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ETiK BEYAN VE ARASTIRMA FONU DESTEGI

Kocaeli Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii tez yazim kurallarma uygun olarak
hazirladigim bu tez ¢alismasinda,

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢aligma oldugunu,

Calismamin hazirlik, veri toplama, analiz ve bilgilerin sunumu olmak {izere tiim
asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara uygun davrandigima,

Bu calisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak gosterdigimi
ve bu kaynaklara kaynakg¢ada yer verdigimi,

Bu calismanim Kocaeli Universitesi’nin abone oldugu intihal yazilim programi
kullanilarak Fen Bilimleri Enstitlisii'niin belirlemis oldugu ol¢iitlere uygun
oldugunu,

Kullanilan verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigima,

Tezin herhangi bir boliimiinii bu {iniversite veya baska bir liniversitede baska bir
tez caligmasi olarak sunmadigimai,

beyan ederim.

Butez ¢aligmasi kapsaminda iiretilen veri ve bilgiler Kocaeli Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri tarafindan FYL-2019-1568 no’lu proje kapsaminda maddi/alt yap1
destegi alinarak gerceklestirilmistir.

Herhangi bir zamanda, ¢aligmamla ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumunda
saptanmas1 durumunda, ortaya c¢ikacak tiim ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi
bildiririm.
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YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI

Fen Bilimleri Enstitiisii tarafindan onaylanan lisanstistii tezimin tamamini veya herhangi
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kullanima agma izninin Kocaeli Universitesi’'ne verdigimi beyan ederim. Bu izinle
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kalacak, tezimin tamaminin ya da bir boliimiiniin gelecekteki calismalarda (makale, kitap,
lisans ve patent vb.) kullanimi bana ait olacaktir.

Tezin kendi 6zgiin calismam oldugunu, bagkalariin haklarini ihlal etmedigimi ve tezimin
tek yetkili sahibi oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer alan telif hakki
bulunan ve sahiplerinden yazili izin alinarak kullanilmasi zorunlu metinlerin yazili izin
alarak kullandigimi ve istenildiginde suretlerini Universiteye teslim etmeyi taahhiit
ederim.

Yiiksekogretim kurulu tarafindan yayinlanan “Lisaniistii Tezlerin Elektronik Ortamda
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asagida belirtilen kosullar haricinde YOK Ulusal Tez Merkezi/ Kocaeli Universitesi
Kiitiiphaneleri A¢ik Erisim Sisteminde erisime agilir.
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ONSOZ VE TESEKKUR

Bu tez calismasi, Scytalidium thermophilum ¢ift aktiviteli katalazinin (CATPO, Katalaz
Fenol Oksidaz, Catalase-Phenol Oxidase) katalitik etkinliginin arttirilmasi amaciyla
gerceklestirilmistir. Bu tez calismast i¢in ikincil fenol oksidaz aktivite {izerine
odaklanilmis ve aktivite lizerinde 6nemli rol oynadig: diigiiniilen bazi amino asitler hedef
alinmistir. Yapilan caligmalar sonucunda olusturulan farkli CATPO varyantlarinin
biyokimyasal karakterizasyon analizi ger¢eklestirilerek enzimin aktivitesinde meydana
gelen degisiklikler gozlenmistir. Gergeklestirilen bu calismanin, ¢ift aktiviteye sahip
katalazlarin aktivite mekanizmasi iizerine aydinlatici bilgiler sunacag diisiiniilmektedir.

Yiiksek lisans Ogrenimim stliresince kiymetli bilgilerini benimle paylasan degerli
damisman hocam Saymn Dog¢. Dr. Yonca YUZUGULLU KARAKUS’a, bu ¢alisma
siirecimde bana yardimc1 olan Biyoloji Boliimiin’deki tiim hocalarima tesekkiiri borg
bilirim. Son olarak, ¢aligmalarim siiresince maddi ve manevi olarak her zaman yanimda
olup bana destek olan canim annem Aysun AKCAY’a ve babam Osman AKCAY’a
sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.
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Scytalidium thermophilum CIFT AKTIVITELI KATALAZ-FENOL OKSIDAZIN
(CATPO) KATALITIK ETKINLIGININ ARTTIRILMASI

OZET

Katalazlar, antioksidan enzimlerdendir. Katalazlarin temel gorevi, reaktif oksijen
tiirlerinden (ROS) biri olan hidrojen peroksit molekiiliinii parcalayarak su ve molekiiler
oksijene dontistiirmesidir. Termofilik bir mantar olan Scytalidium thermophilum kaynakli
cift aktiviteli CATPO (Katalaz-Fenol Oksidaz) seklinde isimlendirilen enzim, Fe/hem
grubu bulunduran monofonksiyonel katalazlardandir. Monofonksiyonel katalaz ailesinin
bir liyesi olmasina ragmen asil fonksiyonun yaninda hidrojen peroksit yoklugunda baska
kofaktorlere gereksinim duymadan ¢esitli fenolik bilesikleri okside edebilme yetenegi de
gostermektedir. Ancak bu ikincil aktivite, katalaz aktivitesine gore oldukga diisiik
seviyede gerceklesmektedir. Gergeklestirilen bu ¢alismada; CATPO’nun fenol oksidaz
aktivitesini arttirarak farkli endiistriyel uygulamalarda kullanmak {izere daha etkin bir
enzimin elde edilmesi amaglandi. Bu amag¢ dogrultusunda aktif bolgeye oksidatif
substratlarin erisimini kolaylastirmak {izere katalazlarda tanimlanan yanal (lateral) kanal
tizerinde oksidatif aktivitede dnemli oldugu diisiiniilen amino asitler (Lys248, His246,
Lys323, Asp224 ve His214) hedef segilerek bolge yonelimli mutagenez ile kiigiik yan
zincirli Ala (Alanin) amino asite doniistiiriildii. Rekombinant DNA sistemi kullanarak
tiretilen ve saflagtirllan CATPO varyantlariin aktivite ve katalitik etkinliklerinde
meydana gelen degisiklikler, spektrofotometrik analizler ile degerlendirildi. Bulgular,
yapilan mutasyonlar neticesinde tiim varyantlarin fenol oksidaz aktivitesinin yabanil tip
CATPO enzimine gore yaklasik iki ila ii¢ kat arttigini gosterirken 6zellikle Lys323Ala ile
Asp224Ala varyantlarinda katalaz aktivitede onemli bir kayip olmadan (yabanil tip
CATPO aktivitesinin yaklasik %92’si korunmus durumda) fenol oksidaz aktivitenin
arttig1 bulundu. Sonugta, katalaz aktivitesini degistirmeden oksidaz yetenegi arttirilmig
varyantlar basaril1 bir sekilde gelistirildi.

Anahtar Kelimeler: CATPO, Fenol Oksidaz Aktivite, Katalitik Etkinlik, Scytalidium
thermophilum, Y anal Kanal.



INCREASING THE CATALYTIC EFFECTIVENESS OF A BiFUNCTIONAL
CATALASE-PHENOL OXIDASE (CATPO) FROM Scytalidium thermophilum

ABSTRACT

Catalases are antioxidant enzymes. Their main function is to convert hydrogen peroxide,
one of the reactive oxygen species, into water and oxygen. A bifunctional catalase enzyme
from Scytalidium thermophilum, named as CATPO (Catalase-Phenol Oxidase), belongs
to the Fe/hem containing monofunctional catalases. Although being a member of
monofunctional catalase family, this enzyme also exhibits phenol oxidase activity in the
absence of hydrogen peroxide. However, secondary phenol oxidase activity occurs at a
very low levels when compared to the catalase activity. In this study, it was aimed to
improve the oxidase activity of catalase for its industrial use. For this purpose, the
residues (Lys248, His246, Lys323, Asp224 and His214) located in the lateral channel and
believed to play important role for phenolic substances getting access to the active center
were chosen and converted into smaller side-chain amino acid- Ala (Alanine) by site-
directed mutagenesis. Changes in catalytic efficiency of CATPO variants purified using
the recombinant DNA system were evaluated by spectrophotometric analysis.The results
have shown that the phenol oxidase activity was increased by two or three-fold in all
variants while some possessed decreased catalase activity. The Asp224Ala and
Lys323Ala variants gave the best results presenting increased oxidase activity without
cataltytic activity lost (approximately 92% of wild type catalase activity retained). As a
result, two variant proteins with improved properties have been succesfully produced.

Keywords: CATPO, Phenol Oxidase Activity, Catalytic Efficiency, Scytalidium
thermophilum, Lateral Channel.
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1.GIRiS

Termofilik mantarlar, 20-60°C arasinda olan sicakliklarda gelisebilmektedir. Isiya
dayanikli olduklar1 i¢in c¢esitli endiistriyel uygulamalarda termostabil enzim kaynagi
olarak tercih edilmektedirler. Bu 6zelliginden dolay1 termofilik mantarlar, ¢ok sayida

caligmada yaygin olarak kullanilmaktadir (Ogel ve dig., 2001).

Katalazlar (EC 1.11.1.6), genellikle homotetramer yapiya sahip olup metalloenzimler
grubundandir. Temel fonksiyonu zararli hidrojen peroksit (H2O2) molekiiliiniin, suya ve
molekiiler oksijene doniisiimiinii katalizlemektir. Hidrojen peroksit seviyesinin diisiik
oldugu durumlarda enzim, ortamda uygun bir elektron vericisi oldugunda peroksidaz

aktivitesi de gosterebilir.

Nitekim memeli katalazi ile yapilan bir ¢alismada, H>O; yoklugunda enzimin oksidaz
aktivitesi gosterdigi rapor edilmis ve enzim katalaz-oksidaz olarak isimlendirilmistir
(Vetrano ve dig., 2005). Buradan, ¢ift aktivite gosteren katalaz-fenol oksidaz tiirtindeki

enzimlerin ¢ok daha yaygin olabilecegi, hatta insanda da olabilecegi anlagilmaktadir.

Scytalidium thermophilum, optimum gelisme sicaklik araligi 45-50°C olan ve kiiltiir
mantar1 olarak bilinen Agaricus bisporus biiylimesini 6nemli oranda indiikleyen
termofilik bir mantardir (Wiegant, 1992). Sporulasyon sonrast melanin kaynakli koyu
kahverengi hatta bazen komiir siyahi bir renge biiriinen S. thermophilum, biiylime ile
paralel olarak ortaya ¢ikan gallik asit ve tannik asit gibi bazi fenolik maddeler varliginda

tiretimi tetiklenen bir hiicre-dis1 katalaz enzimi tiretir (Yuzugullu ve dig., 2011).

Penicillium vitale katalazina %77 oraninda homoloji gbsteren bu enzim
‘monofonksiyonel biiyiik alt tiniteli katalaz’ grubuna dahildir (Sutay Kocabas ve dig.,

2008).

Ancak monofonksiyonel katalaz ailesinde yer almasma karsilik H>O» yoklugunda
katekol, kafeik asit, katekin, klorojenik asit ve L-DOPA gibi ortho pozisyonunda iki
hidroksil grubu bulunduran fenolik maddeler ile hidrokinon gibi para-difenolikleri

oksitleyebilmektedir (Koclar Avci ve dig., 2013).



Bu sebeple enzim, katalaz-fenol oksidaz (CATPO: Catalase-Phenol Oxidase) olarak
isimlendirilmistir. Hidrojen peroksitten bagimsiz gerceklesen enzimatik aktivite oksijen
varligina gereksinim duymakla birlikte 3-amino-1,2,4-triazol (3TR) dahil olmak {izere
klasik katalaz inhibitorleri tarafindan inhibe edilmekte (Yuzugullu Karakus ve dig.,
2018); ancak katalaz aktivitesine gére oldukca diisik (~5 x 10* kat) seviyede
gerceklesmektedir (Yuzugullu ve dig., 2013).

Bu bilgiler 151831nda S. thermophilum CATPO enziminin bdlge yonelimli mutagenez ile
sahip oldugu minumum seviyelerdeki fenol-oksidaz aktivite Ozelliginin arttirilarak
katalitik agidan daha etkin bir enzimin tiretilmesi literatiire katki saglamasinin yaninda
cift aktivitenin daha iyi anlagilmasina ve bdylece yeni projelere ve enzimin tekstil sanayi,
gida endiistrisi ve biyosensor gelistirme gibi farkli endiistriyel alanlarda kullanimina

kaynak olmas1 muhtemeldir.



2.GENEL BIiLGILER

Yapilan bu tez calismasinda antioksidan ozellikteki katalaz enzimi hakkinda daha
kapsamli bilgi sahibi olmak i¢in reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve bu reaktif oksijen

tiirlerinin sebep oldugu oksidatif stres ile ilgili genel bilgilere de kisaca deginildi.
2.1.Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)

Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS); genel olarak hiicrede bir takim zarar verici reaksiyonlara
neden olabilen, oksijen atomu igeren herhangi bir radikal ve radikal olmayan molekiilleri

belirtmek iizere kullanillan bir kavramdir. (Lambert ve Brand, 2009).

Aerobik solunumda 6karyotik ve prokaryotik canlilar, molekiiler oksijeni (O2) kullanir ve
metabolizmalarinin yan iiriinlerinin bir sonucu olarak (ROS) iiretir (Aguirre ve dig.,

2005).

Siiperoksit anyon radikali (O2 "), tekli oksijen ('Oz), hidrojen peroksit (H202) ve hidroksil
radikali (:OH) gibi 6nemli ROS’lar (Sekil 2.1) ; molekiiler oksijenin (O2) kismi olarak
indirgenmesi sonucu olusan radikal ve radikal olmayan oksijen tiirlerinden meydana gelir
(Ray ve dig., 2012). Molekiiler oksijen (O), elektron diziliminden dolay1 reaktif oksijen

tiirlerinin olusumuna kars1 olduk¢a hassas bir molekiildiir.

Siiperoksit Radikali ~ Feroksitiyonu
e = e .
10, 30, ———tp O, — 0:
Tekli Oksij Dioksij
& sijen ioksijen H l 2H'1
Fe2*
HO," H,0, ————eeeeeepp OH"
Perhidroksil Hidrojen Fontun Ronlexiyons
Radikali Peroksit

Sekil 2.1. Onemli reaktif oksijen tiirleri (ROS) (Abouzari ve Fakheri, 2015)

Oksijen molekiiliiniin dis yoriingesinde ayr1 elektron orbitallerinde yer alan
eslestirilmemis iki elektron bulunur. Tekli oksijen ('O2) ve siiperoksit anyonu (O2~) gibi
reaktif oksijen tiirleri, molekiiler oksijenin (O») sirali olarak indirgenmesi ve asamali bir

sekilde elektron aktarilmasi sonucunda tiretilir (Ighodaro ve Akinloye, 2018).



H>O2'nin demir metal iyonlar1 (Fe*?) ile girmis oldugu reaksiyon sonucunda yiiksek

derecede toksik 6zellikte olan hidroksil radikali (¢ OH) iiretilir (Fattman ve dig., 2003).

Okaryotik hiicrelerin ¢ogunda mitokondriyal enetji metabolizmasi, nicel olarak énemli

olan ROS kaynagi olarak bilinmektedir (Kowaltowski ve dig., 2009).

ROS’lar, ozellikle kimyasal acgidan yiiksek reaktivitelere sahip olmalarindan dolayz,
DNA, karbohidratlar, lipitler ve proteinler ile yikict olarak reaksiyon gosterebilirler

(Curtin, ve dig., 2002).

ROS’lar, hiicrelere zarar veren fonskiyonlarinin yaninda normal seviyede iiretildiklerinde

farkli hiicresel siireglerde 6nemli gorevleri iistlenirler.

Ornegin, hidrojen peroksit ve siiperoksit anyon radikali, transkripsiyon faktérlerinin

aktivitesini diizenleyerek hiicre i¢i sinyal molekiilleri olarak rol oynar.

ROS"un diger bazi fonksiyonlarina ek olarak; antioksidan gen ifadesinin diizenlenmesi,
apoptoz veya nekrozun indiiklenmesi, hiicre farklilagmasi, antimikrobiyal aktivite, iyon
tasinmasi, patojene bagli gen aktivasyonu ve kalsiyum iyon (Ca'? ) mobilizasyonu

sayilabilir (Belozerskaya ve Gessler, 2006; Scandalios, 2005).

Sonug olarak, hiicrelerde bulunan sabit seviyelerdeki ROS’larin fonksiyonlar1 énemlidir

(Scandalios, 2005).
2.1.1. Oksidatif Stres

Oksidatif stres kavrami (Sekil 2.2.), ilk olarak Helmut Sies tarafindan ROS’larin lehine
olan antioksidan (AOX) dengenin bozulmasi sonucunda potansiyel zarara sebep olan bir

rahatsizlik olarak tanimlanmistir (Sies, 1991).

Daha sonra, aerobik organizmalarda ROS’larin ortaya ¢ikmasi ve antioksidan koruma
mekanizmalarinin karst koyma kapasitesi arasindaki denge eksikligi olarak ifade

edilmistir (Persson ve dig., 2014).



DENGE

OKSIDATIF
STRES
(Asmt ROS)

Sekil 2.2. Oksidatif stres (Gill ve Tuteja, 2010) (AOX: antioksidan, ROS: reaktif oksijen
tiirleri)

Yani oksidatif stres, yiliksek miktarda ROS {iretimi ve tiiketimi arasindaki dengenin

bozulmasinin bir sonucu olarak goriilmiistiir.

Bunun yaninda oksidatif stres, gelismis bir serbest radikal tiirlerinin olusumu ve ayni
zamanda koruyucu antioksidan savunma sisteminin aktivitesinin de azalmasiyla iliskilidir

(Poljsak ve dig., 2013).

Toksik 6zellikteki reaktif oksijen tiirlerinin, fonksiyonel ve yapisal agidan hiicrelere zarar
verdigi bilinmektedir. Bu sebeple aerobik hiicreler, ROS birikiminin neden oldugu zarar
verici etkileri detoksifiye ederek ortadan kaldirmak icin ¢esitli enzimatik savunma

sistemleri (Sekil 2.3) igerir (Nantapong ve digerleri, 2019).

Stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx); biyolojik
sistemlerde reaktif oksijen tiirlerinin birikmesine karsi temel bir rol oynayan antioksidan

enzimlerdir (Ighodaro ve Akinloye, 2018).

Okaryotik hiicreler; SOD, GPx ve CAT gibi farkli ROS tutucu antioksidan enzimlerini
iireterek reaktif oksijen tiirlerinin meydana getirmis oldugu oksidatif stresi diizenler

(Thannickal ve Fanburg, 2000).



1 - Kiiciik molekiiler antioksidanlar:
Urik asit, glutatyon (GSH) , E ve
C vitaminleri

2

. Antioksidan Enzimler

" Siiperoksit dismutaz SOD,
Katalaz CAT , Glutatyon
peroksidaz GPx

Hasar Giderici
3
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Sekil 2.3. Reaktif oksijen tiirlerine (ROS) karsi tiglii kalkan modeli (Lei ve dig., 2016)

Enzimatik savunma mekanizmalari, reaktif oksijen tiirlerini daha zararsiz olan reaktif
tiirlere doniistiirerek, hiicreleri serbest radikallerin zarar verici etkilerinden Kkorur.
Stiperoksit dismutaz (SOD); siiperoksit anyon radikalinin (O;7), katalaz enziminin
substrat1 olan H>O>’ye doniistiiriilmesini katalizleyen enzimdir (Sekil 2.4). Glutatyon
peroksidaz (GPx); azaltilmis olan glutatyonun (GSH), glutatyon disiilfite doniisiimiiyle
birlikte H>O'nin par¢alanmasini katalizler (Scandalios, 2005; Schrader ve Fahimi, 2006).

Oz —— H20
MT
l MT
(&>
l soDp
= ez:/ H200 \I‘<.AT.AL-XZ / GPX
'olH H,O + (Os)
HASAR

Sekil 2.4. Onemli ROS ve antioksidan enzimleri gdsteren sematik yol (MT, mitokondri;
SOD, siiperoksit dismutaz; GPx, glutatyon peroksidaz ve katalaz enzimi) (Schriner ve
Linford, 2006)



2.2, Katalazlar (E.C. 1.11.1.6)

Aerobik organizmalar, hidrojen peroksit (H20) gibi ROS’lara kars1 hiicreleri korumak
ve bu bilesiklerin ayrismasin1 saglamak amaciyla farklt enzimatik sistemler
gelistirmislerdir. Bu enzimatik sistemlerden biri olan katalazlar, zararl etki gosteren

hidrojen peroksite kars1 giiclii koruma saglayan enzimlerden biridir (Kalko ve dig., 2001).

Dogal c¢evrede kritik bir rol oynayan katalazlar, prokaryotik ve okaryotik hiicre

detoksifikasyonunda gorev alirlar.

Katalazlar hidrojen peroksiti, suya ve molekiiler oksijene olan ayrigsmasini katalize ederek
artan reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunu engeller ve boylece hiicreleri ROS’un

zarar verici etkilerinden korur (Mate ve dig., 2001; Vlasits ve dig., 2010).

Katalazlar, yaklasik 100 yildir biyokimyasal olarak incelenmektedir. Katalaz enzimi
bircok farkli organizmadan izole edilerek biyokimyasal karakterizasyon caligsmalari

yapilmustir (Nicholls ve dig., 2000).

Ayrica, 200°den fazla bir¢ok farkli organizmadan elde edilen katalaz genlerinin dizileri
mevcut olup ¢oklu karsilastirmali analiz igin genis bir veri tabant bulunmaktadir (Switala

ve Loewen, 2002).
2.2.1. Katalazlarin Fonksiyonu

Katalaz enzimleri aerobik olarak solunum yapan tiim organizmalarda bulunan en 6nemli

antioksidan enzimlerden olup substratt olan hidrojen peroksitin (H202), Denklem
(2.1)’deki gibi;

2H>02 — 2H20 + O2 (2.1)

su (H20) ve molekiiler oksijene (O2) pargalanmasini saglar (Chelikani ve dig., 2005;
Krych-Madej ve Gebicka, 2017 ).

Katalazlarin bu genel katalitik reaksiyonu, hidrojen peroksitin iki farkli basamakta

katalizlenmesi sonucu meydana gelir (Chelikani ve dig., 2004).



[lk basamakta gergeklesen Kkatalitik reaksiyonda, birinci hidrojen peroksit substrati
indirgenir ve enzimdeki Fe' iceren ferrik formdaki (Por-Fe') hem grubunu oksiferril

(Bilesik I, Cpd I) formuna g¢evirerek, Denklem (2.2)’deki gibi;
Enzim (Por—Fe") + H,O, — Bilesik I (Por"—Fe'V=0) + H,O (2.2)
bir su molekiilii meydana gelir.

Ikinci basamakta gerceklesen katalitik reaksiyonda ise ikinci hidrojen peroksit substrati,
ilk katalitik basamakta olusan Bilesik I ara bilesiginin (Cpd I, Por"—Fe!V=0) yeniden
indirgenmesini saglar ve enzimi dogal formu olan ferrik katalaz formuna tekrar

dontistiirerek, Denklem (2.3)’deki gibi;
Bilesik I (Por"—Fe'Y=0) + H,0, — Enzim (Por-Fe'") + H>O + O (2.3)

su ile molekiiler oksijenin meydana gelmesinde gorev alir (Nicholls ve dig., 2000; Switala

ve Loewen, 2002).

Enzimatik reaksiyonun ara bilesigi olan Bilesik I (Cpd I, Por"~Fe!V = O), oksiferril
porfirin katyon radikalidir ve bir hem grubunun (Por—Fe'"), iki elektronlu oksidasyon

tirtintidiir (Nicholls ve dig., 2000).

Iki asamali katalitik reaksiyonlarda katalaz enziminin substrat1 olan hidrojen peroksit,
hem elektron alicis1 hem de elektron vericisi olarak rol oynamaktadir (Kremer, 1970;

Lardinois, 1995; Switala ve Loewen 2002).
2.2.2. Katalazlarin Gruplandirilmasi

Katalazlar; alt birimlerinin biiyiikliigii, sekans gruplar1 ve aktif bolgelerine gore {li¢c genel
gruba ayrilirlar (Loewen ve dig., 2015): Monofonksiyonel Katalazlar, Katalaz-

Peroksidazlar ve Mangan (Mn) Katalazlari.

Fe/hem grubu igeren monofonksiyonel katalazlar, katalaz gruplarinin en sik c¢alisilan
grubunu olusturmaktadir (Chelikani ve dig., 2004; Switala ve Loewen, 2002). Mangan
katalazlar ise, Fe/hem igeren katalazlara goére daha diisiik spesifik aktivite sergiler

(Grigoras, 2017).



Fe/hem grubu igeren monofonksiyonel katalazlar, alt birimlerinin biiytikliigiine (molekiil
agirligina) gore iki gruba ayrilir; Kiictik alt birim katalazlar genelde 55-65 kDa arasinda
degisen molekiiler agirliga sahipken, biiyiik alt birimli katalazlar kiiclik alt birimli
katalazlardan farkli olarak daha uzun bir karboksil terminal (C-terminal) bolgeye sahip
olmasi nedeniyle yaklasik olarak 80 kDa’lik bir molekiiler agirliga sahiptir (Zarate-
Romero ve dig., 2013).

Simdiye dek karakterize edilen biitiin kiigiik alt birimli katalazlar, protohem IX veya hem
b grubu bulundururlar (Nicholls ve dig., 2000). Cogu biiylik alt birimli katalazda ise
protoporfirin IX’in (hem-b) oksitlenmis bir formu olan hem d grubu yer almaktadir

(Loewen ve dig., 1993; Mate ve dig., 2001).

Hem-b’nin hem-d’ye oksidasyonun enzimin kendisi tarafindan hidrojen peroksit

varliginda gerceklestigi rapor edilmistir (Loewen ve dig., 1993).

Sekil 2.5’de hem-b ve hem-d’nin yapisal farkliliklar1 gdosterilmektedir. Hem-d’nin
yapisindaki y-spirolakton halkasi ile hidroksil grubunun varligi hem-d’yi hem-b’ye gore

daha asimetrik yapmaktadir (Murshudov ve dig., 1996).

(a) (b)

Sekil 2. 5. Hem-b ve hem-d yapilar1 (Yuzugullu ve dig., 2013)



Fe/hem igeren monofonksiyonel katalazlar; arke, bakteri, mantar, bitki ve hayvanlarda
bulunan homotetramerik enzimlerdir. Monofilitik kdkenli olup ii¢ filogenetik gruptan
olusurlar (Klotz ve Loewen, 2003). Sekil 2.6’da gosterildigi gibi; Klad 1: Yesil alg ve
bitkilerKlad 2: Arke, bakteri ve mantar ve Klad 3: Arke, bakteri, mantar ve hayvanlardan

olusmaktadir.

i 55 Bakteri, arkebakteri ve
{ mantarigerir i KLAD 23

i  PVC -NADPH
§ HPI His-IV, Hem-d

68 bakteri icerir

KLAD 1 . i MLC +NADPH
i PMC His-IIl hem-b

i NADPH
: HPC His-III hem-b

19 bakteri icerir

CatF -NADPH

His-IV hem -b

\ 45 Okaryot ve

67 bitki ve 1 alg icerir arkebakteri icerir

i BLC s+~xaprH
| HEC Hisllhemb

| CATA

Sekil 2.6. Monofonksiyonel katalazlarin filogenetik agacinin 6zeti (Chelikani ve dig.,
2004)

Klad 1 ve 3 grubu, genelde 55-69 kDa’lik alt birimleri igeren katalaz enzimlerini
icerirken; Klad 2 grubu yaklagik 75-86 kDa’lik daha biiyiik alt birimlerden olusan
katalazlara karsilik gelir (Diaz ve dig., 2009). Klad 1 katalazlar, alt birim bagina 500
amino asit kalintist icerir (Chelikani ve dig., 2004; Diaz ve dig., 2012). Klad 2 katalaz
gruplarinin alt birimlerinin biiyiikliigii yaklagik 150 amino asit kalintis1 igeren bir C
terminal alaninin varligindan kaynaklanmaktadir. Bu katalaz gruplarindaki ekstra alan,
flavodoksin benzeri bir topolojiye sahiptir; fakat bu alana higbir niikleotitin baglandigi

rapor edilmemistir, diger olasi rolleri ise tam olarak bilinmemektedir (Diaz ve dig., 2012).

Klad 1 ve 2 katalazlarda bulunmayan ancak tiim Klad 3 katalazlara 6zgii 6zellik ek olarak

bir NADP(H) kofaktoriiniin baglanmasidir (Kirkman ve Gaetani, 1984).
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Klad 1 ve Klad 2 katalaz gruplarmin hi¢birine NADP(H) kofaktorii baglanmamasi,
NADP(H) diniikleotidinin katalaz aktivitesi i¢in gerekli olmadigini gostermektedir (Diaz
ve dig., 2012).

Klad 3 katalazlarda ise molekiiler yiizeye yakin olarak bulunan NAD(P)H’ nin inaktif
bilesik II ara {irliniin olusumunu en az seviyeye indirerek enzimin inhibisyonunu

engellemek amaciyla bu tip katalazlara baglandigi rapor edilmistir (Nicholls, 2012).

Bir diger biiylik katalaz grubu, katalaz aktivitesine ek olarak peroksidaz aktivite gosteren
katalaz-peroksidazlardir (Nicholls ve dig., 2000). Katalaz-peroksidazlar, aktif
bolgelerinde Fe/hem grubu iceren katalaz gruplarindan biridir. Homodimer yapida ve
molekiil agirligr 120-340 kDa arasinda olan enzimlerdir. Katalaz-peroksidaz enzimleri,
sergiledikleri katalitik aktivite ile birlikte; hidrojen peroksit substratinin yeterli miktarda

bulunmadigi durumlarda (Denklem 2.4a, 2.4b)’ deki gibi;

Bilesik I (Por+—Fe'Y=0) + AH, — Bilesik II (Por—Fe'V—OH) + AH (2.4a)
Bilesik II (Por—Fe'Y—OH) + AH, — Enzim (Por—Fe'™) + AH (2.4b)
peroksidaz aktivitesi de sergilemektedir (Nicholls ve dig., 2000).

Mangan (Mn) grubu iceren katalazlar, Fe/hem grubu igermediklerinden dolay1 psédo
katalazlar olarak da isimlendirilir. Bu grupta bulunan katalazlar, Fe/Hem grubu iceren

monofonksiyonel katalazlara gére daha az yaygindir.
2.2.3 Katalazlarin Genel Yapis1

Katalazlar ile ilgili yapilan ¢aligmalarda, {i¢ boyutlu yapilari incelendiginde enzimin her
birinin aktif bolgesinin genel olarak korundugu goriilmiistiir(Chelikani, 2003).
Katalazlarin aktif bolgelerinde yiiksek oranda korunan ve aktivitede rol oynayan dnemli
lic amino asit kalintis1 bulunmaktadir :Histidin (His), Serin (Ser) ve Asparajin (Asn)

olmak tizeredir (Chelikani ve dig., 2004).

Fe/hem grubu, herbir homotetramer katalaz enziminin alt birimininde yer alan aktif

bolgenin i¢cinde gomiilii haldedir (Murshudov ve dig., 1996; Nicholls ve dig., 2000).
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Katalazlarin herbir alt birimi bes farkli kisstmdan olusur : Amino terminal (N-terminal)
bolge, 2) Anti-paralel sekilde dizilmis sekiz B-pilili tabakadan olusan ¢ekirdek kismi, 3)
a-heliks ve B-pilili tabakay1 birbirine baglayan uzun ilmek kismi, 4) a-heliks bolgesi, 5)
Karboksil terminal (C-terminal) bdlge (Yiiziigiillii ve Ogel, 2013).

Sekil 2.7. S. thermophilum CATPO monomerinin ii¢ boyutlu yapis1 (PDB No: 4AUM)

Monomeri olusturan N-terminal (pembe), a-heliks (magenta), ilmek (yesil), B pilili tabaka
(mavi) ve C-terminal (siyan mavisi) bolgeleri farkli renklerde ¢izilmistir.(Sekil 1.7). Aktif
merkezde bulunan hem-d grubu yesil renkle gosterilirken, katalitik aktivite dnemli rol
oynayan Tyr369, His82, Asnl55, Vall23, Phel60, Phel61 ve Phe 168 amino asitleri
sirastyla magenta, gri, mor, kirmizi, limon yesili, sar1 ve turuncu renklerde gosterilmistir.

(Sekil 2.7) (Yuzugullu ve dig., 2013)
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Biiyiik alt birimli monofonksiyonel katalazlar, uzun bir C-terminal bélgeye sahiptir (Diaz
ve dig., 2012). Kiigiik alt birimli katalazlar ise, her bir alt birimin c¢evresine sikica
baglanmis olan bir NADP(H) kofaktorii igerir (Diaz ve dig., 2012). Katalaz enziminde
ylizeyden olduke¢a uzak konumda olan aktif bolgeye erisim ii¢ farkli kanal yardimiyla

saglanir: Ana kanal, yanal (lateral) kanal ve merkezi kanal olmak iizere (Sekil 2.8).

Aktif bolgenin distal kisminda en belirgin erigsim kanali olarak isimlendirilen ana kanal,
uzun yillardir ¢esitli molekiiler ¢alismalarla desteklenmis bir olgu olan hidrojen peroksit
substrat1 i¢in aktif alaninin birincil erigsim kanali olarak kabul edilmektedir (Kalko ve dig.,

2001).

Yanal kanal yaklasik 30 A uzunluguna sahip ve 590-595 amino asit igeren bir erisim
kanalidir. Yanal kanal, enzimin aktif bolgesine dogru yaklastik¢a kanal ¢cap1 daralan huni

benzeri bir yap1 sekline sahiptir (Murthy ve dig., 1981).

Nikotinamid kofaktoriinii baglayabilen katalazlarda, NADP(H) baglayici1 bolgeye denk
gelen bir bolgede enzimin molekiiler yiizeyinde ortaya ¢ikar. NADP(H) kofaktoriinii
baglamayan katalazlar i¢in yanal kanalin, reaksiyon {iriinlerinin ¢ikisinda (Diaz ve dig.,
2012) veya ¢esitli substratlarin/inhibitorlerin girisinde gorev aldigina iliskin bazi kanitlar

mevcuttur (Seving ve dig., 1999).

Merkezi kanal ise aktif bolgenin distal kismindan enzimin merkezi bosluguna dogru
uzanan bir kanaldir (Melik-Adamian ve dig., 2001). Bu kanalin Fe/hem iceren katalazlar
icin hem-b’nin, hem-d’ye oksidasyonunda rol oynadigi onerilmektedir (Murshudov ve

dig., 1996; Putnam ve dig., 2000; Sevinc ve dig., 1999).

Fakat hem-b katalazlar i¢in merkezi kanalin heniiz tam olarak islevsel acidan bir rolii

gosterilmemistir (Chelikani ve dig., 2004).

Enzimdeki birden c¢ok kanalin varligi her kanal i¢in ayr1 olarak giris ve c¢ikis
fonksiyonlarinin miimkiin oldugunu, bdylece reaksiyon iirlinlerinin (su ve oksijen gibi),
bu cesitli kanallar aracilig ile aktif bolgeden uzaklastirilabilecegini gostermistir (Seving

ve dig., 1999).
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Sekil 2.8. S. thermophilum katalazinin {i¢ kanal yapis1 (Su molekiilleri (kirmizi renkte) ile
merkezi, yanal ve ana kanal {izerinde bulunan bazi amino asitler (yesil renkte)
gosterilmistir)

Belirli amino asit kalintilar1 ve aktif bolgeye erisim kanallar1 gibi topografik 6zellikler
dahil olmak iizere, katalazlarin ¢esitli 6zelliklerinin katalitik aktivite agisindan onemli
oldugu belirlenmistir (Jha ve dig., 2011). Aktif bolgeye erisim kanallarinin, onlari
cevreleyen amino asit kalintilar1 tarafindan belirlenmesi ile birlikte, erisim kanallarinin
yapisal boyutlar1 da katalitik aktive agisindan onemli hale gelmistir (Putnam ve dig.,

2000).

Ornek olarak; HPII enziminin yanal kanalinda bulunan bir Arjinin-Glutamat (Arg-Glu)
amino asit ¢iftinin kanal yapisindan ¢ikarilmasi durumunda kanal ¢apinin genisleyerek
H>O> ayristirilmasi sonucunda meydana gelen reaksiyon iiriinlerinin kanaldan daha kolay
taginimina olanak saglanmasi ile birlikte enzimin keae (devir hizi) aktivitesinin yaklasik

olarak 3 kat artt1g1 rapor edilmistir (Sevinc ve dig., 1999).
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2.2.4. Katalazlarin Endiistrideki Yeri

Katalazlar, bir¢cok endiistriyel uygulama alanina sahiptir (Kirk ve dig., 2002). Yiiksek
katalitik hiza ve yiiksek stabiliteye sahip olmalarindan dolay1 katalazlar, endiistriyel
acidan tercih edilen biyokatalizorler arasinda yer alan bir enzim grubudur (Loncar ve

Fraaije, 2015).

Katalazlarin, peynir liretiminin belli bir kisminda rol aldig1 belirlenmistir. Peynir siitii
iiretimi i¢in gida ve ilag uygulamasinin onay verdigi miktarda hidrojen peroksit, soguk
pastorizasyon yonteminde kullanilmaktadir (Kaushal ve dig., 2018). H,O, giiclii bir
oksitleyici etkiye sahip olup hiicreler acisindan toksik 6zellik gdstermesinden dolayz,
peynir liretiminde rol oynayan bakteri kiiltiirlerini sinirlamada islev goriir. Diger taraftan
siitte bulunan H>O» kalintilarinin arindirilmasi gereklidir. Boylece, soguk pastorizasyon
asamasindan sonra siitte bulunan ROS’lardan biri olan H>O;’yiuzaklastirmak i¢in katalaz

enzimi kullanilir (Geciova ve dig., 2002).

Bununla birlikte katalaz enzimleri tekstil agartma endiistrisinde, yine H>O> nin ortamdan
ayristiritlmas1 amaciyla kullanilir (Kaushal ve dig., 2018). H»O,, tekstil endiistrisi i¢in
agartma maddesi olarak siklikla kullanilmaktadir (Zeronian ve Inglesby, 1995). Buna ek
olarak, agartma isleminden sonra, geriye kalan yiiksek konsatrasyondaki H>O2, boyama

asamasini etkiler (Sooch ve dig., 2014).

H>0O2’nin yiiksek oranda su kullanilarak seyreltilmesi, yliksek miktarda su israfina sebep
olurken sudaki H»>O» ¢evreye zarar verebilir (Yu ve dig., 2016). Katalaz enziminin
agartma ve boyama asamalarinin arasinda, ortama dogrudan eklenmesiyle H>O>’nin
ortamdan uzaklastirilmasi saglanir ve ayn1 zamanda ytiksek miktarda su kayiplarmin da

Oniine ge¢ilmis olur (Amorim ve dig., 2002).

Enzim ve protein miihendisligindeki son gelismeler sayesinde, katalazlarin daha etkili bir
sekilde yeniden tasarlanarak elde edilmesi kolaylasacaktir. Basarili bir rasyonel protein
tasarimima Ornek, Bacillus subtillis katalazinin katalitik etkinliginin yapilan tek bir
mutasyon sonucunda 5 kat iyilestirilmesidir (Cao ve dig., 2014). Rekombinant katalaz
enzimlerinin, daha 6nceden ROS’un sebep oldugu birden fazla hastalif1 azalttigi
bildirilmistir (Dympna ve dig., 2007 ; Kim ve dig., 2009).

15



Pnémoninin sebep oldugu akciger hasarinin tetiklenmesinde, ROS’larin 6nemli bir etkisi
oldugu soOylenmektedir. Yapilan bir c¢alismada, rekombinant insan katalazinin
kullanilmas1 sonucunda Influenza kaynakli pndmoninin, akciger dokularinda meydana

getirdigi oksidatif hasarin azaldigi tespit edilmistir (Shi ve dig., 2010).
2.2.5.Katalazlarin Cift Aktivite Yetenegi

Monofonksiyonel olarak tanimlanan katalazlardaki ¢ift aktivite yetenegi ilk kez Vetrano
ve dig. (2005) tarafindan kesfedilmistir. Memeli hiicrelerinde calisilan katalaz enziminin
substrat1 olan H>O> yoklugunda oksidaz aktivitesi sergiledigi kaydedilmis ve memeli
katalaz-oksidaz1 olarak isimlendirilmistir. Memeli katalazinda ger¢eklesen olasi

reaksiyon mekanizmalar1 Sekil 2.9.’da gosterilmektedir.

KATALAZ
E (por)-Fe™ g,
HE
ROH
\
1
f i
R-H +HO { BERO
p. l
o v
E(por-Fe”+ E(pon-Fe''+ 0,
KATALITIK PEROKSIDAZ OKSIDAZ

Sekil 2.9. Memeli katalazinin olas1 aktivite mekanizmasi (Vetrano ve dig., 2005)

Onceki boliimlerde belirtildigi iizere katalazin ana fonksiyonu, H>O>’i su ve molekiiler
oksijene doniistiirerek katalitik aktivite sergilemektir. Bununla birlikte, H>O>’in diistik
seviyelerde oldugu durumlarda ise katalazlarin, diisitk molekiil agirlikli alkolleri okside

ederek peroksidaz aktivite sergiledigi bilinmektedir.
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Peroksidaz aktivite, katalazin katalitik reaksiyon sonucunda meydana gelen Bilesik I
(=Cpd I) ara iirlinlin diisitk molekiil agirlikli alkoller ile okside edilmesi neticesinde

meydana gelmektedir.

Vetrano ve dig., (2005) tarafindan ortaya konulan oksidaz aktivitenin ise hidrojen
peroksitten bagimsiz olarak gerceklestigi ve bu aktivitenin benzidin (HB) gibi kuvvetli
bir indirgeyici molekiil ile reaksiyondaki molekiiler oksijenin, Bilesik II (=Cpd II)
seklinde isimlendirilen bir reaksiyon ara irliniiniin olusumunu destekledigi ileri

stirlilmistiir.

Bu olusan Bilesik II ara iiriinii, elektron transferi ile okside olmasi1 sonucunda enzimin
dogal formuna tekrar geri dondiigii Onerilmistir. Gergeklesen oksidaz reaksiyonu
esnasinda, siiperoksit (O?) radikali gibi radikal merkezli ara iiriinlerin olustugu

belirtilmistir. (Vetrano ve dig., 2005).

Daha sonra S. thermophilum (Kocabas ve dig., 2008), Bacillus pumilus (Loewen ve dig.,
2015), Thermobifida fusca (Loncar ve Fraaije, 2015) ve Amaranthus cruentus’da (Chen
ve dig., 2017; Teng ve dig., 2016) da benzer Ozellige sahip bir katalaz enzimi

tanimlanmustir.

Buradan monofonksiyonel katalazlarda bu tiir ¢ift aktivite olgusunun ¢ok daha yaygin
olabilecegi ve katalazin canlilarda 6nemli bir antioksidan olma o6zelliginin yani sira
ikincil aktivite yetenegi ile ¢esitli endiistriyel uygulamalarda iyi bir biyokatalizor olarak

da kullanilabilecegi anlasilmaktadir.
2.3. Fenol Oksidazlar

Fenol oksidazlar, farkli fenolik bilesikleri molekiiler oksijen yardimi ile okside edebilen
bir enzim smifidir (Ogel ve dig., 2006). Mikroorganizmalar ve bitkiler, hiicre i¢i ve hiicre
dis1 fenol oksidazlari ¢esitli amaglar1 gergeklestirmek iizere iiretir. Fenol oksidazlar genel
olarak, fenolik maddelerin ve metal iyonlarinin toksik etkilerini azaltmak ve
antimikrobiyal savunmaya yardimct olmak amaciyla iiretilir (Sinsabaugh, 2010). Fenol

oksidazlar lakkaz, tirozinaz ve katekol oksidaz olmak tizere baslica ii¢ siniftan olusur.
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Lakkazlar, ¢oklu bakir atomu ihtiva eden fenol oksidaz grubundan biridir ve molekiiler
oksijeni suya indirgeyerek cesitli para- ve orto-difenolik maddelerin oksidasyonunu

katalizler (Endo ve dig., 2003; Hoegger ve dig., 2006).

Tirozinazlar, monofenol bilesiklerinin orfo-difenollere hidroksilasyonunu ve akabinde
orto-difenollerin molekiiler oksijen aracilifi ile orto-kinonlara oksidasyonunu
katalizleyerek melanin sentezinde gorev yaparlar (Decker ve dig., 2006). Katekol
oksidazlar ise, molekiiler oksijen varliginda orto-difenolleri okside ederek orfo-kinonlari
meydana getirir (Sekil 2.10). Bu enzim sinifi daha ¢ok bitkilerde bulunur (Sanchez-Amat
ve Solano, 1997).

%0, HO

/0()“ 1_2. L_Z. ~» —» Melanm

Tirozinaz N Ttmzmaz 0 Pigmenti

difenol :
R Kateknl o-kinon

Oksidaz

Monofenol

Sekil 2. 10. Melanin sentez reaksiyonu (Marusek ve dig., 2006)

Fenol oksidazlardan biri olan tirozinazlar, biyosensor olarak kullanilan enzim temelli bir
biyoreseptordiir ve fenol belirleyicisi olarak endiistriyel alanda kullanilirlar (Arecchi ve
dig., 2010). Biyoremediasyon uygulamalarimin yaninda, gida endistrisinde, meyve
sulariminin 6zelliklerini ve hamur kivamlarini iyilestirmek veya kagit endiistrisinde, kagit
hamurunun delignifikasyonunda ve kagit agartma asamasinda klorun kullanimin
azaltmak amaciyla bunun yerine lakkazlar tercih edilmistir (Riva, 2006; Couto ve

Herrera, 20006).

Katalaz enziminde gozlenen ¢ift aktivite yetenegi bazi fenol oksidazlarda da
tanimlanmistir. Mantar tirozinaz enzimi, hidrojen peroksit varliginda katalaz aktivitesi
sergileyen ilk fenol oksidaz olarak Jolley ve dig., (1974) tarafindan rapor edilmistir.
Tirozinaz enziminin bu ¢ift aktivitesi, Garcia-Molina ve dig., (2005) ve Yamazaki ve dig.,

(2004) tarafindan da arastirilmistir.
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Ayrica tatli patatesten (lpomoea batatas) elde edilen katekol oksidaz enzimin bir izozimi
olan tirozinazin da katalaz aktivitesine benzer bir aktiviteye sahip oldugu bulunmustur

(Gerdemann ve dig., 2001).
2.4.Termofilik Mantarlar

Optimum biiylime sicakliklart 50-70°C araliginda olan mikroorganizmalar termofilik
seklinde isimlendirilir. Termofilik mantarlar genis bir optimum sicaklik araligina sahip
olup, genelde 20°C — 60°C arasinda gelisim gosterebilir ve mantar kompostlama
islemlerinde ¢ok énemli rollere sahiptirler (Crisan, 1973; Ogel ve dig., 2001). Termofilik
mantarlar, endiistri alanindaki zorlu uygulama sartlarinda canliligin1 koruma 6zelligi
gosterir ve endiistriyel anlamda 6nemli olan termostabil enzimlerin kaynagidir (Akram

ve dig., 2021).
2.4.1. Scytalidium thermophilum

Termofilik bir mantar olan S. thermophilum (Sekil 2.11), mantar kompostu iiretiminde
Oonemli bir rol oynar. S. thermophilum, 45-50°C araligindaki sicakliklarda optimum bir
sekilde gelisir ve yenilebilir bir mantar olan Agaricus bisporus 'un gelisimini biiyiik bir
Olcilide tesvik eder. Mantar miselyumunun biiyiimesi i¢in farkli uyarici etkilere sahiptir;
Ortamdaki amonyak konsantrasyon seviyesini azaltarak mantar miselyumunun
biliylimesine olanak saglar ve besin maddelerini mantar miselyum biiyiimesi i¢in uygun

duruma getirecek sekilde hareketsizlestirir (Wiegant, 1992).

Sekil 2. 11. S. thermophilum 151k mikroskop goriintiisii (URL-1)
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2.4.2. 8. thermophilum Katalaz-Fenol Oksidaz1 (CATPO)

S. thermophilum katalaz1 katalitik aktivitesinin yaninda hidrojen peroksit yoklugunda
fenolik bilesikleri (o-difenolik bilesik, 6zellikle katekol) okside edebilme yetenegine
sahiptir. Bu ¢ift aktiviteye sahip olmasindan dolayi, katalaz-fenol oksidaz veya kisaca
CATPO olarak isimlendirilmistir. CATPO enzimi, dort 6zdes alt birimden (80 kDa)
olusan homotetramer bir yapiya (320 kDa) sahiptir (Kocabas ve dig., 2008).

CATPO enziminde go6zlenen c¢ift aktivitenin ayni aktif merkezde gerceklesip
gerceklesmedigini  arastirmak {iizere catpo geni klonlanmis ve bolge yonelimli
mutagenezle incelenmistir. Sonucta her iki aktivitenin ayni merkezle iliskili oldugu
bulunmustur (Yuzugullu ve dig., 2013). Daha sonra fenol oksidaz aktivitenin enzime nasil
bir katk1 sagladigini aragtirmak iizere klasik bir katalaz inhibitorii olan 3-amino-1,2,4
triazol’lin (3TR) katalaz ile olusturdugu kompleksin kristal yapis1 belirlenmistir (Sekil
2.12).

Bu c¢alismanin sonucunda 3TR’nin “hem” igeren aktif bdlgeye baglanmadigi bunun
yerine memeli katalazlarinda yanal kanal girisinde bulunan NADPH baglayici cebe
karsilik gelen bir bolgede, 3TR ve oksidaz substratlarinin yarigmali (kompetatif)
inhibisyon gostererek ayni cebe baglandigr bulunmustur. Bununla birlikte bu gézlenen
yarismali inhibisyon sonucunda, 3TR ve oksidaz substratlarindan olan katekoliin enzimin
katalaz aktivitesini inhibe ettigi gozlenmistir. Ancak 3TR nin, enzimi katekole gére daha

fazla inhibe ettigi gozlenmistir (Yuzugullu Karakus ve dig., 2018).

Yanal kanalda oksidatif substratlar veya inhibitorler i¢in tespit edilen substrat/inhibitor
baglanma bdlgesinin (Sekil 2.12) kesfinden sonra ikincil aktivitenin daha detayh
arastirilmasi lizerine yanal kanalin aktif bolgeye yakin olan kisminda yar1 korunmus halde
bulunan Val228 amino asidi daha biiyiik ve kii¢iik yan zincirli amino asitlere (Ala, Ser,

Gly, Cys, Phe ve Ile) doniistiiriilerek aktivitedeki degisimler incelenmistir.

Val228, Ala, Gly veya Ser gibi daha kiigiik yan zincir grubuna sahip amino asitlere
doniistiiriildiigli zaman oksidaz aktivitesinde belirgin bir artis goriilmesine ragmen tiim

varyantlarin katalitik etkinliklerinde belirgin bir diisiis goriilmiistiir.
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Azalan katalitik etkinlikler, daha kiiciik yan zincir grubuna sahip amino asitlere
doniistiiriilmesiyle yanal kanal girigsinin agilmasindan dolayr aktif merkezde hidrojen
peroksitin kisitlanmasindan kaynaklanabilecegi seklinde agiklanmistir. Diger taraftan,
oksidaz aktivitesindeki artisin ise, Val228’in daha kiiclik yan =zincir gruplarina
doniistiiriilmesi ile yanal kanalin genisleyerek uygun elektron dondriiniin aktif bolgedeki
hem grubuna daha yakindan yaklagmasina izin vermesinden kaynaklanabilecegi
belirtilmistir (Goc ve dig., 2021).CATPO enzimi, ¢esitli aromatik bilesiklerin veya buna
benzer bilesikler i¢eren zengin iirlinlerin antioksidan 6zelligini degistirmeyi hedefleyen
gida ve biyoteknolojik uygulamalar i¢in degerli bir biyokatalizor olarak gelistirilebilir
(Loncar ve Fraaije, 2015). Enzimin katekol, kafeik asit ve L-DOPA gibi ¢esitli fenolik
bilesikleri okside edebilme 06zelligi sayesinde endiistriyel uygulamalarda kimyasal

toksisiteyi ve biyoremediasyonu azaltmak adina yararlh olabilir.

" - . Yanal Kanal

Sekil 2.12. S. thermophilum CATPO yanal kanalindaki 3TR bdlgesi (PDB kodu: 5Z71)
(Su molekiilleri (kirmiz1 yuvarlak) ile yanal kanalda bulunan 6nemli amino asitler (gri
renkte), mutasyona ugratmak icin segilen hedef amino asitler ise koyu kirmizi etiketle
renklendirildi)
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3. MALZEME VE YONTEM
3.1. Kimyasallar

Bu tez calismasinda kullanilan kimyasal malzemeler Sigma-Aldrich (Almanya), Merck

(Almanya), Bio-Rad (Amerika) ve Tekkim (Tiirkiye) firmalarindan temin edildi.
3.2. Plazmid, Mikroorganizma ve Kiiltiir Hazirlanmasi

Bu tez ¢alismasinda daha 6nceden hazirlanan peT28a-CATPO (Yuzugullu ve dig., 2013)
olarak isimlendirilmis catpo gen bolgesinin yaninda Histidin etiketi (alt1 adet histidin

amino asit kalintisindan olusan) bulunduran bir rekombinant plazmid kullanildi.

Farklt CATPO varyantlarinin iiretiminde ise E. coli bakterisinin iki susu olan XL1-Blue

ve BL21 (DE3)star suslar1 kullanildi.

Bu suslar, Luria Broth (LB) s1v1 besiyerinde (%1 w/v tripton, %0,5 w/v maya ekstrakti,
%1 w/v NaCl) ve uygun seg¢ici antibiyotik varliginda (50 pg/mL kanamisin), 37°C’de ve
bir gece boyunca orta seviyede ¢alkalanarak (200 rpm) biiyiitiilmesi gerceklestirildi.

3.3. Primer Tasarimi

BO&GA Medikal (Istanbul) firmasindan satin alinan ve istenen mutasyonlar1 igeren
oligontikleotitler Tablo 3.1°de gosterilmektedir. 28 ila 40 baz uzunlugunda tasarlanan
primerler i¢in erime sicakligi (Tm degeri) 78°C ya da daha yiiksek olacak sekilde
tasarlandi. Istenen 6zellikteki mutasyonlari iceren primerler, CATPO dizisinin her iki ug

kismindan da yaklasik 8-15 bazlik bir kismi igerecek sekilde bulunmaktadir.

Primerlerin en az %40 oraninda GC (Guanin-Sitozin) baz ¢ifti igermesi ve GC bazlar ile

baslayip GC bazlar1 ile sonlanmasina 6nem gosterildi.

100 uM stok primerler ile Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) i¢in hazirlanmis olan 10
uM ileri (forward) ve geri (reverse) primerlerden olusan numuneler, bolge yonelimli

mutaganez yontemine kadar -20°C kosullarinda saklandh.
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Tablo 3.1. Tasarlanan farkli yanal kanal CATPO varyant1 i¢in sekans degisikligi yapilan
oligontikleotitler

Sekans
Mutant Degisikligi Oligoniikleotitler Tm
H214A CAC—GCC GGGCTATGTCTGGTGCCGGTATCCCGCG 78
K248A AAA—-GCC GGCACTTCGCCTCTCGTCAGGGTAAAGCTAGTCTG 78
D224A GAC—GCC CGCGTTCTTACAGGCACATGGCCGGCTTCGG 83
H246A CAC—-GCC CTGATCAAATGGGCCTTCAAATCTCGTCAGGGTAAAGCTC 79
K323A AAA—-GCC CGCTCCGCTGACCGCCCTGGGTCTGCTGAAACTGG 82

3.4. Bolge Yonelimli Mutagenez

CATPO’nun ters zincirinde yer alan her bir tamamlayic1 oligoniikleotit primeri, KOD Hot
Start DNA polimeraz (Merck, Almanya) enzimi kullanilarak 25 sicaklik dongiisiinden
olusan ve yaklagik 4 saat siiren PCR ile ¢ogaltildi. (Tablo 3.2 ve Tablo 3.3)
Oligoniikleotitler her bir sicaklik dongiisiinde uzayarak, istenen 6zellikteki mutasyonu
iceren ¢entikli plazmidlerin meydana gelmesini saglamaktadir. Sicaklik dongiisii
sonrasmnda, PCR iiriinii 1 pL Dpnl (NEB, Ingiltere) restriksiyon enzimi ile yaklasik 3 saat

37°C ’deki sicak su banyosunda muamele edilerek bekletildi.

Dpnl restriksiyon enzimi, metillenmis ve yari-metillenmis olan hedef DNA’y1 taniyan bir
endoniikleazdir ve PCR sonrasinda reaksiyon ortamindaki mutasyona ugramamis olan
hedef plazmid DNA’y1 taniyarak parcalamasi sonucu sadece arzu edilen mutasyonu

iceren mutant plazmid DNA’nin eldesi i¢in kullanilmaktadir.

E. coli susundan izole edilen ve polimeraz zincir reaksiyonuna katilmayan hedef plazmid
DNA metillenmis durumda bulundugundan dolay1 Dpnl restriksiyon endoniikleaz enzimi

tarafindan taninarak pargalanir.

Boylelikle ortamda endoniikleaz enzimi ile muamele sonrasinda yalnizca istenen
mutasyonu igeren mutant plazmid DNA’s1 kalmis olur. Mutasyon igeren yeni
sentezlenmis plazmid DNA ise daha sonra E.coli XL-1 Blue kompetan (alic1 uyumlu)

hiicresine aktarilmak iizere hazir duruma getirildi.
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Tablo 3.2. PCR ig¢in reaksiyon karisimi (Yuzugullu, 2010)

PCR Bilesenleri Miktar
10X KOD Buffer 5ul
KOD Hot Start DNA Polimeraz (1 U/uL) I pL
Plazmid DNA (90 ng/uL) 1 uL
Ileri (Forward) Primer (10 pM) 1,5 uL
Geri (Reverse) Primer (10 pM) 1,5 uL
MgSO4 (25 mM) 3ul
dNTP (2 mM) S5uL
Steril ddH>O 32 uL
TOPLAM 50 uL

Tablo 3.3. Takip edilen PCR dongiisii asamalar1

Sicaklik (°C) Zaman PCR Asamalanr
95 2 dak On Denatiirasyon
95 30 sn Denatiirasyon
55-65 30 sn Baglanma

68 8 dak Uzaman

68 10 dak Son Uzama

4 siiresiz Saklama Asamasi

PCR iriinlerinden, 5’er pL o6rnek kullanmilarak %0,8’lik (%w/v) agaroz jel
elektroforezinde 100V, 45 dakika yiirtitiildii.

CATPO yanal kanalinda bulunan H214, K248, D224, H246 ve K323 (Sekil 2.12) amino
asit kalitilarina bolge yonelimli mutagenez uygulanmasi sonucunda bes farkli yanal
kanal varyanti1 elde edildi. Olusturulan varyantlar: H214A, K248A , D224A, H246A ve
K323A’dir.

Bolge yonelimli mutagenez teknigi ile olusturulan mutant varyantlarin, agaroz jel

elektroforezi ile DNA bantlari elde edildi.
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3.5. E. coli Suslarindan Kompetan Hiicre Eldesi

Bir gece boyunca kanamisin antibiyotigi icermeyen (Kanso) kat1 besiyerinde (Luria Broth
Agar, LBA) biiyliyen kiltiirler aym sekilde kanamisin igermeyen (Kanso) sivi
besiyerlerine (LB) (%1 w/v tripton, %0,5 w/v maya ekstrakti, %1 w/v NaCl) inokiile
edildi. Daha sonra XL-1 Blue hiicreleri yaklasik 3 saat, BL-21 hiicreleri ise yaklasik 1
saat 40 dak 37°C’de calkalamali inkiibatérde inkiibe edildi ve 30 dak’da bir 595 nm’de
optik yogunluk (OD) degerleri 6l¢iildii. OD degeri yaklasik 0,4 oldugu zaman kiiltiirler
50 mL’lik falkon tiipler igerisinde 5 dak buz iizerinde inkiibe edildi. inkiibe edilen
kiiltiirler daha sonra 4°C’de 3000 rpm’de 10 dak santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Stipernatan
(s1v1 kisim) atilip kalan pellet kismi (¢oken kisim) 20 mL Tfb1 (3 mM potasyum asetat,
100 mM RbClz, 10 mM CaClz, 50 mM MnCl, %15 (v/v) gliserol, pH 5.8) soliisyonu
icinde ¢ozdiiriildiikten sonra 4°C’de 3000 rpm’de 10 dak santrifiij edilerek ¢oktiirtildii.

Supernatan atilip geriye kalan pellet kisim ise 2 mL Tfb2 (10 mM MOPS, 75 mM CaCla,
10 mM RbCl,, %15 (v/v) gliserol, pH 6,5) soliisyonu igerisinde ¢ozdiiriildii. Elde edilen
hiicreler siv1 azot (N2) tanki i¢ine daldirilip dondurulduktan sonra -80°C’de muhafaza
edilmek tizere kaldirildi. Bu islem sonucunda alici hiicreler olan XL-1 Blue ve BL-

21(DE3)star suslari, kompetan (uyumlu) hiicre 6zelligi kazanir.

3.6. Transformasyon

Transformasyon yonteminde kullanilan hiicreler E. coli’nin kompetan (alict uyumlu)
ozelligi kazandirilmis olan XL-1 Blue ve BL21(DE3)star suslaridir. -80°C’deki
dondurucudan ¢ikartilan kompetan hiicreler buz iizerinde eritilip hiicrelerin sicaklig
yiikselmeden 50 pL hiicre kiiltiiriine 3 pL PCR f{iriinii olan farkli tipte plazmid DNA
ornekleri (yaklasik 1-10 ng DNA igerecek sekilde) eklendi.

Ornekler, 30 dak buzda bekletildikten sonra 1 dak 42°C’deki su banyosunda
inkiibasyonda inkiibasyona birakildi. 2 dak buz inkiibasyon sonrast 450 pL LB sivi
besiyeri eklendi. 37°C’de 1 saat ¢calkalamali inkiibasyon ile kiiltiirler ¢ogaltildiktan sonra

8000 rpm’de 3 dak santrifiij edilerek ¢oktiiriildii.
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Santrifiij sonrast 400 puL siipernatant kisim atilarak geriye kalan 100 pL 6rnek ise pipetle
¢oziildiiriildii ve 50 pg/mL kanamisin (Kanso) antibiyotigi iceren LBA kati besiyerine
yayma yontemi ile inokiilasyonu ger¢eklestirildi (Yuzugullu ve dig., 2013). Alict uyumlu
hiicrelerin rekombinant mutant plazmiti icerip icermediklerini belirlemek i¢in besiyeri

ortamina segici antibiyotik olan 50 pg/mL kanamisin (Kanso) eklendi.

3.7. Plazmid DNA Izolasyonu

Transformasyon islemi dogrulanan rekombinant mutant plazmide sahip olan koloniler
steril cubuk yardimu ile kat1 besiyerinden seg¢ilip alinarak plazmid DNA izolasyonunda
kullanilmak tizere LB siv1 besiyerine (%1 w/v tripton, %0,5 w/v maya ekstrakti, %1 w/v
NacCl) inokiile edildi ve segici antibiyotik varliginda (50 pg/mL kanamisin), 37°C’de bir
gece orta diizeyde ¢alkalanarak (200 rpm) biiyiitiildii.

Plazmid DNA izolasyonu, Alkalin-SDS Plazmid Miniprep yontemine dayanan QIAprep
DNA izolasyon kiti (Qiagen, Almanya) ile firma tarafindan belirtilen basamaklara

uyularak gerceklestirildi.

Bu dogrultuda; bir gece 37°C’de inkiibe edilen 10 mL (LB) taze kiiltiir 10000 rpm’de 10
dak santrifiij edildi ve siipernatant kismi atildi. Daha sonra 250 pL “Buffer P1” eklenerek
¢oziildi ve mikrosantrifiij tiipiine aktarildi. 250 pL “Buffer P2” eklendi ve 6rnek berrak
olana kadar 4 ila 6 kez alt {ist edilerek karigtirildi. 350 pLL “Buffer N3” eklendi ve 4 ila 6
kere alt iist edilerek karistirildi. 13000 rpm’de 10 dak mikrosantrifiij yapilara ¢oktiiriildii.

Stipernatant kisim eliisyon kolonuna alindi1 ve 1 dak santrifilij yapildi. Kolondan gecen
stiziintii kisim uzaklastirildi. Kolon, 500 pL “Buffer PB” eklenerek yikandi ve 1 dak
santrifiij yapilarak ¢otiiriildii. Kolondan gecen siiziintli uzaklastirildi. Kolon 0,75 mL (750
uL) “Buffer PE” eklenerek yikandi ve 1 dak santrifiij yapildi.

Kolondan gecen siiziintli uzaklastirildi. Yeniden 1 dak 13000 rpm’de santrifiij edilerek
cotiiriildii. Kolon 1,5 mL’lik yeni eppendorf tiipe aktarildi ve kolona 50 mL ddH>O
(double distile su) eklendi, 1 dak beklendikten sonra 1 dak santrifiij yapilarak plazmid
DNA elde edildi. Elde edilen 50 pL plazmid DNA -20°C’de kaldirilarak muhafaza edildi.
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3.8. Niikleik Asit Konsantrasyonu ve Safliginin Tespiti

Boliim 3.7°de agiklanan sekilde izole edilen plazmid DNA o6rneklerinin miktar1 ve
safligin1 belirlemek iizere UV spektroskopisi kullanildi. Ornegin igermis oldugu DNA
konsantrasyonu Sekil 3.1°de gosterildigi gibi hesaplandi.

(50p! DNA/mI)
(10Dy40 birim)

Sekil 3.1. DNA miktarinin hesaplanmasi (Zengin, 2016)

DNA konsantrasyonu (ul/ml) = (0D,g,) X Seyreltme faktdrii X

Orneklerin safligmin tespiti, UV spektrofotometrede 260 nm ve 280 nm dalga boyunda
yapilan Ol¢limlerin kiyaslanmasiyla belirlendi. 260/280nm orani, orneklerin safligini

belirlemek iizere bir karsilastirma imkani1 sunmaktadir.

Saf olarak ¢okeltilen plazmid DNA 6rneklerinin 260nm/280nm dalgaboyu oram 1,7-2,0

arasida olmalidir.
3.9. Agaroz Jel Elektoroforezi

0,5 g agaroz hassas terazide tartildi ve 100 mL 1X Tris-Asetat-EDTA (TAE) eklendi.
Agaroz, mikrodalga firinda kaynatilarak ¢ozelti berrak olana kadar ¢ozdiiriildii ve

50°C’de sicak su banyosunda 20 dak bekletildi.

SYBR Safe (Invitrogen, ingiltere) 5 uL olacak sekilde ¢dzeltiye eklendi ve calkalanarak
tiim ¢ozelti i¢inde dagilmasi saglandi. Cozeltinin belli bir siire sogumasi beklendikten
sonra agaroz tabagina kenarlardan tasmayacak sekilde yavasga dokiildi ve

polimerizasyon i¢in beklemeye birakildi.

Jel 1X TAE tamponu iceren tanka yerlestirildi. Ornekler yiikleme tamponu (6X; NEB,
Ingiltere) ile 1:5 oraninda karistirilarak kuyucuklara yiiklendi. Baska bir kuyucuga 6 pL
markdér (NEB, Ingiltere) yiiklendi. Elektroforez 100 V’da yaklasik 60 dak yiiriitiildii
(Yuzugullu ve dig., 2013). Agaroz jel elektroforezi sonrast DNA bantlari, ultraviyole 151k
(UV) altinda gorsellestirildi.
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3.10. DNA Dizi Analizi

Arzu edilen mutasyonu i¢eren plazmid 6rneklerinin DNA dizi analizlerinin dogrulanmasi,
Macrogen (Amsterdam, Hollanda) tarafindan yapilarak hizmet alimi seklinde

gergeklestirildi.

3.11. CATPO Varyantlarinin Uretimi

Istenen ozellikteki mutasyonu iceren plazmid oOrnekleri DNA dizi analizi ile
dogrulandiktan sonra E. coli BL21(DE3)star hiicrelerine aktarildi ve tek koloniden
cogaltilmis bakteri suslar1 LB siv1 besiyerinde aktiflestirildikten sonra 121°C’de 20 dak
otoklavda steril edilen %80 v/v gliserol eklenerek -80°C’de saklandi.

Stok kiiltiirler daha sonra yabanil tip (wt) CATPO proteini ve varyantlarinin tiretiminde
kullanildi. Bu dogrultuda; bir gece 37°C’de inkiibe edilen 10 mL (LB) taze kiiltiir, 50

ug/mL kanamisin antibiyotigi iceren 1 litrelik LB s1v1 besiyerine transfer edildi.

Ardindan 37°C’de yaklasik 2 saat inkiibe edilmis ve 30 dak’da bir 595 nm’de optik
yogunluk (OD) ol¢iildii. OD yaklasik 0,6-0,8 oldugunda besiyerine 0,1 mM IPTG
(Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside) eklenerek 30°C ve 120 rpm’de 24 saat
inkiibasyona birakildi. Hiicreler inkiibasyon sonrasinda 9000 rpm’de 15 dak santrifiij
edilerek coktiiriildii ve protein saflastirma asamasinda kullanilmak iizere -80°C’de

sakland1 (Yuzugullu ve dig., 2013).
3.12. CATPO Varyantlarinin Saflastirilmasi

Rekombinant yabanil tip CATPO ve 5 farkli yanal kanal varyantinin saflagtirilmasinda
kullanilmak iizere -80°C’de muhafa edilen hiicreler belli bir siire buzda bekletildikten
sonra 100 mL lizis tamponu (50 mM Na-HEPES, %25 (w/v) siikroz, %1 (v/v) Triton X
100, 5 mM MgCL.6H>0 1 mg/mL lizozim, 5 pL. benzonaz nukleaz (5KU, Sigma), 1:4
oraninda EDTA icermeyen proteaz inhibitor tablet, pH 8,0) icinde yaklasik 3 saat lizis

islemine birakildu.
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Lizis islemi sonrasinda hiicreler, 10000 rpm’de (+4°C’de) ¢oktiiriilerek supernatant sivi
kism1 bir gece diyaliz membranina konuldu ve baglama tamponunun i¢inde (0,5 M NaCl
iceren 20 mM Sodyum fosfat, pH 7,4) diyaliz edilerek saflastirilmak i¢in hazir hale
getirildi.

His-etiketi i¢eren rekombinant proteinlerin tek basamak seklinde saflastirilmasina olanak

saglayan afinite kromatografi teknigi kullanildi.

Bu teknikte, His-etiketli protein, nikel kolon (HiTrap, 1mL ) ig¢erisine tutuklanmis olan
Ni*? katyonuna baglanir. Baglanmamis olan proteinler ise kolondan Imidazol (5-40 mM)
ve NaCl (500 mM) iceren Sodyum fostat tampon ¢ozeltisi (20 mM, pH 7,4) ile gecirilerek
yikandiktan sonra, hedeflenen protein yiiksek miktarda imidazol i¢eren sodyum fosfat

tampon ¢ozeltisi ile kolondan geri kazanilir.

Bu yontemde ImL’lik HiTrap kolonu AKTA Prime Plus Kromatografi cihazina (GE
Healthcare, Amerika) baglandi. Saflagtirma sirasinda gerceklestirilen tiim basamaklarda
akis hiz1 1 mL/dak olarak belirlendi ve tiim ¢6zeltiler kullanilmadan 6nce degaze edilerek

0,22 pum’lik filtrelerden gegirildi.

1 mL kolon cihaza baglandiktan sonra A ve B tiipleri, oncelikle distile su ile 4 dak
boyunca yikandi. Bir sonraki asamada, baglama tamponu (20 mM Sodyum fosfat, 0,5 M
NaCl, 5-20 mM Imidazol, pH 7,4) ile yaklasik 20 dak boyunca yiiklenmeye maruz
birakildi ve His-etiketi igeren hedef proteinlerin kolona baglanmasi i¢in hazir hale
getirildi. Lizis islemi yapilan, hiicrelerinden arindirilan ve kolona yiiklemek i¢in hazir
hale getirilen hedef proteini i¢eren diyaliz 6rnegi, 1 mL/dak akis hiz1 ile kolona yiiklendi.
Daha sonra kolona baglanmamis veya zayif baglanmis proteinleri elimine etmek i¢in
kolon yikama tamponu (20 mM Sodyum fosfat, 0,5 M NaCl, 40 mM Imidazol, pH 7,4)
ile yaklasik 15 dak boyunca yikama islemine maruz birakildiktan sonra eliisyon tamponu
(20 mM Sodyum fosfat, 0,5 M NaCl, 500 mM Imidazol, pH 7,4) ile hedef proteinin
kolondan uzaklastirilmasi gergeklestirildi. Afinite kromatografisi sonucunda saf proteini
iceren franksiyonlar tek bir tiipte toplandi ve proteinlerden tuz ve imidazolii

uzaklastirmak i¢in bir gece 20 mM Sodyum fosfat (pH 7,4) ¢ozeltisi iginde diyaliz edildi.
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Diger basamakta ise, ¢oziiniir halde olan sodyum fosfat tamponu igerisindeki saf protein,
Milipore’s Amicon Ultra-15 santrifiij tiiplerine aktarilmistir ve 30 dak, 10000 rpm’de
santrifiij edildi. Konsantre edilmis 6rneklerdeki protein miktar1 Quick Start™ Bradford
Protein deneyine gore belirlendi. Konsantre edilen protein 6rnekleri, spektrofotometrik

karakterizasyon ¢alismalarinda kullanilmak iizere s1vi azot icinde dondurularak - 80°C’ye

kaldirilarak muhafa edildi.
3.13. CATPO Varyantlarinin Karakterizasyonu
3.13.1. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Saflastirilan varyantlarin safligini kontrol etmek i¢in SDS-PAGE yo6ntemi uygulandi. Bu
dogrultuda elektroforez, Bio-Rad Mini-Protean sistemi kullanilarak; %5 v/v ylikleme jeli
(125 mM Tris-HCl (pH 6,8), %0,1 w/v SDS, %5 v/v Akrilamid/Bisakrilamid ve TEMED)
ve %15 (v/v) ayirma jeli (375 mM Tris-HCI1 (pH 8.8), %0,1 w/v SDS, %15 v/v
Akrilamid/Bisakrilamid ve TEMED) hazirlanarak yapildi (Laemmli, 1970). Ornekler
indirgeme ajani iceren yilikleme tampon ile 90°C’de 10 dak kaynatilarak denatiire edildi.
Protein markor’ii olarak EuroClone (6,5-270 kDa) kullanildi. Elektroforez 200 V’da
yaklagik 50 dak yiiriitiilerek gergeklestirildi ve yiiriitiilen jeller Coomassie Brillant Blue
(CBB) ile boyandi.

3.13.2. UV Spektrum Analizi

Spektrofotometrik ¢alismalarini kapsayan biyokimyasal karakterizasyon ¢aligmalari, oda
sicakliginda Cary 60 UV-Visible Spektrofotometre (Agilent, Amerika) kullanilarak
gerceklestirildi. Saflastirilmis olan yabanil tip (WT) ve 5 varyantinin absorbsiyon spektra
Olctimleri 200-900 nm dalgaboyu araliginda, 100 mM sodyum fosfat (pH 7,0) tamponu

icerisinde ve 1 cm quvartz kiivet kullanilarak gergeklestirildi.
3.13.3. Enzim Aktivite Tayini

Katalaz (CAT) ve fenol oksidaz (PO) aktivite 6l¢lim denemeleri spektrofotometrik olarak
gerceklestirildi. Katalaz aktivitesi Beers ve Sizer (1952)’in tanimladigi yonteme
dayanarak, hidrojen peroksitin tilkendigi (kayboldugu) 240 nm dalgaboyunda

Olciilmiistiir.
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Reaksiyon karigiminda 10 mM hidrojen peroksit soliisyonu, 100 mM Sodyum fosfat
tampon (pH 7,0) soliisyonu ve toplam hacim 1 mL olacak sekilde seyreltilmis enzim
kullanildi. Enzim eklenmeden 6nce H>O> substrat soliisyonu, sicakligin dengelenmesi 1
dak boyunca sicak su banyosunda (60°C) inkiibe edildi. Soliisyon, inkiibasyon sonrasi
UV kiivete (Brand, Almanya) alind1 ve enzim eklendikten sonra 240 nm’de aktivitesi

slciildii,

Enzim aktivitesi baslangi¢ reaksiyon hizini ve hidrojen peroksitin yok olma katsayisi olan
39,4 M lem! kullanilarak belirlendi (Merle ve dig., 2007). Bir enzim iinitesi, dakikada 1
umol H>O» ayrigmasini katalize eden enzim miktari olarak tanimlandi ve agsagidaki formiil

ile hesaplandi. (Esitlik 2).

Katalaz aktivitesi Sekil 3.2°de gosterilen formiil ile hesaplandi:

i i 3
CAT akivitesi (UL - (AOD,4/At) X (1/) X Reaksiyon hacmi(ml) X (10%) ML —— )

Enzim hacmi (mL)

Sekil 3.2. Katalaz aktivitesinin hesaplanmasi (Yuzugullu, 2010)

Katalaz aktivite ol¢iim analizlerinde “kontrol/kér” olarak reaksiyon ortamina enzim

yerine tampon ¢ozelti eklenerek aktivite dl¢timleri yapildi.

Fenol oksidaz aktivitesi de ayn1 sekilde spektrofotometrik yontemler ile belirlendi. Buna
gore, 2 mL’lik reaksiyon sivisi, 0,1 M fosfat tampon ¢6zeltisi (pH 7,0) iginde hazirlanmis
olan 100 mM katekol c¢ozeltisinden 0,5 ml, ortam sivisindan 0,5 ml ve tampon

¢ozeltisinden 1 mL eklenerek hazirland.

60°C’de gerceklesen reaksiyon sirasindaki katekol oksidasyon iiriinii zamana kars1 420
nm’deki sogurma (absorbans) degisimi olarak belirlendi ve aktivite buna gore

belirlenerek hesaplandi.

Enzim aktivitesi baglangic reaksiyon hizini ve katekoliin okside olma katsayisi olan 3450
M-lem™! kullanilarak belirlendi (Ogel ve dig., 2006). 1 Unite aktivite 1 nanomol Katekol’{i
1 dak’da okside edebilen enzime karsilik gelmektedir ve asagidaki formiil ile hesaplandi

(Esitlik 3).
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Fenol oksidaz aktivitesi Sekil 3.3’de gdsterilen formiile gére hesaplandi:

S AOD,yAt) X (1) X Reaksiyon hacmi (ml) X (10°
PO ak“WtESNUImU = ( 420] ) ( ) y ( ] ( ) XSeyre“mefaktdrﬂ (3)

Enzim hacmi(mL)

Sekil 3.3. Fenol oksidaz aktivitesinin hesaplanmas1 (Yuzugullu, 2010)

Fenol oksidaz aktivite 6l¢iim analizlerinde “kontrol” olarak reaksiyon ortamina enzim

yerine tampon ¢Ozelti eklenerek aktivite dl¢timleri yapildi.
3.13.4. Protein Konsantrasyonu Analizi

Protein konsantrasyonu analizi Bradford Yontemine gore belirlenmis olup, standart
protein grafigin ¢izilmesinde ise protein olarak sigir serum albiimini (BSA) kullanildi

(Bradford, 1976).

1500 pL Bradford boyasina, 50 pL. BSA (Sigir Serum Albiimini) ¢ozeltisi (2 mg/mL)
eklendi. Orneklerin oda sicakliginda yaklasik 10 dak’lik inkiibasyon sonrasinda, 595
nm’de {i¢ tekrar seklinde absorbans degerleri 6l¢tildii.Elde edilen sonuglar dogrultusunda
standart protein grafigi (BSA egrisi) cizildi (Ek B.1) ve saflastirilan proteinlerin miktar

tayini ise bu ¢izilen standart protein grafigine gore belirlendi.
3.13.5. Kinetik Parametrelerin Analizi

Saflagtirilan katalaz varyantlarinin 0-150 mM arasindaki farkli konsantrasyonlarda
(Sutay, 2007) hidrojen peroksit ve katekol olarak kullanilarak hem katalaz hem de fenol
oksidaz aktiviteleri Olclildii ve Km, Vmax, ke Kwm (katalitik etkinlik) degerleri

Lineweaver—Burk Plot ile hesaplandi (Lineweaver ve Burk, 1934).

Tim deneyler sicaklik kontrollii bir spektrofotometre kullanilarak (Agilent, Cary 60),
60°C’de pH 7,0 olan 100 mM sodyum fosfat tamponu igerisinde ii¢ tekrar halinde
gerceklestirildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Bolge Yonelimli Mutagenez Ile CATPO Varyantlarimin Olusturulmasi

Termofilik bir mantar olan S. thermophilum’un {irettigi ¢ift aktiviteli katalaz-fenol
oksidaz (CATPO) enziminin katalaz aktivitesini etkilemeden, minimum diizeylerdeki
ikincil aktivitesi olan fenol-oksidaz aktivitesini arttirmak amaciyla enzimin yanal
kanalinda yer alan ve fenol-oksidaz aktivitede dnemli oldugu diisiiniilen K248, H246,
K323, D224 ve H214 amino asitleri iizerinde bolge yonelimli mutagenez teknigi ile

mutasyonlar gergeklestirildi.

Istenen nokta mutasyonlarmi igeren mutantlarm olusturulmasinda QuikChange bolge
yonelimli mutagenez kiti kullanildi. Uretici firma tarafindan belirtilen talimatlara gore
hazirlanan mutajenik oligoniikleotitler(primer) ile catpo geni Boliim 3.4°de belirtilen
sekilde mutasyona ugratildi. Yapilan mutasyonlar sonrasinda mutant catpo genini igeren
plazmid, Dpnl restriksiyon enzimi ile muamele edildi ve mutant gen igermeyen

plazmidlerin uzaklastirilmasi saglandi.

QuikChange bolge yonelimli mutagenez tekniginde kullanilan mutajenik primerlerin
hedef DNA ile baglanabilmesi i¢in 55°C - 63°C arasindaki farkli sicakliklar denemeler
yapildi. WT-CATPO ve varyantlarin yaklasik 8 kb¢ uzunlugundaki DNA bantlari, Sekil
4.1°de gosterilen agaroz jel elektroforezi ile gozlemlendi. H214A, K248A ve H246A
mutasyonlar1 i¢in optimum baglanma sicaklig1 55,9°C; D224 A mutasyonu i¢in optimum
baglanma sicaklig1 55-60°C (gradient PCR); K323 A mutasyonu i¢in optimum baglanma
sicaklig1 63°C olarak saptandi.

Daha 6nceden CATPO ile yapilan bolge yonelimli mutagenez ¢calismalari (Balci, 2016;
Zengin, 2016) ile olusuturulan ¢esitli CATPO varyantlar1 i¢in kullanilan optimum
baglanma sicakliklarinin bu ¢alismadaki baglanma sicakliklariyla benzer oldugu
goriildii. Bununla birlikte, agaroz jel elektroforezi sonucunda yaklagik 8 kbg
uzunlugunda DNA bantlar gézlenerek benzer sonuglar elde edildi ve sirasiyla marker
10 kbg ;P, Plazmid; 1, H246A; 2, H214A; 3, K248A; 4, K323A; 5, D224A seklinde
Sekil 4.1°de gosterildi.
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Sekil 4.1. Bolge yonelimli mutagenez sonucunda elde edilen mutant CATPO'larin agaroz
jel gorintiileri (M: Markor /10 kb¢ DNA markori; P: Pozitif kontrol /WT-CATPO; 1
H246A; 2, H214A; 3, K248A; 4, K323A; 5, D224A)

Farkli CATPO varyantlarini i¢eren rekombinant plazmidlerin DNA miktarlar1 Bolim
3.8’de belirtilen sekilde yapilarak 6l¢iildii ve sonuglar1 Tablo 4.1°de gosterildi.

Tablo 4.1. Farkli mutantlarin plazmidlerinde bulunan DNA miktarlari

Mutant DNA Miktar: (ng/pL)
H214A 150

K248A 131

D224A 151

H246A 83

K323A 81

Tablo 4.1°deki verilere gore DNA sekans analizi i¢in yeterli miktarda (> 80 ng/uL)
plazmid DNA izolasyonu elde edildi. Yakin gegmiste CATPO ile yapilan ¢alismalarda
da (Balci, 2016; Zengin, 2016), benzer miktarlarda plazmid DNA izole edildigi goriildii.

Farkli CATPO varyantlarinin istenen mutasyonlar1 icerip igermedigi ise DNA sekans
analizi hizmet alimi seklinde gerceklestirilerek Tablo 4.2’de yer alan CATPO

primerlerinin kullanmasiyla dogrulandi.
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Tablo 4.2. DNA sekans analizi i¢in tasarlanan CATPO primerleri

Primer Oligoniikleotid Dizisi

CATPO T7 (ileri) 5'-AATACGACTCACTATAG-3'
CATPO_T7 (Geri) 3'-CTATAGTGAGTCGTATTA-5'
CATPO_F700 (ileri) 5'-GTCACGGTATCCCGC-3’
CATPO_R700 (Geri) 3'-GCGGGATACCGTGAC-5'

WT-CATPO plazmidine ait olan DNA sekansi ile bes mutant varyanta ait olan DNA
sekanslart Bioedit programi kullanilarak karsilagtirildi ve istenen mutasyonlarin varligi
dogruland1 (Sekil 4.2.) WT-CATPO ile DNA sekanslar1 kiyaslanan bes varyantin,
planlanan gen bolgelerinde istenen 6zellikte mutasyonlar icerdigi gozlendi ve sekans
dizilimde herhangi bir kirlilik goriilmeden temiz bir sekans dizilimi elde edildi. Sirastyla
H246A, K248A, D224A, H214A ve K323A’nin DNA sckans analiz sonuglart Sekil
4.2°de gosterilmektedir.

pETCATPO TCCGTTTCGTTARAGACGACGOTTCTTCTARACTGATCAAATGALACK TCARATCTCGTCAGGGTAAAGCTAGTCTGRTTTCCOAA
BABRTT  fovernnnn T
2| v vIv [INTY} v viv vV v W Jav
DETCATR _ GACGGTICTICTAAACTGATCAAMDGGCACTIRAA N RCGRCAGEGTARAGCTAGIC TG TGEGAAGRAGCCAGGPICIGIC
R240A=07  [renssosennnnnnninnnnnrineninnnn COlivvinnnnnnnnonniinnineniinninnnng
2 1oV 1V 1 |V W olv v oV
pETCATRO TGICTGGTCACGGTATCCCOCGTTCTTACAGECACATARACKGCTTCGETGTTCACACTTTCCOTTTCGTTARAGACGACGRTTC]
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Sekil 4.2. WT-CATPO ve varyantlarin Bioedit programi ile olugturulan ikili dizi hizalama
sonugclari
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4.2. CATPO Varyantlarmm E. Coli’de Rekombinant Uretimi

Farkli CATPO varyantlarinin rekombinant iiretiminde E. coli BL21 (DE3)star suslari
kullanildi. Rekombinant proteinlerin iiretiminin indiiklenmesinde besi ortamina farkli

proteinler i¢in kullanilan IPTG eklendi.

E. coli BL21 (DE3)star suslarinda, T7 RNA polimeraz i¢in bir promotor bdlge bulunur.
T7 RNA polimeraz enzimi, bakterilerdeki protein sentezini dnler ve katalaz iiretimini
durdurur. Besiyerine IPTG eklenmesinin ardindan yalnizca mutant rekombinant plazmidi

iceren varyantlardan katalaz iiretimi saglanir.

Bu dogrultuda, mutasyonu DNA sekansi ile dogrulanan mutant plazmid DNA’lar, E. coli
BL21 (DE3)star hiicrelerine transformasyonu ger¢eklestirildi. (Sekil 4.3). Negatif (su) ve
pozitif kontrolleri (WT CATPO) dogrulanan transformasyonlardan, her bir mutant
CATPO varyant1 icin petride iireyen kolonilerden tek koloni sec¢ildi ve cogaltildi.
Cogaltilan hiicreler, CATPO varytantlarinin iiretimi ig¢in -80°C’ de saklandi.

Sekil 4.3°de gosterilen kontrol grubunun, plazmid DNA yerine su i¢cermesinden dolay1
koloni olusturmamasi istenen bir sonuctur. Boylece kontrol grubu g6z oniine alinarak
herhangi bir kontaminasyon goériilmeden, diger mutant plazmid DNA igeren petrilerde
koloni olusumunun basarili bir sekilde gerceklestigi goriildii. Petrilerde farkli sayida
koloni gdzlenmesi; BL-21 alict uyumlu hiicrelerine transfer edilen CATPO
varyantlariin, farkli sayilarda plazmid DNA igermesi ile ilgili oldugu sdylenebilir. Sekil
4.3’de sirastyla; kontrol, CATPO, H214A, D224A, K248A, H246A ve K323 A gosterildi.

CATPO

Sekil 4.3.CATPO varyantlarina ait plazmid DNA'larin E.coli BL21 (DE3)star hiicrelerine
transformasyonu sonras1 gozlenen koloniler (Kontrol: Negatif kontrol (su), CATPO:
Pozitif kontrol )
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Bes farkli CATPO varyantinin rekombinant tiretimi, Boliim 2.11°de belirtilen sekilde 120
rpm’de ve 30°C’de gerceklestirildi. K248A, H246A, D224A, H214A ve K323A
mutasyonlarini igeren hiicrelerin tiimiiniin yesil renkte oldugu gézlemlendi (Sekil 4.4).
Daha 6nce CATPO ile yapilan mutasyon calismalarinda hem-d grubuna sahip olan
katalazlar yesil hiicre rengine sahipken, hem-b grubuna sahip olan katalazlarin ise siit

kahvesi hiicre rengine sahip oldugu saptanmistir (Balci, 2016; Zengin, 2016).

Sekil 4.4 WT-CATPO ile bes farkli varyantinin ¢amur haline getirilen hiicrelerinin
kiyaslanmast

4.3. CATPO Varyantlarinin Afinite Kromatografi ile Saflastirilmasi

Histidin etiketli WT-CATPO ve bes varyantinin saflastirilmasi, affinite kromotografi
yontemi ile Boliim 3.12°de belirtilen sekilde tek basamakta gergeklestirildi. Histidin
etiketli rekombinant proteinlerin saflastirilmasi i¢in uygun olan Hi-Trap Chelating kolonu

(GE Healthcare) kullanildu.

Calismada kullanilan tiim rekombinant CATPO varyantlar1 histidin i¢ermeleri sebebiyle
bu proteinlerin kolon resininden eliisyonu 0,5 M tuz ve ayni miktarda imidazol i¢eren 20

mM sodyum fosfat tamponu (pH 7,4) ile miimkiin oldu.

Proteinlerin safliginin kontrolii SDS-PAGE ile yapilmis olup hepsinde jel iizerinde
yaklasik 80 kDa agirliginda tek bir bant goriildii (Sekil 4.5.) Sekil 4.5’te sirasiyla M;
Protein Markor (EuroClone), 1; WT-CATPO, 2; H246A, 3; K248A, 4; H214A, 5;
D224A, 6; K323A seklinde gosterilmektedir.
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Sekil 4.5. Histidin bagl kolon koromotografisi ile saflastirilan proteinlerin SDS-PAGE
jel goriintiisti (M; Protein Markor (EuroClone), 1; WT-CATPO, 2; H246A, 3; K248A, 4;
H214A, 5; D224A, 6; K323A)

4.4 CATPO Varyantlarimin UV Spektrumlari

Saflagtirilan WT-CATPO ve bes farkli varyantin 200-900 nm aras1 UV spektrum
analizleri yapildi. Yapilan analiz sonucunda, mutantlarin igerdikleri “Hem” grubunun tipi
ve “Hem” miktarlar1 (R, degeri) WT-CATPO ile kiyaslanarak degerlendirildi.
Monofonksiyonel katalazlar, daha 6nce de belirtildigi gibi i¢erdikleri “Hem” gruplarina
gore, Hem-d veya Hem-b grubu olmak tizere iki ayrilir. “Hem-d” grubu tastyan biiytiik alt
birimli monofonksiyonel katalazlar, UV spektrum analizinde 590 ve 715 nm’de
maksimum absorbans gosterirken; “Hem-b" grubu tasiyan kiiciik alt birimli
monofonksiyonel katalazlarin 535 ve 630 nm’de maksimum absorbans gosterdikleri
saptanmistir. Hem-b veya Hem-d grubundan en az birini igeren katalazlarin ise 406-408
nm’de Soret bandi gosterdikleri bilinmektedir (Loewen ve dig., 1986; Zamocky ve
Koller, 1999).Rekombinant WT-CATPO ve bes mutant proteinin UV spektrumlari
incelendiginde tiim proteinlerin belirgin bir “Hem” icerdigi gozlendi (Sekil 4.6. & Sekil
4.7.). WT-CATPO ve mutantlarin, igerdikleri “hem” gruplarinin ise yapilan mutasyonlar
sonucunda degismeyerek “hem-d” grubuna sahip oldugu ve tiim varyantlarin “hem-d”

grubuna 6zgii olan 590 nm’de maksimum absorbans gosterdigi saptandi. (Sekil 4.7)
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Sekil 4.6. WT-CATPO ve yanal kanal varyantlarina ait UV spektrumlarinin kiyaslanmasi
(408 nm’de soret band1 ile birlikte 590 ve 715 nm’de hem-d’nin belirleyicisi olan pikler
goriilmektedir)
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Sekil 4.7.WT-CATPO ve bes varyantinin 500-900 nm UV spektrumlarinin kiyaslanmasi
(590 ve 715 nm’de hem-d’nin belirleyicisi olan pikler gosterilmistir)

39



R, degerleri karsilagtirildiginda WT-CATPO ve varyantlarinin icerdigi Fe/Hem
miktarinin benzer oldugu belirlendi (Tablo 4.3.).

Bu bulgular, protein fonksiyonu i¢in yeterli diizeyde “Hem” sentezinin gerceklestigini

gostermektedir.

Tablo 4.3. Mutantlarin hem miktarinin spektrofotometrik analizi

Varyant Rz (A408/A280) AS590/A408 A715/A408 AS35/A408 A630/A408

wtCATPO 0,8 0,18 0,06 0,08 0,06
H214A 0,8 0,17 0,07 0,09 0,08
K248A 0,8 0,17 0,06 0,09 0,07
D224A 0,8 0,18 0,07 0,09 0,08
H246A 0,7 0,19 0,09 0,10 0,10
K323A 0,7 0,16 0,06 0,09 0,07

Tablo 4.3.’deki A590/A408 ve A715/A408 absorbans oranlarinin, E. coli HPII katalazi
ile yapilan bagka bir calismadaki (Loewen ve dig., 1993) hem d igeren varyantlarin

absorbans oranlar1 arasinda benzerlik oldugu belirlendi.

Boylece, bu calismada elde edilen A590/A408 ve A715/A408 absorbans oranlarinin diger

hem-d igeren katalazlar ile orantili oldugu goriildii.
4.5. WT-CATPO ve Varyantlarinin Spesifik Aktivitelerinin Kiyaslanmasi

WT-CATPO ve bes varyantinin katalaz (CAT) ve fenol oksidaz (PO) aktivite dlgtimleri
Boliim 3.13.3’de belirtilen sekilde yapildi ve spesifik aktiviteleri Tablo 4.4’te kiyaslandi.

Tablo 4.4’de verilen CATPO mutantlari, yanal kanal iizerinde fenolik bilesikler i¢in
tanimlanan substrat/inhibitor baglayici bolgede (Yuzugullu Karakus ve dig., 2018) veya
bolgeye yakin mesafede yer alan His246, Lys248, Lys323, His214 ve Asp224 amino
asitlerinin (Sekil 2.12) hedef segilerek daha kiigiik zincirli Ala amino asidine
doniistiiriilmesiyle olusturuldu. Amag, yanal kanalin genisletilerek fenolik bilesikler i¢in

daha uygun hale getirilmesi ve buna bagli olarak oksidaz aktivitenin arttirilmasiydi.
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Tablo 4.4. WT-CATPO ve varyantlarimin spesifik aktiviteleri ile hem tiplerinin
kiyaslanmasi

Spesifik aktivite % WT aktivite
Katalaz Fenol oksidaz
aktivite aktivite Fenol Hem

Varyant (pmol/mg/min) (nmol/mg/min) Katalaz oksidaz tipi

WT-CATPO 15700 + 281 211 +£2,0 100 100 d
H214A 2340+3 360+ 0,8 15 171 d
K248A 5028 £27 524+ 0,8 32 248 d
D224A 14500 + 175 351+0,9 92 166 d
H246A 5875 £ 145 585+0,7 37 277 d
K323A 14448 + 89 443 £1,6 92 210 d

Beklenildigi gibi WT-CATPO’ya gdre mutant proteinlerin hepsinin fenol-oksidaz
aktivitesinde artis gozlendi (Tablo 4.4). Bu artisin biiyiikten kiigiige dogru sirasiyla;
H246A,K248A, K323A, H214A ve D224A seklinde oldugu belirlendi. Ancak, H214A,
K248A ve H246A’ nin katalaz aktivitelerinde sirasiyla %85, %68 ve %63 oranlarinda
diisiis tespit edildi.

Pozitif yiiklii imidazol halkasi tagiyan His214, yanal kanalda daha onceki ¢aligmalarda
(Yuzugullu Karakus ve dig., 2018) tespit edilen katalaz inhibitérii 3TR’den yaklasik 7.8
Angstrom uzakta, inhibitor baglanma bolgesinin yukar1 kisminda yer almaktadir (Sekil
2.12). Aktif bolgeye kismen yakin bolgede bulunan Asnl56 ile polar bag
yapmaktadir.Gergeklestirilen mutasyon sonucu olusan Ala214 varyantinda katalaz
aktivitede gozlenen %85°lik kayip bu konumda Histidin amino asidinin bulunmasinin
onemli olduguna isaret etmektedir. Histidin amino asidinin protein yapisinin
stabilizasyonunda rol aldig1 (Chelikani ve dig., 2004) diisiiniildiigiinde, daha kii¢iik yan
zincirli hidrofobik bir amino asite doniisiimii (Ala) protein yapisini etkilemis olabilir ki

bu da katalaz aktivitesindeki diisiisii aciklar.
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Pozitif yiiklii Lys248 amino asidi yanal kanalda substrat/inhibitér baglayici bolgenin
(Yuzugullu Karakus ve dig., 2018) ylizeyinde yer almaktadir (Sekil 2.12). Bu bolgede
bulunan Asp224 ile iyonik etkilesimdedir. Ayrica His246 ve Glu316 ile birlikte protein
i¢c kismindaki su molekiilii ile H-bag1 yapma egilimindedir. Diger bir deyisle, Lys248
uzun yan zinciri sebebiyle yanal kanali daraltmakta ancak etrafindaki polar amino
asitlerle etkilesim i¢indedir. Bu sebeple Lys248’in Ala248’e doniisiimii, yanal kanalin
genislemesi ile buraya fenolik madde gecisini hizlandirmis olabilir ancak protein tersiyer
yapisini sabitleyen zayif baglarin olusumunu engelleyebileceginden katalitik aktivitede

diisiise sebep olmus olabilir.

His246, yanal kanalda tanimlanan substrat/inhibitdr baglayic1 bolgede 3TR etrafinda
dizilmis amino asitlerden biridir (Sekil 2.12). Daha 6nce gercgeklestirilen caligmada
His246’nin Trp246’a doniisiimiiniin katalaz ve fenol oksidaz aktivitelerinde yabanil tip

CATPQO’ya gore sirayla %35 ve %85’lik bir diisiis ile sonuglandig1 rapor edilmistir.

Trp gibi aromatik halkaya sahip amino asidin kanali biiyiik 6l¢lide daraltarak muhtemelen
oksidatif substratlarin burada tutulmasini engelleyerek fenol oksidaz aktivitede dnemli
olgiide diisiise sebep olabilecegi yorumlanmistir (TUBITAK Proje 113Z744 Sonug
Raporu). H246W varyantinin fenol oksidaz aktivitesindeki yliksek kayba ragmen katalaz
aktivitesinde gozlenen nispeten diisiik diizeydeki azalma goz Oniine alindiginda bu
calisgmada H246A varyantinin katalaz aktivitesinin aynmi sekilde onemli diizeyde

etkilenmeden fenol oksidaz aktivitesinin artmasi beklendi.

Tahmin edildigi gibi H246A nin fenol oksidaz aktivitesinde %277’lik bir artis tespit
edilmesine ragmen katalaz aktivitesinde %63 oranda diislis gbzlendi. Bu durum fenolik
bilesiklerin ‘hem’ iceren aktif bolgeye yonelimi sonucu H>Oz’nin aktif bolgede tutunma
siiresinin  etkilenmesinden kaynakli olabilir. Bu bulgular dogrultusunda; yapilan
mutasyonlar sonucunda yanal kanal ¢apinin genislemesine bagli oldugu diisiiniilerek WT
CATPO enzimine gore tim mutantlarin fenol-oksidaz aktivitelerinin arttig1 gézlemlendi.
Spesifik aktivite analizi sonrasi elde edilen bulgular, WT-CATPO enzimine gore tim

varyantlarin fenol-oksidaz aktivitelerinin yaklasik 2 ila 3 kat arttigin1 géstermektedir.
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Boylece tiim mutantlarin, yapilan mutasyonlar neticesinde daha kisa yan zincir grubuna
sahip olan Alanin (Ala) amino asitine doOniistiiriilmesi ile yanal kanal capinin
genislemesine baglh oldugu diisiintilerek kanaldan fenolik bilesiklerin aktif bolgeye

erisiminin kolaylagmasi ve enzimin fenol-oksidaz aktivitesinin arttirilmasi saglandi.

Ancak, WT-CATPO’ya gore tiim varyantlar arasindan sadece K323A ve D224A
varyantlarinin katalaz aktiviteleri diismeden fenol oksidaz aktivitelerinde bir artig
goriildigi tespit edildi. Diger taraftan tiim varyantlarin “Hem” tiplerinde herhangi bir
degisikliklik kaydedilmemekle birlikte WT-CATPO ile mutantlarin “d-tipi hem” grubuna
sahip olduklar1 belirlendi (Tablo 4.4.).

Yanal kanal ile yapilan benzer bir ¢alismada (Yuzugullu Karakus ve dig., 2018), bu
kanalda gesitli fenolik bilesikler i¢in bir susbtrat/inhibitdr baglanma bolgesinin varligina
isaret edilmistir. Bu caligmada gerceklestirilen mutasyonlar sonucunda ise WT-CATPO
enzimine gore tiim mutantlarin fenol oksidaz aktivitelerindeki artis, burada ¢esitli fenolik

bilesikler i¢in substrat baglayici bolgenin varligini desteklemektedir.

Sonu¢ olarak, WT-CATPO’ya gore tiim varyantlarin oksidaz aktivitelerinde artis
goriilmekle birlikte katalaz aktivitesi diismeden fenol-oksidaz aktivite agisindan daha
aktif olan K323A ve D224A varyantlarinin olusturulmasi gerceklestirildi. Boylece
K323A ve D224A varyantlarinin, etkin bir enzim gelistirilmesi i¢in istenen sartlari
saglayan ve katalaz aktivitesi diigmeden fenol oksidaz aktivitesi artan varyantlar oldugu

goriildii.
4.6. CATPO Varyantlarinin Kinetik Analizlerinin Kiyaslanmasi

WT-CATPO ve bes varyantinin kinetik 6zelliklerinin karsilagtirilmasi: hem katalaz hem
de fenol oksidaz aktiviteleri Olgiilerek yapildi. WT-CATPO ve mutantlarin artan H>O»
konsantrasyonlarinda katalaz aktiviteleri dl¢iilerek kinetik analizleri Boliim 3.13.5°de
belirtildigi sekilde yapildi ve Tablo 4.5°te kiyaslandi.Michaelis-Menten sabitlerinden biri
olan Kv degeri, enzimin subtrata olan affinitesinin (ilgisinin) bir géstergesi olarak bilinir.
Yiiksek Km degeri substrat i¢in daha diistik bir affiniteyi gosterirken, diistik bir Ky degeri

ise substrat i¢in daha yiiksek bir afiniteyi gosterir.
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Vmax degeri ise bir enzimin ulagabilecegi maksimum hiz degerini temsil etmektedir.
Enzimin katalitik devir sayist olarak da bilinen kea degeri, her enzim bolgesinin birim
zamanda substrati iirline doniistiirme sayisidir. kea/Km orani ise, katalitik etkinlik olarak

tanimlanir (Rogers ve Gibon, 2009).

Tablo 4.5. WT-CATPO ve varyantlarinin katalaz aktivite i¢in hesaplanan kinetik sabitleri

Kwm Vmax Kecat Keat/Km

Protein (mM) (umol mL-! dak™) ) (s M)
WT-CATPO 10 500000 203000 20300
H246A 75 2500000 2358875 31452
K248A 67 1666666 1397852 20970
K323A 50 1000000 943657 18873
H214A 43 1428571 1572584 36700
D224A 33 1111111 1223461 36741

Tablo 4.5’teki verilere géore WT-CATPO enziminin Ky degerinin CATPO varyantlarina
gore diisiik olmasi beklenen bir sonuctur. Ciinkii WT-CATPO enziminde Fe/hem iceren
aktif bolgeye, yanal kanaldan erisilebilirlik kanal {izerinde bulunan amino asit kalintilar
ile sinirlanir ve bdylece aktif bolgeye H2O2 disindaki substratlarin yanal kanaldan erigimi

bu sekilde engellenerek H2O2’ye olan ilgi artmis olur.

Yanal kanaldaki hedef amino asitlerin daha diisiik yan zincirli amino asite doniistiiriilerek
H>0; disindaki fenolik bilesiklerin erisiminin saglanmasiyla Km degerinin yliksek

cikmasi beklenen bir sonugtur. Spesifik aktivite sonucu ile tutarlidir.

Kwm degerinin yani sira genel olarak tiim varyantlarda Vmax ve kear degerleri de WT
CATPO’ya oranla artig gosterdi. Buna bagli olarak katalitik etkinliklerini belirleyen
kea/Km degerlerinde WT-CATPO’ya gore onemli bir degisiklik gézlenmedi (Tablo 4.5.).

Bu istenilen bir sonug olup hedef secilen amino asitlerin katalaz aktivitesi yerine daha

cok fenol-oksidaz aktivite lizerinde rol oynadigina isaret etmektedir.
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Tiim varyantlarin kear oranlarinin yabanil tip enzime gore artmis olmasi (Tablo 4.5.), bu
durumun kanal genislemesine ile reaksiyon iiriin salinimimin kanaldan daha fazla

kolaylasmasi ile ilgili oldugu diisiiniilebilir.

Yanal kanal ile gerceklestirilen baska bir benzer ¢alismada ise E.coli HPII katalazinin
(Sevinc ve dig., 1999) yanal kanalinda bulunan R260 amino asit kalintis1 hedef se¢ilerek,
R260A mutasyonu sonucu yanal kanalin genisletilmesi ile reaksiyon tirlinlerinin kanaldan
daha kolay salimiminin gergeklestigi ve HoO> disindaki ¢esitli bilesiklerin aktif bolgeye

erisiminin de kolaylastig1 séylenmistir.

Mutant varyantin katalitik devir hizindaki (kcar degeri) artisin ise yanal kanaldan iirlin
salmmminin daha fazla kolaylasmasindan kaynaklanabilecegi sdylenmistir. Boylece,
amino asit kalintilarinin daha kisa yan zincir grubuna dontistiiriilmesi ile (alanin) keat

degerlerinin artmasi sonucunda benzer yorumlar yapilabilir.

Bu sonuglar dogrultusunda tiim varyantlarin, yapilan mutasyonlar sonucunda daha kisa
yan zincir grubuna sahip olan Alanin (A) amino asidine doniistiiriilmesiyle dogal enzime

(WT-CATPO) gore Kwm, keat ve Vmax degerlerinin arttig1 gézlemlendi.

Katalaz aktivitesine bagli katalitik etkinlikte (kca/Km) belirgin bir degisikligin
goriilmemesi ise, hedef secilen mutasyonlarin daha ¢ok fenol oksidaz aktivite tlizerinde
rol oynadigindan kaynaklanabilecegini dogrulamaktadir. Bu durum istenilen bir sonug

olup spesifik aktivite sonuglari ile tutarhdir.

Bununla birlikte, tiim mutantlar ile yapilan mutasyonlar sonucunda kanal capinin
genislemesi ile muhtemelen fenolik bilesiklerin aktif bolgeye erismesine bagli olarak
H>0>’ye olan ilginin azaldig1 ve bunun dogrultusunda Ky degerlerinin dogal enzime gore

artt1g1 belirlendi.

Dogal enzime gore varyantlarin kcat degerlerindeki artisin ise, yanal kanal ile yapilan
baska bir benzer caligmada da (Sevinc ve dig., 1999) belirtildigi gibi kanalin genislemesi
sonucu aktif bolgeden reaksiyon iirlin salinimin daha fazla kolaylasmas ile ilgili oldugu

distiniilmektedir.
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WT-CATPO ve mutantlarin artan katekol konsantrasyonlarda fenol-oksidaz aktiviteleri

oOlgiilerek kinetik analizleri yapild1 ve Tablo 4.6’da gosterildi.

Tablo 4.6. WT-CATPO ve varyantlarinin fenol-oksidaz aktivite i¢in hesaplanan kinetik
sabitleri

Kut Vmax Kecat Keat/Km

Protein (mM) (nmol mL! dak™) (s (s M)
WT-CATPO 33 25000 23809 733
H246A 15 50000 47178 3145
K248A 10 33333 27957 2796
K323A 20 33333 31455 1572
H214A 23 25000 27520 1223
D224A 25 25000 27528 1101

Tablo 4.6.’daki bulgulara gore, ¢alisilan tim varyantlarda Ky degeri WT-CATPO’ya
gore daha disiik ¢ikmis olup CATPO varyantlarinin katekole ilgisi dogal enzime gore
daha yiiksektir. Bu durum, WT-CATPO’ya gore tiim varyantlarda gozlenen artan fenol
oksidaz aktivitesi (Tablo 4.4.) ile tutarhdir.

Bununla birlikte kea/Km degerlerinin de dogal CATPO’ya gore belirgin bir sekilde arttigi
belirlendi. Dogal CATPO’ya gore tiim varyantlarin katekole baglh katalitik
etkinliklerindeki bu belirgin artisin, hedef se¢ilen amino asitlerin katalaz aktivitesi yerine

daha ¢ok fenol-oksidaz aktivite lizerinde rol oynadigini desteklemektedir.

CATPO varyantlarmmin Vmax degerlerinin kiyaslanmasina gore H246A hari¢ dogal
enzime gore belirgin bir degisiklik gdzlenmedi (Tablo 4.6.). Nitekim, H246 A mutantinin
katekole bagl katalitik etkinliginde (kca/Km) dogal CATPO enzimine gore yaklasik 4 kat
artig goriildii. Bu durum H246A’nin, dogal CATPO enzimine kiyasla diger varyantlar
icinde en yiiksek fenol oksidaz aktiviteye sahip olmasi ile tutarhidir (Tablo 4.4.).

Tablo 4.6’daki verilere gore, WT-CATPO enzimine kiyasla mutantlarin katalitik
etkinliklerinde (kca/Kwm) sirasiyla biiyiikten kiicige dogru; H246A, K248A, K323A,
H214A ve D224A seklinde artis gortildii.
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Katekole bagli katalitik etkinlikleri agisindan degerlendirildiginde tiim varyantlarda genel
olarak bir artig goriildii ancak en yiiksek artis H246A ve K248 A varyantlarinda gozlendi.

Bu bulgular, spesifik aktivite sonuglarin1 desteklemektedir.

Sonug olarak, kinetik analizlere gore katalitik aktivite degismeden fenol oksidaz
aktivitede tiim varyantlarda artis gozlendi. En yiiksek artis H246A ve K248A’da tespit
edildi. Ancak spesifik aktivite bulgularina gére bu varyantlarin katalaz aktivitelerinde
onemli distsler gorildii. Bu sebeple, spesifik aktivite ve kinetik analiz sonuglar1 birlikte
degerlendirildiginde istenen kosullar1 saglayan varyantlarin K323A ve D224A oldugu
tespit edildi.
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5.SONUC VE ONERILER

Bu calismada, cift aktiviteli CATPO enziminin katalitik etkinligini arttirmak amaciyla
bolge yonelimli mutasyon calismalar1 yapildi. Bu amacgla, CATPO enziminin katalaz
aktivitesini etkilemeden cok diisiik seviyede gerceklestigi tanimlanan ikincil fenol
oksidaz aktivitesini arttirmak {izere, yanal kanalda bulunan farkli amino asitler (K248,
H246, K323, D224 ve H214) hedef secilerek bolge yonelimli mutagenez teknigi ile

istenen mutasyonlar olusturuldu.

Olusturulan her bir mutantin UV-spektrum sonuglarina bakildiginda, ‘hem’ gruplarinin
tipleri yapilan mutasyonlar sonucunda degismeyerek WT-CATPO ile ayn1 oldugu ve tiim
mutantlarin &’ tipi ‘Hem’ grubuna sahip oldugu goézlendi. Bununla birlikte WT-CATPO
enzimi ile diger mutantlarin igermis oldugu “hem” miktarlarinin ise (R, degerleri) benzer
oldugu gozlendi. Diger bir deyisle tasarlanan mutasyonlar aktif enzim olusumunu

destekler niteliktedir.

WT-CATPO ve bes varyantin katalaz ve fenol oksidaz aktiviteleri kiyaslandiginda,
varyantlarin fenol oksidaz aktivitelerinde yaklagik 2-3 kat artis goriildii. WT-CATPO’ya
gore mutantlarin fenol oksidaz aktivitelerinin biiyiikten kii¢lige dogru sirastyla H246A
(%277), K248A (%248) ,K323A (%210),H214A (%171) ve D224A (%166) seklinde
oldugu tespit edildi.

Boylece tiim varyantlarin, gergeklestirilen mutasyonlar sonucunda daha kisa yan zincir
grubuna sahip olan Alanin (A)’e doniistiiriilmesi ile yanal kanal ¢apinin genisleyerek
kanaldan fenolik bilesiklerin ‘hem’ iceren aktif bolgeye erisiminin kolaylagsmasi ve
enzimin diisiik seviyelerdeki ikinci aktivitesi olan fenol-oksidaz aktivitesinin arttirilmasi

saglandi.

Diger taraftan, K323A ve D224A hari¢ diger varyantlarin (H214A, K248A ve H246A)
katalaz aktivitelerinde diisiis gozlendi. Boylece, etkin bir enzim gelistirmek i¢in istenen
sartlar1 saglayan ve WT-CATPO’ya gore katalaz aktivitesi diismeden fenol oksidaz
aktivite agisindan daha aktif olan varyantlarin K323A ve D224A oldugu belirlendi.
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WT-CATPO ve bes varyantin artan hidrojen peroksit konsantrasyonlarinda katalaz
aktiviteleri Olgiilerek kinetik analizleri yapildi. Artan hidrojen peroksite baglh kinetik
analiz parametreleri, WT-CATPO’ya gore tiim mutantlarin Ky, Vmax ve keac degerlerinde

artis oldugunu gosterdi.

WT-CATPO’ya gore Km degerlerindeki artig, tiim mutant varyantlarin H>O2’ye olan
ilgisinin azaldigina isaret etmektedir. Ek olarak H2O2’ye bagl kinetik analiz sonucunda
gore tiim mutantlarin katalitik etkinliklerinde (kca/Km) WT CATPO’ya gore 6nemli bir
degisiklik goriilmedi. Bu durum, istenen bir sonu¢ olmakla birlikte hedef se¢ilen amino
asitlerin katalaz aktivitesi yerine daha ¢ok fenol oksidaz aktivite lizerinde rol oynadigina

isaret etmektedir.

WT-CATPO ve bes varyantin artan katekol konsantrasyonlarinda fenol oksidaz
aktiviteleri Olgiilerek kinetik analizleri de yapildi. Artan katekole bagl kinetik analiz
parametrelerine gore, WT-CATPQO’ya gore tiim varyantlarin Km degerlerinin daha diisiik
oldugu goriildii. Bu sonuglar, tiim mutantlarin WT-CATPO’ya kiyasla katekole olan
ilgisinin arttigini gostermekte olup varyantlarin spesifik aktivite sonuglari ile tutarhdir.
Buna ek olarak, WT-CATPO’ya gore fenol oksidaz aktiviteye baglh Kkatalitik
etkinliklerinde (kca/Kwm) ise 2 ila 4 kat bir artig goriildii. Bu veriler, hedef se¢ilen amino
asitlerin daha ¢ok fenol oksidaz aktivite lizerinde rol oynadigini desteklemektedir. Sonug
olarak, spesifik aktivite ve kinetik analizler birlikte degerlendirildiginde katalaz aktivitesi
diismeden fenol oksidaz aktivitesi artan ve katalitik etkinlik agisindan dogal enzime gore

daha aktif olan varyantlarin K323A ve D224A oldugu tespit edildi.

Bu ¢alismada rekombinant DNA teknolojisi ile katalaz aktivitesi diismeden fenol oksidaz
aktivite ve katalitik etkinlik acisindan dogal CATPO enziminden daha aktif olan iki
varyant elde edildi. Gergeklestirilen bu calismanin, gelecekte enzim ve protein
mithendisligi ¢alismalar1 icin yol gdsterici olacagina inanilmaktadir. Yapilan bu
calismaya Oneri olarak; varyantlara ait aktivitedeki degisimi gozlemlemek icin ¢esitli
inhibitorler aracilii ile bir inhibisyon c¢aligmasi, fenol oksidaz aktivitesi artan mutant
varyantlarin enzimin yanal kanal yapisinda meydana getirdigi degisimlerin molekiiler
analizi i¢in X 1s1m kristalografisi ve oksidaz aktivitesini yiiksek diizeyde arttirmaya

yonelik farklt mutant varyantlarin olusturulmasi hedeflenebilir.
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Ek-A

Besiyeri ve Cozeltiler
Luria Broth (1 litre)

10 g Tripton

5g Maya Ekstrati
10 g NaCl

Son hacim 1 litre

Luria Broth Kanamisin Agar (1 litre)

10 g Tripton

5g Maya Ekstrati

10 g NaCl

20 g Agar-agar

Son hacim 1 litre. Besiyerine 50 pg/mL kanamisin (Kanso) eklenir.

EDTA (0,5 M, pH 8)

7,3 g EDTA tartilir, 30 mL distile su ile ¢ozdiiriiliir. pH 8,0 olana kadar 1 M NaOH
eklenir, 0,22 um’lik filtreden gegirilir.

IPTG (1 M)

2,4 g IPTG tartilir, 10 mL distile su icerisinde ¢ozdiiriiliir ve filtreden gegirilir. -20°C’ de
saklanir.

Lizis Tamponu (100 mL)

50 mM HEPES (Na Salt)

%25 (w/v) Siikroz

%1 (v/v) Triton-X 100

5 mM MgClx6H20

Son hacim 100 mL. pH 8’e ayarlanir.

Sterilizasyon i¢in 0,22 umlik filtreden gecirilir ve 4°C ‘de saklanir.

Taze olarak hazirlanan 1 mg/ml lizozim tartilir, 5 pLL Benzonaz niikleaz (Sigma) ve 50
pL proteaz inhibitor (EDTA icermeyen) liziz tampona eklenir.

Sodyum Fosfat Tamponu (20 mM, 5 litre, pH 7,4)

146 g NaCl

2,9 g Monobasic

21,7 g Dibasic

Son hacim 5 litre, pH 7,4 ayarlanip 4°C ‘de saklanir.
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Baglama Tamponu (1 litre, pH 7,4)

0,59 g Monobasic

4,34 g Dibasic

29,22 g NaCl

1,36 g Imidazol

500 mL, pH 7,4 ayarlanir ve son hacim 1 litreye tamamlanarak 4°C ‘de saklanir.

Yikama Tamponu (1 litre, pH 7,4)

0,59 g Monobasic

4,34 g Dibasic

29,22 g NaCl

34 g Imidazol

500 mLdistile su igerisinde ¢ozdiiriiliirerek pH 7,4 ayarlanir ve son hacim 1 litreye
tamamlanarak 4°C ‘de muhafaza edilir.

Coomassie Parlak Mavi Soliisyonu (1 litre)

450 mL Metanol

70 mL Asetik asit

480 mL Distile su

2,5 g Coomessie Mavisi

Koyu renkli sisede 4°C’de saklanir.

Destain Soliisyonu (1 litre)

250 mL Metanol

150 mL Asetik Asit

675 mL Distile su

Oda sicakliginda saklanir.
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Ek-B

Bradford Yontemi ile Protein Konsantrasyonunun Hesaplanmasi

Protein konsantrsasyonunu belirlemek icin strandart protein olarak sigir serum albiimin
(BSA) egrisi kullanildi. Hazirlanan 2 mg/mL’lik stok BSA ¢ozeltisi, ayn1 tampon ¢ozelti
kullanilarak uygun oranlarda seyreltildi ve 0, 0,125, 0,25, 0,50, 0,75, 1, 1,5, 2 mg/mL
konsantrasyonlarda standart protein c¢ozeltileri hazirlandi. 1,5 mL’lik ependorflarda
hazirlanan farklt BSA konsantrasyonlarimdan 50 pL protein ve 1,5 mL Bradford reaktifi
eklendi.Proteinlerin, oda sicakliginda 10-15 dakikalik inkiibasyonu ardindan
spektrofotometrede 595 nm’de dlgiimleri gergeklestirildi. (Sekil B.1.)
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Sekil B. 1. Protein miktar tayini icin BSA egrisi
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Ek-C
Yanal Kanal Mutant Varyantlarinin Amino Asit Sekans Dizilimi

Yanal kanalda bulunan ve mutasyona ugratilan aminoasitler kirmizi renk ile
belirtilmektedir. CATPO mutant varyantlarinin molekiil agirhik ve pl degerleri,
“http://web.expasy.org/compute pi/” web adresinden hesaplandi.(URL-2).

H214A Varyantinin Amino Asit Sekans Dizilimi

MGSSHHHHHHSSGENLYFQGHMTCPFADPAALYSRQDTTSGQSPLAAYEVDD
STGYLTSDVGGPIQDQTSLKAGIRGPTLLEDFMFRQKIQHFDHERVPERAVHAR
GAGAHGTFTSYADWSNITAASFLNATGKQTPVFVRFSTVAGSRGSADTARDVH
GFATRFYTDEGNFDIVGNNIPVFFIQDAIQFPDLIHSVKPRPDNEIPQAATAHDSA
WDFFSQQPSTMHTLFWAMSGAGIPRSYRHMDGFGVHTFRFVKDDGSSKLIKW
HFKSRQGKASLVWEEAQVLSGKNADFHRQDLWDAIESGNGPEWDVCVQIVDE
SQAQAFGFDLLDPTKIPEEYAPLTKLGLLKLDRNPTNYFAETEQVMFQPGHIVR
GIDFTEDPLLQGRLFSYLDTQLNRNGGPNFEQLPINMPRVPIHNNNRDGAGQMF
IHRNKYPYTPNTLNSGYPRQANQNAGRGFFTAPGRTASGALVREVSPTFNDHW
SQPRLFFNSLTPVEQQFLVNAMRFEISLVKSEEVKKNVLTQLNRVSHDVAVRVA
AAIGLGAPDADDTYYHNNKTAGVSIVGSGPLPTIKTLRVGILATTSESSALDQA
AQLRTRLEKDGLVVTVVAETLREGVDQTYSTADATGFDGVVVVDGAAALFAS
TASSPLFPTGRPLQIFVDAYRWGKPVGVCGGKSSEVLDAADVPEDGDGVY SEE
SVDMFVEEFEKGLATFRFTDRFALDS

w=79258.21 Da pl: 5.47
K248A Varyantinin Amino Asit Sekans Dizilimi

MGSSHHHHHHSSGENLYFQGHMTCPFADPAALYSRQDTTSGQSPLAAYEVDD
STGYLTSDVGGPIQDQTSLKAGIRGPTLLEDFMFRQKIQHFDHERVPERAVHAR
GAGAHGTFTSYADWSNITAASFLNATGKQTPVFVRFSTVAGSRGSADTARDVH
GFATRFYTDEGNFDIVGNNIPVFFIQDAIQFPDLIHSVKPRPDNEIPQAATAHDSA
WDFFSQQPSTMHTLFWAMSGHGIPRSYRHMDGFGVHTFRFVKDDGSSKLIKW
HFASRQGKASLVWEEAQVLSGKNADFHRQDLWDAIESGNGPEWDVCVQIVDE
SQAQAFGFDLLDPTKIPEEYAPLTKLGLLKLDRNPTNYFAETEQVMFQPGHIVR
GIDFTEDPLLQGRLFSYLDTQLNRNGGPNFEQLPINMPRVPIHNNNRDGAGQMF
IHRNKYPYTPNTLNSGYPRQANQNAGRGFFTAPGRTASGALVREVSPTFNDHW
SQPRLFFNSLTPVEQQFLVNAMRFEISLVKSEEVKKNVLTQLNRVSHDVAVRVA
AAIGLGAPDADDTYYHNNKTAGVSIVGSGPLPTIKTLRVGILATTSESSALDQA
AQLRTRLEKDGLVVTVVAETLREGVDQTYSTADATGFDGVVVVDGAAALFAS
TASSPLFPTGRPLQIFVDAYRWGKPVGVCGGKSSEVLDAADVPEDGDGVY SEE
SVDMFVEEFEKGLATFRFTDRFALDS

w =79267.18 Da pl: 5.46

65



D224A Varyantinin Amino Asit Sekans Dizilimi

MGSSHHHHHHSSGENLYFQGHMTCPFADPAALYSRQDTTSGQSPLAAYEVDD
STGYLTSDVGGPIQDQTSLKAGIRGPTLLEDFMFRQKIQHFDHERVPERAVHAR
GAGAHGTFTSYADWSNITAASFLNATGKQTPVFVRFSTVAGSRGSADTARDVH
GFATRFYTDEGNFDIVGNNIPVFFIQDAIQFPDLIHSVKPRPDNEIPQAATAHDSA
WDFFSQQPSTMHTLFWAMSGHGIPRSYRHMAGFGVHTFRFVKDDGSSKLIKW
HFKSRQGKASLVWEEAQVLSGKNADFHRQDLWDAIESGNGPEWDVCVQIVDE
SQAQAFGFDLLDPTKIPEEYAPLTKLGLLKLDRNPTNYFAETEQVMFQPGHIVR
GIDFTEDPLLQGRLFSYLDTQLNRNGGPNFEQLPINMPRVPIHNNNRDGAGQMF
IHRNKYPYTPNTLNSGYPRQANQNAGRGFFTAPGRTASGALVREVSPTFNDHW
SQPRLFFNSLTPVEQQFLVNAMRFEISLVKSEEVKKNVLTQLNRVSHDVAVRVA
AAIGLGAPDADDTY YHNNKTAGVSIVGSGPLPTIKTLRVGILATTSESSALDQA
AQLRTRLEKDGLVVTVVAETLREGVDQTYSTADATGFDGVVVVDGAAALFAS
TASSPLFPTGRPLQIFVDAYRWGKPVGVCGGKSSEVLDAADVPEDGDGVYSEE
SVDMFVEEFEKGLATFRFTDRFALDS

w =79280.27 Da pl :5.55
H246A Varyantinin Amino Asit Sekans Dizilimi

MGSSHHHHHHSSGENLYFQGHMTCPFADPAALYSRQDTTSGQSPLAAYEVDD
STGYLTSDVGGPIQDQTSLKAGIRGPTLLEDFMFRQKIQHFDHERVPERAVHAR
GAGAHGTFTSYADWSNITAASFLNATGKQTPVFVRFSTVAGSRGSADTARDVH
GFATRFYTDEGNFDIVGNNIPVFFIQDAIQFPDLIHSVKPRPDNEIPQAATAHDSA
WDFFSQQPSTMHTLFWAMSGHGIPRSYRHMDGFGVHTFRFVKDDGSSKLIKW
AFKSRQGKASLVWEEAQVLSGKNADFHRQDLWDAIESGNGPEWDVCVQIVDE
SQAQAFGFDLLDPTKIIPEEYAPLTKLGLLKLDRNPTNYFAETEQVMFQPGHIVR
GIDFTEDPLLQGRLFSYLDTQLNRNGGPNFEQLPINMPRVPIHNNNRDGAGQMF
IHRNKYPYTPNTLNSGYPRQANQNAGRGFFTAPGRTASGALVREVSPTFNDHW
SQPRLFFNSLTPVEQQFLVNAMRFEISLVKSEEVKKNVLTQLNRVSHDVAVRVA
AAIGLGAPDADDTYYHNNKTAGVSIVGSGPLPTIKTLRVGILATTSESSALDQA
AQLRTRLEKDGLVVTVVAETLREGVDQTYSTADATGFDGVVVVDGAAALFAS
TASSPLFPTGRPLQIFVDAYRWGKPVGVCGGKSSEVLDAADVPEDGDGVY SEE
SVDMFVEEFEKGLATFRFTDRFALDS

w=79258.21 Da pl: 5.47
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K323A Varyantinin Amino Asit Sekans Dizilimi

MGSSHHHHHHSSGENLYFQGHMTCPFADPAALYSRQDTTSGQSPLAAYEVDD

STGYLTSDVGGPIQDQTSLKAGIRGPTLLEDFMFRQKIQHFDHERVPERAVHAR
GAGAHGTFTSYADWSNITAASFLNATGKQTPVFVRFSTVAGSRGSADTARDVH
GFATRFYTDEGNFDIVGNNIPVFFIQDAIQFPDLIHSVKPRPDNEIPQAATAHDSA
WDFFSQQPSTMHTLFWAMSGHGIPRSYRHMDGFGVHTFRFVKDDGSSKLIKW

HFKSRQGKASLVWEEAQVLSGKNADFHRQDLWDAIESGNGPEWDVCVQIVDE
SQAQAFGFDLLDPTKIIPEEYAPLTALGLLKLDRNPTNYFAETEQVMFQPGHIVR
GIDFTEDPLLQGRLFSYLDTQLNRNGGPNFEQLPINMPRVPIHNNNRDGAGQMF
IHRNKYPYTPNTLNSGYPRQANQNAGRGFFTAPGRTASGALVREVSPTFNDHW
SQPRLFFNSLTPVEQQFLVNAMRFEISLVKSEEVKKNVLTQLNRVSHDVAVRVA
AAIGLGAPDADDTY YHNNKTAGVSIVGSGPLPTIKTLRVGILATTSESSALDQA

AQLRTRLEKDGLVVTVVAETLREGVDQTYSTADATGFDGVVVVDGAAALFAS

TASSPLFPTGRPLQIFVDAYRWGKPVGVCGGKSSEVLDAADVPEDGDGVYSEE
SVDMFVEEFEKGLATFRFTDRFALDS

w=79267.18 pl:5.46
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