
Protein Mühendisliği  

İstenilen	
   özellikleri	
   geliş/rilmiş	
   ya	
   da	
   değiş/rilmiş	
   yeni	
  
proteinlerin	
  dizayn	
  edilmesi	
  ve	
  kullanılabilir	
  hale	
  ge/rilmesidir.	
  
	
  
Dizayn	
   edilen	
   değişiklik	
   bu	
   proteinleri	
   kodlayan	
   genlerin	
  
değiş/rilmesi	
  ile	
  meydana	
  gelir.	
  	
  	
  	
  

PROTEİN	
  	
  
MÜHENDİSLİĞİ:	
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GDO	
  mudur?.	
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GDO	
  değildir.	
   •  Dizayn	
  edilen	
  değişiklik	
  proteinleri	
  kodlayan	
  
genlerde	
  meydana	
  ge4rilir.	
  

•  P r o t e i n 	
   m ü h e n d i s l i ğ i	
   G e n e 4 k	
  
Mühendisliğinin	
  bir	
  alt	
  kolu	
  sayılabilir.	
  

	
  
Protein	
   mühendilsiğinde	
   son	
   ürün	
   modifiye	
  
edilmiş	
   bir	
   AA	
   ya	
   da	
   AA	
   dizisi	
   içeren	
   bir	
  
proteindir	
  

Ø  Son	
  ürün	
  gene4ği	
  değiş4rilmiş	
  bir	
  organizma	
  değil	
  bir	
  proteindir.	
  
	
  
Ø  Değiş4rilmiş	
  proteinler	
  yeni	
  kimyasal	
  bileşiklere	
  benze4lebilir.	
  
	
  
Ø  Ancak	
  toksisite	
  açısından	
  zararlı	
  olabilecek	
  kimyasal	
  bileşiklerden	
  farklı	
  olarak	
  

güvenli	
  ve	
  	
  doğayla	
  dost	
  bileşikler	
  olarak	
  rağbet	
  görmektedir.	
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Proteinler	
   canlılıktaki	
   önemi	
   dışında	
   modern	
   biyoteknolojinin	
   de	
   temelini	
  
oluşturmaktadır.	
  
	
  
Son	
  30	
  yıldır	
  gelişen	
  teniklerle	
  beraber	
  protein	
  mühendisliği,	
  
	
  
•  İlaç	
  geliş4rlmesi,	
  	
  
•  Hastalıkların	
  araşLrılması	
  
•  Gıda	
  
•  Kozme4k	
  
•  Teks4l	
  
•  Malzeme	
  bilimleri	
  
•  Çevre	
  temizlenmesi	
  
•  Tarım	
  	
  
•  Nanobiyoteknoloji	
  vb	
  geniş	
  disiplin	
  alanlarda	
  uygulama	
  alanı	
  bulmaktadır.	
  
	
  
Yakın	
   bir	
   gelecekte	
   her	
   evde,	
   hastanede	
   ya	
   da	
   endüstride	
   protein	
   mühendilsiği	
   ile	
  
tasarlanmış	
   enzimlerin,	
   ilaçların	
   ya	
   da	
   başka	
   proteinlerin	
   kullanılıyor	
   olması	
   kaçınılmaz	
  
gibi	
  görünmektedir.	
  
	
  
Sürdürülebilir	
   endüstriyel	
   proseslerin	
   geliş4rilmesi	
   için	
   protein	
  mühendisliği	
   önemli	
   bir	
  
yaklaşımdır.	
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En	
  genel	
  ifade	
  ile	
  protein	
  mühendisliği,	
  	
  	
  
	
  
moleküler	
  biyoloji	
  tekniklerinin	
  kullanılması	
  yolu	
  ile	
  proteinlerin	
  
yapı	
  ve	
  fonksiyonlarının	
  moleküler	
  düzeyde	
  anlaşılıp,	
  	
  
	
  
gene/k	
  yapılarının	
  değiş/rilerek,	
  	
  
	
  
istenilen	
  yapı	
  ve	
   fonksiyona	
  sahip	
  yeni	
  proteinlerin	
  üre/lmesini	
  
sağlamak	
  üzere	
  yapılan	
  çalışmalardır.	
  	
  



Mezofilik	
   organizmalardan	
   izole	
   edilen	
   enzimler	
   çeşitli	
   endüstriyel	
  
üre4m	
  proseslerinde	
  kullanılabilirler	
  	
  
	
  
•  Fakat	
   bu	
   mezofilik	
   enzimler	
   endüstriyel	
   proseslerde	
   kullanılan	
  

yüksek	
  sıcaklık,	
  	
  
•  organik	
  solvent	
  ve	
  	
  
•  yüksek	
  basınç	
  gibi	
  koşullar	
  karşısında	
  kolayca	
  denature	
  olurlar.	
  
	
  
Ekstremofilik	
   	
   organizmalardan	
   izole	
   edilen	
   enzimler	
   bu	
   koşullara	
  
mezofilik	
  olanlardan	
  daha	
  dayanıklıdır.	
  

Protein Mühendisliği  

Bununla	
  beraber	
  ekstermofilik	
  enzimlerin	
  kullanılabilirliği	
  onların	
  
ulaşılabilirliği	
  ile	
  paraleldir.	
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Endüs4reyel	
  zor	
  koşullara	
  dayanıklı	
  yeni	
  enzimlerin	
  belirlenmesi	
  ve	
  
saflaşLrılması	
  her	
  zaman	
  kolay	
  olmamaktadır.	
  	
  
	
  
Bundan	
  dolayı,	
  
daha	
  kolay	
  elde	
  edilebilir	
  olan	
  mezofilik	
  enzimlerin,	
  
	
  istenilen	
  bir	
  fonksiyon	
  için	
  ya	
  da	
  
arVrılmış	
  stabilite	
  için	
  	
  
protein	
   mühendisliği	
   yöntemleri	
   ile	
   geliş/rilmesi	
   bu	
   kısıtlılığın	
  
üstesinden	
  gelmek	
  için	
  mükemmel	
  bir	
  yaklaşımdır.	
  
	
  



Diğer	
   yandan,	
   birçok	
   amino	
   asit	
   değişikliği	
   stabilite	
   üzerinde	
   önemli	
  
değişiklikler	
  yaratmaz.	
  	
  
	
  
Proteinler	
  aa	
  değişimlerini	
  tolere	
  edebilirler,	
  bazı	
  değişimler	
  kri4k	
  etkileşimleri	
  
korurlar.	
  
	
  
Bir	
   amino	
   asit	
   değişiminin	
   etkisi	
   proteinin	
   katlanmış	
   ve	
   katlanmamış	
  
durumlarına	
  etkilerinin	
  kombinasyonudur.	
  
	
  

Ekstremofilik	
   organizmalardan	
   izole	
   edilen	
   enzimler	
   daha	
   az	
   stabil	
   olan	
  
mezofilik	
  homologlarını	
  geliş4rmek	
  üzere	
  model	
  olarak	
  kullanılırlar.	
  
	
  
ÖRNEĞİN:	
  
Termofilik	
   proteinlerin	
   yüksek	
   sıcaklıklarda	
   kararlılıklarını	
   nasıl	
   koruduklarının	
  
anlaşılması	
   biyoteknolojik	
   uygulamalar	
   için	
   yeni	
   termostable	
   prtoeinler	
   dizayn	
  
etmek	
  için	
  önemlidir.	
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Bununla	
  birlikte,	
  	
  
	
  
van	
  der	
  Waals,	
   hidrofobik	
   etkilşimler,	
  H-­‐bağları	
   gibi	
   protein	
   yapısını	
  
stabilize	
  eden	
  etkileşimleri	
  etkilemeyip,	
  
	
  
sadece	
   bir	
   /p	
   etkileşimi	
   değiş/recek	
   (örneğin	
   elektrosta/k	
  
etkileşimleri)	
  AA	
  değişimleri	
  dizayn	
  etmek	
  kolay	
  değildir.	
  
	
  
Tek	
  bir	
  AA	
  tüm	
  protein	
  yapısına	
  katkısı	
  değerlendirilmelidir.	
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Protein	
   mühendisliği	
   bir	
   yandan	
   geliş4rilmiş	
   proteinlerin	
   elde	
  
eidlmesini	
  sağlarken	
  	
  
	
  
Deterjan	
  endüstrisi	
  için	
  bazik	
  ortama	
  dayanıklı	
  enzimler	
  vb	
  
	
  
Bu	
   çalışmalar	
   sayesinde	
   diğer	
   yandan	
   enzim/protein	
   yapısının	
   ve	
  
fonksiyonlarının	
  moleküler	
  temellerinin	
  anlaşılmasını	
  sağlamaktadır	
  	
  
	
  
Termostabilite	
  ve	
  pH	
  dayanıklığının	
  anlaşılmaası	
  vb	
  
Protein	
  Katlanma	
  bozukluğu	
  hastalıklarının	
  anlaşılması	
  vb	
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Proteinler	
  her	
  zaman	
  endüstriyel	
  uygulamalar	
  ya	
  da	
  medikal	
  amaçlar	
  için	
  doğal	
  hali	
  ile	
  
uygun	
  olmayabilirler.	
  
	
  
Bu	
  durumlarda	
  pro4en	
  mühendisliği	
  ile	
  özellikleri	
  geiliştrilebilir:	
  
	
  
• Enzima/k	
  reaksiyonun	
  etkinliğini	
  arVrmak	
  

• Çok	
  pahalı	
  olan	
  bir	
  kofaktörün	
  elimine	
  edilmesi	
  

• Spesifiteyi	
  arVrmak	
  için	
  substrat	
  bağlama	
  bölgesini	
  değiş/rmek	
  

• Thermal	
  toleransı	
  değiş/rmek	
  

• pH	
  stabilitesini	
  değiş/rmek	
  

• Proteaz	
  dayanıklılığının	
  geliş/rimesi	
  

• Protein	
  katlanmasının	
  anlaşılması	
  

• 3D	
  yapı	
  ve	
  amino	
  asit	
  dizisi	
  arasındaki	
  bağlan\ların	
  anlaşılması	
  



Protein	
  mühendisliği	
  3	
  temel	
  strateji	
  ile	
  gerçekleş/rilmektedir.	
  
	
  
1.  Rasyonel	
  Dizayn	
  

2.  Yönlendirilmiş	
  Evrim	
  (Non-­‐Ra/onal	
  Dizayn)	
  	
  

3.  Yarı	
  Rasyonel	
  Dizayn	
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Doğadaki sıradışı enzimler, mutasyonlar ve DNA dizisindeki rekombinasyonlar 
sonucu ortaya çıkmıştır.  
 
Protein mühendisliği de doğayı bu yönde taklit etmektedir  
 
Hernekadar herbir yaklaşımın bazı  kısıtlılıkları olsa da tüm yöntemleri  substrat 
spesifitesinin değiştirilmesi, kofaktör spesifitesinin değiştirilmesi, 
enentoseçicilik, stabilitenin arttırılması, enzim özelliklerinin anlaşılması gibi 
birçok farklı çalışmada başarıyla uygulanmıştır. 
 
Rasyonel dizayn ya da random mutagenesis yöntemlerinden elde edilen bilgiler bir 
diğerinin uygulanması için de kullanılabilmektedir.  

Kütüphane Tabanlı  
Yöntemler / 

Random Mutagenesis 





Rasyonel Protein Dizaynı 

RASYONEL DIZAYN / HESAPLAMALı DIZAYN YAKLAŞıMı 
 
à  çalışılacak proteinin amino asit dizi bilgisi, 
à  üç boyutlu yapısı  
à   fonksiyon bilgisi gerektirmektedir.  
 
•  Rasyonel dizayn insersiyon, delesyon ya da yerdeğiştirme gibi 

kontrol edilebilir amino asit değişiklikleri sağlamaktadır.  
 
•  Tek bir amino asit değişikliği yapılabileceği gibi belli uzunluktaki 

bir dizinin değiştirilmesi de sağlanabilir. 
 
 



Rasyonel Protein Dizaynı 

Rasyonel Dizayn sayesinde gerçekleştirilen kontrollü 
değişiklikler; 
 
•    amaca yönelik iyileştirmenin yanısıra,  

  
•   tek bir amino asit residunun değiştirilmesinin protein  

 yapısı, fonksiyonu ve katlanma özelliklerini nasıl 
 değiştirdiğinin anlaşıması açısından da önemlidir. 

 



Rasyonel Protein Dizaynı 

 Rasyonel dizayn aynı zamanda  füzyon proteinleri oluşturulması için 
de uygun bir yaklaşımdır.  (örn: Histidin kuyruğunun takılması, GST 
tag) 
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Literatüre baktığımız zaman coenzim ya da substrat spesifitesi, 
oksidative ya da termal stabilite gibi özelliklerin geliştirilmesinin 
başarıyla gerçekleştirildiğini görmekteyiz.  
 
Bu özelliklerin değiştirilmesi proteinin primer yapısının değiştirilmesi 
ile mümkün hale gelmektedir.  
 
Primer dizide yapılacak sadece tek bir nokta mutasyonu bile 
proteinin yapısı ya da fonksiyonunda önemli değişikliklere neden 
olmaktadır. Öteyandan biliyoruz ki birçok durumda proteinler 
meydana gelen mutasyonları tolere edebilmektedir.  
 
Bu durum dizayn ettiğimiz mutasyon bölgesinin hesaplanmasının ve 
uygulanan stratejinin önemini ortaya koymaktadır. 
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Protein karakteristiklerinin değiştirilmesinde kullanılan birçok rasyonel 
dizayn stratejisi bulunmaktadır: 
 
•  Hidrojen bağlarının arttırılması 

•  Tuz köprülerinin oluşturulması 

•  Yüzey elektrostatik etkileşimlerin optimizasyonu  

•  Disülfid köprülerinin oluşturulması  

•  Hidrofobik etkileşimlerin arttırılması 

•  Çekirdek yapısının geliştirilmesi 

•  Kavite değiştirilmesi 

•  Yüzey looplarının kısaltılması ve sıkılaştırılması 

•  Oligomerizasyonun arttırılması…………… 

Proteinler	
  evrim	
  boyunca	
  
farklı	
  stratejiler	
  geliş4rerek	
  
Bulundukları	
  ortama	
  adapte	
  
olmuşlardır.	
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Rasyonel dizayn yapılırken istenilen değişiklikler proteine 
“site directed mutagenesis yöntemi ile sokulmaktadır. 
 

•  Protein	
   veri	
   bankalarında	
   artan	
   yüksek	
   çözünürlüklü	
   protein	
  
yapıları,	
  

	
  
•  Hangi	
   amino	
   aside	
   hangi	
   mutasyon	
   gerçekleş/rildiğinde	
   nasıl	
  
değişiklerin	
   olabileceğinin	
   modellenebildiği	
   	
   hesaplamalı	
  
metodların	
  gelişmesi	
  sayesinde	
  	
  

	
  
rasyonel	
  dizayn	
  giakçe	
  daha	
  fazla	
  ve	
  daha	
  başarılı	
  kullanılabilir	
  hale	
  
gelmiş/r.	
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  Yöntemin	
  Eksiklikleri	
  	
  

Ø Çalışılacak	
   proteinin	
   yapısal	
   bilgisine	
   ih/yaç	
   duyar	
   ancak	
   her	
  
istenilen	
   proteinin	
   yapısal	
   bilgisine	
   ulaşılamaması	
   bu	
   yöntemin	
  
en	
  önemli	
  dezavantajıdır	
  

Ø Mutasyon	
   dizaynına	
   bağlı	
   olarak	
   uzun	
   mesafe	
   etkileşimlerinin	
  
hesaplanmasındaki	
  güçlük	
  diğer	
  bir	
  dezavantajıdır.	
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1.  Rasyonel dizayn yaklaşımının başlangıç noktası protein yapı ve 
fonksiyonuna bağlı olarak moleküler bir modelin 
oluşturulmasıdır. 

 
2.  Bunu takiben deneysel olarak mutasyonun (değişikliğin) 

gerçekleştirilmesi ve  

3.  Elde edilen yeni dizayn proteinin analiz edilmesidir. 

Eğer	
  sonuç	
  başarısız	
  ya	
  da	
  kısmen	
  başarılı	
  ise	
  2.	
  Aşama	
  dizayna	
  geçilir	
  
ve	
  birinci	
  aşamadan	
  elde	
  edilen	
  bilgiye	
  göre	
  yeni	
  mutantlar	
  dizayn	
  
edlir.	
  	
  
Bu	
  yöntem	
  tekrarlanarak	
  hedeflenen	
  özellikler	
  yakalanana	
  kadar	
  
devam	
  edilebilir	
  (dizayn	
  cycle)	
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1. Literatürden, çalışılacak olan proteinle ilgili ulaşılabilir 
tüm bilgileri toplamak 

•  deneysel	
  analizler,	
  
	
  
•  	
  ilgili	
  proteinin	
  homologlarının	
  ve	
  diğer	
  family	
  lerden	
  
benzerlerinin	
  araş\rılması,	
  	
  

	
  
•  Homolog	
  dizilerin	
  belirlenmesi	
  	
  

3-­‐D	
  yapısı	
  ve	
  amino	
  asit	
  dizi	
  bilgisi	
  bilinen	
  bir	
  protein	
  için	
  adım	
  adım	
  rasyonel	
  
dizayn	
  stratejisini	
  incelersek;	
  



Protein Mühendisliği  

2. multiple sequence alignment. 

•  Protein	
  amino	
  aist	
  dizilerinin	
  ve	
  
•  Protein	
  ikincil	
  yapılarının	
  incelenmesi	
  	
  
	
  
(ncbi,	
  expasy	
  	
  for	
  databases	
  and	
  tools)	
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3. Homolog  proteinlerin yapısal eşleşmeleri yapılarak  

protein yapılarının karşılaştırılması 
•  dikkate	
  değer	
  değişiklikleri	
  belirle,	
  

•  	
  hangi	
  homolog	
  daha	
  stabil	
  (eğer	
  stabilite	
  ile	
  ilgileniyosan),	
  neden?	
  

•  	
  daha	
  stabil	
  olanda	
  fazladan	
  hangi	
  etkileşimler	
  mevcut,	
  	
  

salt	
  bridges,	
  elektrosta/k	
  etkileşimler,	
  	
  disülfid	
  köprüsü	
  vs.	
  herhangi	
  bir	
  sterik	
  
ça\şma	
  ya	
  da	
  cavi/de	
  farklı	
  bir	
  paketlenme	
  var	
  mı	
  ?	
  	
  
	
  
•  Loop	
  uzunluklarını	
  ya	
  da	
  diğer	
  	
  farklılıkları	
  incele	
  
	
  	
  	
  	
  (Pymol,	
  Swiaa	
  PDB	
  Viewer	
  yardımcı	
  programlar)	
  	
  
	
  
•  Eğer	
  karşılaş\rılacak	
  bir	
  kristal	
  yapı	
  mevcut	
  değilse	
  ilglenilen	
  proteinin	
  

homology	
  modellemesi	
  yapılır	
  



Protein Mühendisliği  

4. Mutasyonları belirlemek için uygun 
algoritmaları içeren programların uygulanması 

•  bu	
  tür	
  toollları	
  on	
  www.expasy.org/tools/	
  ‘dan	
  
bulabilirsiniz	
  

•  Disvover,	
  Version	
  2.95	
  (Accelrys)	
  



Protein Mühendisliği  

5. Katlanma koşullarında proteinin simulasyonu 

•  en	
  az	
  stabil	
  görünen	
  bölgeleri	
  	
  belirleyerek	
  
değiş/rilecek	
  bölgeleri	
  belirle,	
  	
  

	
  
•  mutasyonları	
  dizayn	
  et.	
  



Protein Mühendisliği  

6.  Mutantları modelle  

•  mutasyonun	
  istenilen	
  özelliği	
  geliş/rip	
  geliş/rmediğini	
  

•  Protein	
  yapısına	
  nasıl	
  bir	
  etkisi	
  olduğunu	
  kontrol	
  et	
  	
  
	
  



Protein Mühendisliği  

7.  Laboratuar ortamında mutantları üret 

•  Site-­‐directed	
  mutagenesis,	
  	
  
	
  
•  Protein	
  ekspresyonu,	
  	
  
	
  
•  Protein	
  saflaş\rılması	
  
	
  
•  Üre/len	
  ve	
  saflaş\rılan	
  enzimlerin	
  
karakterizasyon	
  çalışmalarını	
  yap	
  	
  



1.  Literatürden çalışılacak olan proteinle ilgili ulaşılabilir tüm bilgileri 
toplamak 

(ilgili	
  proteinin	
  homologlarının	
  ve	
  diğer	
  ailelerden	
  benzerlerinin	
  araşLrılması,	
  homolog	
  
dizilerin	
  belirlenmesi	
  deneysel	
  analiz	
  sonuçlarının	
  incelenmesi)	
  	
  

Örnek:	
  Homolog	
  Protein.	
  Farklı	
  iki	
  türden	
  homolog	
  dizilerin	
  aşleş4rilmesi.	
  
“*” heriki proteinde korunmuş bölgeleri gösterir. 	
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h`p://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein	
   h`p://www.rcsb.org/pdb/home/home.do	
  

h`p://www.ebi.ac.uk/	
   h`p://www.wwpdb.org/	
  



1.  Literatürden çalışılacak olan proteinle ilgili ulaşılabilir tüm bilgileri 
toplamak 
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BLAST	
  à	
  Basic	
  Local	
  Alignment	
  Search	
  Tool.	
  It	
  is	
  a	
  tool	
  to	
  perform	
  database	
  searches	
  for	
  a	
  protein	
  or	
  
nucleic	
  sequence.	
  	
  

(+)	
  işare4	
  àK	
  and	
  Q,	
  the	
  N	
  and	
  S,	
  the	
  A	
  and	
  S,	
  and	
  the	
  Q	
  and	
  R	
  all	
  denote	
  "posi4ves".	
  	
  
K	
  (lysine)	
  and	
  Q	
  (glutamine)	
  are	
  both	
  polar.	
  	
  
N	
  (asparagine)	
  and	
  S	
  (serine)	
  are	
  both	
  neutral	
  and	
  polar...and	
  so	
  on.	
  	
  
	
  
Benzer	
  aminon	
  asitler	
  birbiriyle	
  yerdeğiş/rmişse	
  proteinin	
  yapısında	
  bir	
  fark	
  
olmayacak\r.	
  	
  



1.  Literatürden çalışılacak olan proteinle ilgili ulaşılabilir tüm bilgileri 
toplamak 
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CLUSTAL	
  OMEGA	
  



Homolog:	
  aynı	
  atadan	
  gelen	
  iki	
  türdeki	
  gen	
  ya	
  da	
  proteinleri	
  ifade	
  
eder.	
  	
  

	
  Homolog	
  proteinler	
  dizi	
  olarak	
  benzerdiler	
  ancak	
  her	
   	
  benzer	
  
dizi	
  homolog	
  değildir.	
  
	
  

	
  Ortolog:	
  2	
  farklı	
  türde	
  bulunan	
  homolog	
  genlerdir,	
  genin	
  orijini	
  
ortak	
  bir	
  atadan	
  gelmektedir.	
  
	
  

	
  Paralog:	
  	
  Aynı	
  tür	
  içinde	
  bir	
  protein	
  duplike	
  oluryorsa,	
  duplike	
  
genler	
  birbirinin	
  paraloğudur.	
  

Protein Mühendisliği  Protein Mühendisliği / Rasyonel Dizayn  
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NCBIà	
  Na4onal	
  Center	
  	
  for	
  Biotechnology	
  Informa4on	
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kırmızıà	
  >200	
  
Pembeà	
  80-­‐200	
  
vb	
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Q:	
  cm	
  FDH	
  
S:	
  A.	
  thaliana	
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Cn3D	
  ("see	
  in	
  3D")	
  	
  
NCBI’dan	
  ilgili	
  proteinin	
  3-­‐boyutlu	
  yapısını	
  
web	
  browserınızda	
  görmeyi	
  sağlayan	
  
yardımcı	
  bir	
  uygulamadır.	
  
	
  
Cn3D	
  	
  yapı,	
  dizi	
  ve	
  eşleşmeyi	
  gösterir.	
  
Eşleşmeyi	
  edit	
  etme	
  özellikleri	
  de	
  vardır.	
  
	
  
	
  
NCBI’ın	
  sayfasından	
  tutorail	
  a	
  ve	
  örneklere	
  
ulaşabilirsiniz.	
  



Cn3D	
  ile	
  oluşturulmuş	
  bir	
  örnek:	
  
	
  
Protein	
  yapısı	
  	
  
	
  
This	
  example	
  is	
  a	
  curated	
  CD	
  of	
  the	
  
WD40	
  domain,	
  which	
  is	
  a	
  mul4-­‐
func4onal	
  7-­‐fold	
  beta	
  propeller.	
  
Cn3D	
  is	
  showing	
  a	
  representa4ve	
  
protein	
  structure,	
  the	
  family	
  
alignment,	
  and	
  annota4on	
  panels	
  
with	
  informa4on	
  about	
  annotated	
  
features	
  of	
  this	
  protein	
  family.	
  
Highlighted	
  in	
  both	
  structure	
  and	
  
sequence	
  windows	
  are	
  the	
  
conserved	
  residues	
  in	
  a	
  pa`ern	
  
characteris4c	
  to	
  this	
  domain.	
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Deneysel	
  analiz	
  sonuçlarının	
  incelenmesi/	
  Literatür	
  taraması	
  



Protein Mühendisliği / Rasyonel Dizayn  

Literatür taraması  
•  web of science 
•  Kütüphaneler 
•  Google vb  



Protein Mühendisliği / Rasyonel Dizayn  
2.   Mul/ple	
  sequence	
  alignment.	
  
	
  Protein	
  ikincil	
  yapılarının	
  incelenmesi	
  (ncbi,	
  expasy	
  	
  for	
  databases	
  and	
  tools)	
  

-­‐-­‐	
  Mul/ple	
  sequence	
  alignment.	
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Q1à	
  Cm	
  FDH	
  
Q2à	
  E.	
  coli	
  FDH	
  
Q3à	
  Sc	
  FDH	
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-- İkincil yapıların araştırılması 
(ncbi, expasy  for databases and tools 

Amsterdam	
  üniversitesinin	
  bir	
  veri	
  bankasıdır.	
  
Ilgili	
  dizileri	
  girerek	
  ikincil	
  yapıları	
  kaşılaşLrabilirsiniz	
  



1.  sıra:	
  aa	
  dizisi	
  

2.	
  sıra:	
  hangi	
  yapı	
  
H:	
  helix	
  
E:Strand	
  
(-­‐):	
  other	
  
	
  
3.	
  4.5.	
  :	
  helix,	
  strand,	
  coil	
  
yapılarının	
  skorlarını	
  verir	
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 (dikkate değer değişiklikleri belirle,  hangi homolog daha stabil (eğer stabilite ile 
ilgileniyosan), neden?) 

•  daha	
  stabil	
  olanda	
  
fazladan	
  hangi	
  etkileşimler	
  
mevcut,	
  

salt	
  bridges,	
  elektrosta/k	
  
etkileşimler,	
  	
  disülfid	
  köprüsü	
  
vs.	
  	
  
•  herhangi	
  bir	
  sterik	
  ça\şma	
  

ya	
  da	
  cavi/de	
  farklı	
  bir	
  
paketlenme	
  var	
  mı	
  ?	
  

•  	
  Loop	
  	
  uzunluklarını	
  ya	
  da	
  
diğer	
  	
  farklılıkları	
  incele	
  

Pymol,	
  Swiaa	
  PDB	
  Viewer	
  
yardımcı	
  programlar)	
  

3.   Homolog	
  	
  proteinlerin	
  yapısal	
  eşleşmesini	
  yaparak	
  	
  protein	
  yapılarını	
  karşılaş\r	
  ılması	
  

Bakteriyal	
  ve	
  yeast	
  FDHin	
  karşılaşLrılması:	
  A)	
  CbFDH	
  kırmızı,	
  PsFDH	
  
yeşil	
  (apo),	
  katali4k	
  kanala	
  yakın	
  Cterminal	
  alfa	
  heliksli	
  Holo-­‐PsFDH	
  
mavi,	
  NAD	
  camgöbeği,	
  	
  
B)	
  adenin	
  bölgesinin	
  NAD	
  ile	
  bağlanması	
  ile	
  ilgili	
  amino	
  asitler,	
  CbFDH	
  
kırmızı,	
  apo-­‐FDH	
  yeşil,	
  holoPsFDH	
  mavi,	
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proteinlerin kristal yapılarını bulabilirsiniz  



Protein Mühendisliği / Rasyonel Dizayn  

Kristal yapısı bilinmeyip modellenmiş proteinler olabilir 

Proteinmodelportal.org 

RASYONEL	
  DIZAYN	
  /	
  HESAPLAMALı	
  DIZAYN	
  YAKLAŞıMı	
  
	
  
à	
  	
  çalışılacak	
  proteinin	
  amino	
  asit	
  dizi	
  bilgisi,	
  
à	
  	
  üç	
  boyutlu	
  yapısı	
  	
  
à	
  	
  	
  fonksiyon	
  bilgisi	
  gerek/rmektedir.	
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Eğer	
  karşılaş\rılacak	
  bir	
  kristal	
  yapı	
  mevcut	
  değilse	
  ilglenilen	
  proteinin	
  	
  modellemesi	
  yapılır	
  
	
  

Birçok genom projesi ve farklı protein çalışmaları SwissProt/TrEMBL gibi veri 
bankalarına sürekli olarak amino asit dizi bilgisi sağlamakatdır.  
 
Ancak ne yazıkki bu hergeçen gün büyüyen amio asit dizi bilgisi bankası bu yeni 
proteinlerin fonksiyonlarının ve yapıları bilinmeden pek bir işe yaramamaktadır.  
 
Yaklaşık % 1lik kısmının yapısı bilinmektedir.  
 
•  Bilgisayar modellemelerine dayalı dizi bilgisi karşılaştırma,  
•  katlanma tanıma ve 
•  protein modelleme algoritmalarının gelişmesi  
 
protein yapı belirleme çalışmalarını kolaylaştırmakta, geliştirmektedir ve aradaki 
boşluk kapatılmaya çalışılmaktadır. 
 

Hesaplamalı	
  Protein	
  Dizaynı	
  /Moleküler	
  Modelleme	
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Moleküler Modellemede; 
 
Bilgisayar modelleri ya da simulasyonları atomik düzeyde 
moleküler etkileşimleri anlamamıza ve araştırmamıza  imkan 
sunmaktadır. 
 
Hesaplamalı protein dizaynı (moleküler modelleme) hedef 
protein yapısında düşük enerji etkileşimleri oluşturacak 
amino asit dizilerini tanımlamaya çalışır. 
 
Yöntemin en önemli kısıtlığı yapısal ve fonksiyonel spesifite ile 
ilgili algoritmaların geliştirilebilmesindeki zorluktur. 
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Moleküler Modellemede; 
 
Bir model yapıldığında,  
minimum potensiyel enerjili duruma erişilebilmesi için 
iyileştirilmesi gerekir. 
 
Minimum potansiyel enerji: kararlı ve sterik olarak kabul 
edilebilir bir yapı anlamına gelir 



Minimum Potansiyel Enerji Optimizasyon teknikleri başlıca iki 
gruba ayrılır: 
 
Olasılıksal: yarı-rastgele örneklemelerle düşük enerjiye 
gitmeye çalışır (Monte Carlo) 
Detaylı araştırma gerektirmemesi yöntemin avantajıdır  
Ancak tekrarlandığında aynı sonucu vermez 
 
 
Determinist (belirleyici): detaylı istatistiksel araştırma 
yaparak düşük enerjiye gitmeye çalışır (Dead End  
Elimination)  
Tekrarlandığında aynı sonuçları verir. 
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Modellenmiş yapının enerjisini hesaplamak ve minimum potensiyel enerji 
fonksiyonunu bulmak için kullanılan klasik yöntem Moleküler Mekanik (MM) dir.  
 
Aşağıdaki fonksiyon ile ifade edilir: 

Bu fonksiyonda sistemin potensiyel enerjisi  2 tip parametre içerir:  
 
Bağ uzunluğu, açısı ve torsiyonu açsından bağlı kuvvetler (internal enerji 
terimleri ) 
Etkileşim içindeki atomlar arasındaki van der Waals kuvvetleri, H idrojen 
bağları, kolombik kuvvetlerin oluşturduğu bağlı olmayan kuvvetler. 
 
 

Moleküler	
  Mekanik	
  (MM)	
  	
  

Etotal=	
  Ebond	
  length	
  +	
  E	
  bond	
  angles	
  +	
  E	
  torsion	
  angles	
  +	
  Ehydrogen	
  
bonding	
  +	
  E	
  van	
  der	
  Waals	
  +	
  Eelectrosta4c	
  

Moleküler mekanik yöntemi ile modellenen bir molekülün optimum 
geometrisi hareketsiz durumdur. 



Bu parametrelerin kombinasyonu forcefield olarak 
tanımlanmaktadır.  
 
Iyi bir “forcefiled” deneysel olarak belirlenen yapıyla 
eşleşebilen bir model vermelidir. 

Etotal=	
  Ebond	
  length	
  +	
  E	
  bond	
  angles	
  +	
  E	
  torsion	
  angles	
  +	
  Ehydrogen	
  bonding	
  +	
  
	
  E	
  van	
  der	
  Waals	
  +	
  Eelectrosta4c	
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Enerji Minimizasyonu 
 
Enerji minimizasyonu moleküler mekanik enerji 
hesaplamalarının temelidir.  
 
Sistemin potensiyel enerjisi bağlı ve bağlı olmayan kuvvetleri 
kapsar.   
 
Potansiyel Enerji Fonksiyonunun Minimizasyonu bu 
fonksiyonun minimum değerinin araştırılmasıdır. 
 
 Atomik koordinatlar minimum enerjiye ulaşana kadar adım 
adım hareket ettirilir.  



Non-derivatif Yaklaşım: 
Bu metod fonksiyon değerini takip eder ve potensiyel enerji 
yüzeyi etrafında dönerek enerjiyi minimize eder. 

Enerji	
  minimizasyonu	
  için	
  deriva/ve	
  ve	
  non-­‐deriva/v	
  yöntemler	
  
olarak	
  2	
  yaklaşım	
  mevcuqur	
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Derivatif Yaklaşım 
Sistemin enerjisini düşürmek için  herbir atom,  o atomun 
üzerine etki eden kuvvetlere cevap olarak hareket ettirilir. 



En	
  uygun	
  enerji	
  minmizasyon	
  metodu	
  kullanılan	
  bilgisayarın	
  hızı	
  ve	
  
gerekli	
  havzaya	
  göre	
  seçilir.	
  
	
  
Minimizasyon	
  	
  metodlarının	
  çoğu	
  tekrarlamalıdır.	
  
	
  
Bazı	
  başlangıç	
  değerlerinin	
  girilmesi	
  gerekir	
  
	
  
Tüm	
  modelleme	
  problemlerine	
  cevap	
  olabileck	
  tek	
  bir	
  op4mum	
  
minimizasyon	
  yöntemi	
  yoktur	
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MD protein mühendisliği çalışmalarında amino asit değişimi ya da 
mutasyonun başarı olasılığının belirlenebilmeis için kullanılır.  
 
Tek bir amino asit değişikliğinin proteinin yapısal ve konformasyonal 
stabilizasyonundaki değişim arasında bağlantı kurabilir 
 
Teori ve deneysel arasındaki arayüzdür. 
 
MD aynı zamanda; 
 
•   protein yapı belirlenmesi ve 
 
•  X-ray crystallography ve NMR gibi 
yöntemlerle  deneysel olarak elde edilen yapıların iyileştirilmesi için 
kullanılır. 

Moleküler	
  Dinamik	
  (MD)	
  Sİmülasyon	
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Moleküler Dinamik bilgisayar simülasyon metodu basit bir 
metod üzerine kuruludur. 
 
Moleküler sistemdeki tüm atomların koordinatları verilir 
 
Atomik koordinatların fonksiyonu olarak toplam potensiyel 
enerjinin kesin bir tanımlanması yapılır 
 
Herbir atom üzerindeki kuvvetler hesaplanır 
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H o m o l o j i m o d e l l e m e s i 
(karşılaştırmalı modelleme)  
 
bilgisayara dayalı yapı belirleme 
çalışmaları arasında bugün en 
bas i t ve umu t vaaded i c i 
tekniktir. 
 
Burada unutulmamalıdır ki 
t emp la te - f ree mode l l eme 
çalışmaları da aslında lokal dizi 
eşleşmelerine dayalı yani yine 
b e n z e r l i k e l e r e g ö r e 
yapılmaktadır. 

Homoloji	
  Modelleme	
  /	
  Karşılaş\rmalı	
  Modelleme	
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Homoloji modelleme yöntemi 
x-ray crystallography ya da  
NMR çalışmalarıyla deneysel 
olarak yapısı belirlenmiş bir 
p r o t e i n i n k a l ı p o l a r a k 
kullanıldığı, benzerliklerden 
yola çıkılarak hedef prtoeinin 3 
boyutlu yapısının  belirlendiği 
bir yaklaşımdır.  
 
K a l ı p o l a r a k k u l l a n ı l a n 
proteinin yüksek çözünürlükte 
3D protein yapı bilgisi 
 
Yapısı belirlenmek istenen 
hedef proteinin amino asit dizi 
bilgisini gerektirmektedir. 
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Amino	
   asit	
   dizi	
   bilgisi	
   proteinin	
  
kendine	
   özgü	
   3	
   boyutlu	
   yapısını	
   ve	
  
fonksiyonunu	
   belirlemektedir.	
  
Evrim	
   boyunca	
   benzer	
   amino	
   asit	
  
dizileri	
  benzer	
   	
  yapılar	
  oluşturmaya	
  
adapte	
  olmuştur.	
  	
  

Bu	
  temel	
  bilgiden	
  yola	
  çıkan	
  homoloji	
  
modelleme	
   tekniği	
   ile	
   homolog	
  
proteinler	
   için	
   gerçeğe	
   en	
   yakın	
  
yapılar	
  elde	
  edilebilmektedir.	
  	
  

Model	
   protein	
   yapılarının	
   kalitesi	
   ve	
   kullanılabilirliği	
   kalıp	
   ve	
   hedef	
  
proteinler	
  arasındaki	
  amino	
  asit	
  dizisi	
  benzerliğinin	
  oranına	
  bağlıdır.	
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Kalıp ve hedef protein % 50’nin üzerinde dizi benzerliği 
gösteriyorsa modellenen protein yapısı yapı-tabanlı ilaç dizaynı, 
protein fonksiyon, etkileşim, antijenik özellikler ve protein 
mühendisliği  çalışmalarında kullanılabilecek kalitededir. 
 
% 50 dizi benzerliği yaklaşık 1 Å RMS hata payı ile ana zincirin 
modellemesine imkan vermektedir.  
 
Bu doğruluk orta çözünürlükte bir NMR yapısı ya da düşük 
çözünürlükte bir X-ray yapısına çok yakındır. 
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Amino asit diiz bilgisi kalıp ve hedef protein arasında % 30’dan 
daha yüksek ise homoloji modellemesi için kullanılan 
algoritmalar halen güvenli sonuçlar sağlayacaktır. 
 
Proteinlerin ortak bir atadan geldiği ve evrimsel olarak birbiri ile 
ilişkili olduğunun kanıtlanması için en azından %30luk bir 
benzerlik gereklidir. 

Hernekadar düşük dizi bilgisi benzerliği olan proteinler 
kullanılarak modelleme yapılabilmesi için 3D-coffee, Staccato 
ya da SAlign gibi programlar geliştirilse de dizi bilgisi benzerliği 
%30 ve %15 arasında ise yeterli güvenilirlikte modeller elde 
edilmesi güçtür. 
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Built model 
 
Refine model 
 
Evaluate model 
 
Use Model 

Homolog	
  dizileri	
  bul	
  
	
  
3D	
  yapısı	
  bilinen	
  homologları	
  bul	
  
	
  
Dizi	
  ve	
  yapıları	
  karşılaşLr	
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3.	
  Homolog	
   	
   proteinler	
   arasındaki	
   yapısal	
   farklılıklar	
   hedefimize	
  
yönelik	
  olarak	
  dizayn	
  edeceğimiz	
  mutantlar	
  için	
  hangi	
  stratejilerin	
  
kullanılması	
  gerek/ğini	
  gösterir.	
  

Daha	
  stabil	
  olanda	
  fazladan	
  hangi	
  etkileşimler	
  mevcut?	
  	
  
	
  Elektrosta/k	
  etkileşimler,	
  	
  disülfid	
  köprüsü	
  vs.?	
  

	
  
Herhangi	
  bir	
  sterik	
  ça\şma	
  ya	
  da	
  cavi/de	
  farklı	
  bir	
  paketlenme	
  
var	
  mı	
  ?	
  	
  	
  
	
  
Loop	
  	
  uzunlukları	
  ya	
  da	
  diğer	
  	
  farklılıklar	
  neler?	
  ……..	
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Protein karakteristiklerinin değiştirilmesinde kullanılan birçok rasyonel 
dizayn stratejisi bulunmaktadır: 
 
Yüzey elektrostatik etkileşimlerin optimizasyonu  
 
Hidrojen bağlarının arttırılması 
 
Tuz köprülerinin oluşturulması 
 
Disülfid köprülerinin oluşturulması  
 
Hidrofobik etkileşimlerin arttırılması 
 
Çekirdek yapısının geliştirilmesi 
 
Kavite değiştirilmesi 
 
Yüzey looplarının kısaltılması ve sıkılaştırılması 
 
Oligomerizasyonun arttırılması…………… 
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Yüzey Elektrostatik Etkileşimlerin Optimizasyonu  

Elektrostatik etkileşimlerin optimizasyonu amino asit 
residularının zıt yüklü yan zincirlerinin elektrostatik 
etkileşimlerindeki (tuz köprüleri/iyonik bağlar , H bağları) 
değişikliklerdir. 

Protein	
  katlanması,	
  fleksibilitesi	
  
ve	
  stabilitesinde	
  ve	
  sonuç	
  olarak	
  
proteinin	
  biyolojik	
  ak4vitesinde	
  
kri4k	
  bir	
  rol	
  oynamaktadır.	
  
	
  
Protein	
  altüniteleri	
  arasındaki	
  
etkileşimlerin	
  kurulmasında	
  da	
  
elektrosta4k	
  etkileşimlerin	
  rolü	
  
bilinmektedir.	
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Yüzey Elektrostatik Etkileşimlerin Optimizasyonu  
İyonik	
  bağlar	
  proteinin	
  iç	
  kısmında	
  nadiren	
  görülür,	
  genellikle	
  yüklü	
  amino	
  
asitler	
  protein	
  yüzeyinde	
  yer	
  almaktadır.	
  	
  
	
  
Dolayısıyla	
  elektrosta4k	
  etkileşimler	
  zıt	
  yüklü	
  residular	
  arasında	
  meydana	
  
gelebileceği	
  gibi	
  çözücü	
  ortamı	
  olan	
  su	
  ve	
  yüklü	
  amino	
  asit	
  yan	
  zincirleri	
  
arasında	
  da	
  meydana	
  gelebilmektedir.	
  	
  
	
  
Polar	
  su	
  molekülleri	
  yüklü	
  yan	
  zincir	
  yüzeylerinde	
  bir	
  kabuk	
  oluşturarak	
  
proteinin	
  kararlılığına	
  ve	
  çözünürlüğüne	
  yardım	
  etmektedir.	
  	
  
	
  
Birbirlerine	
  ve	
  çevrelerine	
  gore	
  elektrosta/k	
  etkileşimlerin	
  oryentasyonu	
  
ve	
  lokasyonları	
  da	
  elektrosta/k	
  etkileşimlerin	
  sayısı	
  kadar	
  stabilitede	
  
önemlidir.	
  	
  
	
  
Tek	
  bir	
  etkileşim	
  proteini	
  belli	
  bir	
  miktar	
  stabilize	
  ederken,	
  coopera4ve	
  bir	
  
network	
  önemli	
  derecede	
  stabiliteyi	
  etkilemektedir.	
  



Mezofilik ve termofilik ya da hipertermofilik proteinler 
karşılaştırıldığında hipertremofilik ve termofilik proteinlerin 
mezofilik homologlarına göre yüzeylerinde daha fazla 
elektrostatik etkileşime sahip olduğu görülmüştür. 
 
Çekirdek (iç kısımdaki) amino asitlere göre yüzey elektrostatik 
etkileşimlerinin mutasyona uğratılması molekül yapısını 
bozucu daha az etkiye sahiptir.  
 
Bu nedenle evrim boyunca mutasyonlar daha çok yüzey 
mutasyonları oluşmuştur. 
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Tuz köprülerinin protein stabilitesine olan elektrostatik 
katkısının hesaplandığı araştırmalar tuz köprülerinin karakteri 
ve pozisyonunun heliks oluşumunu etkilediğini göstermektedir. 
 
Bir çeşit elektrostatik etkileşim olan tuz köprüleri sıklıkla 
sekonder yapılarda görülmektedir.  
 
Beta-tabaka yapıları üzerinde çalışmalar daha az olsa da 
sonuçlar tuz köprülerinin bu yapıları stabilize etmekte de etkili 
olduğunu kanıtlamaktadır. 
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Elektrostatik etkileşimler pH bağımlıdır. 
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Artmış	
   asidite	
   ya	
   da	
   bazite	
   durumunda	
   molekülün	
   tüm	
   yükü	
   değişeceğinden	
  	
  
katlanmış	
   form	
   destabilize	
   olacağından	
   ekstrem	
   pH	
   koşullarında	
   proteinler	
  
genellikle	
  kararsızdır.	
  
	
  
Tuz	
   köprülerinin	
   oluşması	
   ya	
   da	
   kırılması	
   yan	
   zincirlerin	
   pKa	
   değerinde	
  
değişikliklere	
  dolayısıyla	
  protein	
  stabilitesinde	
  değişikliğe	
  neden	
  olmaktadır.	
  

Elektrosta4k	
  etkileşimler	
  arasındaki	
  mesafe	
  de	
  önemlidir.	
  

Bazı	
  durumlarda	
  elektrosta4k	
  etkileşimlerdeki	
  değişikliklerin	
  örneğin	
  tuz	
  köprüsü	
  
eklenmesi	
  nin	
  proteinleri	
  destabilize	
  ewği	
  görülmüştür.	
  	
  
	
  
Hendsch	
  and	
  Tidor’un	
  yapLğı	
  bir	
  çalışmada	
  4A	
  mesafadeki	
  etkileşimlerin	
  stabilize	
  
edici	
   etkisi	
   varken,	
   4A	
   dan	
   daha	
   fazla	
   mesafede	
   destabilize	
   edici	
   etkisi	
   tespit	
  
edilmiş4r.	
  



Elektrostatk etkileşimler ve termostabilite arasındaki ilişki birçok 
proteinde deneysel olarak gösterilmiştir,  
 
pig cytosolic malate dehydrogenase (cMDH) (Trejo et al., 2001),  
ubiquitin (Loladze and Makhatadze, 2002),  
holo azurin enzyme from Pseudomonas aeruginosa (Tigerstem 
et al., 2004), Ribonuclease T1 (Grimsley et al., 1999),  
bovine calbindin D (Akke and Forsen., 1990), 
 cytochrome P450 (Maves and Sligar, 2001),  
cold shock and CheY protein families (Dominy et al., 2004). 
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Buradan yola çıkılarak mezofilik proteinlerin termostabilitesi 
elektrostatik etkilşimlerin optimizayonu ile arttırılmaya 
çalışılmıştır.  
 
Birçok başarılı sonuç araştırmacıları elektrostatik etkilşimlerin 
stabiliteyle ilişkisi konusunda görüşbirliği göstermesine 
rağmen bu ilişiki halen karmaşık ve tam anlaşılmamış bir 
konudur .  
 
Halen bu konuda yapılan çalışmalar dikkat çekmektedir. 
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Disülfid Köprüsü Kurulması  
Sistein amino asidinin yan zincirleri arasındaki kovalent bağ 
(disülfid köprüsü) protein yapısının ve stabilitesinin belirlenmesinde 
önemlidir. 
 
Sistenin yan zincirinin kovalent bağ kurabildiği tek amino asit 
olması açısından önemlidir. 
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Disülfid Köprüsü Kurulması  
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Sıradışı koşullarda yaşayan mikroorganizmalarda büyük oranda disülfid 
köprülerinin bulunduğunun keşfedilmesinden önce yüksek sıcaklıkta 
disülfid bağlarının oksidatif dejenerasyona eğilimli olmasından 
dolayı stabilite ile bir ilgisi olmadığı düşünülmekteydi. 
 
Literatürdeki çalışmalar thiol gruplarının kovalent bağlanması (disülfid 
körüsü) kümülatif nonkovalanet bağlar kadar stabilizasyona etkisi 
olduğunu göstermektedir.  
 
Intra ya da intermolecular disülfid bağları   
Ø  katlanma,  
Ø  yapı,  
Ø  kararlılık ve  
Ø  protein fonksiyonunda önemli olmakla beraber 
 
u  dimer formasyonundaki etkisi düşüktür. 
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Disülfid bağları genellikle birbirine yakın olmayan sistein residuları arasında 
meydana gelir.  
 
Genellikle proteinin gömülü iç kısmında yer alır.  
 
Homolog proteinlerde evrimsel olarak farklı derecelerde korunmustur. 
 
Protein mühendisliği ile protein yapısına disülfid köprüsü eklenmesi 
unfolded formun konfigürsayonel entropisini düşürerek serbest enerjisini 
yükseltir ve İki residuyu bağlayarak tüm proteindeki residular arasındaki 
etkileşimlere etki eder.  
 
Birçok proteinin disülfid köprüsü indirgendiğinde katlanmasının bozulduğu 
gösterilmiştir. 
 
 Pratikte ise disülfid köprüsü eklenmesi bazı proteinlerde stabilize edici etki 
gösterirken bazılarında ise destabilize edici etkisi görülmüştür. 
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4.   Mutasyonları belirlemek için algoritmaları içeren programları n uygulanması 
  (bu tür toollları on www.expasy.org/tools/ ‘dan bulabilirsiniz) 

5.  Katlanma koşullarında proteinin simüle edilmesi 
---en az stabil görünen bölgeleri  belirleyerek değiştirilecek bölgeleri belirle, 
--mutasyonları dizayn et. 

6.  Mutantları modelle  
--mutasyonun istenilen özelliği geliştirip geliştirmediğini protein 
--yapısına nasıl bir etkisi olduğunu kontrol et 
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7. Dizayn edilen mutant proteinlerin laboratuar ortamında 
üretilmesi 

 
---site-directed mutagenesis,  
---protein ekspresyonu,  
---protein saflaştırılması 
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Enzimlerin özelliklerini geliştirmek, çalışma ve katlanma 
fonksiyonları gibi özelliklerini aydınlatabilmek için “site-directed 
mutagenesis” yani bölgeye özel mutasyon  rasyonel protein 
dizaynı için  oldukça etkili bir tekniktir.  
 
Bu teknikte bilgisayar modelleri üzerinde dizayn edilen 
mutasyonlar PCR yoluyla gen dizisi içine yerleştirilir.  
 
PCR primerleri hedeflenen amino asit değişikliğine karşılık 
gelen nükleik asit değişikliğini içermelidir. 
 
Wild type DNA dizisi bilgisi gerektirir. 

Site	
  directed	
  mutagenesis/	
  Bölgeye	
  Özel	
  Mutasyon:	
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Gen içinde mutasyonları yerleştirmek için iki tip PCR uygulanır: 
 
1. “Overlap extension metod”  
4 primer kullanılarak 2 ayrı PCR yapılır. Primerlerin ikisi mutant kodonu içerir. 

Fig.	
  2:	
  Principle	
  of	
  site-­‐directed	
  mutagenesis	
  by	
  overlap	
  extension.	
  
Muta4ons	
  introduced	
  by	
  
primers	
  2	
  and	
  3	
  are	
  marked	
  with	
  an	
  'x'.	
  Further	
  explana4ons	
  are	
  given	
  
in	
  the	
  text.	
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2	
  ve	
  3	
  mutant	
  kodonları	
  içeren	
  
primerlerdir.	
  
	
  
ilk	
  PCR	
  sonucunda	
  hedef	
  mutasyonu	
  
içeren	
  	
  iki	
  double	
  strand	
  DNA	
  ürünü	
  elde	
  
edilir.	
  
ikinci	
  PCr	
  adımında	
  bu	
  dsDNA	
  ürünleri	
  
primer	
  1	
  ve	
  4	
  kullanılarak	
  çoğalLlır	
  ve	
  
sonucunda	
  mutasyonu	
  içeren	
  DNA	
  elde	
  
edilir.	
  
	
  
OE-­‐PCR	
  metodun	
  	
  bir	
  çeşidinde	
  
"megaprimer	
  metod"	
  ile	
  göreceli	
  olarak	
  
birbirinden	
  uzak	
  kodonlar	
  üzerinde	
  aynı	
  
anda	
  mutasyon	
  yapılmasına	
  izin	
  
vermesidir.	
  



“whole plasmid method” 
 
2 primer kullanılarak sadece bir PCR reaksiyonu 
yapılır. Primerlerin bir tanesi mutant kodonu içerir. 
 

 -Metilasyon reaksiyonundan sonra kalıp DNA  
2 overlap primer ile çoğaltılır. 

 -PCR reaksiyonu mcrBC  type E. coli’ye 
transforme edilir.  
 
Metillenmiş DNA host tarafından parçalanır. 
Endonükleaz ile kesilme parental metillenmiş wild 
type (mutasyonsuz) plasmidi elimine eder ve 
mutant bölgeyi içeren plasmid DNalar Eç coli içinde 
kalır. 
 

 -Eğer mcrBC tip hücre kullanılmazsa, orjinal 
gen ve mutant gen, PCR reaksiyonunun DpnI 
endonüklezı ile kesim reaksiyonuna maruz 
bırakılması sonucu seçilebilir. 
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Site Directed Mutagenesis için Primer Dizaynı  

Follow	
  the	
  specifica4ons	
  below	
  when	
  designing	
  your	
  primers:	
  
•	
  Both	
  primers	
  (forward	
  and	
  reverse)	
  should	
  be	
  approximately	
  30	
  
nucleo/des	
  in	
  length,	
  not	
  including	
  the	
  muta4on	
  site	
  on	
  the	
  mutagenic	
  
primer	
  
•	
  Primers	
  should	
  have	
  an	
  overlapping	
  region	
  at	
  the	
  5ʹ′	
  ends	
  of	
  15–20	
  
nucleo4des,	
  for	
  efficient	
  end-­‐joining	
  of	
  mutagenesis	
  product	
  
•	
  The	
  muta/on	
  site	
  should	
  be	
  located	
  on	
  only	
  one	
  of	
  the	
  primers,	
  
downstream	
  from	
  and	
  adjacent	
  to	
  the	
  overlapping	
  region,	
  and	
  can	
  be	
  up	
  
to	
  21	
  bases	
  (dele4ons,	
  inser4ons,	
  and/or	
  any	
  subs4tu4ons)	
  
•	
  On	
  the	
  mutagenic	
  primer,	
  there	
  should	
  be	
  at	
  least	
  10	
  nucleo/des	
  
downstream	
  of	
  the	
  muta4on	
  site	
  for	
  efficient	
  annealing	
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• 18-30 nükleotid uzunluğu idealdir 

• Primerlerin Melting Temp (Tm)  65-75 C arasında olmalıdır ve  
• Aralarındaki fark 5 C olmalıdır. (düşükse primer uzatılabilir GC kontenti yüksek 
bölgeye kaydırabilir) 

• GC içeriği %40-60 olmalı 

•  3’ ucu C veya G ile bitmelidir (bağlanmayı sağlamak için) 

• Sekonder yapıların oluşmasını önlemek için GC /AT oranı dengeli dağılmalıdır. 

• 4 ve daha fazla baz tekrarlanmasından kaçınılmalıdır (ACCCC or ATATATAT) 

• Primer dimerlerinin oluşumun önlemek için komplementer olan 3 den fazla baz 
olmamalıdır. 

Standart	
  PCR	
  primerleri	
  dizayn	
  edilirken	
  dikkat	
  edilmesi	
  gerekenler	
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Denatura4on	
  
Annealing	
  	
  
Extension	
  

Site Directed Mutagenesis PCR reaksiyonu örneği 
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Mutasyonun onaylanması , DNA dizi analizi 

Boya	
   sonlandırmalı	
   dizilemede	
   (Dye-­‐terminator	
   sequencing)	
   zincir	
   sonladırıcı	
   ddNTP'ler	
  
işaretlenir,	
   böylece	
   işaretlenmiş	
   primer	
   yönteminde	
   olduğu	
   gibi	
   dört	
   reaksiyon	
   yerine,	
  
dizileme	
  tek	
  bir	
  reaksiyon	
  içinde	
  yürütülebilir.	
  	
  
Boya	
   sonladırma	
   dizilemesinde	
   dört	
   dideoksinükleo4t	
   bi4ricilerin	
   herbiri	
   farklı	
   floresan	
  
boyalarla	
  işaretlidir,	
  bunların	
  herbiri	
  farklı	
  dalga	
  boylarında	
  ışık	
  salar	
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Protein Mühendisliği  

7.  Dizayn edilen mutant proteinlerin laboratuar ortamında mutantları 
üretilmesi 

 
---site-directed mutagenesis,  
---protein ekspresyonu,  
---protein saflaştırılması 

8.	
  Üre/len	
  ve	
  saflaş\rılan	
  enzimlerin	
  karakterizasyon	
  çalışmalarını	
  yapılması	
  	
  

Diğer protein mühendisliği yöntemleri ile ortak olduğundan daha sonra bahsedeceğiz 


