Protein Muhendisligi

PROTEIN
MUHENDISLIGI

Istenilen ozellikleri gelistirilmis ya da degistirilmis yeni
proteinlerin dizayn edilmesi ve kullanilabilir hale getirilmesidir.

Dizayn edilen degisiklik bu proteinleri kodlayan genlerin
degistirilmesi ile meydana gelir.



Protein Muhendisligi

GDO mudur?.




Protein Muhendisligi

GDO dEélldlr. * Dizayn edilen degisiklik proteinleri kodlayan
genlerde meydana getirilir.

e Protein muhendisligi Genetik
Muhendisliginin bir alt kolu sayilabilir.

Protein muhendilsiginde son liriin modifiye
edilmis bir AA ya da AA dizisi iceren bir
proteindir

» Son Urin genetigi degistirilmis bir organizma degil bir proteindir.
» Degistirilmis proteinler yeni kimyasal bilesiklere benzetilebilir.

» Ancak toksisite acisindan zararli olabilecek kimyasal bilesiklerden farkl olarak
gluvenli ve dogayla dost bilesikler olarak ragbet gormektedir.



Protein Muhendisligi

Proteinler canliliktaki 6nemi disinda modern biyoteknolojinin de temelini
olusturmaktadir.

Son 30 yildir gelisen teniklerle beraber protein muhendisligi,

« ilac gelistirlmesi,
e Hastaliklarin arastirilmasi

e (@ida
e Kozmetik
e Tekstil

 Malzeme bilimleri
e Cevre temizlenmesi

e Tarm
* Nanobiyoteknoloji vb genis disiplin alanlarda uygulama alani bulmaktadir.

Yakin bir gelecekte her evde, hastanede ya da endistride protein muihendilsigi ile
tasarlanmis enzimlerin, ilaglarin ya da baska proteinlerin kullaniliyor olmasi kaginilmaz

gibi gorinmektedir.

Suarduarulebilir endustriyel proseslerin gelistiriimesi icin protein muhendisligi dnemli bir
yaklasimdir.



Protein Muhendisligi

En genel ifade ile protein muhendisligi,

molekiler biyoloji tekniklerinin kullanilmasi yolu ile proteinlerin
vapi ve fonksiyonlarinin molekiiler diizeyde anlasilip,

genetik yapilarinin degistirilerek,

istenilen yapi ve fonksiyona sahip yeni proteinlerin uretilmesini
saglamak lizere yapilan ¢calismalardir.
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Mezofilik organizmalardan izole edilen enzimler cesitli endustriyel
Uretim proseslerinde kullanilabilirler

 Fakat bu mezofilik enzimler endulstriyel proseslerde kullanilan
yuksek sicaklik,

e organik solvent ve
» yiksek basing gibi kosullar karsisinda kolayca denature olurlar.

Ekstremofilik organizmalardan izole edilen enzimler bu kosullara
mezofilik olanlardan daha dayanikhdir.

Bununla beraber ekstermofilik enzimlerin kullanilabilirligi onlarin
ulasilabilirligi ile paraleldir.



Protein Muhendisligi

Endustireyel zor kosullara dayanikli yeni enzimlerin belirlenmesi ve
saflastirilmasi her zaman kolay olmamaktadir.

Bundan dolayi,

daha kolay elde edilebilir olan mezofilik enzimlerin,

istenilen bir fonksiyon i¢in ya da

arttirilmis stabilite i¢in

protein mihendisligi yontemleri ile gelistirilmesi bu kisithhigin
ustesinden gelmek icin mikemmel bir yaklasimdir.



Protein Muhendisligi

Ekstremofilik organizmalardan izole edilen enzimler daha az stabil olan
mezofilik homologlarini gelistirmek Gizere model olarak kullanilirlar.

ORNEGIN:

Termofilik proteinlerin yiksek sicakliklarda kararliliklarini nasil koruduklarinin
anlasiimasi biyoteknolojik uygulamalar icin yeni termostable prtoeinler dizayn
etmek icin 6nemlidir.

Diger yandan, bircok amino asit degisikligi stabilite uUzerinde onemli
degisiklikler yaratmaz.

Proteinler aa degisimlerini tolere edebilirler, bazi degisimler kritik etkilesimleri
korurlar.

Bir amino asit degisiminin etkisi proteinin katlanmis ve katlanmamis
durumlarina etkilerinin kombinasyonudur.



Protein Muhendisligi

Bununla birlikte,

van der Waals, hidrofobik etkilsimler, H-baglari gibi protein yapisini
stabilize eden etkilesimleri etkilemeyip,

sadece bir tip etkilesimi degistirecek (ornegin elektrostatik
etkilesimleri) AA degisimleri dizayn etmek kolay degildir.

Tek bir AA tum protein yapisina katkisi degerlendirilmelidir.



Protein Muhendisligi

Protein muhendisligi bir yandan gelistirilmis proteinlerin elde
eidlmesini saglarken

Deterjan endustrisi icin bazik ortama dayanikli enzimler vb

Bu calismalar sayesinde diger yandan enzim/protein yapisinin ve
fonksiyonlarinin molekiler temellerinin anlasilmasini saglamaktadir

Termostabilite ve pH dayanikliginin anlasilmaasi vb
Protein Katlanma bozuklugu hastaliklarinin anlasiimasi vb



Protein Muhendisligi

Proteinler her zaman endiistriyel uygulamalar ya da medikal amaclar icin dogal hali ile
uygun olmayabilirler.

Bu durumlarda protien muhendisligi ile 6zellikleri geilistrilebilir:
eEnzimatik reaksiyonun etkinligini artbirmak

eCok pahali olan bir kofaktoriin elimine edilmesi

eSpesifiteyi artirmak icin substrat baglama bolgesini degistirmek
eThermal toleransi degistirmek

epH stabilitesini degistirmek

eProteaz dayanikliliginin gelistirimesi

eProtein katlanmasinin anlasilmasi

*3D yapi ve amino asit dizisi arasindaki baglantilarin anlasiimasi
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Protein miihendisligi 3 temel strateji ile gerceklestiriimektedir.

1.Rasyonel Dizayn

2.Yonlendirilmis Evrim (Non-Rational Dizayn) Kutuphane Tabanli
Yontemler /
3.Yari Rasyonel Dizayn Random Mutagenesis
—

Dogadaki siradisi enzimler, mutasyonlar ve DNA dizisindeki rekombinasyonlar
sonucu ortaya ¢ikmistir.

Protein miihendisligi de dogayi bu yonde taklit etmektedir

Hernekadar herbir yaklagimin bazi kisithliklari olsa da tum yontemleri substrat
spesifitesinin degistirilmesi, kofaktor spesifitesinin degistirilmesi,
enentosecicilik, stabilitenin arttiriimasi, enzim ozelliklerinin anlasiimasi gibi
bircok farkli calismada basariyla uygulanmistir.

Rasyonel dizayn ya da random mutagenesis yontemlerinden elde edilen bilgiler bir
digerinin uygulanmasi i¢cin de kullanilabilmektedir.



RATIONAL DESIGN

1. Computer aided design

-

2. Site-directed mutagenesis

O

Individual mutated gene
3. Transformation

4. Protein expression

5. Protein purification

6. not applied

®

Constructed mutant enzyme

DIRECTED EVOLUTION

1. not applied

N
2. Random mutagenesis

0000CO00
0CO0C 0000
OOOOOOOO

Library of mutated genes
(>10,000 clones )

3. Transformation

4. Protein expression

5. not applied

IMP RVE D 6. Screening and selection

A AA

Selected mutant enzymes

7. Biochemical testing



Rasyonel Protein Dizayni

RASYONEL DIZAYN / HESAPLAMALI DIZAYN YAKLASIMi

-> calisilacak proteinin amino asit dizi bilgisi,
= Uc¢ boyutlu yapisi
- fonksiyon bilgisi gerektirmektedir.

« Rasyonel dizayn insersiyon, delesyon ya da yerdegistirme gibi
kontrol edilebilir amino asit degisiklikleri saglamaktadir.

- Tek bir amino asit degisikligi yapilabilecegi gibi belli uzunluktaki
bir dizinin degistirilmesi de saglanabilir.



Rasyonel Protein Dizayni

Rasyonel Dizayn sayesinde gerceklestirilen kontrollu
degisiklikler;

« amaca yonelik iyilestirmenin yanisira,
« tek bir amino asit residunun degistiriimesinin protein

yapisi, fonksiyonu ve katlanma ozelliklerini nasil
degistirdiginin anlasimasi acisindan da onemlidir.



Rasyonel Protein Dizayni

Rasyonel dizayn ayni zamanda fuzyon proteinleri olugsturulmasi igin
de uygun bir yaklagsimdir. (orn: Histidin kuyrugunun takilmasi, GST

tag)

-
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r

TALON TALON Polyhistidine Protein
resin structure tag




Protein Muhendisligi

Literature baktigimiz zaman coenzim ya da substrat spesifitesi,
oksidative ya da termal stabilite gibi ozelliklerin gelistiriimesinin
basariyla gerceklestirildigini gormekteyiz.

Bu ozelliklerin degistirilmesi proteinin primer yapisinin degistirilmesi
ile mumkun hale gelmektedir.

Primer dizide yapilacak sadece tek bir nokta mutasyonu bile
proteinin yapisi ya da fonksiyonunda onemli degisikliklere neden
olmaktadir. Oteyandan biliyoruz ki bircok durumda proteinler
meydana gelen mutasyonlari tolere edebilmektedir.

Bu durum dizayn ettigimiz mutasyon bolgesinin hesaplanmasinin ve
uygulanan stratejinin onemini ortaya koymaktadir.
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Protein karakteristiklerinin degistiriimesinde kullanilan birgcok rasyonel
dizayn stratejisi bulunmaktadir:

Hidrojen baglarinin arttiriimasi

Tuz koprulerinin olusturulmasi

* Yuzey elektrostatik etkilesimlerin optimizasyonu
» Disulfid koprulerinin olusturulmasi

* Hidrofobik etkilegsimlerin arttirnimasi

» Cekirdek yapisinin gelistiriimesi

+ Kavite degistirilmesi

Proteinler evrim boyunca
farkli stratejiler gelistirerek
Bulunduklari ortama adapte
olmuslardir.

* Yuzey looplarinin kisaltilmasi ve sikilastiriimasi

« Oligomerizasyonun arttiriimasi...............



Protein Muhendisligi

Rasyonel dizayn yapilirken istenilen degisiklikler proteine
“site directed mutagenesis yontemi ile sokulmaktadir.

* Protein veri bankalarinda artan yiiksek c¢ozunurlukli protein
yapilan,

* Hangi amino aside hangi mutasyon gerceklestirildiginde nasil
degisiklerin olabileceginin modellenebildigi hesaplamali
metodlarin gelismesi sayesinde

rasyonel dizayn gittikce daha fazla ve daha basarili kullanilabilir hale
gelmistir.
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Yontemin Eksiklikleri

» Calisilacak proteinin yapisal bilgisine ihtiya¢ duyar ancak her
istenilen proteinin yapisal bilgisine ulasilamamasi bu yontemin
en onemli dezavantajidir

» Mutasyon dizaynina bagh olarak uzun mesafe etkilesimlerinin
hesaplanmasindaki gucliik diger bir dezavantajidir.
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1. Rasyonel dizayn yaklagsiminin baglangi¢ noktasi protein yapi ve
fonksiyonuna bagh olarak molekuler bir modelin
olusturulmasidir.

2. Bunu takiben deneysel olarak mutasyonun (degisikligin)
gerceklestiriimesi ve

3. Elde edilen yeni dizayn proteinin analiz edilmesidir.

Eger sonug basarisiz ya da kismen basarili ise 2. Asama dizayna gegilir
ve birinci asamadan elde edilen bilgiye gére yeni mutantlar dizayn
edlir.

Bu yontem tekrarlanarak hedeflenen 6zellikler yakalanana kadar
devam edilebilir (dizayn cycle)
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3-D yapisi ve amino asit dizi bilgisi bilinen bir protein icin adim adim rasyonel
dizayn stratejisini incelersek;

\ 4

1. Literaturden, calisilacak olan proteinle ilgili ulasilabilir
tum bilgileri toplamak

* deneysel analizler,

* ilgili proteinin homologlarinin ve diger family lerden
benzerlerinin arastiriimasi,

* Homolog dizilerin belirlenmesi
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2. multiple sequence alighment.

* Protein amino aist dizilerinin ve
* Protein ikincil yapilarinin incelenmesi

(ncbi, expasy for databases and tools)
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3.Homolog proteinlerin yapisal eslesmeleri yapilarak
protein yapilarinin karsilastiriimasi

* dikkate deger degisiklikleri belirle,
* hangi homolog daha stabil (eger stabilite ile ilgileniyosan), neden?
 daha stabil olanda fazladan hangi etkilesimler mevcut,

salt bridges, elektrostatik etkilesimler, disulfid képriisu vs. herhangi bir sterik
¢atisma ya da cavitide farkh bir paketlenme var mi ?

* Loop uzunluklarini ya da diger farkliliklari incele
(Pymol, Swiaa PDB Viewer yardimci programlar)

* Eger karsilastirilacak bir kristal yapi mevcut degilse ilglenilen proteinin
homology modellemesi yapilir
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4_.Mutasyonlari belirlemek icin uygun
algoritmalari iceren programlarin uygulanmasi

* bu tiir toolllari on www.expasy.org/tools/ ‘dan
bulabilirsiniz

* Disvover, Version 2.95 (Accelrys)
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95.Katlanma kosullarinda proteinin simulasyonu

* en az stabil goriinen bolgeleri belirleyerek
degistirilecek bolgeleri belirle,

 mutasyonlari dizayn et.
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6. Mutantlari modelle

 mutasyonun istenilen ozelligi gelistirip gelistirmedigini

* Protein yapisina nasil bir etkisi oldugunu kontrol et
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7. Laboratuar ortaminda mutantlari uret

Site-directed mutagenesis,

Protein ekspresyonu,

Protein saflastiriimasi

Uretilen ve saflastirilan enzimlerin
karakterizasyon ¢alismalarini yap
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1. Literaturden caligilacak olan proteinle ilgili ulasilabilir tum bilgileri
toplamak

(ilgili proteinin homologlarinin ve diger ailelerden benzerlerinin arastiriimasi, homolog
dizilerin belirlenmesi deneysel analiz sonuglarinin incelenmesi)

AAB24882 TYHMCOFHCRYVNNHSGEELYECNERSKEAFSCPSHLQCHERRQIGEKTHEHNQCGEAFPT 60
AAB2488l 9= ~mmmeccccccccccccce- YECNQCGFAFAQHSSLECHYRTHIGEEPYECNQCGEAFSKE 40
AAB24882 PSHLOYHERTHIGEKPYECHQCGQAFKKCSLLORHERTHTGEKPYE-CNQCGEAFAQ~- 116
AAB24881

HSHLQCHERTHIGEKPYECNQCGKAFSQHGLLOQRHERTHTGEKPYMNVINMVEPLHNS 98

L B E HOPHERNERAEAEREERE *"HER - . HERNEREREEEEREEREESNES "
- - . .. . .

Ornek: Homolog Protein. Farkli iki tiirden homolog dizilerin aslestirilmesi.
“*” heriki proteinde korunmus bolgeleri gosterir.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do

http://www.ebi.ac.uk/ http://www.wwpdb.org/
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1. Literaturden caligilacak olan proteinle ilgili ulasilabilir tum bilgileri
toplamak

BLAST - Basic Local Alignment Search Tool. It is a tool to perform database searches for a protein or
nucleic sequence.

dystrophin [Homo sapiens) (Over 100 PubMed links)

Score = 114 bits (286), Expect = 2e-24, Method: Compositional matrix adjust.
Identities = 58/71 (81%), Positives = 62/71 (87%), Gaps = 0/71 (0%)

Query 1 ALQSSLEKEQONGENYLSDTVKEMAKKAPSEICQKYLSEFEEIEGHWKKLSSQLVESCQKL 60
ALQSSL+EQQ+G YLS TVKEM+KKAPSEI +KY SEFEEIEG WKKLSSQLVE CQKL
Sbjct 861 ALQSSLOEQOSGLYYLSTTVKEMSKKAPSEISRKYQSEFEEIEGRWKKLSSQLVEHCQKL 920

Query 61 EEHMNEKLRKFQ 71
EE MNEKLRK Q
Sbjct EEQMNKLRKIQ 931

(+) isareti 2K and Q, the N and S, the A and S, and the Q and R all denote "positives".
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 yerdegistirmisse proteinin yapisinda bir fark
olmayacaktir.
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1. Literaturden galisilacak olan proteinle ilgili ulagilabilir tum bilgileri
toplamak CLUSTAL OMEGA

AAB24882 TYHMCOQFHCRYVNNHSGEEKLYECNERSEAFSCPSHLQCHERRQIGEETHEHNQCGEAFPT 60
AAB2488l = ~mceccccccccccccccces YECNQCGEAFAQHSSLECHYRTHIGEKEPYECNQCGEAFSK 40
AAB24882 PSHLOYHERTHIGEEPYECHQCGQAFKECSLLORHERTHIGEEKPYE-CNQCGEAFAQ~- 116
AAB24881 HSHLQCHERTHIGEEKPYECNQCGKAFSOHGLLORHERTHTGEEPYMNVINMVEPLHNS 98

What do the consensus symbols mean in the alignment?

An * (asterisk) indicates positions which have a single, fully conserved residue.
A : (colon) indicates conservation between groups of strongly similar properties - scoring > 0.5 in the Gonnet PAM 250 matrix.
A . (period) indicates conservation between groups of weakly similar properties - scoring =< 0.5 in the Gonnet PAM 250 matrix.

Note that the same symbols display for DNA/RNA alignments, so while * (asterisk) characters are still useful, the other characters should be ignored for DNA/RNA alignments.

What do the colours mean when | show them on protein alignments?

This protein-only option colours the residues according to their physicochemical properties:

Residue Colour Property

AVFPMILW RED Small (small+ hydrophobic (incl.aromatic -Y))
DE BLUE Acidic

RK A A Basic - H

STYHCNGQ GREEN Hydroxyl + sulfhydryl + amine + G

Others Grey Unusual amino/imino acids etc
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Homolog: ayni atadan gelen iki tirdeki gen ya da proteinleri ifade
eder.
Homolog proteinler dizi olarak benzerdiler ancak her benzer

dizi homolog degildir.

Ortolog: 2 farkli tirde bulunan homolog genlerdir, genin orijini
ortak bir atadan gelmektedir.

Paralog: Ayni tir icinde bir protein duplike oluryorsa, duplike
genler birbirinin paralogudur.
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/coded by="X81129.1:126..1220"
/db_xref="GOA:Q00498"

/db xref="HSSP:2ZNAC"
/db xref="InterPro:IPR0O06133"

Transcript/Protein Information
[PANTHER Classification System]

Related information -

Related Sequences
Identical Proteins
CDD Search Results

Conserved Domains (Concise)

Conserved Domains (Full)
Domain Relatives

Nucleotide

m

Related Structures (List)

Related Structures (Summary)

/db xref="InterPro:IPR006140" Taxonomy
/db xref="InterPro:IPR016040"
/db:xre:'="UniProtKB/’.'rEMB' Q00498 -
ORIGIN Recent activity -
1 mkivlvliyda gkhaadeekl ygctenklgi anwlkdgghe littsdkege tseldkhipd Tumn OF Clear
61 adiiittpfh payitkerld kaknlksvvv agvgsdhidl dyingtgkki svlevtgsnv - T
121 wvsvaehvvmt mlvlvrnivp aheqgiinhdw evaaiakday diegktiati gagrigyrvl NAD-dependentformatedehydrogenase
181 erllpfnpke llyydvgalp keaeekvgar rvenieelva gadivtvnap lhagtkglin [Candida methylica] Protein
241 kellskfkkg awlvntarga icvaedvaaa lesgglrgyg gdvwipgpap kdhpwrdmrn Q formate dehydrogenase (664)
301 kygagnamtp hysgttldaq tryaegtkni lesfftgkfd yrpgdiilln geyvtkaygk z
7/ 261 hakk Q formate dehydrogenase (126935)

Seemore... L
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Q'&_;:’l S hitp:/ /blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi D~ X l = NCBI Blast:emb|CAAS57036.1] (...

& NCBI Blast:emb|CAAS7036... ™

./'L

<5 2 Yandex Onerilen Siteler v 2| Daha fazla Eklenti alin v

(=) Graphic Summary

@ Show Conserved Domains
Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.
1 50 100 150 200 250 300 350 364
Query seq. e ————
NAD binding site Y Ak A F bk ik ik L Y
dimerization interface '} 4 | S T L LU Sl Y bk PO Y ML 1Y
catalutic site 4 F 1 s
Specific hits
Superfanilies FDH_GDH_like superfamily
Hulti-domains LdhA

Distribution of 77 Biast Hits on the Query Sequence &)
IMouse over to see the defline, click to show alignments }

Color key for alignment scores

<40 40-50 3 80-200 »>=200

Q ue ry |

kirmizi=> >200
1 70 140 210 250 350 | Pembe~> 80-200
vb

m
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(== e =

QU & http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi £~ & X || = NCBIBlast:emb|CAA57036.1 (...

& NCBI Blast:emb|CAA57036.... *

() 2.9 53

<& 2)Yandex = Onerilen Siteler v | Daha fazla Eklenti alin v

(=) Descriptions

Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0
Ii Alignments Download senPept Graphics Distance free of results Multiple alignment Q
Description — e Ident Accession
score score  cover value
[~ Chain A, Candida Boidinii Formate Dehydrogenase (Fdh) K47e Mutant >pdb|2FSS|B Chain B. Cand 726 726 99% 00 97% 2FSS A
[~ Chain A, Candida Boidinii Formate Dehydrogenase (Fdh) C-Terminal Mutant >pdbj2J61|B Chain B. ¢ 721 [pal 99% 00 97% 2J6l A
[~ Chain A, Apo-Form Of Nad-Dependent Formate Dehydrogenase From Higher-Plant Arabidopsis The 366 366 96% 3e-124 54% 3NAQ A
[ Chain A Nad-Dependent Formate Dehydrogenase From Higher-Plant Arabid Thaliana In Complex V 365 365 96% 4de-124 54% 3N7U A
™ Chain A Nad-dependent Formate Dehvdroaenase From Bacterium Moraxella Sp c? In Complex Wil 319 219 279, 2e¢.105 50°% ?2GSDH A

m
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§|:~ ‘:' ;3 http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_300193276 D~ X 8 NCBI Blast:emb]C... % NCEI Blast:em... 8 Related structures...

5 2] Yandex Onerilen Siteler v 2| Daha fazla Eklenti alin v

[sjDownload v GenPept Graphics ¥ Next A Previous /4 Descriptions -

Chain A, Apo-Form Of Nad-Dependent Formate Dehydrogenase From Higher-Plant Arabidopsis Thaliana
Sequence ID: pdb|3NAQIA Length: 357 Number of Matches: 1
P See 1 more fitle(s)

Related Information

Range 1; 10 to 351 GenPept Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps i 3D structure displays
al Proteins - Proteins identical to

366 bits(939) 3e-124 Compositional matrix adjust. 188/351(54%) 247/351(70%) 9/351(2%) Ide
the subject
Query 2 KIVLVLYDAGKHERADEEKLYGCTENKLGIANWLKDQGHELITTSDKEGETSELDKHIPDA €1
KIVV Y 2 ++2 GC EN LGI +WL+ QGH+ I T DKEG EL+KHIPD
Sbjet 10 KIVGVEYKANEYATKNPNFLGCVENALGIRDWLESQGHQYIVIDDKEGPDCELEKHIPDL €5

Query €2 DIIITTPFEPAYITKERLDKAKNLKSVVVAGVGSDHIDLDYINQTGKKISY 121
++I+TPFHPAY+T ER+ KAKNLK ++ AG+GSDHIDL G ++V EVIGSNVV
Sbjet 70  HVLISTPFEPAYVIAERIKKAKNLKLLLTAGIGSDHIDLQARRARG--LTVAEVIGSNVV 127 Q cMm F D H

Query 122 SVAEHVVMTMLVLVRNFVPAHEQIINHDWEVAAIAKDAYDIEGKTIATIGAGRIGYRVIE 181 . .
SVRAE +M +L+4L+RNEVD + Q++ +W VA IX AYD4EGKTI T+GAGRIG +L+ S A thallana
Sbjct 128 SVAEDEIMRILILMRNFVPGYNQVVKGEWNVAGIAYRAYDLEGKTIGTVGAGRIGKLLLQ 187

Query 182 RLLPFNPKELLYYDYQALPKEREEKVGRRRVENIEELVAQADIVIVNAPLHAGTKGLINK 241
RL PF LLY+D + E E++ GA+ VE++ E++ + D++ +N PL  T+G+ NK
Sbjct 188 RLKPFGCN-LLYHDRLQMAPELEKETGRAKFVEDLNEMLPKCDVIVINMPLTEKTRGMENK 246

Query 242 ELLSKFKKGAWLVNTARGAICVAEDVARALESGQLRGYGGDVWFPQPAPKDHPWRDMRNK 301
EL+ K KKG +VN ARGAI + V A+ESG + GY GDVW PQPAPKDHPWR M N+
Sbjct 247 ELIGKLKKGVLIVNNARGAIMERQAVVDAVESGHIGGYSGDVWDPQPAPKDHPWRYMPNQ 306

Query 302 YGRGNAMTPHYSGTTLDAQTRYREGTKNILESFFTGKFDYRPCDIILLNGE 352
AMTPH SGTT+DRQ RYR GTK++LE +F G+ D+ ++ I+ +GE

Sbjet 307 ----- AMTPHTSGTTIDAQLRYRAGTKIMLERYFKGE-DFPTENYIVKDGE 351
[5jDownload v GenPept Graphics ¥ Next A Previous 4 Descriptions £

Chain A, Nad-Dependent Formate Dehydrogenase From Higher-Plant Arabid Thaliana In Complex With Nad And Azide
Sequence ID: pdb|3N7UJA Length: 351 Number of Matches: 1
P See 12 more fitle(s)

Related Information

Range 1: 4 to 345 GenPe=pt Graghics = 3 =
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‘q ’% http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cblast/cblast.cgi?blast_F D~ X

= 2 | Yandex Onerilen Siteler v 2| Daha fazla Eklenti alin v

3NLAQ_L~X [Search references in pubmed]

Chain A, Apo-Form Of Nad-Dependent Formate Dehydrogenase From Higher-Plant Arabidopsis Thaliana

& NCBI Blast:emb|C... | = NCBI Blast:emb|C... | < Related structu... ‘ ‘

E-value: 3.41e-124, bit-score: 366, aligned-length: 351, Identity to query: 54%

m

View Structure and ’

Alignment in Cn3D

View align data |

Save align data |

Page 1|~



Cn3D ("see in 3D")

NCBI’dan ilgili proteinin 3-boyutlu yapisini
web browserinizda gormeyi saglayan
yardimci bir uygulamadir.

Cn3D vyapl, dizi ve eslesmeyi gosterir.
Eslesmeyi edit etme oOzellikleri de vardir.

View Structure and
Alignment in Cn3D

NCBI'In sayfasindan tutorail a ve 6rneklere
ulasabilirsiniz.

View align data

Save align data




< >

WIS L=y Sy ] L

File WYiew Select Style Window CDD Help 1

Name: ‘WD40

- \WD40; WD40 domain, found in a .
cover a wide variety of functions ‘
modules in signal transduction, prd
assembly; typically contains a GH
its N-terminus and the WD dipepts
40 residues long, hence the named
a conserved core; serves as a stﬁ

[ Show Annotations Panel ] &

DA

Annotations

e BN S S RS

~DRSCKMWN L ¥t g ¢ m msrs s s i i i i

T ¢

g 7512886 =

S 7510158 a~DHIVK Ltrmme

g 3122853 35atDAAIR Lgdrs ~
g 1176045 3AS e ~DHHVKI s . ?
5 2493838 -DSKIK 3l gdaeh R B
g1 2494917 ASe~DHTLKMWNL gktapakks~ntsldve ®
o 6005894 A o MR RT NOTERIAT oot e e et et et e e e e e e e

o 7304321

v RY o

Cn3D ile olusturulmus bir 6rnek:
Protein yapisi

This example is a curated CD of the
WD40 domain, which is a multi-
functional 7-fold beta propeller.
Cn3D is showing a representative
protein structure, the family
alignment, and annotation panels
with information about annotated
features of this protein family.
Highlighted in both structure and
sequence windows are the
conserved residues in a pattern
characteristic to this domain.
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Deneysel analiz sonuglarinin incelenmesi/ Literatiir taramasi

@' " = http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/?term=formate+dehydroge 2 v & X l

& Home - PubMed - NCBI

& formate dehydrogenase - B... f

5 2] Yandex

Bookshelf

Onerilen Siteler v 2 Daha fazla Eklenti alin v
& NCBI  Resources ¥ How To

Books [v||formate dehydrogenase

Browse Titles Save search Limits Advanced

Display Settings: (V] Summary, 20 per page, Sorted by Relevance

Results: 10

D

1.

D.
2.

w

« O

&[]

Helicobacter pylori: Physiology and Genetics.
Mobley HLT, Mendz GL, Hazell SL, editors.
Washington (DC): ASM Press; 2001.

» Top results in this book

Table of Contents

The Social Biology of Microbial Communities: Workshop Summary.

Institute of Medicine (US) Forum on Microbial Threats.
Washington (DC): National Academies Press (US); 2012

p JTop results in this book Table of Contents

Madame Curie Bioscience Database [Internet].
Austin (TX): Landes Bioscience: 2000-.

» Top results in this book

Table of Contents

Genomes. 2nd edition.
Brown TA.
Cxford: Wiley-Liss; 2002.

» Top results in this book

WHO Guidelines for Indoor Air Quality: Selected Pollutants

Geneva: World Health Organization; 2010.

Send to: (V)

Sign in to NCBI

Help
Images search in Bookshelf =
Search details =
"formate -
dehydrogenases" [All Fields]) ‘T:- ‘
OR ("formate"[All Fields]
AND "dehydrcgenases" [All
Fields]) OR "formate -
Search See more...
-~

Recent activity

Turn Off Clear

Q formate dehydrogenase (25)

[E PubMed Help - PubMed Help

m
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=N =0 ==
Q ©| 7 http://thomsonreuters.com/web-of-science/ P~ ><| & Home - PubMed ... | = formate dehydro... | - ' Web of Scienc... * {0} 3¢ 593

54 ©]Yandex = Onerilen Siteler v 2 Daha fazla Eklenti alin ~

2 THOMSON REUTERS Products & Services ~ Our Thinking  Support & Training

Home Products & Services Scholarly & Scientific Research Scholarly Search and Discovery Web of Science

Web of Science

, - - - — J :
The World S most.trusted CItathn iIndex T
COVGI’Iﬂg the l.ead|ng SChOlal’ly |.|terature COVERING THE LEADING SCHOLARLY LITERAT!

Literatur taramasi
 web of science
« Kutuphaneler

 Google vb [+]

Feedback

Leading scholarly literature from the world's most trusted index
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2. Multiple sequence alighment.
Protein ikincil yapilarinin incelenmesi (ncbi, expasy for databases and tools)

-- Multiple sequence alignment.
=0 >

|GD$Q?¢§$

Qi’\ "ll http://www.ebi.ac.uk/Tools/services/web_clustalw2/toolform 0 v B & X || = Home - PubMed ... | = NAD-dependent f... ClustalW2 < M... I

Onerilen Siteler « g] Daha fazla Eklenti alin ~
This website uses cookies to store a small amount of information on your computer, as part of the
functioning of the site. Cookies used for the operation of the site have already been set.

= aYandex
Cookies on

EMBL-EBI

website To find out more about the cookies we use and how to delete them, see our Cookie and Privacy

statements.
Dismiss this notice

Services Research | Training | About us

EMBL-EBI

ClustalWw2

=, Share ®. Feedback

Input form Web services Help & Documentation

Tools = Multiple Sequence Alignment = Clustalw2

Multiple Sequence Alignment

ClustalW2 is a general purpose multiple sequence alignment program for DNA or proteins.

Note: ClustalW?2 is no longer being maintaine

= A minimum of 2 sequences is require

STEP 1 - Enter your input sequences
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% | @ ClustalW T... it i? §§§

ge http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/ P~RAX = formate de.. | — formate de... Clustal ...

<% ©)Yandex = Onerilen Siteler v 2| Daha fazla Eklenti alin v

Clustal Omega

Input form Web services Help & Documentation

<, Share ®. Feedback

m

Tools > Multiple Sequence Alignment > Clustal Omega

Multiple Sequence Alignment

Clustal Omega is a new multiple sequence alignment program that uses seeded guide trees and HMM profile-profile techniques to generate

alignments.

STEP 1 - Enter your input sequences

Enter or paste a set of PROTEIN E] sequences in any supported format:
>q1 -
1 mkivivlyda gkhaadeekl ygctenklgi anwlkdqghe littsdkege tseldkhipd Ql 9 Cm FDH ;l
61 adiiittpfh payitkerld kaknlksvvv agvgsdhidl dyingtgkki svievtgsnv QZ 9 E CO“ FDH L
121 vsvaehvvmt mivivrinfvp ahegiinhdw evaaiakday diegktiati gagrigyrvl )
Q3-> Sc FDH

181 erlipfnpke llyydyqalp keaeekvgar rvenieelva qadivtvnap Ihagtkglin
241 kellskfkkg awlvntarga icvaedvaaa lesgqlrgyg gdvwfpgpap kdhpwrdmrn
301 kygagnamtp hysgttidaq tryaegtkni lesfftgkfd yrpqdiilln geyvtkaygk

Or, upload a file:

STEP 2 - Set your parameters
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[o ] & =

@‘ ,'l http://www.ebi.ac.uk/Tools/services/web/toolresult.ebiZjoble 0 v & & X || = formate de... | = formate de...

Alignme...

2 ClustalW T...

P
o’
Eaf
c

rug g] Yandex Onerilen Siteler v g} Daha fazla Eklenti alin v

10015 = MUITIPIe Sequence AINgNment > CIUstal UMmega

Results for job clustalo-120131124-202210-0121-18670240-0y
AL Ehies | Result Summary | Phylogenetic Tree | Submission Details

Download Alignment File | Hide Colors | Send to ClustalW2_Phylogeny

CLUSTAL 0(1.2.0) multiple seqguence alignment

ec qrggklepvswdealny
se ::gsdu WQrisw daa_-_-a ¢Imkadr d=11__

,-.e-d.u ipdadiiittpfhpayitkerldk

m




-- Ikincil yapilarin arastiriimasi
(nchi, expasy for databases and tools

B http://zeus.few.vu.nl/jobs/4d798c945f1989b5907b50ff4299644 O v B ¢ X | = Related Str... | &= NAD-depe... Protein Mo... | 8% YASPIN ... L

€]®

54 ©]Yandex = Onerilen Siteler v 2 Daha fazla Eklenti alin ~

- www.ibi.vu.nl

=
=
aQ

Centre for Integrative Bioinformatics VU
vrije Universiteit amsterdam

OmOal

YASPIN Secondary Structure Prediction results for job Untitled

Back to YASPIN main page

Download the YASPIN prediction results file here
Download the PSI-BLAST generated PSSM
The YASPIN secondary structure predictions for your query sequence is directly under its corresponding amino acid.

The numbers under each position are the confidence values for each prediction as calculated by the HMM. The higher the number from 0-9 the more confident the
prediction. The values are separated into overall confidence (Conf), helix prediction confidence (Hconf), strand prediction confidence (Econf) and coil prediction
confidence (Cconf).

Amsterdam Universitesinin bir veri bankasidir.
llgili dizileri girerek ikincil yapilari kasilastirabilirsiniz

You are using the dssp-trained NN.

Query Name: input
Sequence Length: 1015

m




6‘_ )= http://zeus.few.vu.nl/jobs/4d798c945f1989b5907b50ff4299644 O ~ B € X ||| = |Related Str... | = /NAD-depe... Protein Mo... | =% YASPIN ... Tkt

- g] Yandex Onerilen Siteler v @ Daha fazla Eklenti alin v

R
Ruler : |
Sequence : MDVSRRQFFKICAGGMAGTTVAALGFT PKMALAQARNYKLLRAKE IRNSCTYCSVGCGLL
Prediction: ----HEEHHHEEHHHEEHEHEE - ———— HHEHHHHEE-----EEEEEEEEEEE----EEE
1. sira: aa dizisi
Overall : 943835889927289883857540333024732211146354303742111113312445
Helix : 0000999999993289939839360117999923237600000000000000000000000 =
Strand : 010000000000000000000000000000000000000001999998977880031998 9 g|rg: hangi yap!
Coil : 989900000000000000000003988200000112399998000000022119968000 . L
H: helix
E:Strand
Ruler :
Sequence : MYSLGDGAKNAKEAIYHIEGDPDHPVSRGALC PKGAGLLDYVESEDRLRYPEYRARGSDK (-): other
Prediction: EEEE-——--———- EEEEE-———--——-—- EEEE-HHEEHHHE-——————-—- EEE-——---
Overall : 67362652111324377405865723243111123251213016331220013215667¢ 3 4.5 - heIix, strand, coil
Helix : 000000000000000000000000200000000099999795002011000000000000 .
Strand : 999900024220199999700000000018396000000000000000035999400000 yapllarlnm skorlarini verir
Coil : 000099975778300000299999799931003900000203897978363000599999
Sequence : WORISWDDAFTRIAKLMKADRDANFIEKNEQGVTVNRWLSTGMLCASAASNETGMLTQKF
Prediction: EEEE-HEHHHERHHHEEHEHEEH -~ —— - = —— === EEEEEEEE-----HHHHHHHHH
Overall : 212248389999999992992251200001065212210125771233270442599338
Helix : 000009999999999999999994377665700000000000000000002999999399
Strand : 299900000000000000000000000000000121037999999200000000000000
Coil : 100090000000000000000005622334299372962000000199991000000000 h
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3. Homolog proteinlerin yapisal eslesmesini yaparak protein yapilarini karsilastir ilmasi

(dikkate deger degisiklikleri belirle, hangi homolog daha stabil (eger stabilite ile
ilgileniyosan), neden?) B )\” 195197

221-223

* daha stabil olanda
fazladan hangi etkilesimler
mevcut,

salt bridges, elektrostatik

H9 $12

173-195

etkilesimler, disiilfid kdprusi -
VS. 200-22 1 297-310 c K%Jg?
* herhangi bir sterik catisma “r , P\ s

ya da cavitide farkl bir
paketlenme var mi ?
* Loop uzunluklarini ya da

diger farkhliklariincele
Pymol, Swiaa PDB Viewer Bakteriyal ve yeast FDHin karsilastirilmasi: A) CbFDH kirmizi, PsFDH
yesil (apo), katalitik kanala yakin Cterminal alfa heliksli Holo-PsFDH
yardimci programlar) mavi, NAD camgdbegi,
B) adenin bolgesinin NAD ile baglanmasi ile ilgili amino asitler, CoFDH
kirmizi, apo-FDH yesil, holoPsFDH mavi,
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proteinlerin kristal yapilarini bulabilirsiniz

.ncbi.nlm.nih.gov/structure

P~COX l & formate ... = formate de...

/-.-_.--\. X
@Q’ %’ http://www

Alignments...

EX'IBIVU job s...

5 ] Yandex
& NCBI

Structure

Display Settings: (V] Summary. 20 per page, Sorted by Default order

Results: 1 to 20 of 660

[

1.

w

Structure

Onerilen Siteler v 2 Daha fazla Eklenti alin v

Resources ¥ How To

||| formate dehydrogenase
Save search Limits Advanced

Send to: (V)

Page 1 0of33 Next>

Nad-Dependent Formate Dehydrogenase From Higher-Plant Arabid Thaliana In Complex With Nad And Azide

[Oxidoreductase. EC: 1.2.1.2]

Taxonomy: Arabidopsis thalians
Proteins: 2

Chemicals: 4 modified: 2011/05/27 00:00

Apo-Form Of Nad-Dependent Formate Dehydrogenase From Higher-Plant Arabidopsis Thaliana
[Oxidoreductase. EC: 1.2.1.2]

Taxonomy: Arabidopsis thalians

Proteins: 2 Chemicals: 1 modified: 2011/05/27 00:00

MMDS ID: 83224 PDB ID: 3NAQ

\nearved

yruciures —onserved U

Structure Of Recombinant Formate Dehydrogenase From Arabidopsis Thaliana[Oxidoreductase. EC: 1.2.1.2]
Taxonomy: Arabidopsis thalians
Proteins: 1 Chemicals: 2 modified: 2011/05/27 00:00

MMDS ID: 84788 PDB ID: 3JTM

otein  Similar Stn m Compound

Sign in to NCBI

Filter your results:
Il (664)

NMR (2)

X-ray (660)

b

Help

Refine your results -wnats thig?

Protein Domain Families
Familes (650)

LDH-ike_MDH: L-lactate dehydrogenase-
like... (B1)

Superfamilies (655)

LDH_MDH_like: NAD-dependent, |actate... (17

Complexes
Protein-Protein (550)
Protein-DNA (1)
Protein-RNA (1)
Protein-Chemical (577)
Literature

PubMed (431)

PMC (108)

Taxonomy (6463)

Homo sapiens, (human), species, primates (64)

m
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RASYONEL DIZAYN / HESAPLAMALI DIZAYN YAKLASIMI

—> c¢alisilacak proteinin amino asit dizi bilgisi,
—> li¢ boyutlu yapisi
- fonksiyon bilgisi gerektirmektedir.

Kristal yapisi bilinmeyip modellenmis proteinler olabilir
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http://www.proteinmodelportal.org/?pid=modelDetail&prov 0 v B ¢ X l = Related ...| = formate... Protein ... Prot... BV v AGPTN... D L7 503

> g] Yandex Onerilen Siteler v g] Daha fazla Eklenti alin v

Home Interactive Modeling  Quality Estimation ~ Protein Modeling 101~ More ~

m

Model Details

Summary:

1 364

Model from 2 to 353

Domain annotation: [ InterPro] 2

2-Hacid_dh »
2-Hacid_... »

Colors: Query| Sequence| Structures| Models | Domains

013437 a FDH_CANBO ; Formate dehydrogenase; EC=1.2.1.2; NAD-dependent formate dehydrogenase; Candida boidinii (Yeast).

Model Information:

Residue range: 2o 353 Model provided by:
Based on template:  2j6iA » ‘ﬁ .
Sequence identity:  97% ’

i SWISSMODEL a
Resolution: 1.55 (X-RAY)

[ download] ~

Model creation date: 2008-07-17
Template verification: 2008-07-17

= REEE AR
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Eger karsilastirilacak bir kristal yapi mevcut degilse ilglenilen proteinin modellemesi yapilir

Hesaplamali Protein Dizayni /Molekiiler Modelleme

Bircok genom projesi ve farkli protein calismalari SwissProt/TrEMBL gibi veri
bankalarina surekli olarak amino asit dizi bilgisi saglamakatdir.

Ancak ne yazikki bu hergegen gun buyuyen amio asit dizi bilgisi bankasi bu yeni
proteinlerin fonksiyonlarinin ve yapilari bilinmeden pek bir ise yaramamaktadir.

Yaklasik % 1lik kisminin yapisi bilinmektedir.
« Bilgisayar modellemelerine dayali dizi bilgisi karsilastirma,
e katlanma tanima ve

« protein modelleme algoritmalarinin geligmesi

protein yapi belirleme c¢alismalarini kolaylastirmakta, gelistirmektedir ve aradaki
bosluk kapatilmaya calisiimaktadir.
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Molekuler Modellemede;

Bilgisayar modelleri ya da simulasyonlari atomik duzeyde
molekuler etkilesimleri anlamamiza ve arastirmamiza imkan
sunmaktadir.

Hesaplamali protein dizayni (molekiler modelleme) hedef
protein yapisinda dusiuk enerji etkilesimleri olusturacak
amino asit dizilerini tanimlamaya calisir.

Yontemin en onemli kisithgi yapisal ve fonksiyonel spesifite ile
lgili algoritmalarin gelistirilebilmesindeki zorluktur.
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Molekuler Modellemede;

Bir model yapildiginda,
minimum potensiyel enerjili duruma erigilebilmesi igin
lyilestirilmesi gerekir.

Minimum potansiyel enerji: kararli ve sterik olarak kabul
edilebilir bir yapi1 anlamina gelir
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Minimum Potansiyel Enerji Optimizasyon teknikleri baslica iki
gruba ayrilir:

Olasiliksal: yari-rastgele orneklemelerle dusuk enerjiye
gitmeye calisir (Monte Carlo)

Detayli arastirma gerektirmemesi yontemin avantajidir
Ancak tekrarlandiginda ayni sonucu vermez

Determinist (belirleyici): detayli istatistiksel arastirma
yaparak dusuk enerjiye gitmeye calisir (Dead End
Elimination)

Tekrarlandiginda ayni sonuclari verir.



Protein Muhendisligi / Rasyonel Dizayn

Molekiiler Mekanik (MM)

Modellenmis yapinin enerjisini hesaplamak ve minimum potensiyel enerji
fonksiyonunu bulmak igin kullanilan klasik yontem Molektiler Mekanik (MM) dir.

Asagidaki fonksiyon ile ifade edilir:

Etotal= Ebond length +E bond angles +E torsion angles t Ehydrogen
E +E

Bu fonksiyonda sistemin potensiyel enerjisi 2 tip parametre icerir:

bonding + = van der Waals electrostatic

Bag uzunlugu, acisi ve torsiyonu agsindan bagh kuvvetler (internal enerji

terimleri )
Etkilesim icindeki atomlar arasindaki van der Waals kuvvetleri, H idrojen

baglari, kolombik kuvvetlerin olugturdugu bagh olmayan kuvvetler.

Molekuler mekanik yontemi ile modellenen bir molekulun optimum
geometrisi hareketsiz durumdur.
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Etotal= Ebond length +E bond angles +E torsion angles t Ehydrogen bonding t

E + E

van der Waals electrostatic

Bu parametrelerin kombinasyonu forcefield olarak
tanimlanmaktadir.

lyi bir “forcefiled” deneysel olarak belirlenen yapiyla
eslesebilen bir model vermelidir.



Protein Muhendisligi / Rasyonel Dizayn

Enerji Minimizasyonu

Enerji minimizasyonu molekuler mekanik enerji
hesaplamalarinin temelidir.

Sistemin potensiyel enerjisi bagli ve bagli olmayan kuvvetleri
kapsar.

Potansiyel Enerji Fonksiyonunun Minimizasyonu bu
fonksiyonun minimum degerinin arastiriimasidir.

Atomik koordinatlar minimum enerjiye ulasana kadar adim
adim hareket ettirilir.
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Enerji minimizasyonu i¢in derivative ve non-derivativ yontemler
olarak 2 yaklasim mevcuttur

Derivatif Yaklagsim
Sistemin enerjisini dusurmek icin herbir atom, o atomun
uzerine etki eden kuvvetlere cevap olarak hareket ettirilir.

Non-derivatif Yaklasim:
Bu metod fonksiyon degerini takip eder ve potensiyel enerji
yuzeyi etrafinda donerek enerjiyi minimize eder.
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En uygun enerji minmizasyon metodu kullanilan bilgisayarin hizi ve
gerekli hafizaya gore secilir.

Minimizasyon metodlarinin cogu tekrarlamalidir.
Bazi baslangic degerlerinin girilmesi gerekir

Tum modelleme problemlerine cevap olabileck tek bir optimum
minimizasyon yontemi yoktur
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Molekiiler Dinamik (MD) Simiilasyon

MD protein muhendisligi calismalarinda amino asit degisimi ya da
mutasyonun basari olasiliginin belirlenebilmeis igin kullantlir.

Tek bir amino asit degisikliginin proteinin yapisal ve konformasyonal
stabilizasyonundaki degisim arasinda baglanti kurabilir

Teori ve deneysel arasindaki arayuzdur.
MD ayni zamanda;

e protein yapi belirlenmesi ve

« X-ray crystallography ve NMR gibi

yontemlerle deneysel olarak elde edilen yapilarin iyilestiriimesi icin
kullantlr.
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Molekuler Dinamik bilgisayar simulasyon metodu basit bir
metod uzerine kuruludur.

Molekuler sistemdeki tum atomlarin koordinatlari verilir

Atomik koordinatlarin fonksiyonu olarak toplam potensiyel
enerjinin kesin bir tanimlanmasi yapllir

Herbir atom Uzerindeki kuvvetler hesaplanir
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Homoloji Modelleme / Karsilastirmali Modelleme

Homoloji modellemesi Target sequence

HLLKNPGILDKITYAAKIKSSDIVLEIGCGTGNLTVKLLPLAKKY
m m m ITIDIDSRMISEVKKRCLYEGYNNLEVYEGDAIKTVFPKFDVCTA
a r§ I a $ I r a I O e e e NIPYKISSPLIFKLISHRPLFKCAVLMFQKEFAERMLANVGDSNY 1209 QHILKNPLIINSIIDKAALRPTDVVLEVGPGTGNMTVKLLEKAKKVVACELDPRLVAELH 60
SRLTINVKLFCKVTKVCNVNRSSFNPPPKVDSVIVKLIPKESSFL T0295 -HLLKNPGILDKIIYAAKIKSSDIVLEIGCGTGNLTVKLLPLAKKVITIDIDSRMISEVK 59
TNFDEWDNLLRICFSRKRKTLHAI FKRNAVLNMLEHNYKNWCTLN WINRAN Mpp e W gggpeRRgw ANREeNRER  WREW: 3i¥.hzzzti:

KQVPVNFPFKKYCLDVLEHLDMCEKRS INLDENDFLKLLLEFNKK
GIHFF \ 12Q9 KRVQGTPVASKLQVLVGDVLKTDLPFFDTCVANLPYQISSPFVFKLLLHRPFFRCAILMF 120
(T0295 from CASP7) T0295 KRCLYEGYN-NLEVYEGDAIKTVFPKFDVCTANIPYKISSPLIFKLISHRPLFKCAVLMF 118

P R PO

1209 QREFALRLVAKPGDKLYCRLSINTQLLARVDHLMKVGKNNFRPPPKVESSVVRIEPKNPP 180
NVNR PKVDSVIVKLIPKESS 178
WhWhgh ghgg kg,

bilgisayara dayali yapi belirleme o pjate structure / e ———
calismalari arasinda bugiin en : - P R A T L T eSS 51
basit ve umut vaadedici

tekniktir.

12Q9 IQQILTSTGFSDKRARSMDIDDFIRLLHGFNAEGIHFS 278
T0295 CLDVLEHLDMCEKRSINLDENDFLKLLLEFNKKGIHFF 275

Sequence alignment

exploit the 3D similarity between
a known template structure

and the target sequence

to build models

Burada unutulmamalidir Ki
template-free modelleme
calismalari da aslinda lokal dizi
eslesmelerine dayali yani yine
benzerlikelere gore
yapiimaktadir.
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Homoloji modelleme yontemi
x-ray crystallography ya da
NMR calismalariyla deneysel
olarak yapisi belirlenmis bir
proteinin kalip olarak
kullanildigl, benzerliklerden
yola cikilarak hedef prtoeinin 3
boyutlu yapisinin  belirlendigi
bir yaklagimdir.

Kalip olarak kullanilan
proteinin yuksek c¢ozunurlukte
3D protein yapi bilgisi

Yapisi belirlenmek istenen
hedef proteinin amino asit dizi
bilgisini gerektirmektedir.

Target sequence

(T0295 from CASP7)

Template structure

(X-ray structure of T0295, PDB 2H1R)

Sequence alignment

exploit the 3D similarity between
a known template structure

and the target sequence

to build models

(model of T0295)
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Amino asit dizi bilgisi proteinin  Targetsequence
kendine 6zgl 3 boyutlu yapisini ve &
fonksiyonunu belirlemektedir.
Evrim boyunca benzer amino asit  Template structure
dizileri benzer yapilar olusturmaya
adapte olmustur.

(T0295 from CASP7)

Sequence alignment

exploit the 3D similarity between
a known template structure

and the target sequence

to build models

Bu temel bilgiden yola ¢cikan homoloji _
modelleme teknigi ile homolog
proteinler icin gercege en vyakin
vapilar elde edilebilmektedir.

(X-ray structure of T0295, PDB 2H1R) (model of T0295)

Model protein vyapilarinin kalitesi ve kullanilabilirligi kalip ve hedef
proteinler arasindaki amino asit dizisi benzerliginin oranina baghdir.



Target sequence

HLLKNPGILDKIIYAAKIKSSDIVLEIGCGTGNLTVKLLPLAKKV
ITIDIDSRMISEVKKRCLYEGYNNLEVYEGDAIKTVFPKFDVCTA

NIPYKISSPLIFKLISHRPLFKCAVLMFQKEFAERMLANVGDSNY 12Q9 QHILKNPLIINSIIDKAALRPTDVVLEVGPGTGNMTVKLLEKAKKVVACELDPRLVAELH 60
SRLTINVKLFCKVTKVCNVNRSSFNPPPKVDSVIVKLIPKESSFL T0295 -HLLKNPGILDKIIYAAKIKSSDIVLEIGCGTGNLTVKLLPLAKKVITIDIDSRMISEVK 59
TNFDEWDNLLRICFSRKRKTLHAIFKRNAVLNMLEHNYKNWCTLN WIRREN WgpWE M g gWpARRIN MRSEcewReR  WRANzz zi. pzztr:

KQVPVNFPFKKYCLDVLEHLDMCEKRS INLDENDFLKLLLEFNKK
GIHFF \ 1209 KRVQGTPVASKLQVLVGDVLKTDLPFFDTCVANLPYQISSPFVFKLLLHRPFFRCAILMF 120

(T0295 from CASP7) T0295 KRCLYEGYN-NLEVYEGDAIKTVFPKFDVCTANIPYKISSPLIFKLISHRPLFKCAVLMF 118

*x PR N P L e P ey

1209 QREFALRLVAKPGDKLYCRLSINTQLLARVDHLMKVGKNNFRPPPKVESSVVRIEPKNPP 180
T0295 QKEFAERMLANVGDSNYSRLTINVKLFCKVTKVCNVNRSSFNPPPKVDSVIVKLIPKESS 178

Template Structure Wokhh hyghg R, R MRghh kg o8 gy gk, g,k hhRRRgh ghgg kkg |

1209 PPINFQEWDGLVRITFVRKNKTLSAAFKSSAVQQOLLEKNYRIHCSVHNIIIPEDFSIADK 240

T0295 FLTNFDEWDNLLRICFSRKRKTLHAIFKRNAVLNMLEHENYKNWCTLN-KQVPVNFPFKKY 237
KR gRER kR kKR KRR X KR Kk gakkgkky  hpgg AL

1209 IQQILTSTGFSDKRARSMDIDDFIRLLHGFNAEGIHFS 278

T0295 CLDVLEHLDMCEKRSINLDENDFLKLLLEFNKKGIHFF 275

11 Ll gk gEkg kR Rk AR

Sequence alignment

(PDB 12Q9) exploit the 3D similarity between
a known template structure
and the target sequence
to build models

(X-ray structure of T0295, PDB 2H1R) (model of T0295)
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Kalip ve hedef protein % 50’nin Uzerinde dizi benzerligi
gosteriyorsa modellenen protein yapisi yapi-tabanli ilac dizayni,
protein fonksiyon, etkilesim, antijenik O&zellikler ve protein
muhendisligi ¢calismalarinda kullanilabilecek kalitededir.

% 50 dizi benzerligi yaklasik 1 A RMS hata payi ile ana zincirin
modellemesine imkan vermektedir.

Bu dogruluk orta ¢ozunurlukte bir NMR yapisi ya da dusuk
cozunurlukte bir X-ray yapisina ¢ok yakindir.
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Amino asit diiz bilgisi kalip ve hedef protein arasinda % 30’dan
daha yuUksek ise homoloji modellemesi icin kullanilan
algoritmalar halen guvenli sonuglar saglayacaktir.

Proteinlerin ortak bir atadan geldigi ve evrimsel olarak birbiri ile
iligskili oldugunun kanitlanmasi i¢cin en azindan %30Iluk bir
benzerlik gereklidir.

Hernekadar dusUk dizi bilgisi benzerligi olan proteinler
kullanilarak modelleme yapilabilmesi icin 3D-coffee, Staccato
ya da SAlign gibi programlar gelistirilse de dizi bilgisi benzerligi
%30 ve %15 arasinda ise yeterli guvenilirikte modeller elde
edilmesi gugtur.




W

Protein Muhendisligi

Sequence

Blast Blast

NCBITools NCIBITooIs

@ search_sequences |® search_templates r" TEIN DATA BANK
ST —— o 1) &

nonredundant
template sequences

template stru€tures

nonredundant
homologous sequences

=

TCoffee
SAP structures

for TCoffee

alignment 2

structure allgnment

Modeller

@ model

&‘
S 2

@ clean_templates

| Rasyonel Dizayn

Homolog dizileri bul
3D yapisi bilinen homologlari bul

" Dizi ve yapilari karsilastir

A andls

structures = -
for Modeller

Built model
Refini model
Evaluate model

Use Model
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3. Homolog proteinler arasindaki yapisal farkhliklar hedefimize
yonelik olarak dizayn edecegimiz mutantlar icin hangi stratejilerin
kullaniimasi gerektigini gosterir.

Daha stabil olanda fazladan hangi etkilesimler mevcut?
Elektrostatik etkilesimler, disulfid koprustii vs.?

Herhangi bir sterik catisma ya da cavitide farkh bir paketlenme
varmi?

Loop uzunluklari ya da diger farkhiliklar neler? ........
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Protein karakteristiklerinin degistirilmesinde kullanilan birgcok rasyonel
dizayn stratejisi bulunmaktadir:

Yuzey elektrostatik etkilesimlerin optimizasyonu
Hidrojen baglarinin arttiriimasi

Tuz koprulerinin olusturulmasi

Disulfid koprulerinin olusturulmasi

Hidrofobik etkilesimlerin arttiriimasi

Cekirdek yapisinin gelistirilmesi

Kavite degistirilmesi

Yuzey looplarinin kisaltilmasi ve sikilasgtiriimasi

Oligomerizasyonun arttirilmasi...............
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Yuzey Elektrostatik Etkilesimlerin Optimizasyonu

Elektrostatik etkilesimlerin optimizasyonu amino asit
residularinin zit yuklu yan zincirlerinin elektrostatik
etkilesimlerindeki (tuz kopruleri/iyonik baglar , H baglar)
degisikliklerdir.

Protein katlanmasi, fleksibilitesi Lysine Lysine
ve stabilitesinde ve sonuc olarak 3 : P
o ] . o ] Electrostatic NH Hydrogen NH
proteinin biyolojik aktivitesinde Interactions \,, ~ Bonding L
kritik bir rol oynamaktadir. \ \
0@ Co~H. @

. .e . . . vl"‘q, H3N % :N‘H
Protein altlniteleri arasindaki aN o N 5 H
etkilesimlerin kurulmasinda da

. g : . O O\
elektrostatik etkilesimlerin rol

bilinmektedir.

Glutamic Acid Glutamic Acid
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Yuzey Elektrostatik Etkilesimlerin Optimizasyonu

lyonik baglar proteinin i¢c kisminda nadiren gorilir, genellikle yikli amino
asitler protein yizeyinde yer almaktadir.

Dolayisiyla elektrostatik etkilesimler zit yukli residular arasinda meydana
gelebilecegi gibi ¢ozliclii ortami olan su ve yukli amino asit yan zincirleri
arasinda da meydana gelebilmektedir.

Polar su molekdlleri yukli yan zincir yuzeylerinde bir kabuk olusturarak
proteinin kararlligina ve ¢cozinurlugliine yardim etmektedir.

Birbirlerine ve cevrelerine gore elektrostatik etkilesimlerin oryentasyonu
ve lokasyonlari da elektrostatik etkilesimlerin sayisi kadar stabilitede
onemlidir.

Tek bir etkilesim proteini belli bir miktar stabilize ederken, cooperative bir
network 6nemli derecede stabiliteyi etkilemektedir.
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Mezofilik ve termofilik ya da hipertermofilik proteinler
karsilastirildiginda hipertremofilik ve termofilik proteinlerin
mezofilik homologlarina gore yuzeylerinde daha fazla
elektrostatik etkilesime sahip oldugu gorulmustur.

Cekirdek (i¢ kisimdaki) amino asitlere gore yuzey elektrostatik
etkilesimlerinin mutasyona ugratiimasi molekul yapisini
bozucu daha az etkiye sahiptir.

Bu nedenle evrim boyunca mutasyonlar daha ¢cok yuzey
mutasyonlari olusmustur.
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Tuz koprulerinin protein stabilitesine olan elektrostatik
katkisinin hesaplandigi arastirmalar tuz koprulerinin karakteri
ve pozisyonunun heliks olusumunu etkiledigini gostermektedir.

Bir gesit elektrostatik etkilesim olan tuz kopruleri siklikla
sekonder yapilarda gorulmektedir.

Beta-tabaka yapilari uzerinde calismalar daha az olsa da

sonuclar tuz koprulerinin bu yapilar stabilize etmekte de etkili
oldugunu kanitlamaktadir.
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Elektrostatik etkilesimler pH bagimhdir.

Artmis asidite ya da bazite durumunda molekilin tim yukid degiseceginden
katlanmis form destabilize olacagindan ekstrem pH kosullarinda proteinler
genellikle kararsizdir.

Tuz koprulerinin olusmasi ya da kirilmasi yan zincirlerin pKa degerinde
degisikliklere dolayisiyla protein stabilitesinde degisiklige neden olmaktadir.

Elektrostatik etkilesimler arasindaki mesafe de 6nemlidir.

Bazi durumlarda elektrostatik etkilesimlerdeki degisikliklerin drnegin tuz koprusu
eklenmesi nin proteinleri destabilize ettigi gorilmustur.

Hendsch and Tidor’un yaptigi bir calismada 4A mesafadeki etkilesimlerin stabilize
edici etkisi varken, 4A dan daha fazla mesafede destabilize edici etkisi tespit
edilmistir.
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Elektrostatk etkilesimler ve termostabilite arasindaki iligki birgok
proteinde deneysel olarak gosterilmistir,

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 ¢ikilarak mezofilik proteinlerin termostabilitesi
elektrostatik etkilsimlerin optimizayonu ile arttirimaya
calisiimistir.

Birgok basarili sonuc arastirmacilari elektrostatik etkilsimlerin
stabiliteyle iligskisi konusunda gorusbirligi gostermesine
ragmen bu ilisiki halen karmasik ve tam anlasiimamis bir
konudur .

Halen bu konuda yapilan calismalar dikkat cekmektedir.
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Disulfid Koprusu Kurulmasi

Sistein amino asidinin yan zincirleri arasindaki kovalent bag
(disulfid koprusu) protein yapisinin ve stabilitesinin belirlenmesinde
onemlidir.

Sistenin yan zincirinin kovalent bag kurabildigi tek amino asit
olmasi acisindan onemlidir.

H H
] .
Hs;N—C—CO0 HoN—(~C00
rHe h:
ondahon- o " i + Da . .
St - > 2H" + 2¢ Disulfide Y .
. CH, ‘ CH; Bl’idge . .
| _ H,N—C—CO0
HaN 5 CO0 GE . s® . . ®

Cysteine Cystine ® é .
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Disulfid Koprusu Kurulmasi
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Siradisi kosullarda yasayan mikroorganizmalarda buyuk oranda disulfid
koprulerinin bulundugunun kesfedilmesinden once yuksek sicaklikta
disulfid baglarinin oksidatif dejenerasyona egilimli olmasindan
dolayi stabilite ile bir ilgisi olmadigi dusunulmekteydi.

LiteratUrdeki ¢aligmalar thiol gruplarinin kovalent baglanmasi (disulfid
korusu) kumulatif nonkovalanet baglar kadar stabilizasyona etkisi
oldugunu gostermektedir.

Intra ya da intermolecular disulfid baglari

» katlanma,

> yapl,

» kararlihk ve

» protein fonksiyonunda onemli olmakla beraber

€ dimer formasyonundaki etkisi disuktur.
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Disulfid baglari genellikle birbirine yakin olmayan sistein residulari arasinda
meydana gelir.

Genellikle proteinin gomulu i¢c kisminda yer alir.

Homolog proteinlerde evrimsel olarak farkli derecelerde korunmustur.
Protein muhendisligi ile protein yapisina disulfid koprusu eklenmesi
unfolded formun konfigursayonel entropisini dusurerek serbest enerjisini
yikseltir ve Iki residuyu baglayarak tim proteindeki residular arasindaki

etkilesimlere etki eder.

Bircok proteinin disulfid koprusu indirgendiginde katlanmasinin bozuldugu
gosterilmigtir.

Pratikte ise disulfid koprusu eklenmesi bazi proteinlerde stabilize edici etki
gosterirken bazilarinda ise destabilize edici etkisi gorulmustur.
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4. Mutasyonlari belirlemek i¢in algoritmalari iceren programlari n uygulanmasi
(bu tiir toolllari on www.expasy.org/tools/ ‘dan bulabilirsiniz)

5. Katlanma kosullarinda proteinin simile edilmesi
---en az stabil gorunen bolgeleri belirleyerek degistirilecek bolgeleri belirle,
--mutasyonlari dizayn et.

6. Mutantlari modelle
--mutasyonun istenilen ozelligi gelistirip gelistirmedigini protein
--yapisina nasil bir etkisi oldugunu kontrol et
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@ @ ’ ” http://www.expasy.org/structural_bicinformatics

5 2 Yandex Onerilen Siteler v 2 Daha fazla Eklenti alin v

L~RBeX | B ExPASy: SIB Bioinformatics ... ok

=50

Visual Guidance

proteomics

genomics

structural bioinformatics
systems biology
phylogeny/evolution
population genetics
transcriptomics

biophysics

imaging

IT infrastructure

drug design

ExPASY

Bioinformatics Resource Portal

Home About Contact

| Query all databases

B3]

& SIB resources
External resources - (No support from the ExPASy Team)

Databases

B SWISS-MODEL Repository = protein structure
homology models « [more]

2N Protein Model Portal - structural information for a
protein « [more]

B SwissBiolsostere - biolsosteres for small
molecules « [more]

B SwissSidechain « non-natural amino-acid
sidechains « [more]

x search help

Tools

£ SWISS-MODEL Workspace - structure homology-
modeling - [more]

& SwissDock -« protein ligand docking server « [more]

B Click2Drug + Directory of computational drug
design tools « [more]

B COILS - Prediction of Coiled Coil Regions in
Proteins = [more]

B MARCOIL - coiled-coils prediction = [more]

B OpenStructure » molecular modelling and
visualization « [more]

B Protein Model Portal - structural information for a
protein « [more]

B QMEAN - estimate quality of protein

models « [marel

I

m




Protein Muhendisligi / Rasyonel Dizayn

7.Dizayn edilen mutant proteinlerin laboratuar ortaminda
uretilmesi

---site-directed mutagenesis,
---protein ekspresyonu,
---protein saflagtiriimasi
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Site directed mutagenesis/ Bolgeye Ozel Mutasyon:

Enzimlerin ozelliklerini gelistirmek, calisma ve katlanma
fonksiyonlari gibi ozelliklerini aydinlatabilmek icin “site-directed

mutagenesis” yani bolgeye 0zel mutasyon rasyonel protein
dizayni icin oldukca etkili bir tekniktir.

Bu teknikte bilgisayar modelleri uzerinde dizayn edilen
mutasyonlar PCR yoluyla gen dizisi icine yerlestirilir.

PCR primerleri hedeflenen amino asit degisikligine karsilik
gelen nukleik asit degisikligini icermelidir.

Wild type DNA dizisi bilgisi gerektirir.
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Gen icinde mutasyonlari yerlestirmek icin iki tip PCR uygulanir:

1. “Overlap extension metod”

4 primer kullanilarak 2 ayri PCR yaplilir. Primerlerin ikisi mutant kodonu icerir.

5

5

PCR with / PCR with
primer 1+ 3 / \ primer 2 + 4
primer 3 / \ primer 4
; <L s <]
g ? Ing ?
primer 1 l primer 2 l
5 5

L 5 I
'u PCR with primer 1 + 4 |
amplifies mutagenic DNA /

\ primer 4 /
‘ M
5|F> ] < )
primer 1 i
5

5

Fig. 2: Principle of site-directed mutagenesis by overlap extension.
Mutations introduced by

primers 2 and 3 are marked with an 'x'. Further explanations are given
in the text.

2 ve 3 mutant kodonlari iceren
primerlerdir.

ilk PCR sonucunda hedef mutasyonu
iceren iki double strand DNA Urtnu elde
edilir.

ikinci PCr adiminda bu dsDNA Urunleri
primer 1 ve 4 kullanilarak ¢ogaltilir ve
sonucunda mutasyonu iceren DNA elde
edilir.

OE-PCR metodun bir cesidinde
"megaprimer metod" ile goreceli olarak
birbirinden uzak kodonlar lGizerinde ayni
anda mutasyon yapilmasina izin
vermesidir.
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“‘whole plasmid method”

2 primer kullanilarak sadece bir PCR reaksiyonu
yapilir. Primerlerin bir tanesi mutant kodonu igerir.

-Metilasyon reaksiyonundan sonra kalip DNA
2 overlap primer ile gogaltilir.

-PCR reaksiyonu mcrBC  type E. coli'ye
transforme edilir.

Metillenmis DNA host tarafindan parcgalanir.
Endonukleaz ile kesilme parental metillenmis wild
type (mutasyonsuz) plasmidi elimine eder ve
mutant bolgeyi iceren plasmid DNalar E¢ coli icinde
kalir.

-Eger mcrBC tip hicre kullanilmazsa, orjinal
gen ve mutant gen, PCR reaksiyonunun Dpnl
endonuklezi ile kesim reaksiyonuna maruz
birakilmasi sonucu secilebilir.

J Methylation
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1. Methylate plasmid DNA

_ (1zolated from any source) with
Methylation :

DNA methylase at 37°C for 1
hour.

o

Amplify the plasmid in a
mutagenesis reaction with two
overlapping primers, one of
which contains the target
mutation. The product is linear,

double-stranded DNA

containing the mutation.

3. Transform the mutagenesis
mixture into wild type E. coli.
The host cell circularizes the
linear mutated DNA, and McrBC
endonuclease in the host cell
digests the methylated template
DNA, leaving only
unmethylated, mutated product.




Protein Muhendisligi / Rasyonel Dizayn

Site Directed Mutagenesis i¢in Primer Dizayni

Mutation site

Overlapping region Extended region
Forward primer 5’ ./C‘J":'\C.C‘.‘\TG’.‘XTT.‘\C‘G‘C‘C..‘X_‘XGC?I.—.‘.‘\};.‘X}XTT.&AC.C‘C-jj.— 3
Reverse primer 3’ \"ITTGTC‘GAT%E'.TGGTACT.‘-\ATGCGGTTCG:} 5
Extended region Overlapping region

Follow the specifications below when designing your primers:

e Both primers (forward and reverse) should be approximately 30
nucleotides in length, not including the mutation site on the mutagenic
primer

e Primers should have an overlapping region at the 5’ ends of 15-20
nucleotides, for efficient end-joining of mutagenesis product

e The mutation 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 (deletions, insertions, and/or any substitutions)

e On the mutagenic primer, there should be at least 10 nucleotides
downstream of the mutation site for efficient annealing
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Standart PCR primerleri dizayn edilirken dikkat edilmesi gerekenler

*18-30 nukleotid uzunlugu idealdir

*Primerlerin Melting Temp (Tm) 65-75 C arasinda olmalidir ve

*Aralarindaki fark 5 C olmalidir. (dUsukse primer uzatilabilir GC kontenti yuksek
bolgeye kaydirabilir)

*GC icerigi %40-60 olmali

« 3" ucu C veya G ile bitmelidir (baglanmayi saglamak igin)

*Sekonder yapilarin olusmasini onlemek igcin GC /AT orani dengeli dagiimalidir.

*4 ve daha fazla baz tekrarlanmasindan kaginilmalidir (ACCCC or ATATATAT)

*Primer dimerlerinin olusumun onlemek icin komplementer olan 3 den fazla baz
olmamalidir.
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Site Directed Mutagenesis PCR reaksiyonu ornegi

Component Volume Final Concentration
10X High Fidelity PCR Buffer 5u 1X
10 mM dNTP 1.5 0.3 mM each
50 mM MgSO,* 1l 1 mM
Primers (10 uM each) 1.5 0.3 uM each
Methylated DNA (12.5-31.25 ng)** 2-5ud As required
Platinum® Taq High Fidelity G U/ul)*** 0205 1-2.5 units
Autoclaved, distilled water to 50 ul
Temperature Time Cycles

94°C 2 minutes 1

55°C 30 seconds 20 Annealing

68°C 1 min/ 1 kb DNA Extension

68°C 10 minutes 1

Maintain the reaction at 4°C after cycling.
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Mutasyonun onaylanmasi , DNA dizi analizi

Boya sonlandirmali dizilemede (Dye-terminator sequencing) zincir sonladirici ddNTP'ler
isaretlenir, boylece isaretlenmis primer yonteminde oldugu gibi dort reaksiyon yerine,
dizileme tek bir reaksiyon icinde yurutuilebilir.

Boya sonladirma dizilemesinde dort dideoksintkleotit bitiricilerin herbiri farkli floresan
boyalarla isaretlidir, bunlarin herbiri farkli dalga boylarinda 1sik salar

M13 forward sequence

Target-specific forward sequence

Ny

| Target sequence

I\

Target-specific reverse sequence |

M13 reverse sequence

* M13 forward primer sequence: 5° TGTAAAACGACGGCCAGT ¥
¢ M13 reverse primer sequence: 5° CAGGAAACAGCTATGACC Y

PHDPDPPRPDPDPPO-HODOPPOOOO-H-OQ-ED

Component Volume :
Genomic DNA (4 ng/pL) 1.0pL =
M13-tailed PCR primer mix (0.8 uM each primer) 15uL =
BigDye® Direct PCR Master Mix 50 pL -
Deionzed water 25uL e AT
Total volume for each reaction 10.0 pL
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7. Dizayn edilen mutant proteinlerin laboratuar ortaminda mutantlari
uretilmesi

---site-directed mutagenesis,
---protein ekspresyonu,
---protein saflastiriimasi

8. Uretilen ve saﬂa§t| ilan n2|mler|n karakterizasyon ¢alismalarini yapilmasi

N

Diger protein muhendisligi yontemleri ile ortak oldugundan daha sonra bahsedecegiz



