding
the origins of the different specificities of binding the reduced (NADPH) and oxidised
(NADP") forms of nicotinamide adenine dinucleotide phosphate coenzyme to
dihydrofolate reductase. Journal of Molecular Structure, 602-603(0), 257-267, 2002.
Cummins, P.L. and J.E. Gready, Computational methods for the study of enzymic
reaction mechanisms. Il. An overlapping mechanically embedded method for hybrid
semi-empirical-QM/MM calculations. Journal of Molecular Structure-Theochem, 632,
247-257, 2003.
Cummins, P.L. and J.E. Gready, Computational methods for the study of enzymic
reaction mechanisms Ill: A perturbation plus QM/MM approach for calculating relative
free energies of protonation. Journal of Computational Chemistry, 26(6), 561-568,
2005.
Cummins, P.L., Greatbanks, S. P., Rendell A. P. and Gready J. E., Computational
methods for the study of enzymic reaction mechanisms. 1. Application to the hydride
transfer step in the catalysis of dihydrofolate reductase. Journal of Physical
Chemistry B, 106(38), 9934-9944, 2002.
Davis, B.G., Celik, A., Davies, G.J., and Ruane, K.M. Novel Enzyme. Application No.:
PCT/GB2009/051320 Unpublished (filing date: 06.10.2009).
Trott, O., and Olson, A.J. (2010). Software News and Update AutoDock Vina:
Improving the Speed and Accuracy of Docking with a New Scoring Function, Efficient
Optimization, and Multithreading. Journal of Computational Chemistry 31, 455-461.)
Pettersen, E.F., Goddard, T.D., Huang, C.C., Couch, G.S., Greenblatt, D.M., Meng,
E.C., and Ferrin, T.E. (2004). UCSF chimera - A visualization system for exploratory

research and analysis. Journal of Computational Chemistry 25, 1605-1612.

89



35.

36.
37.

38.

39.

40.

41.

42.

v

TUBITAK
Morris, G.M., Huey, R., Lindstrom, W., Sanner, M.F., Belew, R.K., Goodsell, D.S.,
and Olson, A.J. (2009). AutoDock4 and AutoDockTools4: Automated Docking with
Selective Receptor Flexibility. Journal of Computational Chemistry 30, 2785-2791.
The PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.3, Schrédinger, LLC.
Berendsen, H.J.C., van der Spoel, D., and van Drunen, R. (1995). GROMACS: A
message-passing parallel molecular dynamics implementation. Computer Physics
Communications 91, 43-56.
Oostenbrink, C., Villa, A., Mark, A.E., and Van Gunsteren, W.F. (2004). A
biomolecular force field based on the free enthalpy of hydration and solvation: The
GROMOS force-field parameter sets 53A5 and 53A6. Journal of Computational
Chemistry 25, 1656-1676.
Schmid N., Eichenberger A.P., Choutko A., Riniker S., Winger M., Mark A.E., van
Gunsteren W.F., “Definition and testing of the GROMOS force-field versions 54A7
and 54B7”, Eur Biophys J. (2011) 40 p:843-56.

Huang W., Z., and van Gunsteren W.F., “Validation of the GROMOS 54A7 Force
Field with Respect to B-Peptide Folding”, J. Chem. Theory Comput., 2011, 7 (5), pp
1237-1243.

Gaussian 09, R.A., M. J. Frisch, G. W. Trucks, H. B. Schlegel, G. E. Scuseria, M. A.
Robb, J. R. Cheeseman, G. Scalmani, V. Barone, B. Mennucci, G. A. Petersson, H.
Nakatsuji, M. Caricato, X. Li, H. P. Hratchian, A. F. Izmaylov, J. Bloino, G. Zheng, J.
L. Sonnenberg, M. Hada, M. Ehara, K. Toyota, R. Fukuda, J. Hasegawa, M. Ishida,
T. Nakajima, Y. Honda, O. Kitao, H. Nakai, T. Vreven, J. A. Montgomery, Jr., J. E.
Peralta, F. Ogliaro, M. Bearpark, J. J. Heyd, E. Brothers, K. N. Kudin, V. N.
Staroverov, R. Kobayashi, J. Normand, K. Raghavachari, A. Rendell, J. C. Burant, S.
S. lyengar, J. Tomasi, M. Cossi, N. Rega, J. M. Millam, M. Klene, J. E. Knox, J. B.
Cross, V. Bakken, C. Adamo, J. Jaramillo, R. Gomperts, R. E. Stratmann, O. Yazyev,
A. J. Austin, R. Cammi, C. Pomelli, J. W. Ochterski, R. L. Martin, K. Morokuma, V. G.
Zakrzewski, G. A. Voth, P. Salvador, J. J. Dannenberg, S. Dapprich, A. D. Daniels,
O. Farkas, J. B. Foresman, J. V. Ortiz, J. Cioslowski, and D. J. Fox, Gaussian, Inc.,
Wallingford CT, 2009.

Lamzin, V.S., Dauter, Z., Popov, V.O., Harutyunyan, E.H., And Wilson, K.S. (1994).
High Resolution Structures Of Holo And Apo Formate Dehydrogenase. Journal of
Molecular Biology 236, 759-785.

90


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schmid%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21533652
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Eichenberger%20AP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21533652
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Choutko%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21533652
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Riniker%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21533652
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Winger%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21533652
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mark%20AE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21533652
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=van%20Gunsteren%20WF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21533652
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=van%20Gunsteren%20WF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21533652
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21533652
http://pubs.acs.org/action/doSearch?ContribStored=Huang%2C+W
http://pubs.acs.org/action/doSearch?ContribStored=van+Gunsteren%2C+W+F

v

TUBITAK

91



Alignment:

F-PRIMER

R-PRIMER-R
M12 T7R-RC
M20 T7R-RC
M33 T7R-RC
M35 T7R-RC
M36 T7R-RC
M40 T7R-RC
M43 T7R-RC
M47-A T7R-
M47-B T7R-
M49 T7R-RC
M53 T7R-RC
M54 T7R-RC
M57 T7R-RC
M61 T7R-RC
M63 T7R-RC
M65 T7R-RC
M67 T7R-RC
M68 T7R-RC
M70 T7R-RC
M72 T7R-RC
M73 T7R-RC
M79 T7R-RC
M89 T7R-RC
M90 T7R-RC
M93 T7R-RC
M102 T7R-R
M105 T7R-R
M107 T7R-R
M109 T7R-R
M110 T7R-R
M131 T7R-R
M136 T7R-R
M137 T7R-R
M138 T7R-R
M142 T7R-R
M143 T7R-R
M144 T7R-R

F-PRIMER

D:

\BELGELERIM\PROJELER\112T538\Bsp383FDH-Mut T7R-RC for all active mutants—-aligned.fas

———CTTACCC
—-——-CGGGGC

GCCCGCCGAT
GCGG-GTAAC

AACGTAACGC
GGTACCGGA-

GA--TGCGAA
———TGCGGAT

TCGGTCATCA
TCCGTCATAC

CGCA--TACG
GGCAT-TACG

CGA-CG-CCA
CGA-ACGCCA

GA---CGCGC
GA---CG-GC

CGCATGCCCG
ACGACGGCTG

——CT-CAGCC
——C-TCAGCC

—CCCCGGTCG
GTACCCGGCC
—-——-CGGGCC

GCGGCTTAAC
GCGGCGTAAC
GCGCGTTAAC

GT--ACGCGA
GGTAACGCGA
GGTAACG-GC
GCGGAATTGC
GGTAACGCGC

———TGCGA—-
AT-TGCGAAT
GA-TGGCGAT
GAATTCCGGT
GAATGCCGAT

TCAGTCATTIC
CCAGTCATCA
—CGGTCATCA
TCATTCAG—-
TCCGTCATCA

AGCAT-TACG
CGCAT--ACG
CGCAT-TACG
—GCAT-TACC
CGCACCTACG

CGA-ACGTCA
CGA--CGTCA
CGA-CGGGCA
-—G-ACG-TA
CGA-ACGTCA

GT---CGCGC
GA---CGCGC
GATCGCGCGA
GTCGGT-CGA
GAT-GCGCGA

CG——--ACGCG
CG--GACGCG
CG--CGATCG
AC--CG-CC-
CG--CGA-CG

GCGGCGAC-G
ACGACGGCTG
TTCCGGCCGG
—--GCCG-CCG
ACCCGGCCCG

—-—-C-TCAGCC
—-—CCTCAGCC
——CTCCAGCC
——CTCCAGGC
—-—CCACAGCC

CGAGACG
CGCAGCG

GA-AACTACG
AATAACTTCC

777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777 ATCAAGG

TTCCAAGTCC

CGTACCTCGT
CAGGCGA-CT
AA-AGCTTTC

—TCCTCAGGT
—ACTATCGCG
—CTTAACGGC
CTAACGCG
CTA-CGCG
CTACGCG

——GCTTAACC GCCGGC--GT AACGTA-CGG AA--TGCGAT

TTAACGCG
CTACGCG

TTG GCGGAATTTC —-——-CCGGGT

CGTAACG

TCATTCACT-
CCGGGAAACG
—GGGAACCGG
—CGGAAACGG
CCGGGAACGG
—CCGGAACGG

TCGGTCATCA
—CGGGATCGG
—CGGAACCGG
TCATTCAC—-
CGCGGATCGG

—-GCCA-TACG
TCCAGA--TC
TCCAGA--TC
TCCAGA--TC
TCCAGA--TC
GCCAGA--TC

GGCAA-TACG
TCCAGA--TC
GTCAAGAGTC
—-GCAA-CTAC
TCCAGA--TC

CGA-CGGCCA
CCGCCGCCGA
—CGCGCCGGA
—CGCGCCGAC
GCGCGGACGC
CGCGCC-GGA

CGA-CGGCCA
—CGCGCCGGA
CGGGCCCGAA
GCG-ACGTCA
—CGCGCCGAA

GAGCGCGCGA
CGTAGATCGG
CGCCGACGAC
GGCTGACGAC
CGATGATCGT
CGTCGACTGT

GA---GCGGC
CGTCGTCGAT
CGTCGCCGAA
GATCGCGCGA
CGGCGATCGT

—-———-CG-CCA
CAGCT--AGC
CCGTC--GGC
C——-C--GGC
CCCGGLCeeae
GGATGATCGA
CG——-—--GACG
—-CGAC--GGC
CCGCCCAGAC
ACGCCGGGCC
CCGTC--TGC

CAGGCGG
TCGCCGGCCC
TTCCCAGCCC
TT-CAGGCCG
TTGCAGGCCG
TTCC-AGCCG
TTCCA-GCCC
TAACCGATCG
CGCGCGGCCG
TTTGCAGCCG
TTCCAAGCCC
GGGCCGCCCG
TTTCCAGCCC

GAAACTTCGT
G-CTTCAG-C
CGCGAAACTT
C-CGAA--CT
C-CGAA--CT
C-CGA---CT
GGCGAA--CT
AATCCAGTCG
——CTTCAGCC
C-CGAA--CT
GGCGAAA-CT
GCTTGCAGCC
CGCGA-—--CT



R-PRIMER-R
M12 T7R-RC
M20 T7R-RC
M33 T7R-RC
M35 T7R-RC
M36 T7R-RC
M40 T7R-RC
M43 T7R-RC
M47-A T7R-
M47-B T7R-
M49 T7R-RC
M53 T7R-RC
M54 T7R-RC
M57 T7R-RC
M61 T7R-RC
M63 T7R-RC
M65 T7R-RC
M67 T7R-RC
M68 T7R-RC
M70 T7R-RC
M72 T7R-RC
M73 T7R-RC
M79 T7R-RC
M89 T7R-RC
M90 T7R-RC
M93 T7R-RC
M102 T7R-R
M105 T7R-R
M107 T7R-R
M109 T7R-R
M110 T7R-R
M131 T7R-R
M136 T7R-R
M137 T7R-R
M138 T7R-R
M142 T7R-R
M143 T7R-R
M144 T7R-R

F-PRIMER

R-PRIMER-R
M12 T7R-RC
M20 T7R-RC
M33 T7R-RC
M35 T7R-RC
M36 T7R-RC

CG-CG-ACTC
CG-CG-ACTC

—TCACGAGCG
—TCACGAGCG

AC-—-AA-GGA
AC-—-AAAGGA

CG-CG-ACTC
CG-CG-ACTC
CG-CGAACTC
CA-CGA-CT-
CG-GCGACTC

CG-CGAACTC
AGGATCCGGG
GTTACGGCCT
GGTCCGGACT

—TCACGAGCG
—TCACGAGCG
—TCACGAGCG
—TCACGAGCG
—TCACGAGCG
CAC-GAGGCG
—TCACGAGCG
CCGTCACGAG
CAACGGAGCG
CAACGAGGCG

AC-—-AA-GGA
AC-—-AA-GGA
AC-—-AA-GGA
AC-—-AA-G-A
AC——-AAAGGA
AACAAAGGAA
AC-—-AA-GGA
CGACAAGGAC
AC——-AAGGAC
AC-—-AAGGAC

TCCCGCGAAC
TCCGGACTTG
AGTT-CGGCT

GG-CGAACTC
GG-CGAACTC

CGTTCACGAG
CAC--GAGCG
A-—-CGAGCG
TCACG-AGCG
TTCACGAGCG
—TCACGAGCG

CGACAAGGAC
AC-—-AAGGAC
AC-—-AAGG-A
AC-—-AGGGAC
AC-—-AA-GGA
AC-—-AA-GGA

TC---GCCTG
CGCCGA-CTC
CGTT-CGCTG
CGTCCGGCTG
CGTC-GGCTG
CGTC-CGCTG
CGTC-GCCTG
CGATCTGCCG
CG-CG-ACTC
CGTC-GCCTG
AGTC-GGCTG
CGCCGAACTC
CGTC-GGCTG

CACCGAGGCG
—TCACGAGCG
A-—-CGAGCG
A-—-CGAGCG
A-—-CGAGCG
A-—-CGAGCG
A-—-CGAGCG
—-—CACGAGCG
—TCACGAGCG
A-—-CGAGCG
AA--CGAGCG
—TCACGAGCG
A-—-CGAGCG

ACCAAGGGAC
AC-—-AA-GGA
AC——-AAGGGA
AC-—-AAGG-A
AC-—-AAGG-A
AC——-AAGGGA
AC-—-AAGG-G
AA--CAAGGA
AC-—-AA-GGA
AC-—-AAAG-G
AC-—-AAGG-A
AC-—-AA-GGA
AC-—-AAGG-A

CAGCCCCGAC
CAGCCCCGAC

CAGCCCCGAC
CAGCCCCGAC

GTCC-GCTGC GTGTCC--GC GCGC-TCGGC T-GCGCGG—-—- CTACATGGAG
GTCC-GCTGC GTIGTC---GC GCGC-TCG-C T-GCGCG——-—- CTACATGA--
GTC--GCTGC GTGTCCG-GC GCGC-TCGGC TTGCGCGG—-—- CTACATGA--
GTC--GCTGC GTGTCC--GC GCGC-TCGGC T-GCGCG——-- CTACATGA--
GTC--GCTGC GTGTCCCGGC GCGC-TCGGC T-GCGCGG—-—- CTACATGGAG
GTCG--CTGC GGGTTCG--C GCGC-TCG-- CTGCGCGG-- CTACATGA--
GTC--GCTGC GTGTCC--GC GCGC-TCGGC TTGCGCGG—-- CTACATGGAG
********************** GCTT---C GGGC-TTGGC GGGGGGCTA- ACATGGGAGG
GTC--GCTGC GTGTCC--GC GCGC-TCGGC T-GCGCGG—-—- CTACATGA--
CGAACTCGTT CTGACT---G CGGT-TCCGG TCGCGCTCG- CCTGCGCGCT
AGCGTGTGTT CAGACG——-C —-CTC-CAGAC TGGCGCCGA- CTACATGAGA
GGCG-GTGTC AGGCCG---C GCCT-TCGGC TTGCGGCGC- CTAACATGGA
TCGGTTCGGC TAGCGT---G TCCA-GCGCG CCTCGGCCT- GCGCGCTACC
CGTGT-CAGC GCGCCT---C GGCC-TTTGC GCGC--CTA- CCATGA-AGG
AGCGGTTGCA G—---C-—--G GCGC-TCG-C CTGCG-CGA- C-TACAT--G
ACTGCGTGTC —-AGTCG——-C GCTC-—-GAC CTGCGCGAC- TTACCATGAA
GTC--GCTGC GTGTCCAGTC GCGC-TCAGC CTGCGCGG-- CTACATGAAG
GTC--GCTGC GTGTCCG-GC GCGC-TCGGC TTGCGCGG—-—- CTACATGGAG
GTCA--CTGC GGGTTCGGCC GCGCCTCG—- CTGCGCGGG—- CTACATGGAG
CGTGTACGGC GCGCTC---G GCCT-TTAGC ACGCG-CTA- CCATGG-AAG
GTCCGCCTGC GTGTCCGG-C GCGC-TCGGC TTGCGCGG—-—- CTACATGGAG
CG-TGTCCCG G———————— C GCGC-TCGGC TTGCG-CGG—- C-TACAT-GG
CG-TGTCCCG G———————— C GCGC-TCGGC T-GCG-CGG—- C-TACAT-GG
CG-TGTCCCG ————————— C GCGC-TCGGC T-GCG-CGG—- C-TACAT-GG
CG-TGTCCCG ————————— C GCGC-TCGGC T-GCG-CG—- C-TACAT-GG
CG-TGTCCCG ————————— C GCGC-TCG-C TTGCG-CGG—- C-TACAT-GG
CGCGGTTCAG CCGAACTGTC GACT--CGGT CAGCGCCTCG CTTGCGCGGC
GTC--GCTGC GTIGTC---GC GCGC-TCGGC TTGCGCG—-—-- CTACATGGAG
CG-TGTCC—- G———————— C GCGC-TCGGC TTGCG-CGG—- C-TACAT-GG
CGGTGTTCCC GGCCGC-—--C GCCT-TCGGC TTGCGGCGG—- CCTACATTGG
GTCGGGCTGC GTGTCCGG-C GCGCTCGGGC TTGCGCGGG—- CTACATGGAG
CG-TGTCC—- G———————— C GCGC-TCGGC TTGCG-CGG—- C-TACAT-GG
[ oo [ o] [ oo [ o] [ o]
240 250 260 270 280
TCC—————- G AGTT-CGAGC GCCGGCTGCC C--GAA-GCC GACGT-GG-T
TCC—————- G AGTT-CGAGC GCCGGCTGCC C--GAA-GCC GACGT-GG-T
TCC—————- G AGTT-CGAGC GCCGGCTGCC C--GAA-GCC GACGT-GG-T
TCC—————- G AGTT-CGAGC GCCGGCTGCC C--GAA-GCC GACGT-GG-T

—GCGCACGA—- —--CCACA--C GCTGATCG--
—GCGCACGA- —--CCACA--C GCTGATCG--
—GCGCACGG—- —--CCACA--C GCTGATCG--
—GCGCACGG—- —--CCACA--C GCTGATCG--—
—-GCGCACGA- —--C-ACA--C GCTGATCG--
—-GCGCACG——- —--CCACA--C GCTGATCG--
—-GCGCACGG—- —--CCACA--C GCTGATCG—--
GGCGCAACGG CCACCACGCT —--GATCG--T
—-GCGCACGG—- —--CCACA--C GCTGATCG—--—
ACCATTGGAG GCGCACATCA CACGCTTGAT
GGCGCC-ACG GCACCACCGC —-TTGATCGTT
GGCGCCCACC GGCCAACCAC GCTGATCGT-
ATTGGAAGGC GCAACGCACC ACCGCTGATT
CGC-CACA——- TCACCACGCT —-GAATCCGIT
GAGGCGCAC- GGCCA--CAC GCTGATCGTC
GTCGCC-ACG GTCCCACACC GCTGATTCGT
—-GCGCACGG- —--T-ACA--C GCTGATCCG-—
—GCGCACGG— —--CCACCA-C GCTGATCG--
GGCGCACGG— —-CCACCACC GCTGATCG--
GGCGCACCGC CCACCACGCT TGGATTCGTT
—GCGCACGG—- —--CCACA--C GCTGATCG--
AGG-CGCAC- GGCCAC--AC GCTGATCGTC
AGGGCGCAC- GGCCACCACC GCTGATCGTC
AGG-CGCAC- GGCCAC--AC GCTGATCGTC
AGG-CGCAC- GACCAC--AC GCTGATCGTC
AGGGCGCAC- GGCCA--CAC GCTGATCGTC
TACATGGAGC CAACGCCACC GCTGATCGT-
—-GCGCACG——- —--CCACA--C GCTGATCG--
AGG-CGCAC- GGTCCACCAC GCTGATCGTC
AAGGCGCACC GGCCAA-CAC GCTGATCGTC
GGCGCACGG— —-CC-CACAC GCTGATCG--—
AGG-CGCAC- GGCCAC--AC GCTGATCGTC
[ oo [ o] [ oo

290 300 310
GATCTCGCAG —-—--CC-ATTC TGG-CCCGCG
GATCTCGCAG —-—--CC-ATTC TGG-CCCGCG
GATCTCGCAG —-—--CC-ATTC TGG-CCCGCG
GATCTCGCAG —-—--CC-ATTC TGG-CCCGCG

TACC-TGACG
TACC-TGACG
TACCTTGACG
TACC-TGACG
TACC-TGACG

GCCCGAGCGC
GCCCGAGCGC
GCC-GGAG-C
GCCCGAGCGC
GCCCGAGCGC



M40 T7R-RC
M43 T7R-RC
M47-A T7R-
M47-B T7R-
M49 T7R-RC
M53 T7R-RC
M54 T7R-RC
M57 T7R-RC
M61 T7R-RC
M63 T7R-RC
M65 T7R-RC
M67 T7R-RC
M68 T7R-RC
M70 T7R-RC
M72 T7R-RC
M73 T7R-RC
M79 T7R-RC
M89 T7R-RC
M90 T7R-RC
M93 T7R-RC
M102 T7R-R
M105 T7R-R
M107 T7R-R
M109 T7R-R
M110 T7R-R
M131 T7R-R
M136 T7R-R
M137 T7R-R
M138 T7R-R
M142 T7R-R
M143 T7R-R
M144 T7R-R

F-PRIMER

R-PRIMER-R
M12 T7R-RC
M20 T7R-RC
M33 T7R-RC
M35 T7R-RC
M36 T7R-RC
M40 T7R-RC
M43 T7R-RC
M47-A T7R-
M47-B T7R-
M49 T7R-RC
M53 T7R-RC

CAGCCCCGAC
CAGCCC-GAC
CAGCCCCGAC
CAGC-CCCCG
CAGCCCCGAC
AGCCCCGACT
CAGCCCCGAC
—AGCCCCGAC

AGCCCCGACT
AG-—--CCCCG
CAGCCCCGAC
——AGCCTGAC
CAGCCCCGAC
CAGCCCCGAC

AGTT-CGAGC
AGTT-CGAGC
AGTT-CGAGC
TT-CGAGCGC
AGTT-CGAGC
GAGTTCGAGC
AGTTCGAGGC
AGTTCGAAGC

AGTTTCGAGC
TT-CGAGCGC
AGTT-CGAGC
AGTTCCGAGC
AGTTTCGAGC
AGTT-CGAGC

GCCGGCTGCC
GCCGGCTGCC
GCCGGCTGCC
—-CCGGCTGCC
GCCGGCTGCC
GCCGGCTGCC
GCCGGCTGGC
GCCGGCCTGC
GCCGACTCCA
GCCGGCTGCC
—-CCGGCTGCC
GCCGG-CTGC
GCCGGCTGCC
GCCGGCTGCC
GCCGGCTGCC

GACGT-GG-T
GACGT-GG-T
GACGT-GG-T
GAACGGTGGT
GACGT-GG-T
GACGT--GGT
GACGT--GGT
GACGGTGGGT
GTTGTCGGAA
GACGT--GGT
GACG—-TGGT
GACGT--GGT
GACGT-GGGT
GACGT-GGGT
GACGT-GG-T

GATCTCGCAG
GATCTCGCAG
GATCTCGCAG
GATCTCGCAG
GATCTCGCAG
GATCTCGCAG
GATCTCGGCA
GATCTCGCCA
ACCGACGTGA
GATCTCGCAG
GATCTCGCAG
GATCTCGCAG
GATCTCG-CA
GATCTCGCAG
GATCTCGCAG

—-——CC-ATTIC
—-——CC-ATTIC
—-——CC-ATTIC
G——-CCATT-—-
—-——CC-ATTIC
———CCATTC-
G——-CCATTC-
G——-CCATTCC
G-TTCGCAGC
———CCATTC-
———CCATT-C
———CCATTC-
G——-CCATTC-
———CCCATTIC
—-——CC-ATTIC

TGG-CCCGCG
TGG-CCCGCG
TGG-CCCGCG
CTGGCCCGCG
TGG-CCCGCG
-TGGCCCGCG
TGGGCCCGCG
TGGGCCCGCG
AATTGCCTGG
-TGGCCCGCG
TGGGCCCGCG
TGG-CCCGCG
-TGGCCCGCG
TGGGCCCGCG
TGG-CCCGCG

TACC-TGACG
TACC-TGACG
TACC-TGACG
TAC-TGGACG
TACC-TGACG
TACC-TGACG
TACC-TGACG
TACC-TGACG
TACT--GAAC
TACC-TGACG
TACC-TGACG
TACC-TGACG
TACC-CTGAA
TACC-TGACG
TACC-TGACG

GCC-GAGCGC
GCCCGAGCGC
GCC-GAGCGC
GGC-CGAG-C
GCC-GAGCGC
GCC-CGAG-C
GAC-CCGAGC
G-C-CGAGCC
GCCGAGGGCC
GCC-GAGCGC
GGC-CGAG-C
GCC-GAGCGC
CGG-CCGAGC
GCCCGAGCGC
GCC-GAGCGC

AAGCCCCCCG
CAGCCCCGAC
CAGCCCCGAC
CAGCCCCGAC
CAGCCCCGAC
CAGCCCCGAC
ACAGCCCGAC
CAGC-CGGAC
CAGCCCCGAC
ACAGCCCGAC
CAGCCCCGAC
CAGCCCCGAC
CAGCCCCGAC

TTTCGGACGC
AGTT-CGAGC
AGTT-CGAGC
AGTT-CGAGC
AGTT-CGAGC
AGTT-CGAGC
AGTT-CGAGC
AGTC--GAGC
AGTT-CGAGC
AGTT-CGAGC
AGTTTCGAGC
AGTT-CGAGC
AGTT-CGAGC

GCCGGCTGCC
GCCGGCTGCC
GCCGG-CTGC
GCCGG-CTGC
GCCGG-CTGC
GCCGGGCTGC
GCCGGGCTGC
—-CCGGCTGCC
GCCGGCTGCC
GCCGG-CTGC
GCCGG-CTGC
GCCGGCTGCC
GCCGG-CTGC

GACCGTTGGT
GACGT-GG-T
GACGT--GGT
GACGT--GGT
GACGT--GGT
GACGT--GGT
GACGT--GGT
GACGT--GGT
GACGT-GG-T
GACGT--GGT
GACGTA-GGT
GACGT-GG-T
GACGT--GGT

GATCTCGCCA
GATCTCGCAG
GATCTCGCAG
GATCTCGCAG
GATCTCGCAG
GATCTCGCAG
GATCTCGCAG
GATTCTGCAG
GATCTCGCAG
GATCTCGCAG
GATCTCGCAG
GATCTCGCAG
GATCTCGCAG

GGCCCATTTIC
—-——CC-ATTIC
———CCATTC-
———CCATTC-
———CCATTC-
———CCATTC-
———CCATTC-
————CTATTC
—-——CC-ATTIC
———CCATTC-
———CCATTC-
—-——CC-ATTIC
———CCATTC-

TGGGCCCGCG
TGG-CCCGCG
TGG-CCCGCG
TGGGCCCGCG
TGG-CCCGCG
TGG-CCCGCG
TGG-CCCGCG
TG--CCCGCG
TGG-CCCGCG
TGG-CCCGCG
TGG-CCCGCG
TGG-CCCGCG
TGG-CCCGCG

TACCCTGACG
TACC-TGACG
TACC-TGACG
TACC-TGACG
TACC-TGACG
TACC-TGACG
TACC-TGACG
TACT--GACG
TACC-TGACG
TACC-TGACG
TACC-TGACG
TACC-TGACG
TACC-TGACG

GCC-CGAGGC
GCC-GAGCGC
GCC-GAGCGC
GCC-GAGCGC
GCC-GAGCGC
GCC-GAGCGC
GCC-GAGCGC
GCG-—-AGCGC
GCCCGAGCGC
GCC-GAGCGC
GCC-GAGCGC
GCC-GAGCGC
GCC-GAGCGC

GCA-—--TCGC

TCC—————- G
TCC—————~ G
TCC—————~ G
ACT--CCGAG
TCC—————~ G
CCC——————~
TCC————- GA
TC-————- GG
CCC—————- G
ACT-CCCGAG
TCC—————~ G
TC——————— G
TCC—————~ G
TCC—————~ G
TCC—————~ G
ACTTCCCGAG
TCC—————~ G
TCC—————- G
TCC—————~ G
TCC—————~ G
TCC—————~ G
TCC—————~ G
TC——————~ G
TCC—————~ G
TCC—————~ G
TCC—————~ G
TCC—————~ G
TCC—————~ G
[

350
CCGCGCGCC—
CCGCGCGCC—
CGGCGCGCCG
CCGCGCGCC—
CCGCGCGCC—
CCGCGCGCC—
CCGCGCGCC—
CCGCGCGCC—
CG-CGCGCCG
CCGCGCGCC—
CCGCGCGCC—

GAAGCTGAAG
GAAGCTGAAG
GAAGCTGAAG
GAAGCTGAAG
GAAGCTGAAG
GAAGCTGAAG
GAAGCTGAAG
GAAGCTGAAG
AAGCTGAAAG
GAAGCTGAAG
GAAGCTGAAG

CTCG--CGCT
CTCG--CGCT
CTCG--CGCT
CTCG--CGCT
CTCG--CGCT
CTCG--CGCT
CTCG--CGCT
CTCG--CGCT
CTCG--CGCT
CTCG--CGCT
CTCG--CGCT

C--GAA-GCC
C--GAA-GCC
C--GAA-GCC
C-GGAAGCCG
C--GAA-GCC
C-—--GAAGCC
C--GAAGGCC
CCCGAAGCCC
GTACAGGGCC
C-—--GAAGCC
C-GAAAGCCC
C--GAAAGCC
————GAAGCC
C--GAAAGCC
C--GAA-GCC
———GAA-GCC
CCGAAAGCCC
C--GAA-GCC
C--CGAAGCC
C--CGAAGCC
C--CGAAGCC
C--CGAAGCC
C--CGAAGCC
G-—--GAAGCC
C--GAA-GCC
C--CGAAGCC
C--CGAAGCC
C--GAA-GCC
C--CGAAGCC
[oo ]

380
GACGGCC-GG
GACGGCC-GG
GACGG-CCCG
GACGGCC-GG
GACGGCC-GG
GACGGCC-GG
GACGGCCCGG
GACGGCC-GG
GACGG-CCGG
GACGGCC-GG
GACGG-CCGG

C-ATCGGCTC
C-ATCGGCTC
CCATCAGCTIC
C-ATCGGCTC
C-ATCGGCTC
C-ATCGGCTC
C-ATCGGCTC
C-ATCGGCTC
C-ATCGGCTC
C-ATCGGCTC
C-ATCGGCTC

C-GATCACGT
C-GATCACGT
CGGATCACGT
C-GATCACGT
C-GATCACGT
C-GATCACGT
C-GATCACGT
C-GATCACGT
CGGATCACGT
C-GATCACGT
C-GATCACGT

—CGATCTCGA
—CGATCTCGA
—CGATCTCGA
—CGATCTCGA
—CGATCTCGA
—CGATCTCGA
—CGATCTCGA
—CGATCTCGA
—CGATCTCGA
—CGATCTCGA
—CGATCTCGA

TGCC-GCCGC
TGCC-GCCGC
TGCCGCCCGC
TGCC-GCCGC
TGCC-GCCGC
TGCC-GCCGC
TGCC-GCCGC
TGCC-GCCGC
TGCCGCCCGC
TGCC-GCCGC
TGCC-GCCGC

CCGGGCCC-G
CCGGGCCC-G
CCGGGCCCCG
CCGGGCCC-G
CCGGGCCC-G
CCGGGCCC-G
CCGGGCCC-G
CCGGGCCC-G
CCGGGCCC-G
CCGGGCCC-G
CCGGGCCC-G

CATTACC-GT
CATTACC-GT
CATTACC-GT
CATTACC-GT
CATTACC-GT
CATTACC-GT
CATTACC-GT
CATTACC-GT
CATTACC-GT
CATTACC-GT
CATTACC-GT



M54
M57
M61
M63
M65
M67
M68
M70
M72
M73
M79
M89
MO0
M93
M102
M105
M107
M109
M110
M131
M136
M137
M138
M142
M143
M144

T7R-RC
T7R-RC
T7R-RC
T7R-RC
T7R-RC
T7R-RC
T7R-RC
T7R-RC
T7R-RC
T7R-RC
T7R-RC
T7R-RC
T7R-RC
T7R-RC
T7R-R
T7R-R
T7R-R
T7R-R
T7R-R
T7R-R
T7R-R
T7R-R
T7R-R
T7R-R
T7R-R
T7R-R

F-PRIMER

R-PRIMER-R
M12 T7R-RC
M20 T7R-RC
M33 T7R-RC
M35 T7R-RC
M36 T7R-RC
M40 T7R-RC
M43 T7R-RC
M47-A T7R-
M47-B T7R-
M49 T7R-RC
M53 T7R-RC
M54 T7R-RC
M57 T7R-RC
M61 T7R-RC
M63 T7R-RC
M65 T7R-RC
M67 T7R-RC

GCA--T-CGC
GCA--TTCGC
ATTA-—-CGC

CCGCGCGCC—
CCGCGCGCC—
CCGCCGCCCG
CCGCGCGCC—
C-GCGCGCC—
CCGCGCGCC—
CCGCGCGCC—
CCGCGCGCC—
CCGCGCGCC—

GAAGCTGAAG
GAAGCTGAAG
GAAGCTGAAA
GAAGCTGAAG
GAAGCTGAAG
GAAGCTGAAG
GAAGCTGAAG
GAAGCTGAAG
GAAGCTGAAG

CTCG--CGCT
CTCG--CGCT
GCTCCGCGCT
CTCG--CGCT
CTCG--CGCT
CTCG--CGCT
CTCG--CGCT
CTCG--CGCT
CTCG--CGCT

GACGGGCCGG
GACGGCCCGG
GACG—--CCGG
GACGGCCCGG
GACGG-CCGG
GACGG-CCGG
GACGG-CCGG
GACGGCCCGG
GACGGCC-GG

CCATCGGCTC
C-ATCGGCTC
C-ATC-GCTC
C-ATCGGCTC
C-ATCGGCTC
C-ATCGGCTC
C-ATCGGCTC
C-ATCGGCTC
C-ATCGGCTC

CCGATCACGT
C-GATCACGT
CGAATCACGT
C-GATCACGT
C-GATCACGT
C-GATCACGT
CCGATCACGT
C-GATCACGT
C-GATCACGT

—CGATCTCGA
—CGATCTCGA
TCGATCTCGA
—CGATCTCGA
—CGATCTCGA
—CGATCTCGA
—CGATCTCGA
—CGATCTCGA
—CGATCTCGA

TGCC-GCCGC
TGCC-GCCGC
TGCG-CCCGC
TGCC-GCCGC
TGCC-GCCGC
TGCC-GCCGC
TGCC-GCCGC
TGCC-GCCGC
TGCC-GCCGC

CCGGGCCC-G
CCGGGCCC-G
CCGGCCGC——
CCGGGCCC-G
CCGGGCCC-G
CCGGGCCC-G
CCGGGCCC-G
CCGGGCCC-G
CCGGGCCC-G

CATTACC-GT
CATTACC-GT
CATAACG—-T
CATTACC-GT
CATTACC-GT
CATTACC-GT
CATTACC-GT
CATTACC-GT
CATTACC-GT

CCGCGLCGeece
CCGCGCGCC—
CCGCGCGCC—
CCGCGCGCC—
CCGCGCGCC—
CCGCGCGCC—
CCGCGCGCC—
CCGCGCGCA-
CCGCGCGCC—
CCGCGCGCC—
CCGCGCGCC—
CCGCGCGCC—
CCGCGCGCC—

GAAGCTGAAG
GAAGCTGAAG
GAAGCTGAAG
GAAGCTGAAG
GAAGCTGAAG
GAAGCTGAAG
GAAGCTGAAG
GAAGCTGAAG
GAAGCTGAAG
GAAGCTGAAG
GAAGCTGAAG
GAAGCTGAAG
GAAGCTGAAG

CTCCGCCGCT
CTCG--CGCT
CTCG--CGCT
CTCG--CGCT
CTCG--CGCT
CTCG--CGCT
CTCG--CGCT
CTCG--CGCT
CTCG--CGCT
CTCG--CGCT
CTCG--CGCT
CTCG--CGCT
CTCG--CGCT

GACGG-CCGG
GACGGCC-GG
GACGG-CCGG
GACGG-CCGG
GACGG-CCGG
GACGG-CCGG
GACGG-CCGG
GACGG-CCGG
GACGGCC-GG
GACGG-CCGG
GACGG-CCGG
GACGGCC-GG
GACGG-CCGG

C-ATCGGCTC
C-ATCGGCTC
C-ATCGGCTC
C-ATCGGCTC
C-ATCGGCTC
C-ATCGGCTC
C-ATCGGCTC
C-ATCGGCTC
C-ATCGGCTC
C-ATCGGCTC
C-ATCGGCTC
C-ATCGGCTC
C-ATCGGCTC

CCGATCACGT
C-GATCACGT
C-GATCACGT
C-GATCACGT
C-GATCACGT
C-GATCACGT
C-GATCACGT
C-GATCACGT
C-GATCACGT
C-GATCACGT
C-GATCACGT
C-GATCACGT
C-GATCACGT

—CGATCTCGA
—CGATCTCGA
—CGATCTCGA
—CGATCTCGA
—CGATCTCGA
—CGATCTCGA
—CGATCTCGA
—CGATCTCGA
—CGATCTCGA
—CGATCTCGA
—CGATCTCGA
—CGATCTCGA
—CGATCTCGA

TGCCCGCCGC
TGCC-GCCGC
TGCC-GCCGC
TGCC-GCCGC
TGCC-GCCGC
TGCC-GCCGC
TGCC-GCCGC
TGCC-GCCCG
TGCC-GCCGC
TGCC-GCCGC
TGCC-GCCGC
TGCC-GCCGC
TGCC-GCCGC

CCGGGCCC-G
CCGGGCCC-G
CCGGGCCC-G
CCGGGCCC-G
CCGGGCCC-G
CCGGGCCC-G
CCGGGCCC-G
CCGGGCCC-G
CCGGGCCC-G
CCGGGCCC-G
CCGGGCCC-G
CCGGGCCC-G
CCGGGCCC-G

CATTACCCGT
CATTACC-GT
CATTACC-GT
CATTACC-GT
CATTACC-GT
CATTACC-GT
CATTACC-GT
CAATACC-GT
CATTACC-GT
CATTACC-GT
CATTACC-GT
CATTACC-GT
CATTACC-GT

CGCCGAA-GT
CGCCGAA-GT
CGCCGAA-GT
CGCCGAA-GT
CGCCGAA-GT
CGCCGAA-GT
CGCCGAA-GT
CGCCGAA-GT
CGCCGAA-GT
CGCCGAA-GT
CGCCGAA-GT
CGCCGAA-GT
CGCCGAA-GT
CGCCGAAAGT
CGCCGAA-GT
CGCCGAA-GT
CGCCGAA-GT

CACC—-GGTIT
CACC—-GGTIT
CACC—-GGTIT
CACC—-GGTIT
CACC—-GGTIT
CACC—-GGTIT
CACC—-GGTIT
CACC—-GGTIT
CACC—-GGTIT
CACC—-GGTIT
CACC—-GGTIT
CACC—-GGTIT
CACC—-GGTIT
CACCCGGGTT
CACC—-GGTIT
CACC—-GGTIT
CACC—-GGTIT

CGAAC--AGC
CGAAC--AGC
CGAAC--AGC
CGAAC--AGC
CGAAC--AGC
CGAAC--AGC
CGAAC--AGC
CGAAC--AGC
CGAAC--AGC
CGAAC--AGC
CGAAC--AGC
CGAAC--AGC
CGAAC--AGC
CGAAACAAGC
CGAAC--AGC
CGAAC--AGC
CGAAC--AGC

ATCAGCGTGG
ATCAGCGTGG
ATCAGCGTGG
ATCAGCGTGG
ATCAGCGTGG
ATCAGCGTGG
ATCAGCGTGG
ATCAGCGTGG
ATCAGCGTGG
ATCAGCGTGG
ATCAGCGTGG
ATCAGCGTGG
ATCAGCGTGG
ATCAGCGTGG
ATCAGCGTGG
ATCAGCGTGG
ATCAGCGTGG

CC-GAGCACG
CC-GAGCACG
CCCGAGCACG
CC-GAGCACG
CC-GAGCACG
CC-GAGCACG
CC-GAGCACG
CC-GAGCACG
CC-GAGCACG
CC-GAGCACG
CC-GAGCACG
CC-GAGCACG
CC-GAGCACG
CCGAGCCACG
CC-GAGCACG
CC-GAGCACG
CC-GAGCACG

TGGTGATGAC
TGGTGATGAC
TGGTGATGAC
TGGTGATGAC
TGGTGATGAC
TGGTGATGAC
TGGTGATGAC
TGGTGATGAC
TGGTGATGAC
TGGTGATGAC
TGGTGATGAC
TGGTGATGAC
TGGTGATGAC
TG-TGATGAC
TGGTGATGAC
TGGTGATGAC
TGGTGATGAC

GACGCTCGCG
GACGCTCGCG
GACGCTCGCG
GACGCTCGCG
GACGCTCGCG
GACGCTCGCG
GACGCTCGCG
GACGCTCGCG
GACGCTCGCG
GACGCTCGCG
GACGCTCGCG
GACGCTCGCG
GACGCTCGCG
GACGCTCGCG
GACGCTCGCG
GACGCTCGCG
GACGCTCGCG

CTGGTGCGC—
CTGGTGCGC—
CTGGTGCGC—
CTGGTGCGC—
CTGGTGCGC—
CTGGTGCGC—
CTGGTGCGC—
CTGGTGCGC—
CTGGTGCGC—
CTGGTGCGC—
CTGGTGCGC—
CTGGTGCGC—
CTGGTGCGC—
CTGGTGCGC—
CTGGTGCGC—
CTGGTGCGC—
CTGGTGCGC—

AACTACTTGC
AACTACTTGC
AACTACTTGC
AACTACTTGC
AACTACTTGC
AACTACTTGC
AACTACTTGC
AACTACTTGC
AACTACTTGC
AACTACTTGC
AACTACTTGC
AACTACTTGC
AACTACTTGC
AACTACTTGC
AACTACTTGC
AACTACTTGC
AACTACTTGC

CGTCGCATGC
CGTCGCATGC
CGTCGCATGC
CGTCGCATGC
CGTCGCATGC
CGTCGCATGC
CGTCGCATGC
CGTCGCATGC
CGTCGCATGC
CGTCGCATGC
CGTCGCATGC
CGTCGCATGC
CGTCGCATGC
CGTCGCATGC
CGTCGCATGC
CGTCGCATGC
CGTCGCATGC

GATC-GCGCA
GATC-GCGCA
GATG-GCGCA
GATC-GCGCA
GATC-GCGCA
GATC-GCGCA
GATC-GCGCA
GATC-GCGCA
GATC-GCGCA
GATC-GCGCA
GATC-GCGCA
GATC-GCGCA
GATC-GCGCA
GATCGCGGCA
GATC-GCGCA
GATC-GCGCA
GATC-GCGCA



M68
M70
M72
M73
M79
M89
MO0
M93
M102
M105
M107
M109
M110
M131
M136
M137
M138
M142
M143
M144

T7R-RC
T7R-RC
T7R-RC
T7R-RC
T7R-RC
T7R-RC
T7R-RC
T7R-RC
T7R-R
T7R-R
T7R-R
T7R-R
T7R-R
T7R-R
T7R-R
T7R-R
T7R-R
T7R-R
T7R-R
T7R-R

F-PRIMER

R-PRIMER-R
M12 T7R-RC
M20 T7R-RC
M33 T7R-RC
M35 T7R-RC
M36 T7R-RC
M40 T7R-RC
M43 T7R-RC
M47-A T7R-
M47-B T7R-
M49 T7R-RC
M53 T7R-RC
M54 T7R-RC
M57 T7R-RC
M61 T7R-RC
M63 T7R-RC
M65 T7R-RC
M67 T7R-RC
M68 T7R-RC
M70 T7R-RC
M72 T7R-RC
M73 T7R-RC
M79 T7R-RC
M89 T7R-RC

CGCCGAA-GT
CGCCGAA-GT
CGCCGAA-GT

CGAAC--AGC
CGAAC--AGC
CGAAC--AGC

ATCAGCGTGG
ATCAGCGTGG
ATCAGCGTGG

CC-GAGCACG
CC-GAGCACG
CC-GAGCACG

TGGTGATGAC
TGGTGATGAC
TGGTGATGAC

————————————————————————————————————————————————————— GGAAAAA

777777777777777777777777777777777 AGCGTTG

CGCCGAA-GT
CGCCGAA-GT
CGCCGAA-GT
CGCCGAA-GT
CGCCGAA-GT
CGCCGAA-GT
CGCCGAA-GT
CGCCGAA-GT
CGCCGAA-GT
CGCCGAA-GT
CGCCGAA-GT
CGCCGAA-GT
CGCCGAA-GT

CACC—-GGTIT
CACC—-GGTIT
CACC—-GGTIT
CACC—-GGTIT
CACC—-GGTIT
CACC—-GGTIT
CACC—-GGTIT
CACC—-GGTIT
CACC—-GGTIT
CACC—-GGTIT
CACC—-GGTIT
CACC—-GGTIT
CACC—-GGTIT
CACC—-GGTIT
CACC—-GGTIT
CACC—-GGTIT
CACC—-GGTIT
[oo ]
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CGAAC--AGC
CGAAC--AGC
CGAAC--AGC
CGAAC--AGC
CGAAC--AGC
CGAAC--AGC
CGAAC--AGC
CGAAC--AGC
CGAAC--AGC
CGAAC--AGC
CGAAC--AGC
CGAAC--AGC
CGAAC--AGC

ATCAGCGTGG
ATCAGCGTGG
ATCAGCGTGG
ATCAGCGTGG
ATCAGCGTGG
ATCAGCGTGG
ATCAGCGTGG
ATCAGCGTGC
ATCAGCGTGG
ATCAGCGTGG
ATCAGCGTGG
ATCAGCGTGG
ATCAGCGTGG

CC-CGACACG
CC-GAGCACG
CC-GAGCACG
CC-GAGCACG
CC-GAGCACG
CC-GAGCACG
CC-GAGCACG
CC-GAGCACG
C--GAGCACG
CC-GAGCACG
CC-GAGCACG
CC-GAGCACG
CC-GAGCACG
CC-GAGCACG

TGGTGATGAC

TGG-GATGAC
TGGTGATGAC
TGGTGATGAC
TGGTGATGAC
TGGTGATGAC
TGGTGATGAC
TGGTGATGAC
TGGTGATGAC
TGGTGATGAC
TGGTGATGAC
TGGTGATGAC
TGGTGATGAC
TGGTGATGAC
TGGTGATGAC

GACGCTCGCG
GACGCTCGCG
GACGCTCGCG
GCCGCTCGCA
GACGCTCGCG
GACGCTCGCG
GCCG-TCCCG
GACGCTCGCG
GACGCTCGCG
GACGCTCGCG
GACGCTCGCG
GACGCTCGCG
GACGCTCGCG
GACGCTCGCG
GACGCTCGCG
GACGCTCGCG
GACGCTCGCG
GACGCTCGCG
GACGCTCGCG
GACGCTCGCG

CTGGTGCGC—
CTGGTGCGC—
CTGGTGCGC—
TTGTTCCCC—
CTGGTGCGC—
CTGTGCTGC—
GCGGTGCGCC
CTGGTGCGC—
CTGGTGCGC—
CTGGTGCGC—
CTGGTGCGC—
CTGGTGCGC—
CTGGTGCGC—
CTGGTGCGC—
CTGGTGCGC—
CTGGTGCGC—
CTGGTGCGC—
CTGGTGCGC—
CTGGTGCGC—
CTGGTGCGC—

AACTACTTGC
AACTACTTGC
AACTACTTGC
ACTTACTTGC
AACTACTTGC
AACTACTTGC
AACTACTTGC
AACTACTTGC
AACTACTTGC
AACTACTTGC
AACTACTTGC
AACTACTTGC
AACTACTTGC
AACTACTTGC
AACTACTTGC
AACTACTTGC
AACTACTTGC
AACTACTTGC
AACTACTTGC
AACTACTTGC

CGTCGCATGC
CGTCGCATGC
CGTCGCATGC
CGTCAGACTC
CGTCGCATGC
CGTCGCATGC
CGTCGCAAGC
CGTCGCATGC
CGTCGCATGC
CGTCGCATGC
CGTCGCATGC
CGTCGCATGC
CGTCGCATGC
CGTCGCATGC
CGTCGCATGC
CGTCGCATGC
CGTCGCATGC
CGTCGCATGC
CGTCGCATGC
CGTCGCATGC

GATC-GCGCA
GATC-GCGCA
GATC-GCGCA
GATTGGCCCA
GATC-GCGCA
GATCCGCGCA
GATT-GGGCA
GATC-GCGCA
GATC-GCGCA
GATC-GCGCA
GATC-GCGCA
GATC-GCGCA
GATC-GCGCA
GATC-GCGCA
GATC-GCGCA
GATC-GCGCA
GATC-GCGCA
GATC-GCGCA
GATC-GCGCA
GATC-GCGCA

GCAAGGCGGC
GCAAGGCGGC
GCAAGGCGGC
GCAAGGCGGC
GCAAGGCGGC
GCAAGGCGGC
GCAAGGCGGC
GCAAGGCGGC
GCAAGGCGGC
GCAAGGCGGC
GCAAGGCGGC
GCAAGGCGGC
GCAAGGCGGC
GCAAGGCGGC
GCAAGGCGGC
GCAAGGCGGC
GCAAGGCGGC
GCAAGGCGGC
GCAAGGCGGC
GCAAGGCGGC
ACAAGGCGGC
GCAAGGCGGC
GCAAGGCGGC

TGGAA-CATC
TGGAA-CATC
TGGAA-CATC
TGGAA-CATC
TGGAA-CATC
TGGAA-CATC
TGGAA-CATC
TGGAA-CATC
TGGAA-CATC
TGGAA-CATC
TGGAA-CATC
TGGAA-CATC
TGGAA-CATC
TGGAA-CATC
TGGAA-CATC
TGGAA-CATC
TGGAA-CATC
TGGAA-CATC
TGGAA-CATC
TGGAA-CATC
TGGGA-CATC
TGGAA-CATC
TGGACTCATC

GCC-GATTGC
GCC-GATTGC
CGCCGATTGC
GCC-GATTGC
GCC-GATTGC
GCC-GATTGC
GCC-GATTGC
GCC-GATTGC
—GCCGATTGC
GCC-GATTGC
GCC-GATTGC
GCC-GATTGC
GCC-GATTGC
GCC-GATTGC
GCC-GATTGC
—GCCGATTGC
GCC-GATTGC
GCC-GATTGC
GCC-GATTGC
GCC-GATTGC
CCCGGATTGC
GCC-GATTGC
GCCCGATTGC

GTGTCGCGCA
GTGTCGCGCA
GTGTCGCGCA
GTGTCGCGCA
GTGTCGCGCA
GTGTCGCGCA
GTGTCGCGCA
GTGTCGCGCA
GTGTCGCGCA
GTGTCGCGCA
GTGTCGCGCA
GTGTCGCGCA
GTGTCGCGCA
GTGTCGCGCA
GTGTCGCGCA
GTGTCGCGCA
GTGTCGCGCA
GTGTCGCGCA
GTGTCGCGCA
GTGTCGCGCA
GGTTCGCCCA
GTGTCGCGCA
GTGTCGCGCA

GCTACGACGT
GCTACGACGT
GCTACGACGT
GCTACGACGT
GCTACGACGT
GCTACGACGT
GCTACGACGT
GCTACGACGT
GCTACGACGT
GCTACGACGT
GCTACGACGT
GCTACGACGT
GCTACGACGT
GCTACGACGT
GCTACGACGT
GCTACGACGT
GCTACGACGT
GCTACGACGT
GCTACGACGT
GCTACGACGT
GCTACGACGT
GCTACGACGT
GCTACGACGT

CGAGGGCATG
CGAGGGCATG
CGAGGGCATG
CGAGGGCATG
CGAGGGCATG
CGAGGGCATG
CGAGGGCATG
CGAGGGCATG
CGAGGGCATG
CGAGGGCATG
CGAGGGCATG
CGAGGGCATG
CGAGGGCATG
CGAGGGCATG
CGAGGGCATG
CGAGGGCATG
CGAGGGCATG
CGAGGGCATG
CGAGGGCATG
CGAGGGCATG
CGAGGGCAAG
CGAGGGCATG
CGAGGGCATG

CATTTCGGCA
CATTTCGGCA
CATTTCGGCA
CATTTCGGCA
CATTTCGGCA
CATTTCGGCA
CATTTCGGCA
CATTTCGGCA
CATTTCGGCA
CATTTCGGCA
CATTTCGGCA
CATTTCGGCA
CATTTCGGCA
CATTTCGGCA
CATTTCGGCA
CATTTCGGCA
CATTTCGGCA
CATTTCGGCA
CATTTCGGCA
CATTTCGGCA
CCATTCCGCC
CATTTCGGCA
CATTTCGGCA

CGGTCGGCGC
CGGTCGGCGC
CGGTCGGCGC
CGGTCGGCGC
CGGTCGGCGC
CGGTCGGCGC
CGGTCGGCGC
CGGTCGGCGC
CGGTCGGCGC
CGGTCGGCGC
CGGTCGGCGC
CGGTCGGCGC
CGGTCGGCGC
CGGTCGGCGC
CGGTCGGCGC
CGGTCGGCGC
CGGTCGGCGC
CGGTCGGCGC
CGGTCGGCGC
CGGTCGGCGC
CGGTCGGCGC
CGGTCGGCGC
CGGTCGGCGC

GGGGCGCATC
GGGGCGCATC
GGGGCGCATC
GGGGCGCATC
GGGGCGCATC
GGGGCGCATC
GGGGCGCATC
GGGGCGCATC
GGGGCGCATC
GGGGCGCATC
GGGGCGCATC
GGGGCGCATC
GGGGCGCATC
GGGGCGCATC
GGGGCGCATC
GGGGCGCATC
GGGGCGCATC
GGGGCGCATC
GGGGCGCATC
GGGGCGCATC
GGGGCGCATC
GGGGCGCATC
GGGGCGCATC

-GGGCTC--G
-GGGCTC--G
-GGGCTC--G
-GGGCTC--G
-GGGCTC--G
-GGGCTC--G
-GGGCTC--G
-GGGCTC--G
-GGGCTC--G
-GGGCTC--G
-GGGCTC--G
-GGGCTC--G
-GGGCTC--G
CGGGCTC--G
-GGGCTC--G
-GGGCTC--G
-GGGCTC--G
-GGGCTC--G
-GGGCTC--G
-GGGCTC--G
—-GGGCCTCGC
-GGGCTC--G
-GGGCTC--G

CCGTGCTGCG
CCGTGCTGCG
CCGTGCTGCG
CCGTGCTGCG
CCGTGCTGCG
CCGTGCTGCG
CCGTGCTGCG
CCGTGCTGCG
CCGTGCTGCG
CCGTGCTGCG
CCGTGCTGCG
CCGTGCTGCG
CCGTGCTGCG
CCGTGCTGCG
CCGTGCTGCG
CCGTGCTGCG
CCGTGCTGCG
CCGTGCTGCG
CCGTGCTGCG
CCGTGCTGCG
CCGTGATGCG
CCGTGCTGCG
CCGTGCTGCG



M90 T7R-RC
M93 T7R-RC
M102 T7R-R
M105 T7R-R
M107 T7R-R
M109 T7R-R
M110 T7R-R
M131 T7R-R
M136 T7R-R
M137 T7R-R
M138 T7R-R
M142 T7R-R
M143 T7R-R
M144 T7R-R

F-PRIMER

R-PRIMER-R
M12 T7R-RC
M20 T7R-RC
M33 T7R-RC
M35 T7R-RC
M36 T7R-RC
M40 T7R-RC
M43 T7R-RC
M47-A T7R-
M47-B T7R-
M49 T7R-RC
M53 T7R-RC
M54 T7R-RC
M57 T7R-RC
M61 T7R-RC
M63 T7R-RC
M65 T7R-RC
M67 T7R-RC
M68 T7R-RC
M70 T7R-RC
M72 T7R-RC
M73 T7R-RC
M79 T7R-RC
M89 T7R-RC
M90 T7R-RC
M93 T7R-RC
M102 T7R-R
M105 T7R-R
M107 T7R-R
M109 T7R-R

GCAAGGCGGC
GCAAGGCGGC
GCAAGGCGGC
GCAAGGCGGC
GCAAGGCGGC
GCAAGGCGGC
GCAAGGCGGC
GCAAGGCGGC
GCAAGGCGGC
GCAAGGCGGC
GCAAGGCGGC
GCAAGGCGGC
GCAAGGCGGC
GCAAGGCGGC

TGGAA-CATC
TGGAA-CATC
TGGAA-CATC
TGGAA-CATC
TGGAA-CATC
TGGAA-CATC
TGGAA-CATC
TGGAA-CATC
TGAAA-CATC
TGGAA-CATC
TGGAA-CATC
TGGAA-CATC
TGGAA-CATC
TGGAA-CATC

GCC-GATT-C
—GCCGATTGC
GCC-GATTGC
GCC-GATTGC
GCC-GATTGC
GCC-GATTGC
GCC-GATTGC
GCC-GATTGC
GCC-GATTGC
GCC-GATTGC
GCC-GATTGC
GCC-GATTGC
GCC-GATTGC
GCC-GATTGC

CC-GGCTGAA
CC-GGCTGAA
CC-GGCGGAA
CC-GGCTGAA
CC-GGCTGAA
CC-GGCTGAA
CC-GGCTGAA
CC-GGCTGAA
CC-GGCTGAA
CC-GGCTGAA
CC-GGCTGAA
CC-GGCTGAA
CC-GGCTGAA
CC-GGCTGAA
CC-GGCTGAA
CC-GGCTGAA
CC-GGCTGAA
CC-GGCTGAA
CC-GGCTGAA
CC-GGCTGAA
CCCGGCTGAA
CC-GGCTGAA
CC-GGCTGAA
CC-GGCTGAA
CC-GGCTGAA
CC-GGCTGAA
CC-GGCTGAA
CC-GGCTGAA
CC-GGCTGAA

GCCGTTCGG—
GCCGTTCGG—
GCCGTTCGG—
GCCGTTCGG—
GCCGTTCGG—
GCCGTTCGG—
GCCGTTCGG—
GCCGTTCGG—
GCCGTTCGG—
GCCGTTCGG—
GCCGTTCGG—
GCCGTTCGG—
GCCGTTCGG—
GCCGTTCGG—
GCCGTTCGG—
GCCGTTCGG—
GCCGTTCGG—
GCCGTTCGG—
GCCGTTCGG—
GCCGTTCGG—
GCCGTTTCGG
GCCGTTCGG—
GCCGTTCGG—
GCCGTTCGG—
GCCGTTCGG—
GCCGTTCGG—
GCCGTTCGG—
GCCGTTCGG—
GCCGTTCGG—

—CCTGCAGCT
—CCTGCAGCT
—CCTGCAGCT
—CCTGCAGCT
—CCTGCAGCT
—CCTGCAGCT
—CCTGCAGCT
—CCTGCAGCT
—CCTGCAGCT
—CCTGCAGCT
—CCTGCAGCT
—CCTGCAGCT
—CCTGCAGCT
—CCTGCAGCT
—CCTGCAGCT
—CCTGCAGCT
—CCTGCAGCT
—CCTGCAGCT
—CCTGCAGCT
—CCTGCAGCT
—CCTGCAGCT
CCCTGCAGCT
—CCTGCAGCT
—CCTGCAGCT
—CCTGCAGCT
—CCTGCAGCT
—CCTGCAGCT
—CCTGCAGCT
—CCTGCAGCT
—CCTGCAGCT

GTCTCGCGCA
GTGTCGCGCA
GTGTCGCGCA
GTGTCGCGCA
GTGTCGCGCA
GTGTCGCGCA
GTGTCGCGCA
GTGTCGCGCA
GTGTCGCGCA
GTGTCGCGCA
GTGTCGCGCA
GTGTCGCGCA
GTGTCGCGCA
GTGTCGCGCA

GCACTACACG
GCACTACACG
GCACTACACG
GCACTACACG
GCACTACACG
GCACTACACG
GCACTACACG
GCACTACACG
GCACTACACG
GCACTACACG
GCACTACACG
GCACTACACG
GCACTACACG
GCACTACACG
GCACTACACG
GCACTACACG
GCACTACACG
GCACTACACG
GCACTACACG
GCACTACACG
GCACTACACG
GCACTACACG
GCACTACACG
GCACTACACG
GCACTACACG
GCACTACACG
GCACTACACG
GCACTACACG
GCACTACACG
GCACTACACG
GCACTAC-CG

700

GTTA-GACGT
GCTACGACGT
GCTACGACGT
GCTACGACGT
GCTACGACGT
GCTACGACGT
GCTACGACGT
GCTACGACGT
GCTACGACGT
GCTACGACGT
GCTACGACGT
GCTACGACGT
GCTACGACGT
GCTACGACGT

NNKCGCCACC
NNKCGCCACC
TCTCGCCACC
CAGCGCCACC
AATCGCCACC
GCGCGCCACC
CAGCGCCACC
GGTCGCCACC
CAGCGCCACC
TTTCGCCACC
ACTCGCCACC
CAGCGCCACC
CAGCGCCACC
GGGCGCCACC
AAGCGCCACC
CCTCGCCACC
AAGCGCCACC
AGTCGCCACC
CAGCGCCACC
GGTCGCCACC
GGGCGCCACC
GTTCGCCACC
AGGCGCCACC
AAGCGCCACC
TCTCGCCACC
GATCGCCACC
GGGCGCCACC
AATCGCCACC
AGGCGCCACC
GGGCGCCACC
CTTCGCCACC

710

GGAGGGCATG
CGAGGGCATG
CGAGGGCATG
CGAGGGCATG
CGAGGGCATG
CGAGGGCATG
CGAGGGCATG
CGAGGGCATG
CGAGGGCATG
CGAGGGCATG
CGAGGGCATG
CGAGGGCATG
CGAGGGCATG
CGAGGGCATG

—GGCTCGATG

—GGCTCGATG
—GGCTCGATG
—GGCTCGATG
—GGCTCGATG
—GGCTCGATG
—GGCTCGATG
—GGCTCGATG
—GGCTCGATG
—GGCTCGATG
—GGCTCGATG
—GGCTCGATG
—GGCTCGATG
—GGCTCGATG
—GGCTCGATG
—GGCTCGATG
—GGCTCGATG
—GGCTCGATG
—GGCTCGATG
—GGCTCGATG
—GGCTCGATG
CGGCTCGATG
—GGCTCGATG
—GGCTCGATG
GGCTGCGATG
—GGCTCGATG
—GGCTCGATG
—GGCTCGATG
—GGCTCGATG
—GGCTCGATG

720

CATTTGGCCC
CATTTCGGCA
CATTTCGGCA
CATTTCGGCA
CATTTCGGCA
CATTTCGGCA
CATTTCGGCA
CATTTCGGCA
CATTTCGGCA
CATTTCGGCA
CATTTCTGCA
CATTTCGGCA
CATTTCGGCA
CATTTCGGCA

CATCGATCGA
CATCGATCGA
CATCGATCGA
CATCGATCGA
CATCGATCGA
CATCGATCGA
CATCGATCGA
CATCGATCGA
CATCGATCGA
CATCGATCGA
CATCGATCGA
CATCGATCGA
CATCGATCGA
CATCGATCGA
CATCGATCGA
CATCGATCGA
CATCGATCGA
CATCGATCGA
CATCGATCGA
CATCGATCGA
CATCGATCGA
CATCGATCGA
CATCGATCGA
CATCGATCGA
CATCGATCGA
CATCGATCGA
CATCGATCGA
CATCGATCGA
CATCGATCGA

CGGTCGGCGC
CGGTCGGCGC
CGGTCGGCGC
CGGTCGGCGC
CGGTCGGCGC
CGGTCGGCGC
CGGTCGGCGC
CGGTCGGCGC
CGGTCGGCGC
CGGTCGGCGC
CGGTCGGCGC
CGGTCGGCGC
CGGTCGGCGC
CGGTCGGCGC

GCA-GGAACT
GCA-GGAACT
GCA-GGAACT
GCA-GGAACT
GCA-GGAACT
GCA-GGAACT
GCA-GGAACT
GCA-GGAACT
GCA-GGAACT
GCA-GGAACT
GCA-GGAACT
GCA-GGAACT
GCA-GGAACT
GCA-GGAACT
GCA-GGAACT
GCA-GGAACT
GCA-GGAACT
GCA-GGAACT
GCA-GGAACT
GCA-GGAACT
GCAAGGAACT
GCA-GGAACT
GCA-GGAACT
GCAGGAAACT
GCA-GGAACT
GCA-GGAACT
GCA-GGAACT
GCA-GGAACT
GCA-GGAACT

GGGGCGCATC
GGGGCGCATC
GGGGCGCATC
GGGGCGCATC
GGGGCGCATC
GGGGCGCATC
GGGGCGCATC
GGGGCGCATC
GGGGCGCATC
GGGGCGCATC
GGGGCGCATC
GGGGCGCATC
GGGGCGCATC
GGGGCGCATC

CGGGCTCACG
CGGGCTCACG
CGGGCTCACG
CGGGCTCACG
CGGGCTCACG
CGGGCTCACG
CGGGCTCACG
CGGGCTCACG
CGGGCTCACG
CGGGCTCACG
CGGGCTCACG
CGGGCTCACG
CGGGCTCACG
CGGGCTCACG
CGGGCTCACG
CGGGCTCACG
CGGGCTCACG
CGGGCTCACG
CGGGCTCACG
CGGGCTCACG
CGGGCTCACG
CGGGCTCACG
CGGGCTCACG
CGGGCTCACG
CGGGCTCACG
CGGGCTCACG
CGGGCTCACG
CGGGCTCACG
CGGGCTCACG

-GGGCTT--G
-GGGCTC--G
-GGGCTC--G
-GGGCTC--G
-GGGCTC--G
-GGGCTC--G
-GGGCTC--G
-GGGCTC--G
-GGGCTC--G
-GGGCTC--G
-GGGCTC--G
-GGGCTC--G
-GGGCTC--G
-GGGCTC--G

TATCACGCCG
TATCACGCCG
TATCACGCCG
TATCACGCCG
TATCACGCCG
TATCACGCCG
TATCACGCCG
TATCACGCCG
TATCACGCCG
TATCACGCCG
TATCACGCCG
TATCACGCCG
TATCACGCCG
TATCACGCCG
TATCACGCCG
TATCACGCCG
TATCACGCCG
TATCACGCCG
TATCACGCCG
TATCACGCCG
TATCACGCCG
TATCACGCCG
TATCACGCCG
TATCACGCCG
TATCACGCCG
TATCACGCCG
TATCACGCCG
TATCACGCCG
TATCACGCCG

CCGTG-TGCA
CCGTGCTGCG
CCGTGCTGCG
CCGTGCTGCG
CCGTGCTGCG
CCGTGCTGCG
CCGTGCTGCG
CCGTGCTGCG
CCGTGCTGCG
CCGTGCTGCG
CCGTGCTGCG
CCGTGCTGCG
CCGTGCTGCG
CCGTGCTGCG

ATGCCGCGTC
ATGCCGCGTC
ATGCCGCGTC
ATGCCGCGTC
ATGCCGCGTC
ATGCCGCGTC
ATGCCGCGTC
ATGCCGCGTC
ATGCCGCGTC
ATGCCGCGTC
ATGCCGCGTC
ATGCCGCGTC
ATGCCGCGTC
ATGCCGCGTC
ATGCCGCGTC
ATGCCGCGTC
ATGCCGCGTC
ATGCCGCGTC
ATGCCGCGTC
ATGCCGCGTC
ATGCCGCGTC
ATGCCGCGTC
ATGCCGCGTC
ATGCCGCGTC
ATGCCGCGTC
ATGCCGCGTC
ATGCCGCGTC
ATGCCGCGTC
ATGCCGCGTC



M110
M131
M136
M137
M138
M142
M143
M144

T7R-R
T7R-R
T7R-R
T7R-R
T7R-R
T7R-R
T7R-R
T7R-R

F-PRIMER

R-PRIMER-R
M12 T7R-RC
M20 T7R-RC
M33 T7R-RC
M35 T7R-RC
M36 T7R-RC
M40 T7R-RC
M43 T7R-RC
M47-A T7R-
M47-B T7R-
M49 T7R-RC
M53 T7R-RC
M54 T7R-RC
M57 T7R-RC
M61 T7R-RC
M63 T7R-RC
M65 T7R-RC
M67 T7R-RC
M68 T7R-RC
M70 T7R-RC
M72 T7R-RC
M73 T7R-RC
M79 T7R-RC
M89 T7R-RC
M90 T7R-RC
M93 T7R-RC
M102 T7R-R
M105 T7R-R
M107 T7R-R
M109 T7R-R
M110 T7R-R
M131 T7R-R
M136 T7R-R
M137 T7R-R
M138 T7R-R
M142 T7R-R

CC-GGCTGAA
CC-GGCTGAA
CC-GGCTGAA
CC-GGCTGAA
CC-GGCTGAA
CC-GGCTGAA
CC-GGCTGAA
CC-GGCTGAA

GCCGTTCGG—
GCCGTTCGG—
GCCGTTCGG—
GCCGTTCGG—
GCCGTTCGG—
GCCGTTCGG—
GCCGTTCGG—
GCCGTTCGG—

—CCTGCAGCT
—CCTGCAGCT
—CCTGCAGCT
—CCTGCAGCT
—CCTGCAGCT
—CCTGCAGCT
—CCTGCAGCT
—CCTGCAGCT

GCACTACACG
GCACTACACG
GCACTACACG
GCACTACACG
GCACTACACG
GCACTACACG
GCACTACACG
GCACTACACG

GGGCGCCACC
AATCGCCACC
TGTCGCCACC
TGTCGCCACC
ACTCGCCACC
ACTCGCCACC
ATGCGCCACC
GTGCGCCACC

—GGCTCGATG
—GGCTCGATG
—GGCTCGATG
—GGCTCGATG
—GGCTCGATG
—GGCTCGATG
—GGCTCGATG
—GGCTCGATG

CATCGATCGA
CATCGATCGA
CATCGATCGA
CATCGATCGA
CATCGATCGA
CATCGATCGA
CATCGATCGA
CATCGATCGA

GCA-GGAACT
GCA-GGAACT
GCA-GGAACT
GCA-GGAACT
GCA-GGAACT
GCA-GGAACT
GCA-GGAACT
GCA-GGAACT

CGGGCTCACG
CGGGCTCACG
CGGGCTCACG
CGGGCTCACG
CGGGCTCACG
CGGGCTCACG
CGGGCTCACG
CGGGCTCACG

TATCACGCCG
TATCACGCCG
TATCACGCCG
TATCACGCCG
TATCACGCCG
TATCACGCCG
TATCACGCCG
TATCACGCCG

ATGCCGCGTC
ATGCCGCGTC
ATGCCGCGTC
ATGCCGCGTC
ATGCCGCGTC
ATGCCGCGTC
ATGCCGCGTC
ATGCCGCGTC

GCTCGCGAGC
GCTCGCGAGC
GCTCGCGAGC
GCTCGCGAGC
GCTCGCGAGC
GCTCGCGAGC
GCTCGCGAGC
GCTCGCGAGC
GCTCGCGAGC
GCTCGCGAGC
GCTCGCGAGC
GCTCGCGAGC
GCTCGCGAGC
GCTCGCGAGC
GCTCGCGAGC
GCTCGCGAGC
GCTCGCGAGC
GCTCGCGAGC
GCTCGCGAGC
GCTCGCGAGC
GCTCGCGAGC
GCTCGCGAGC
GCTCGCGAGC
GCTCGCGAGC
GCTCGCGAGC
GCTCGCGAGC
GCTCGCGAGC
GCTCGCGAGC
GCTCGCGAGC
GCTCGCGAGC
GCTCGCGAGC
GCTCGCGAGC
GCTCGCGAGC
GCTCGCGAGC
GCTCGCGAGC

GCCGTCGACA
GCCGTCGACA
GCCGTCGACA
GCCGTCGACA
GCCGTCGACA
GCCGTCGACA
GCCGTCGACA
GCCGTCGACA
GCCGTCGACA
GCCGTCGACA
GCCGTCGACA
GCCGTCGACA
GCCGTCGACA
GCCGTCGACA
GCCGTCGACA
GCCGTCGACA
GCCGTCGACA
GCCGTCGACA
GCCGTCGACA
GCCGTCGACA
GCCGTCGACA
GCCGTCGACA
GCCGTCGACA
GCCGTCGACA
GCCGTCGACA
GCCGTCGACA
GCCGTCGACA
GCCGTCGACA
GCCGTCGACA
GCCGTCGACA
GCCGTCGACA
GCCGTCGACA
GCCGTCGACA
GCCGTCGACA
GCCGTCGACA

TCGTCAACCT
TCGTCAACCT
TCGTCAACCT
TCGTCAACCT
TCGTCAACCT
TCGTCAACCT
TCGTCAACCT
TCGTCAACCT
TCGTCAACCT
TCGTCAACCT
TCGTCAACCT
TCGTCAACCT
TCGTCAACCT
TCGTCAACCT
TCGTCAACCT
TCGTCAACCT
TCGTCAACCT
TCGTCAACCT
TCGTCAACCT
TCGTCAACCT
TCGTCAACCT
TCGTCAACCT
TCGTCAACCT
TCGTCAACCT
TCGTCAACCT
TCGTCAACCT
TCGTCAACCT
TCGTCAACCT
TCGTCAACCT
TCGTCAACCT
TCGTCAACCT
TCGTCAACCT
TCGTCAACCT
TCGTCAACCT
TCGTCAACCT

GCAGATTCCG
GCAGATTCCG
GCAGATTCCG
GCAGATTCCG
GCAGATTCCG
GCAGATTCCG
GCAGATTCCG
GCAGATTCCG
GCAGATTCCG
GCAGATTCCG
GCAGATTCCG
GCAGATTCCG
GCAGATTCCG
GCAGATTCCG
GCAGATTCCG
GCAGATTCCG
GCAGATTCCG
GCAGATTCCG
GCAGATTCCG
GCAGATTCCG
GCAGATTCCG
GCAGATTCCG
GCAGATTCCG
GCAGATTCCG
GCAGATTCCG
GCAGATTCCG
GCAGATTCCG
GCAGATTCCG
GCAGATTCCG
GCAGATTCCG
GCAGATTCCG
GCAGATTCCG
GCAGATTCCG
GCAGATTCCG
GCAGATTCCG

CTGTACCCGT
CTGTACCCGT
CTGTACCCGT
CTGTACCCGT
CTGTACCCGT
CTGTACCCGT
CTGTACCCGT
CTGTACCCGT
CTGTACCCGT
CTGTACCCGT
CTGTACCCGT
CTGTACCCGT
CTGTACCCGT
CTGTACCCGT
CTGTACCCGT
CTGTACCCGT
CTGTACCCGT
CTGTACCCGT
CTGTACCCGT
CTGTACCCGT
CTGTACCCGT
CTGTACCCGT
CTGTACCCGT
CTGTACCCGT
CTGTACCCGT
CTGTACCCGT
CTGTACCCGT
CTGTACCCGT
CTGTACCCGT
CTGTACCCGT
CTGTACCCGT
CCATACCCGT
CTGTACCCGT
CTGTACCCGT
CTGTACCCGT

CGACCGAGCA
CGACCGAGCA
CGACCGAGCA
CGACCGAGCA
CGACCGAGCA
CGACCGAGCA
CGACCGAGCA
CGACCGAGCA
CGACCGAGCA
CGACCGAGCA
CGACCGAGCA
CGACCGAGCA
CGACCGAGCA
CGACCGAGCA
CGACCGAGCA
CGACCGAGCA
CGACCGAGCA
CGACCGAGCA
CGACCGAGCA
CGACCGAGCA
CGACCGAGCA
CGACCGAGCA
CGACCGAGCA
CGACCGAGCA
CGACCGAGCA
CGACCGAGCA
CGACCGAGCA
CGACCGAGCA
CGACCGAGCA
CGACCGAGCA
CGACCGAGCA
CGACCGAGCA
CGACCGAGCA
CGACCGAGCA
CGACCGAGCA

CCTGTTCGAC
CCTGTTCGAC
CCTGTTCGAC
CCTGTTCGAC
CCTGTTCGAC
CCTGTTCGAC
CCTGTTCGAC
CCTGTTCGAC
CCTGTTCGAC
CCTGTTCGAC
CCTGTTCGAC
CCTGTTCGAC
CCTGTTCGAC
CCTGTTCGAC
CCTGTTCGAC
CCTGTTCGAC
CCTGTTCGAC
CCTGTTCGAC
CCTGTTCGAC
CCTGTTCGAC
CCTGTTCGAC
CCTGTTCGAC
CCTGTTCGAC
CCTGTTCGAC
CCTGTTCGAC
CCTGTTCGAC
CCTGTTCGAC
CCTGTTCGAC
CCTGTTCGAC
CCTGTTCGAC
CCTGTTCGAC
CCTGTTCGAC
CCTGTTCGAC
CCTGTTCGAC
CCTGTTCGAC

GCGGCGATGA
GCGGCGATGA
GCGGCGATGA
GCGGCGATGA
GCGGCGATGA
GCGGCGATGA
GCGGCGATGA
GCGGCGATGA
GCGGCGATGA
GCGGCGATGA
GCGGCGATGA
GCGGCGATGA
GCGGCGATGA
GCGGCGATGA
GCGGCGATGA
GCGGCGATGA
GCGGCGATGA
GCGGCGATGA
GCGGCGATGA
GCGGCGATGA
GCGGCGATGA
GCGGCGATGA
GCGGCGATGA
GCGGCGATGA
GCGGCGATGA
GCGGCGATGA
GCGGCGATGA
GCGGCGATGA
GCGGCGATGA
GCGGCGATGA
GCGGCGATGA
GCGGCGATGA
GCGGCGATGA
GCGGCGATGA
GCGGCGATGA

TCGCGCGCAT
TCGCGCGCAT
TCGCGCGCAT
TCGCGCGCAT
TCGCGCGCAT
TCGCGCGCAT
TCGCGCGCAT
TCGCGCGCAT
TCGCGCGCAT
TCGCGCGCAT
TCGCGCGCAT
TCGCGCGCAT
TCGCGCGCAT
TCGCGCGCAT
TCGCGCGCAT
TCGCGCGCAT
TCGCGCGCAT
TCGCGCGCAT
TCGCGCGCAT
TCGCGCGCAT
TCGCGCGCAT
TCGCGCGCAT
TCGCGCGCAT
TCGCGCGCAT
TCGCGCGCAT
TCGCGCGCAT
TCGCGCGCAT
TCGCGCGCAT
TCGCGCGCAT
TCGCGCGCAT
TCGCGCGCAT
TCGCGCGCAT
TCGCGCGCAT
TCGCGCGCAT
TCGCGCGCAT

GAAGCGCGGC
GAAGCGCGGC
GAAGCGCGGC
GAAGCGCGGC
GAAGCGCGGC
GAAGCGCGGC
GAAGCGCGGC
GAAGCGCGGC
GAAGCGCGGC
GAAGCGCGGC
GAAGCGCGGC
GAAGCGCGGC
GAAGCGCGGC
GAAGCGCGGC
GAAGCGCGGC
GAAGCGCGGC
GAAGCGCGGC
GAAGCGCGGC
GAAGCGCGGC
GAAGCGCGGC
GAAGCGCGGC
GAAGCGCGGC
GAAGCGCGGC
GAAGCGCGGC
GAAGCGCGGC
GAAGCGCGGC
GAAGCGCGGC
GAAGCGCGGC
GAAGCGCGGC
GAAGCGCGGC
GAAGCGCGGC
GAAGCGCGGC
GAAGCGCGGC
GAAGCGCGGC
GAAGCGCGGC

GCCTACCTGA
GCCTACCTGA
GCCTACCTGA
GCCTACCTGA
GCCTACCTGA
GCCTACCTGA
GCCTACCTGA
GCCTACCTGA
GCCTACCTGA
GCCTACCTGA
GCCTACCTGA
GCCTACCTGA
GCCTACCTGA
GCCTACCTGA
GCCTACCTGA
GCCTACCTGA
GCCTACCTGA
GCCTACCTGA
GCCTACCTGA
GCCTACCTGA
GCCTACCTGA
GCCTACCTGA
GCCTACCTGA
GCCTACCTGA
GCCTACCTGA
GCCTACCTGA
GCCTACCTGA
GCCTACCTGA
GCCTACCTGA
GCCTACCTGA
GCCTACCTGA
GCCTACCTGA
GCCTACCTGA
GCCTACCTGA
GCCTACCTGA



M143 T7R-R
M144 T7R-R

F-PRIMER

R-PRIMER-R
M12 T7R-RC
M20 T7R-RC
M33 T7R-RC
M35 T7R-RC
M36 T7R-RC
M40 T7R-RC
M43 T7R-RC
M47-A T7R-
M47-B T7R-
M49 T7R-RC
M53 T7R-RC
M54 T7R-RC
M57 T7R-RC
M61 T7R-RC
M63 T7R-RC
M65 T7R-RC
M67 T7R-RC
M68 T7R-RC
M70 T7R-RC
M72 T7R-RC
M73 T7R-RC
M79 T7R-RC
M89 T7R-RC
M90 T7R-RC
M93 T7R-RC
M102 T7R-R
M105 T7R-R
M107 T7R-R
M109 T7R-R
M110 T7R-R
M131 T7R-R
M136 T7R-R
M137 T7R-R
M138 T7R-R
M142 T7R-R
M143 T7R-R
M144 T7R-R

GCTCGCGAGC GCCGTCGACA TCGTCAACCT GCAGATTCCG CTGTACCCGT CGACCGAGCA CCTGTTCGAC GCGGCGATGA TCGCGCGCAT GAAGCGCGGC GCCTACCTGA
GCTCGCGAGC GCCGTCGACA TCGTCAACCT GCAGATTCCG CTGTACCCGT CGACCGAGCA CCTGTTCGAC GCGGCGATGA TCGCGCGCAT GAAGCGCGGC GCCTACCTGA

TCAACACCGC
TCAACACCGC
TCAACACCGC
TCAACACCGC
TCAACACCGC
TCAACACCGC
TCAACACCGC
TCAACACCGC
TCAACACCGC
TCAACACCGC
TCAACACCGC
TCAACACCGC
TCAACACCGC
TCAACACCGC
TCAACACCGC
TCAACACCGC
TCAACACCGC
TCAACACCGC
TCAACACCGC
TCAACACCGC
TCAACACCGC
TCAACACCGC
TCAACACCGC
TCAACACCGC
TCAACACCGC
TCAACACCGC
TCAACACCGC
TCAACACCGC
TCAACACCGC
TCAACACCGC
TCAACACCGC
TCAACACCGC
TCAACACCGC
TCAACACCGC
TCAACACCGC
TCAACACCGC
TCAACACCGC

—
100

GCGCGCAAAG
GCGCGCAAAG
GCGCGCAAAG
GCGCGCAAAG
GCGCGCAAAG
GCGCGCAAAG
GCGCGCAAAG
GCGCGCAAAG
GCGCGCAAAG
GCGCGCAAAG
GCGCGCAAAG
GCGCGCAAAG
GCGCGCAAAG
GCGCGCAAAG
GCGCGCAAAG
GCGCGCAAAG
GCGCGCAAAG
GCGCGCAAAG
GCGCGCAAAG
GCGCGCAAAG
GCGCGCAAAG
GCGCGCAAAG
GCGCGCAAAG
GCGCGCAAAG
GCGCGCAAAG
GCGCGCAAAG
GCGCGCAAAG
GCGCGCAAAG
GCGCGCAAAG
GCGCGCAAAG
GCGCGCAAAG
GCGCGCAAAG
GCGCGCAAAG
GCGCGCAAAG
GCGCGCAAAG
GCGCGCAAAG
GCGCGCAAAG

0 1010

CTGGTCGACC
CTGGTCGACC
CTGGTCGACC
CTGGTCGACC
CTGGTCGACC
CTGGTCGACC
CTGGTCGACC
CTGGTCGACC
CTGGTCGACC
CTGGTCGACC
CTGGTCGACC
CTGGTCGACC
CTGGTCGACC
CTGGTCGACC
CTGGTCGACC
CTGGTCGACC
CTGGTCGACC
CTGGTCGACC
CTGGTCGACC
CTGGTCGACC
CTGGTCGACC
CTGGTCGACC
CTGGTCGACC
CTGGTCGACC
CTGGTCGACC
CTGGTCGACC
CTGGTCGACC
CTGGTCGACC
CTGGTCGACC
CTGGTCGACC
CTGGTCGACC
CTGGTCGACC
CTGGTCGACC
CTGGTCGACC
CTGGTCGACC
CTGGTCGACC
CTGGTCGACC

1020

GCGACGCGGT
GCGACGCGGT
GCGACGCGGT
GCGACGCGGT
GCGACGCGGT
GCGACGCGGT
GCGACGCGGT
GCGACGCGGT
GCGACGCGGT
GCGACGCGGT
GCGACGCGGT
GCGACGCGGT
GCGACGCGGT
GCGACGCGGT
GCGACGCGGT
GCGACGCGGT
GCGACGCGGT
GCGACGCGGT
GCGACGCGGT
GCGACGCGGT
GCGACGCGGT
GCGACGCGGT
GCGACGCGGT
GCGACGCGGT
GCGACGCGGT
GCGACGCGGT
GCGACGCGGT
GCGACGCGGT
GCGACGCGGT
GCGACGCGGT
GCGACGCGGT
GCGACGCGGT
GCGACGCGGT
GCGACGCGGT
GCGACGCGGT
GCGACGCGGT
GCGACGCGGT

1030

CGTGAATGCG
CGTGAATGCG
CGTGAATGCG
CGTGAATGCG
CGTGAATGCG
CGTGAATGCG
CGTGAATGCG
CGTGAATGCG
CGTGAATGCG
CGTGAATGCG
CGTGAATGCG
CGTGAATGCG
CGTGAATGCG
CGTGAATGCG
CGTGAATGCG
CGTGAATGCG
CGTGAATGCG
CGTGAATGCG
CGTGAATGCG
CGTGAATGCG
CGTGAATGCG
CGTGAATGCG
CGTGAATGCG
CGTGAATGCG
CGTGAATGCG
CGTGAATGCG
CGTGAATGCG
CGTGAATGCG
CGTGAATGCG
CGTGAATGCG
CGTGAATGCG
CGTGAATGCG
CGTGAATGCG
CGTGAATGCG
CGTGAATGCG
CGTGAATGCG
CGTGAATGCG

1040

CTCACGTCCG
CTCACGTCCG
CTCACGTCCG
CTCACGTCCG
CTCACGTCCG
CTCACGTCCG
CTCACGTCCG
CTCACGTCCG
CTCACGTCCG
CTCACGTCCG
CTCACGTCCG
CTCACGTCCG
CTCACGTCCG
CTCACGTCCG
CTCACGTCCG
CTCACGTCCG
CTCACGTCCG
CTCACGTCCG
CTCACGTCCG
CTCACGTCCG
CTCACGTCCG
CTCACGTCCG
CTCACGTCCG
CTCACGTCCG
CTCACGTCCG
CTCACGTCCG
CTCACGTCCG
CTCACGTCCG
CTCACGTCCG
CTCACGTCCG
CTCACGTCCG
CTCACGTCCG
CTCACGTCCG
CTCACGTCCG
CTCACGTCCG
CTCACGTCCG
CTCACGTCCG

1050

GGCATCTCGC
GGCATCTCGC
GGCATCTCGC
GGCATCTCGC
GGCATCTCGC
GGCATCTCGC
GGCATCTCGC
GGCATCTCGC
GGCATCTCGC
GGCATCTCGC
GGCATCTCGC
GGCATCTCGC
GGCATCTCGC
GGCATCTCGC
GGCATCTCGC
GGCATCTCGC
GGCATCTCGC
GGCATCTCGC
GGCATCTCGC
GGCATCTCGC
GGCATCTCGC
GGCATCTCGC
GGCATCTCGC
GGCATCTCGC
GGCATCTCGC
GGCATCTCGC
GGCATCTCGC
GGCATCTCGC
GGCATCTCGC
GGCATCTCGC
GGCATCTCGC
GGCATCTCGC
GGCATCTCGC
GGCATCTCGC
GGCATCTCGC
GGCATCTCGC
GGCATCTCGC

1060

GGGCTACGGC
GGGCTACGGC
GGGCTACGGC
GGGCTACGGC
GGGCTACGGC
GGGCTACGGC
GGGCTACGGC
GGGCTACGGC
GGGCTACGGC
GGGCTACGGC
GGGCTACGGC
GGGCTACGGC
GGGCTACGGC
GGGCTACGGC
GGGCTACGGC
GGGCTACGGC
GGGCTACGGC
GGGCTACGGC
GGGCTACGGC
GGGCTACGGC
GGGCTACGGC
GGGCTACGGC
GGGCTACGGC
GGGCTACGGC
GGGCTACGGC
GGGCTACGGC
GGGCTACGGC
GGGCTACGGC
GGGCTACGGC
GGGCTACGGC
GGGCTACGGC
GGGCTACGGC
GGGCTACGGC
GGGCTACGGC
GGGCTACGGC
GGGCTACGGC
GGGCTACGGC

1070

GGCGACGTGT
GGCGACGTGT
GGCGACGTGT
GGCGACGTGT
GGCGACGTGT
GGCGACGTGT
GGCGACGTGT
GGCGACGTGT
GGCGACGTGT
GGCGACGTGT
GGCGACGTGT
GGCGACGTGT
GGCGACGTGT
GGCGACGTGT
GGCGACGTGT
GGCGACGTGT
GGCGACGTGT
GGCGACGTGT
GGCGACGTGT
GGCGACGTGT
GGCGACGTGT
GGCGACGTGT
GGCGACGTGT
GGCGACGTGT
GGCGACGTGT
GGCGACGTGT
GGCGACGTGT
GGCGACGTGT
GGCGACGTGT
GGCGACGTGT
GGCGACGTGT
GGCGACGTGT
GGCGACGTGT
GGCGACGTGT
GGCGACGTGT
GGCGACGTGT
GGCGACGTGT

1080

GGTTTCCTCA
GGTTTCCTCA
GGTTTCCTCA
GGTTTCCTCA
GGTTTCCTCA
GGTTTCCTCA
GGTTTCCTCA
GGTTTCCTCA
GGTTTCCTCA
GGTTTCCTCA
GGTTTCCTCA
GGTTTCCTCA
GGTTTCCTCA
GGTTTCCTCA
GGTTTCCTCA
GGTTTCCTCA
GGTTTCCTCA
GGTTTCCTCA
GGTTTCCTCA
GGTTTCCTCA
GGTTTCCTCA
GGTTTCCTCA
GGTTTCCTCA
GGTTTCCTCA
GGTTTCCTCA
GGTTTCCTCA
GGTTTCCTCA
GGTTTCCTCA
GGTTTCCTCA
GGTTTCCTCA
GGTTTCCTCA
GGTTTCCTCA
GGTTTCCTCA
GGTTTCCTCA
GGTTTCCTCA
GGTTTCCTCA
GGTTTCCTCA

1090

GCCGGCGCCG
GCCGGCGCCG
GCCGGCGCCG
GCCGGCGCCG
GCCGGCGCCG
GCCGGCGCCG
GCCGGCGCCG
GCCGGCGCCG
GCCGGCGCCG
GCCGGCGCCG
GCCGGCGCCG
GCCGGCGCCG
GCCGGCGCCG
GCCGGCGCCG
GCCGGCGCCG
GCCGGCGCCG
GCCGGCGCCG
GCCGGCGCCG
GCCGGCGCCG
GCCGGCGCCG
GCCGGCGCCG
GCCGGCGCCG
GCCGGCGCCG
GCCGGCGCCG
GCCGGCGCCG
GCCGGCGCCG
GCCGGCGCCG
GCCGGCGCCG
GCCGGCGCCG
GCCGGCGCCG
GCCGGCGCCG
GCCGGCGCCG
GCCGGCGCCG
GCCGGCGCCG
GCCGGCGCCG
GCCGGCGCCG
GCCGGCGCCG



1100
F-PRIMER
R-PRIMER-R
M12 T7R-RC
M20 T7R-RC
M33 T7R-RC
M35 T7R-RC
M36 T7R-RC
M40 T7R-RC
M43 T7R-RC
M47-A T7R-
M47-B T7R-
M49 T7R-RC
M53 T7R-RC
M54 T7R-RC
M57 T7R-RC
M61 T7R-RC
M63 T7R-RC
M65 T7R-RC
M67 T7R-RC
M68 T7R-RC
M70 T7R-RC
M72 T7R-RC
M73 T7R-RC
M79 T7R-RC
M89 T7R-RC
M90 T7R-RC
M93 T7R-RC
M102 T7R-R
M105 T7R-R
M107 T7R-R
M109 T7R-R
M110 T7R-R
M131 T7R-R
M136 T7R-R
M137 T7R-R
M138 T7R-R
M142 T7R-R
M143 T7R-R
M144 T7R-R

1210
F-PRIMER
R-PRIMER-R
M12 T7R-RC
M20 T7R-RC

GCCGATCATC
GCCGATCATC
GCCGATCATC
GCCGATCATC
GCCGATCATC
GCCGATCATC
GCCGATCATC
GCCGATCATC
GCCGATCATC
GCCGATCATC
GCCGATCATC
GCCGATCATC
GCCGATCATC
GCCGATCATC
GCCGATCATC
GCCGATCATC
GCCGATCATC
GCCGATCATC
GCCGATCATC
GCCGATCATC
GCCGATCATC
GCCGATCATC
GCCGATCATC
GCCGATCATC
GCCGATCATC
GCCGATCATC
GCCGATCATC
GCCGATCATC
GCCGATCATC
GCCGATCATC
GCCGATCATC
GCCGATCATC
GCCGATCATC
GCCGATCATC
GCCGATCATC
GCCGATCATC
GCCGATCATC

CGTGGCGCAC
CGTGGCGCAC
CGTGGCGCAC
CGTGGCGCAC
CGTGGCGCAC
CGTGGCGCAC
CGTGGCGCAC
CGTGGCGCAC
CGTGGCGCAC
CGTGGCGCAC
CGTGGCGCAC
CGTGGCGCAC
CGTGGCGCAC
CGTGGCGCAC
CGTGGCGCAC
CGTGGCGCAC
CGTGGCGCAC
CGTGGCGCAC
CGTGGCGCAC
CGTGGCGCAC
CGTGGCGCAC
CGTGGCGCAC
CGTGGCGCAC
CGTGGCGCAC
CGTGGCGCAC
CGTGGCGCAC
CGTGGCGCAC
CGTGGCGCAC
CGTGGCGCAC
CGTGGCGCAC
CGTGGCGCAC
CGTGGCGCAC
CGTGGCGCAC
CGTGGCGCAC
CGTGGCGCAC
CGTGGCGCAC
CGTGGCGCAC

GATGCCGTTIC
GATGCCGTTIC
GATGCCGTTIC
GATGCCGTTIC
GATGCCGTTIC
GATGCCGTTIC
GATGCCGTTIC
GATGCCGTTIC
GATGCCGTTIC
GATGCCGTTIC
GATGCCGTTIC
GATGCCGTTIC
GATGCCGTTIC
GATGCCGTTIC
GATGCCGTTIC
GATGCCGTTIC
GATGCCGTTIC
GATGCCGTTIC
GATGCCGTTIC
GATGCCGTTIC
GATGCCGTTIC
GATGCCGTTIC
GATGCCGTTIC
GATGCCGTTIC
GATGCCGTTIC
GATGCCGTTIC
GATGCCGTTIC
GATGCCGTTIC
GATGCCGTTIC
GATGCCGTTIC
GATGCCGTTIC
GATGCCGTTIC
GATGCCGTTIC
GATGCCGTTIC
GATGCCGTTIC
GATGCCGTTIC
GATGCCGTTIC

AACGGGATGA
AACGGGATGA
AACGGGATGA
AACGGGATGA
AACGGGATGA
AACGGGATGA
AACGGGATGA
AACGGGATGA
AACGGGATGA
AACGGGATGA
AACGGGATGA
AACGGGATGA
AACGGGATGA
AACGGGATGA
AACGGGATGA
AACGGGATGA
AACGGGATGA
AACGGGATGA
AACGGGATGA
AACGGGATGA
AACGGGATGA
AACGGGATGA
AACGGGATGA
AACGGGATGA
AACGGGATGA
AACGGGATGA
AACGGGATGA
AACGGGATGA
AACGGGATGA
AACGGGATGA
AACGGGATGA
AACGGGATGA
AACGGGATGA
AACGGGATGA
AACGGGATGA
AACGGGATGA
AACGGGATGA

CCCCGCACAT
CCCCGCACAT
CCCCGCACAT
CCCCGCACAT
CCCCGCACAT
CCCCGCACAT
CCCCGCACAT
CCCCGCACAT
CCCCGCACAT
CCCCGCACAT
CCCCGCACAT
CCCCGCACAT
CCCCGCACAT
CCCCGCACAT
CCCCGCACAT
CCCCGCACAT
CCCCGCACAT
CCCCGCACAT
CCCCGCACAT
CCCCGCACAT
CCCCGCACAT
CCCCGCACAT
CCCCGCACAT
CCCCGCACAT
CCCCGCACAT
CCCCGCACAT
CCCCGCACAT
CCCCGCACAT
CCCCGCACAT
CCCCGCACAT
CCCCGCACAT
CCCCGCACAT
CCCCGCACAT
CCCCGCACAT
CCCCGCACAT
CCCCGCACAT
CCCCGCACAT

CTCCGGCACG
CTCCGGCACG
CTCCGGCACG
CTCCGGCACG
CTCCGGCACG
CTCCGGCACG
CTCCGGCACG
CTCCGGCACG
CTCCGGCACG
CTCCGGCACG
CTCCGGCACG
CTCCGGCACG
CTCCGGCACG
CTCCGGCACG
CTCCGGCACG
CTCCGGCACG
CTCCGGCACG
CTCCGGCACG
CTCCGGCACG
CTCCGGCACG
CTCCGGCACG
CTCCGGCACG
CTCCGGCACG
CTCCGGCACG
CTCCGGCACG
CTCCGGCACG
CTCCGGCACG
CTCCGGCACG
CTCCGGCACG
CTCCGGCACG
CTCCGGCACG
CTCCGGCACG
CTCCGGCACG
CTCCGGCACG
CTCCGGCACG
CTCCGGCACG
CTCCGGCACG

TCGCTGTCCG
TCGCTGTCCG
TCGCTGTCCG
TCGCTGTCCG
TCGCTGTCCG
TCGCTGTCCG
TCGCTGTCCG
TCGCTGTCCG
TCGCTGTCCG
TCGCTGTCCG
TCGCTGTCCG
TCGCTGTCCG
TCGCTGTCCG
TCGCTGTCCG
TCGCTGTCCG
TCGCTGTCCG
TCGCTGTCCG
TCGCTGTCCG
TCGCTGTCCG
TCGCTGTCCG
TCGCTGTCCG
TCGCTGTCCG
TCGCTGTCCG
TCGCTGTCCG
TCGCTGTCCG
TCGCTGTCCG
TCGCTGTCCG
TCGCTGTCCG
TCGCTGTCCG
TCGCTGTCCG
TCGCTGTCCG
TCGCTGTCCG
TCGCTGTCCG
TCGCTGTCCG
TCGCTGTCCG
TCGCTGTCCG
TCGCTGTCCG

CGCAGGCACG
CGCAGGCACG
CGCAGGCACG
CGCAGGCACG
CGCAGGCACG
CGCAGGCACG
CGCAGGCACG
CGCAGGCACG
CGCAGGCACG
CGCAGGCACG
CGCAGGCACG
CGCAGGCACG
CGCAGGCACG
CGCAGGCACG
CGCAGGCACG
CGCAGGCACG
CGCAGGCACG
CGCAGGCACG
CGCAGGCACG
CGCAGGCACG
CGCAGGCACG
CGCAGGCACG
CGCAGGCACG
CGCAGGCACG
CGCAGGCACG
CGCAGGCACG
CGCAGGCACG
CGCAGGCACG
CGCAGGCACG
CGCAGGCACG
CGCAGGCACG
CGCAGGCACG
CGCAGGCACG
CGCAGGCACG
CGCAAGCACG
CGCAGGCACG
CGCAGGCACG

CTATGCGGCC
CTATGCGGCC
CTATGCGGCC
CTATGCGGCC
CTATGCGGCC
CTATGCGGCC
CTATGCGGCC
CTATGCGGCC
CTATGCGGCC
CTATGCGGCC
CTATGCGGCC
CTATGCGGCC
CTATGCGGCC
CTATGCGGCC
CTATGCGGCC
CTATGCGGCC
CTATGCGGCC
CTATGCGGCC
CTATGCGGCC
CTATGCGGCC
CTATGCGGCC
CTATGCGGCC
CTATGCGGCC
CTATGCGGCC
CTATGCGGCC
CTATGCGGCC
CTATGCGGCC
CTATGCGGCC
CTATGCGGCC
CTATGCGGCC
CTATGCGGCC
CTATGCGGCC
CTATGCGGCC
CTATGCGGCC
CTATGCGGCC
CTATGCGGCC
CTATGCGGCC

GGCACGCTGG
GGCACGCTGG
GGCACGCTGG
GGCACGCTGG
GGCACGCTGG
GGCACGCTGG
GGCACGCTGG
GGCACGCTGG
GGCACGCTGG
GGCACGCTGG
GGCACGCTGG
GGCACGCTGG
GGCACGCTGG
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ATGCTGGTTC GACGGCAAGC CGATCCGCAA CGAATACCTG ATCGTCGACG GCGGCACGCT CGCGGGAACG GGCGCGCAGT CGTACCGGCT GACGCTCGAG CACCACCACC
ATGCTGGTTC GACGGCAAGC CGATCCGCAA CGAATACCTG ATCGTCGACG GCGGCACGCT CGCGGGAACG GGCGCGCAGT CGTACCGGCT GACGCTCGAG CACCACCACC
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Sekil 3.1. Q223wt-NADP" mutant1 igin 10 ns MD simiilasyonu sirasinda mutant enzimin
hesaplanan sicaklik faktorii degerlerine gore hareketli ve rijit bolgelerinin gdsterimi (kirmizi
ve turuncu bdlgeler en hareketli, mavi bolgeler ise en rijit bolgelerdir).
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Sekil 3.2. Q223wt-NADP" mutant igin 10 ns MD simiilasyonu boyunca amino asit
rezidiilerinin baglangic yapilarina gore degisimini gdsteren RMSF degerleri.
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Sekil 3.3. Q223wWtNADP" mutant: igin 10ns MD simiilasyonu boyunca Q223, backbone,
NADP" ve format yapilarinin baslangig yapilarina gére degisimini gosteren RMSD degerleri.

Sekil 3.4. Q223wt-NAD"* mutant1 i¢in 15 ns MD simiilasyonu sirasinda mutant enzimin
hesaplanan sicaklik faktorii degerlerine gore hareketli ve rijit bolgelerinin gosterimi (kirmizi
ve turuncu bdlgeler en hareketli, mavi bolgeler ise en rijit bolgelerdir).
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Sekil 3.5. Q223wt-NAD" mutant1 i¢in 15 ns MD simiilasyonu boyunca amino asit
rezidiilerinin baglangi¢ yapilarina gore degisimini gosteren RMSF degerleri.
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Sekil 3.6. Q223wtNAD" mutant1 i¢in 15 ns MD simiilasyonu boyunca Q223, backbone,
NAD" ve format yapilarinin baslangi¢ yapilaria gére degisimini gosteren RMSD degerleri.
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Sekil 3.7. Q223G-NAD" mutant1 i¢in 15 ns MD simiilasyonu sirasinda mutant enzimin
hesaplanan sicaklik faktorii degerlerine gore hareketli ve rijit bolgelerinin gosterimi (kirmizi
ve turuncu bolgeler en hareketli, mavi bolgeler ise en rijit bolgelerdir).
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Sekil 3.8. Q223G-NAD" mutant: igin 15 ns MD simiilasyonu boyunca amino asit
rezidiilerinin baslangic yapilarina gore degisimini gosteren RMSF degerleri.
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Sekil 3.9. Q223G-NAD" mutanti i¢in 15 ns MD simiilasyonu boyunca Q223G, backbone,
NAD" ve format yapilarinin baslangi¢ yapilarma gére degisimini gosteren RMSD degerleri.

Sekil 3.10. Q223G-NADP" mutant1 i¢in 15 ns MD simiilasyonu sirasinda mutant enzimin
hesaplanan sicaklik faktorii degerlerine gore hareketli ve rijit bolgelerinin gosterimi (kirmizi
ve turuncu bolgeler en hareketli, mavi bolgeler ise en rijit bolgelerdir).
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Sekil 3.11. Q223G-NADP" mutanti igin 15 ns MD simiilasyonu boyunca amino asit
rezidiilerinin baslangic yapilarina gore degisimini gosteren RMSF degerleri.
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Sekil 3.12. Q223G-NADP* mutant1 i¢in 15 ns MD simiilasyonu boyunca Q223G, backbone,
NADP" ve format yapilarmin baslangic yapilarina gore degisimini gosteren RMSD degerleri.



Sekil 3.13.Q223K-NAD" mutant1 i¢in 15 ns MD simiilasyonu sirasinda mutant enzimin
hesaplanan sicaklik faktorii degerlerine gore hareketli ve rijit bolgelerinin gosterimi (kirmizi
ve turuncu bdlgeler en hareketli, mavi bolgeler ise en rijit bolgelerdir).
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Sekil 3.14. Q223K-NAD" mutanti igin 15 ns MD simiilasyonu boyunca amino asit
rezidiilerinin baslangic yapilarina gére degisimini gosteren RMSF degerleri.
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Sekil 3.15. Q223K-NAD" mutant igin 15 ns MD simiilasyonu boyunca Q223K backbone,
NAD" ve format yapilarinin baslangi¢ yapilaria gére degisimini gosteren RMSD degerleri.

Sekil 3.16. Q223K-NADP" mutant i¢in 15 ns MD simiilasyonu sirasinda mutant enzimin
hesaplanan sicaklik faktorii degerlerine gore hareketli ve rijit bolgelerinin gosterimi (kirmizi
ve turuncu bolgeler en hareketli, mavi bolgeler ise en rijit bolgelerdir).
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Sekil 3.17. Q223K-NADP" mutant1 i¢in 15 ns MD simiilasyonu boyunca amino asit
rezidiilerinin baslangic yapilarina gore degisimini gosteren RMSF degerleri.
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Sekil 3.18. Q223K-NADP™ mutanti i¢in 15 ns MD simiilasyonu boyunca Q223K, backbone,
NADP" ve format yapilarmin baslangic yapilarina gore degisimini gosteren RMSD degerleri.



Sekil 3.19. Q223T-NAD" mutant1 icin 15 ns MD simiilasyonu sirasinda mutant enzimin
hesaplanan sicaklik faktorii degerlerine gore hareketli ve rijit bolgelerinin gosterimi (kirmizi
ve turuncu bolgeler en hareketli, mavi bolgeler ise en rijit bolgelerdir).
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Sekil 3.20. Q223T-NAD" mutanti igin 15 ns MD simiilasyonu boyunca amino asit
rezidiilerinin baglangic yapilarina gore degisimini gdsteren RMSF degerleri.
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Sekil 3.21. Q223T-NAD" mutanti igin 15 ns MD simiilasyonu boyunca Q223T, backbone,
NAD" ve format yapilarinin baslangi¢ yapilaria gére degisimini gosteren RMSD degerleri.

Sekil 3.22. Q223T-NADP" mutant1 i¢in 15 ns MD simiilasyonu sirasinda mutant enzimin
hesaplanan sicaklik faktorii degerlerine gore hareketli ve rijit bolgelerinin gosterimi (kirmizi
ve turuncu bolgeler en hareketli, mavi bolgeler ise en rijit bolgelerdir).
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Sekil 3.23. Q223T-NADP" mutanti i¢in 15 ns MD simiilasyonu boyunca amino asit
rezidiilerinin baslangic yapilarina gére degisimini gosteren RMSF degerleri.
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Sekil 3.24. Q223T-NADP™ mutant1 i¢in 15 ns MD simiilasyonu boyunca Q223T, backbone,
NADP" ve format yapilarmin baslangic yapilarina gore degisimini gosteren RMSD degerleri.
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Sekil 3.25. Q223V-NAD" mutant1 i¢in 15 ns MD simiilasyonu sirasinda mutant enzimin
hesaplanan sicaklik faktorii degerlerine gore hareketli ve rijit bolgelerinin gosterimi (kirmizi
ve turuncu bdlgeler en hareketli, mavi bolgeler ise en rijit bolgelerdir).
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Sekil 3.26. Q223V-NAD" mutanti igin 15 ns MD simiilasyonu boyunca amino asit
rezidiilerinin baslangic yapilarina gére degisimini gosteren RMSF degerleri.
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Sekil 3.27. Q223V-NAD" mutantr i¢in 15 ns MD simiilasyonu boyunca Q223V, backbone,
NAD" ve format yapilarinin baslangi¢ yapilaria gére degisimini gosteren RMSD degerleri.

Sekil 3.28. Q223V-NADP" mutant: i¢in 15 ns MD simiilasyonu sirasinda mutant enzimin
hesaplanan sicaklik faktorii degerlerine gore hareketli ve rijit bolgelerinin gdsterimi (kirmizi
ve turuncu bdlgeler en hareketli, mavi bolgeler ise en rijit bolgelerdir).
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Sekil 3.29. Q223V-NADP" mutanti i¢in 15 ns MD simiilasyonu boyunca amino asit
rezidiilerinin baslangic yapilarina gore degisimini gosteren RMSF degerleri.
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Sekil 3.30. Q223V-NADP* mutanti i¢in 15 ns MD simiilasyonu boyunca Q223V, backbone,
NADP" ve format yapilarmin baslangic yapilarina gore degisimini gosteren RMSD degerleri.



Sekil 3.31. Q223N-NADP" mutant1 igin 15 ns MD simiilasyonu sirasinda mutant enzimin
hesaplanan sicaklik faktorii degerlerine gore hareketli ve rijit bolgelerinin gosterimi (kirmizi
ve turuncu bolgeler en hareketli, mavi bolgeler ise en rijit bolgelerdir).

RMS fluctuation

0.6

05— —

0 1 | 1 | L ‘ 1
4] 100 200 300 400

Residue

Sekil 3.32. Q223N-NADP* mutanti i¢in 15 ns MD simiilasyonu boyunca amino asit
rezidiilerinin baglangic yapilarina gore degisimini gdsteren RMSF degerleri.
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Sekil 3.33. Q223N-NADP* mutanti i¢in 15 ns MD simiilasyonu boyunca Q223N, backbone,
NADP" ve format yapilarinin baslangig yapilarina gére degisimini gosteren RMSD degerleri.

Sekil 3.34. Q223N-NAD" mutant1 igin 15 ns MD simiilasyonu sirasinda mutant enzimin
hesaplanan sicaklik faktorii degerlerine gore hareketli ve rijit bolgelerinin gdsterimi (kirmizi
ve turuncu bolgeler en hareketli, mavi bolgeler ise en rijit bolgelerdir).



RMS fluctuation

0.5

04—

03—

(nm)
T

0.2

0.1 ‘ —

0 | | |
0 100 200 300
Residue

Sekil 3.35 Q223N-NAD" mutanti i¢in 15 ns MD simiilasyonu boyunca amino asit
rezidiilerinin baslangic yapilarina gore degisimini gosteren RMSF degerleri.
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Sekil 3.36. Q223N-NAD" mutanti igin 15 ns MD simiilasyonu boyunca Q223N, backbone,
NAD" ve format yapilarinin baslangi¢ yapilaria gére degisimini gosteren RMSD degerleri.



Sekil 3.37. Q223C-NAD" mutant1 i¢in 15 ns MD simiilasyonu sirasinda mutant enzimin

hesaplanan sicaklik faktorii degerlerine gore hareketli ve rijit bolgelerinin gdsterimi (kirmizi
ve turuncu bdlgeler en hareketli, mavi bolgeler ise en rijit bolgelerdir).
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Sekil 3.38. Q223C-NAD" mutanti i¢in 15 ns MD simiilasyonu boyunca amino asit
rezidiilerinin baslangic yapilarina gére degisimini gosteren RMSF degerleri.
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Sekil 3.39. Q223C-NAD" mutanti i¢in 15 ns MD simiilasyonu boyunca Q223C, backbone,
NAD" ve format yapilarinin baslangi¢ yapilarina gére degisimini gosteren RMSD degerleri.
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Sekil 3.340. Q223C-NADP* mutant: i¢in 15 ns MD simiilasyonu sirasinda mutant enzimin
hesaplanan sicaklik faktorii degerlerine gore hareketli ve rijit bolgelerinin gosterimi (kirmizi
ve turuncu bdlgeler en hareketli, mavi bolgeler ise en rijit bolgelerdir).
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Sekil 3.41. Q223C-NADP" mutanti i¢in 15 ns MD simiilasyonu boyunca amino asit
rezidiilerinin baslangic yapilarina gére degisimini gosteren RMSF degerleri.
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Sekil 3.42. Q223C-NADP™ mutanti igin 15 ns MD simiilasyonu boyunca Q223C, backbone,
NADP" ve format yapilarmin baslangic yapilarina gore degisimini gosteren RMSD degerleri.
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Sekil 3.43. Q223M-NADP" mutant1 i¢in 15 ns MD simiilasyonu sirasinda mutant enzimin

hesaplanan sicaklik faktorii degerlerine gore hareketli ve rijit bolgelerinin gosterimi (kirmizi
ve turuncu bdlgeler en hareketli, mavi bolgeler ise en rijit bolgelerdir).
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Sekil 3.44. Q223M-NADP" mutanti igin 15 ns MD simiilasyonu boyunca amino asit
rezidiilerinin baslangic yapilarina gore degisimini gosteren RMSF degerleri.
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Sekil 3.45. Q223M-NADP" mutanti igin 15 ns MD simiilasyonu boyunca Q223M, backbone,
NADP" ve format yapilarmin baslangic yapilarina gore degisimini gosteren RMSD degerleri.

Sekil 3.46. Q223M-NAD" mutant1 igin 15 ns MD simiilasyonu sirasinda mutant enzimin
hesaplanan sicaklik faktorii degerlerine gore hareketli ve rijit bolgelerinin gosterimi (kirmizi
ve turuncu bolgeler en hareketli, mavi bolgeler ise en rijit bolgelerdir).
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Sekil 3.47. Q223M-NAD" mutanti i¢in 15 ns MD simiilasyonu boyunca amino asit
rezidiilerinin baslangic yapilarina gore degisimini gosteren RMSF degerleri.
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Sekil 3.48. Q223M-NAD" mutanti i¢in 15 ns MD simiilasyonu boyunca Q223M, backbone,
NAD" ve format yapilarinin baslangig yapilarma gére degisimini gosteren RMSD degerleri.



Sekil 3.49. Q223R-NAD" mutant1 i¢in 15 ns MD simiilasyonu sirasinda mutant enzimin
hesaplanan sicaklik faktorii degerlerine gore hareketli ve rijit bolgelerinin gdsterimi (kirmizi
ve turuncu bolgeler en hareketli, mavi bolgeler ise en rijit bolgelerdir).
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Sekil 3.50. Q223R-NAD" mutanti i¢in 15 ns MD simiilasyonu boyunca amino asit
rezidiilerinin baglangic yapilarina gore degisimini gdsteren RMSF degerleri.



RMSD

0.5 . |

— Protein

— NADH
Formate

04 — Backbone

e
W

RMSD (nm)

n "
0 5000 10000 15000
Time (ps)

Sekil 3.51. Q223R-NAD" mutanti igin 15 ns MD simiilasyonu boyunca Q223R, backbone,
NAD" ve format yapilarinin baslangi¢ yapilarma gére degisimini gosteren RMSD degerleri.

Sekil 3.52. Q223R-NADP"* mutant1 igin 15 ns MD simiilasyonu sirasinda mutant enzimin
hesaplanan sicaklik faktorii degerlerine gore hareketli ve rijit bolgelerinin gosterimi (kirmizi
ve turuncu bdlgeler en hareketli, mavi bolgeler ise en rijit bolgelerdir).
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Sekil 3.53. Q223R-NADP" mutant i¢in 15 ns MD simiilasyonu boyunca amino asit
rezidiilerinin baslangic yapilarina gére degisimini gosteren RMSF degerleri.
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Sekil 3.54. Q223R-NADP™ mutant1 igin 15 ns MD simiilasyonu boyunca Q223R, backbone,
NADP" ve format yapilarmin baslangic yapilarina gore degisimini gosteren RMSD degerleri.
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Tablo 2.1.Q223 (wild type)-NADP-Format sistemindeki bazi dnemli hidrojen baglari.

Mutasyon | Aktif Bolge Komsu Aktif Bolge Komsu
ve Rezidiileri Kofaktor | Rezidiller Kofaktor | Rezidiileri Format | Rezidiiler Format
Kofaktor
Pirimidin Riboz
Thr282 Azotu GIn254 oksijeni Asnl146 02 lle122 01
(NBO) (OBF)
Pirimidin Koprii fosfat
Asp308 Azotu Gly200 oksijeni Ser334 02 Serl145 01
(NBO) (OAZ)
Pirimidin Koprii fosfat
Asp308 Azotu Gly203 oksijeni
Q2.23 (NBO) (OAZ)
(wild Koprii fosfat Koprii fosfat
type) | Arg2o1 oksijeni 11e202 oksijeni
(OAY) (OAY)
NADP K&prii fosfat Toplam 2 adet Toplam 2 adet
Arg201 oksijeni hidrojen bag: hidrojen bag:
(OAB) olusmustur olusmustur

Toplam 5 adet
hidrojen bag
olusmustur

Toplam 4 adet
hidrojen bag
olusmustur




Tablo 2.2. Q223 (wild type) -NAD-Format sistemindeki baz1 6nemli hidrojen baglari.

Mutasyon | Aktif Bolge Komsu
ve Rezidiileri Kofaktor | Rezidiiler Kofaktor
Kofaktor
Riboz Piirin azotu
GIn221 oksijeni Ser260 (N6)
(03%)
Riboz k.R'b..oi II?t
GIn221 oksijeni GIn254 opru fosta
(02%) ar_e_lsmdakl
oksijen(OBA)
Riboz Koprii fosfat
Q2_23 Arg284 oksijeni Gly203 oksijeni
(wild (OBH) (0AZ)
type) Pirimidin Koprii fosfat
Asnl46 oksijeni 11e202 oksijeni
NAD (OBN) (OAY)
Koprii fosfat Koprii fosfat
Arg201 oksijeni GIn254 oksijeni
(OAB) (OAZ)
Riboz oksijeni
Toplam 5 adet Gln254 (OBD)
hidrojen bag Toplam 6 adet hidrojen
olusmustur y
bag1 olusmustur




Tablo 2.3. Q223T-NADP-Format sistemindeki bazi1 6nemli hidrojen baglari.

Mutasyon | Aktif Bolge Komsu Komsu
ve Rezidiileri Kofaktor | Rezidiiller Kofaktor | Rezidiiller Format
Kofaktor
Piirin azotu Riboz fosfat
GIn254 hidrojeni Alal99 oksijeni Serl47 01
(NH3”) (OP2)
Koprii fosfat Riboz fosfat
Arg201 oksijeni Thr221 oksijeni 11e148 02
(OAB) (OP2)
Koprii fosfat Piirin azotu
Arg201 oksijeni Asp308 hidrojeni Val150 o1
(OAB) (INH7)
Koprii fosfat
Gly200 oksijeni Arg343 02
(OAZ)
Koprii fosfat
Gly203 oksijeni Arg343 02
Q223T (0AZ)
Koprii fosfat
NADP 11e202 oksijeni
(OAY)
Riboz fosfat
T?plam 3 adfet Arg222 oksijeni
hidrojen bag: (OP1)
olusmustur Piirin Riboz
Tyr258 | Oksijeni Toplam 5 adet
(03%) hl?rgsjns:)afl
olusmustu
Thr282 2NH7

Toplam 9adet
hidrojen bag
olusmustur




Tablo 2.4. Q223T-NAD-Format sistemindeki bazi 6nemli hidrojen baglari.

Toplam 6 adet
hidrojen bag:
olusmustur

Toplam 5 adet
hidrojen bag:
olusmustur

Mutasyon | Aktif Bolge Komsu Komsu
ve Rezidiileri Kofaktor | Rezidiller Kofaktor | Rezidiiler Format
Kofaktor
Piirin Azotu Riboz
Leu257 (N6) GIn254 oksijeni Tyr8 01
(OBF)
Pirin Riboz Pirimidin
Glu141 Oksijeni Thr282 Azotu (NBO Thr336 02
(02*)
Prin Riboz Pirimidin
Glul41 Oksijeni Asp308 Azotu (NBO GIn341 o1
(03%)
Koprii fosfat Koprii fosfat
Q223T Arg201 oksijeni Gly203 oksijeni
(OAC) (OAZ)
NAD Koprii fosfat Koprii fosfat
Arg201 oksijeni 11e202 oksijeni
"(O.AC) (OAY) Toplam 3 adet
Kéopri fosfat hidrojen bag
Arg201 oksijeni olusmustur
(05)




Tablo 2.5. Q223G-NAD-Format sistemindeki bazi 6nemli hidrojen baglari.

Mutasyon
ve
Kofaktor

Aktif Bolge

Rezidiileri Kofaktor

Komsu
Rezidiiler Kofaktor

Komsu
Rezidiiler Format

Q223G

NAD

Pirimidin
oksijeni
(OBN)

Arg284

Tyr258 AH3’

Arg21 01

Riboz oksijeni

GIn254 (OBD)

Koprii fosfat
oksijeni
(OAZ)

Gly203

Ser149 o1

Riboz ile
koprii fosfat
arasindaki
oksijen(OBA)

GIn254

Koprii fosfat
oksijeni
(OAB)

Arg201

Koprii fosfat
oksijeni
(OAC)

Arg201

Koprii fosfat
oksijeni
(OAY)

Ile202

Piirin azotu
hidrojeni
(INH7)

Asp308

Piirin azotu
hidrojeni
(2NH7)

Asp308

Piirin azotu
hidrojeni
(2NH7)

Thr282

Toplam 9 adet hidrojen
bagi olusmustur

Toplam 2 adet
hidrojen bag:
olusmustur

Thr336 02

Ser337 02

Ser337 02

Ser337 o1

Toplam 6 adet hidrojen
bag1 olusmustur




Tablo 2.6. Q223G-NADP-Format sistemindeki bazi 6nemli hidrojen baglart.

Toplam 5 adet
hidrojen bag
olusmustur

Mutasyon | Aktif Bolge Komsu Komsu
ve Rezidiileri Kofaktor | Rezidiiller Kofaktor | Rezidiiler Format
Kofaktor
Pirimidin Koprii fosfat
Arg284 oksijeni GIn254 oksijeni Ser337 01
(OBN) (OAZ)
Koprii fosfat Koprii fosfat
Arg201 oksijeni 11e202 oksijeni Ser337 01
(OAY) (OAZ)
Koprii fosfat
Arg201 oksijeni Tyr344 02
Q223G (OAB)
Koprii fosfat
Arg201 oksijeni GIn341 o1
NADP (OAB)
Koprii fosfat Toplam 2adet
Arg201 oksijeni hidrojen bag:
(OAB) olusmustur

Toplam 4 adet
hidrojen bag
olusmustur




Tablo 2.7. Q223K-NAD-Format sistemindeki bazi 6nemli hidrojen baglari.

Toplam 4 adet
hidrojen bag:

olusmustur

Mutasyon | Aktif Bolge Komsu Aktif Bolge
ve Rezidiileri Kofaktor | Rezidiiller Kofaktor Rezidiileri Format
Kofaktor
Koprii fosfat Koprii fosfat
Gly200 oksijeni GIn254 oksijeni Ser339 01
(OAW) (OAZ)
Koprii fosfat Koprii fosfat
Arg201 oksijeni Gly203 oksijeni Ser339 02
(OAB) (OAZ)
Koprii fosfat
11e202 oksijeni Ala340 02
(OAY)
Q223K Pirimidin
NAD | Arg284 oksijeni Leu338 o1
(OBN) o
Toplarp 2 adet hidrojen Seraa7 02
bag1 olusmustur

Toplam 5 adet
hidrojen bag
olusmustur




Tablo 2.8. Q223K-NADP-Format sistemindeki bazi 6nemli hidrojen baglari.

Toplam 6 adet
hidrojen bag:
olusmustur

Toplam 9 adet hidrojen
bag1 olusmustur

MUt\E/ieSyon Aktif Bolge Komsu Aktif Bolge
. Rezidiileri Kofaktor | Rezidiiler Kofaktor Rezidiileri Format
Kofaktor
Riboz fosfat Koprii fosfat
Lys221 oksijeni Gly203 oksijeni Ser149 01
(OP2) (OAZ)
Koprii fosfat
Piirin azotu | €202 oksijeni Ser149 01
Asp308 hidrojeni (OAZ)
(INH7) Riboz fosfat
Arg222 oksijeni (OP3) Ser339 02
Riboz fosfat
Pirin azotu | “'9%%2 | oksijeni (OP3) | Arga43 | 02
Asp308 hidrojeni Arg222 Riboz fosfat
(INH7) oksijeni
(OP1)
Arg222 | Riboz fosfat
Q223K Piirin azotu oksijeni
LS (OP1)
Thr282 hidrojeni Riboz fosfat
NADP (2NHT) His223 oksijeni
(OP2)
Koprii fosfat Piirin azotu Toplam 4 adet
Arg201 oksijeni GIn254 hidrojeni hidrojen bag
(OAB) (NH3)?22? olusmustur
- GIn254 Riboz ile
Koprii fosfat -
Arg201 oksijeni koprii fOSf?t
(OAB) ar_gsmdakl
oksijen(OBA)




Tablo 2.9. Q223V-NAD-Format sistemindeki bazi 6nemli hidrojen baglari.

Mutasyon | Aktif Bolge Komsu Komsu
ve Rezidiileri Kofaktor | Rezidiller Kofaktér | Rezidiiler Format
Kofaktor
Koprii fosfat Riboz
Arg201 oksijeni GIn254 oksijeni Ser149 01
(OAQC) (OBD)
Koprii fosfat Koprii fosfat
Arg201 oksijeni Gly203 oksijeni Serl49 02
(OAQC) (OAZ)
Koprii fosfat Koprii fosfat
Arg201 oksijeni 11e202 oksijeni Gly335 02
(OAB) (OAZ)
Koprii fosfat .
Q223V | Arg201 |  oksijeni Kapril fosfat
(OAB) 11e202 oksijeni Thr336 02
OAY)
NAD (
Ser337 02
Toplam 4 adet
hidrojen bag: Toplam4adet | ool | 92
olusmustur hidrojen bag Ser337 01
olusmustur

Toplam 7 adet
hidrojen bag:
olusmustur




Tablo 2.10. Q223V-NADP-Format sistemindeki bazi 6nemli hidrojen baglari.

Mutasyon | Aktif Bolge Komsu Aktif Bolge
ve Rezidiileri Kofaktor Rezidiiller Kofaktor | Rezidiilleri Format
Kofaktor
Koprii fosfat Pirimidin Ser149 o1
Arg201 oksijeni His332 oksijeni
(OAB) (OBN) Ser149 02
Koprii fosfat Koprii fosfat
Arg201 oksijeni 11e202 oksijeni Gly335 02
(OAB) (OAY)
Pirimidin Koprii fosfat | Ser149 o1
His332 oksijeni Gly200 oksijeni
Q223V (OBN) (0Az7) |5 | 02
Riboz ile
NADP | Gin2s4 koprii fosfgt Tgplam 5 ad:at
arasindaki hidrojen bag
oksijen(OBA) olusmustur
Piirin azotu Toplam 3 adet
GIn254 hidrojeni hidrojen bagi
(NH2”) olusmustur
Toplam 5 adet hidrojen
bagi olusmustur




Tablo 2.11. Q223M-NADP-Format sistemindeki bazi 6nemli hidrojen baglari.

Mutasyon

ve Aktif Bolge Komsu Komsu
Kofaktor Rezidiileri Kofaktor Rezidiiller Kofaktor Rezidiiler Format
Koprii fosfat
Ara222 Riboz fosfat oksijeni I1e202 oksijeni (OAZ) Tyr3d4 02
g (OP3) GIn254 NH3’ GIn96 02
Thr282 2NH7
Koprii fosfat oksijeni
Gly203 (0AZ)
Piirin azotu hidrojeni
Asp308 (INH?)
Piirin azotu hidrojeni
Asp308 (INH?)
223M Koprii fosfat oksijeni
Q Arg201 (OAB)
Koprii fosfat oksijeni Toplam 2 adet
NADP | Gly200 (OAZ) . hidrojen bag
Koori fosfat oksien: Toplam 3 adet hidrojen |
Arg201 Oprii fosfat oksijeni bag olusmustur olusmustur
(OAB)
Koprii fosfat oksijeni
Arg201 (OAC)
Riboz fosfat
His223 oksijeni
(OP1)

Toplam 9 adet hidrojen bag:

olusmustur




Tablo 2.12. Q223M-NAD-Format sistemindeki bazi 6nemli hidrojen baglart.

M Ut\lsyon Aktif Bolge Komsu Komsu
Kofaktor Rezidiileri Kofaktor Rezidiiller Kofaktor Rezidiiler Format
Koprii fosfat
GIn254 I
, oksijeni (OAB)
Arg222 02 Gino5a N3’ Serl49 01
Thr282 NH2’
Koprii fosfat oksijeni Koprii fosfat
GIn34 (OAY) 11202 oksijeni (OAZ) Ser337 02
Alalgg | Koprd {‘gfé;’ksu eni GIn335 o1
Koprii fosfat oksijeni
Gly200 (OAB)
Q223M GIV203 Koprii fosfat oksijeni
Y (OAZ)
NAD Koprii fosfat oksijeni
Arg201 (OAC)
Ara201 Koprii fosfat oksijeni Toplam 4adet hidrojen Toplam 3 adet
g (OAC) bag1 olusmustur hidrojen bag:
Koprii fosfat oksijeni olusmustur
Arg201 (OAY)
Toplam8 adet hidrojen bag:
olusmustur




Tablo 2.13. Q223C-NAD-Format sistemindeki bazi1 6nemli hidrojen baglari.

Mutasyon | Aktif Bolge Komsu Komsu
ve Rezidiileri Kofaktor | Rezidiiler Kofaktor | Rezidiiler Format
Kofaktor
Riboz
Koprii fosfat | GIn254 oksijeni Serl49 02
Arg201 oksijeni (OBD)
(OAB) GIn254 NH2’ Serl49 o1
Thr282 NH7 Serl47 02
Koprii fosfat Koprii fosfat
Arg201 oksijeni 11e202 oksijeni Val150 02
(OAB) (OAY)
Asp308 1INH7 11e148 01
Q223C | Ala199 03’
Koprii fosfat
NAD Gly203 oksijeni
(OAZ)

Toplamb adet
hidrojen bag
olusmustur

Toplam 4adet
hidrojen bag
olusmustur

Toplam 5 adet
hidrojen bag:
olusmustur




Tablo 2.14. Q223C-NADP-Format sistemindeki bazi1 6nemli hidrojen baglari

M Ut\lsyon Aktif Bolge Komsu Komsu
.. Rezidiileri Kofaktor | Rezidiiler Kofaktor | Rezidiiler Format
Kofaktor
Thr282 NH7 GIn96 02
Riboz fosfat
Koprii fosfat | His223 oksijeni Tyr344 02
Arg201 oksijeni (OP1)
(OAB) Riboz fosfat
Arg22?2 oksijeni
(OP3)
Koprii fosfat
Koprii fosfat | 1e202 oksijeni
Arg201 oksijeni (OAZ)
(OAB) .
Q223C GIn2s4 |  NH3
Asp308 INH7
NADP | Asp308 INH7 Toplam 2 adet hidrojen
Koprii fosfat bagi olusmustur
Arg201 oksijeni
(OAC)
Koprii fosfat Toplam 5adet
Gly203 oksijeni hidrojen bag:
(OAZ) olusmustur

Toplam 6 adet
hidrojen bag
olusmustur




Tablo 2.15. Q223N-NAD-Format sistemindeki bazi dnemli hidrojen baglari.

Toplam 6 adet hidrojen
bag1 olusmustur

Mutasyon | Aktif Bolge Komsu Komsu
ve Rezidiileri Kofaktor | Rezidiller Kofaktor Rezidiiler Format
Kofaktor
Riboz Riboz oksijeni
Arg284 | oksijeni | Asp125 (OBH)J GIn313 | 02
(OBH)
Koprii fosfat . o
Arg201 oksijeni Asp125 Rlbozoglfzsuenl Tyrl02 01
(OAB) (OBF)
Koprii fosfat Koprii fosfat
Arg201 oksijeni 11e202 oksijeni Lsy77 02
(OAB) (OAZ)
Q223N Koprii _fos_fat Koprii _fos_fat Toplam 3 adet
Arg201 oksijeni 11e202 oksijeni hidrojen bagi
(OAQ) (OAY) olusmustur
NAD Koprii fosfat Koprii fosfat
Gly203 oksijeni GIn254 oksijeni
(OAZ) (OAZ)
Riboz ile
GIn254 | koprii fosfat
Toplam 5 adet arasindaki
hidrojen bag: oksijen(OBA)
olusmustur




Tablo 2.16. Q223N-NADP-Format sistemindeki bazi 6nemli hidrojen baglari.

Mutasyon | Aktif Bolge Komsu Aktif Bolge
ve Rezidiileri Kofaktor | Rezidiller Kofaktor Rezidiileri Format
Kofaktor
Pirimidin Riboz fosfat
Thr282 Azotu Arg222 oksijeni Asnl146 01
(NBO) (OP1)
Koprii fosfat Koprii fosfat
Arg201 oksijeni Gly203 oksijeni Arg284 02
(OAQC) (OAB)
Riboz fosfat Koprii fosfat
Asn221 oksijeni 11e202 oksijeni Arg284 02
(OP3) (OAB)
Q223N Koprii fosfat Riboz fosfat
NADP | Arg201 oksijeni His223 oksijeni His332 02
(OAQC) (OP2)
Ser334 01
Toplam4adet | o010 4 adet hidrojen | Ser334 | 02
hidrojen bag: <
bagi olusmustur
olusmustur

Toplam 6 adet
hidrojen bag
olusmustur




Tablo 2.17. Q223R-NADP-Format sistemindeki bazi1 6nemli hidrojen baglari.

Mutasyon | Aktif Bolge Komsu Aktif Bolge Komsu
ve Rezidiileri Kofaktor | Rezidiller Kofaktor | Rezidiileri Format | Rezidiiler Format
Kofaktor
Riboz fosfat Riboz
Arg221 oksijeni GIn254 oksijeni Thr336 o1
_ (OP1) _ (OBF) Asn1d6 o1 Thr336 02
Riboz fosfat Riboz fosfat Tvraaa 02
Arg221 oksijeni Arg222 oksijeni Y
(OP1) (OP2) Tyrl5 02
Koprii fosfat Koprii fosfat
Arg201 oksijeni Gly203 oksijeni
Q223R (OAB) (0AZ)
Riboz fosfat
NADP His223 oksijeni
(OP1) Toplam 1 adet Toplam 4 adet
Toplam 3 adet Koprii fosfat hidrojen bag: hidrojen bag:
hidrojen bag 116202 oksijeni olusmustur olusmustur
olusmustur (GAY)

Toplam 5adet
hidrojen bag
olusmustur




Tablo 2.18. Q223R-NAD-Format sistemindeki bazi1 6nemli hidrojen baglari.

olusmustur

bagi olusmustur

Mutasyon | Aktif Bolge Komsu Aktif Bolge
ve Rezidiileri Kofaktor | Rezidiller Kofaktor Rezidiileri Format
Kofaktor
Kopri fosfat Pirimidin
Arg201 oksijeni Tyr258 Azotu (NBO) His332 02
(OAZ)
Piirin azotu Kopril fosfat
Asp308 (N6) 11e202 oksijeni Arg284 o1
(OAC)
Q223R Piirin azotu Riboz oksijeni
Asp308 Glul41 Arg284 02
NAD | 7% (N6) _(oBH) | ™
Arg284 Purg;g;otu Gluldl Rlb(()égﬁ)”em
Toplam 3 adet
Toplam 4 adet - hidrojen bagi
hidrojen bag: Toplam 4 adet hidrojen olusmustur
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