KOCAELI UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJI
ANABILIiM DALI

YUKSEK LiSANS TEZi

Scytalidium thermophilum KATALAZININ MERKEZI KANALININ
KATALITIK AKTIVITEDEKI ROLUNUN ARASTIRILMASI

BEDIRHAN OZTURK

KOCAELI 2022



KOCAELI UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJI
ANABILIiM DALI

YUKSEK LiSANS TEZi

Scytalidium thermophilum KATALAZININ MERKEZI KANALININ
KATALITIK AKTIVITEDEKI ROLUNUN ARASTIRILMASI

BEDIRHAN OZTURK

Doc. Dr. Yonca YUZUGULLU KARAKUS
Damsman, Kocaeli Univ. e

Dr. Ogretim Uyesi Giilsiim Ebru OZER UYAR
Jiiri Uyesi, Kocaeli Univ. e

Dog. Dr. Nuray VAROL
Jiiri Uyesi, Gazi Univ. i e

Tezin Savunuldugu Tarih: 23.06.2022



ETiK BEYAN VE ARASTIRMA FONU DESTEGI

Kocaeli Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii tez yazim kurallarina uygun olarak
hazirladigim bu tez/proje ¢aligmasinda,

- Bu tezin/projenin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu,

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

- Bu galisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak gosterdigimive bu
kaynaklara kaynak¢ada yer verdigimi,

- Bu calismanm Kocaeli Universitesi'nin abone oldugu intihal yazilim programi
kullanilarak Fen Bilimleri Enstitiisii'niin belirlemis oldugu 6lgiitlere uygun oldugunu,

- Kullanilan verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigima,

- Tezin/Projenin herhangi bir b6liimiinii bu {iniversite veya baska bir iiniversitede baska
bir tez/proje galismasi olarak sunmadigima,

beyan ederim.

Bu tez/proje ¢aligmasi kapsaminda iiretilen veri ve bilgiler Kocaeli Universitesi BAP
Koordinasyon Birimi tarafindan FHD-2021-2447 no’lu proje kapsaminda maddi destek
aliarak gerceklestirilmistir.

Herhangi bir zamanda, calismamla ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun
saptanmast durumunda, ortaya ¢ikacak tiim ahlaki ve hukuki sonuglart kabul ettigimi
bildiririm.

Bedirhan Oztiirk



YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI

Fen Bilimleri Enstitiisii tarafindan onaylanan lisansiistii tezimin/projemin tamamini veya
herhangi bir kismini, basili ve elektronik formatta arsivleme ve asagida belirtilen
kosullarla kullanima agma izninin Kocaeli Universitesi’ne verdigimi beyan ederim. Bu
izinle Universiteye verilen kullanim haklar1 disindaki tiim fikri miilkiyet haklarim bende
kalacak, tezimin/projemin tamaminin ya da bir bolimiiniin gelecekteki ¢aligmalarda
(makale, kitap, lisans ve patent vb.) kullanim1 bana ait olacaktir.

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

Yiiksekogretim kurulu tarafindan yaymlanan “Lisaniistii Tezlerin Elektronik Ortamda
Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime Acilmasina Iliskin Yonerge” kapsaminda tezim
asagida belirtilen kosullar haricinde YOK Ulusal Tez Merkezi/ Kocaeli Universitesi
Kiitliphaneleri A¢ik Erigim Sisteminde erisime agilir.

Tezim/projem ile ilgili gizlilik karar1 verilmemistir.

Bedirhan Oztiirk



ONSOZ VE TESEKKUR

Bu tez ¢alismasinda termofilik bir mantar olan Scytalidium thermophilum’dan izole edilen
cift aktiviteli katalaz enziminin aktif merkezine uzanan kanallardan biri olan merkezi
kanalin enzimin katalitik mekanizmadaki olasi roliiniin arastirilmasi amaglandi. Bu amag
dogrultusunda, merkezi kanalda bulunan bazi kritik amino asitler hedef olarak secilerek
nokta mutasyonlar gerceklestirildi. Rekombinant DNA sistemi kullanarak iiretilen ve
saflagtirilan CATPO varyantlarinin spektrofotometrik analizleri yapilarak yabanil tip
enzime gore katalitik etkinliklerindeki degisiklikler kaydedildi. Caligma sonunda merkezi
kanalda gerceklestirilen degisikliklerin katalitik aktiviteyi etkiledigi tespit edildi. Ayrica
yabanil tip enzime gore daha aktif varyantlar elde edildi. Buradan katalitik etkinligi
arttirilmig varyantlarin farkl endiistriyel uygulama alanlarinda kullanimina yonelik yeni
caligmalarin olusturulma potansiyeli yiiksektir.

Yiiksek lisans 6grenimim siiresince her tiirlii destegini ve bilgisini benden esirgemeyen,
bilimin smir tanimadigini gosteren saygi deger danisman hocam Dog¢. Dr. Yonca
Yiiziigilli Karakus’a, calismalarimin gergeklesmesi i¢in laboratuvarinda ¢alisma firsati
veren Dog. Dr. Ozlem Aksoy, Dog. Dr. Arda Acemi, Dog¢.Dr. Halim Aytekin Ergiil’e
tesekkiirlerimi sunarim. Ayrica zorlu ve uzun bir siirecte hicbir destegi esirgemeyen
hocam Dr.Ahmet Yavuz Candan ve Ar. Gor. Elif Kale’ye, caligmalarima ilk basladigim
giinden itibaren yardimlarim esirgemeyen Giince Gog, Kaan Solmaz, Didem Ulgiit ve
Simge Colak’a tesekkiirlerimi sunarim.

Tesekkiirden daha fazlasin1 hakeden gosterdikleri sabir sevgi ve verdikleri biiyiik
destekler icin biricik ailem annem Filiz Uzun ve esim Buse Oztiirk’e sonsuz

tesekkiirlerimi sunarim.

Tez calismamu destekleyen Kocaeli Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (Proje
Numarasi: FHD-2021-2447) Birimine siikranlarimi sunarim.

Haziran-2022 Bedirhan OZTURK



ICINDEKILER

ETIK BEYAN VE ARASTIRMA FONU DESTEGI .......cccovoiiiivieieeesee e i
YAYIMLAMA VE FIKRI MULKIYET HAKLARI .....coooiirininiineineincineineeeeee e, ii
ONSOZ VE TESEKKUR ......cccsteieieieieteteeetss ettt ettt sttt s iii
ICINDEKILER .....cocviiieieceeietee ettt es sttt s st nas et an e iv
SEKILLER DIZINT ..ottt v
TABLOLAR DIZINT ..ottt vi
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI .....ccoviiiiieeeeeeeee e, vii
OZET c.oee e iX
ABSTRARCT e et are s X
L GERIS ettt 1
2. GENEL BILGILER .....cocviitititeeeeeee ettt ettt ettt ettt s esenns 3
2.1. Termofilik Mantarlar ..........ccooooveiieiiie e 3
2.2. Endistriyel ENZIMIEE ......ooiiiiiiiii e 4
2.3. Endiistriyel Bir Enzim Olarak Katalaz ...........ccccccoooeiiiinininiiicic s 8
2.4. Katalaz Cesitliligi ve Yapisal ANAHZI........ccccevviiieiiiiiiieiiciseee e 10
2.5. S. thermophilum Katalazi (CATPO) .....cccooiiiiiiiiieie s 13
3. MALZEME VE YONTEM ......c.cooooioioioiiieesesesesesieeseseseses s s s esesesenesessnesesesesenesenesesenens 18
3.1. Kimyasallar ve ENZIMIET..........coooiiiiiiiiie e 18
3.2. MIKroorganizZmalar .............ccoveiieie e 18
3.3. Plazmit, Mikroorganizma ve Kiiltiir Hazirlanmasi.............ccooevevveieneenennnsnene 18
3.4. Bolge Yonelimli Mutasyon Caligmalart ..........ccoocoeeiieiiieiiniiciie e 19
3.5. Kompetan Hiicrelere Transformasyon .........ccccceeeieiininenieieeieesie e 22
3.6. Plazmit DNA 1Z0IASYONU .......cocvvreirrrreriseseseseses s s esen s s s s en s s eses s s s s s enenans 22
3.7. DNA SEKaANS ANAIIZI......oieeiiiie ettt neas 23
3.8. Rekombinant CATPO Varyantlarmm Uretimi............cccooeveieeiiicceesecennne, 23
3.9. Rekombinant CATPO Varyantlarinimn Saflagtirtlmast ..........ccccoevvviniieninnenen. 24
3.10. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforez (SDS-PAGE) Analizi . 25
3.11. Goriiniir UV Spektrum ANALIZI ... 25
3.12. Protein MIKEAr TAYINI.....co.oiviiiiieiiiiiiesieee et 25
3.13. ENZim AKLIVITE TAYINT .ocveeviiieiiece et 25
3.14. Kinetik Parametrelerin BElIrlenmMeSi .........ccevveiviiiiiieii e 26
4. BULGULAR VE TARTISMA . ....oooi ittt 27
4.1. Bolge Yonelimli Mutagenez ile CATPO Varyantlarinin Olusturulmasit............. 27
4.2. CATPO Varyantlarmin E. coli’de Rekombinant Uretimi ve Saflastirilmasi....... 29
4.3. CATPO Varyantlarinin UV Goriiniir Bolge Spektrumlarinin Karsilastirilmasi.. 31
4.4. wtCATPO ve Varyantlarinin Spesifik Aktivitelerinin Karsilagtirilmast ............. 33
4.5. CATPO Varyantlariin Kinetik Sabitlerinin Karsilagtirilmast..........c.ccceevvenne.. 34
5. SONUGC VE ONERILER .......cocvovoiiiiieitseseseseseseses s s s s eses s s s s s s s enesenenenenenenenenens 36
KAYNAKLAR ettt e e e e e st e e e s st e e e e nnteeeeeensreneeans 38
EKLER <.ttt e e e e raeean 47
KISISEL YAYIN VE ESERLER .......ovoiviieiieeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeeseeseeeseeseesseese e sneenees 56
(0746 ) 1)1 1 15T 57



SEKILLER DIiZiNi

Sekil 2.1.
Sekil 2.2.
Sekil 2.3.
Sekil 2.4.
Sekil 2.5.
Sekil 4.1.

Sekil 4.2.

Sekil 4.3.
Sekil 4.4,
Sekil 4.5.

Sekil E.1.

Enzimlerin endiistriyel Gretimi..........cooveveieieieniiiseseeeese s 7
(A) "Hem-b" grubu ve (B) "Hem -d" grubunun yapisi. .......ccccccevverurnnnenn. 11
CATPO’daki Kanal yapiSI .......cccoveiiiiiiieiiiieiicesee e 15
Kristal yapisi belirlenen monofonksiyonel katalazlarin amino asit

dizi NIZAlAMA SONUCU ..o 16
S. thermophilum CATPO ve N. crassa CAT-1 katalazlarinda

merkezi kanal ve merkezi kavitenin karsilagtirilmast. .........cccocoeeviiieennn. 17
Bolge Yonelimli Mutagenez sonucunda elde edilen mutant

CATPO’larin agaroz jel gortintlileri........cccoooirieiiiiinieiiiicesesee 27

Bolge Yonelimli Mutagenez sonucunda elde edilen mutant
CATPO’larin Dpnl enzimi ile muamelesi sonrasi agaroz jel

GOTUNTULCTT ... 28
CATPO ve varyantlarin Bioedit programi (7.2.5) ile olusturulan

DNA sekans analizi SONUGIATL. .........cccceeeiiiiiiiii i 29
Histidin bagli kolon kromotografisi ile saflastirilan CATPO

varyantlarinin SDS-PAGE jel gorintlisil. .......cooovevvviinieiiieiineseeeseee 31
200-900 nm araliginda belirlenen saf wtCATPO ve varyantlarinin

(3 M@/ML) UV-VIs SPEKLIUMU......ciiiiiiiiicisiisie e 32
Protein miktar tayini i¢in Bradford yontemindeki standart BSA

CEriSi... N ollO........ . ... ... W 51



TABLOLAR DiZiNi

Tablo 2.1.
Tablo 2.2.
Tablo 2.3.
Tablo 2.4.
Tablo 2.5.

Tablo 3.1.
Tablo 3.2.
Tablo 3.3.
Tablo 3.4.
Tablo 4.1.
Tablo 4.2.
Tablo 4.3.
Tablo 4.4.

Tablo 4.5.

Endiistriyel enzimlerden bazilari.........cccccocviiiiiiiiii i 5
Mikrobiyal enzimlerin endiistride kullanimina drnekler..............ccoccoenennne 7
Katalazlarin farkli uygulamalarda kullanimina 6rnekler .............ccccoevvvennee 9
Kristal yapisi belirlenen monofonksiyonel katalazlar................cccoceniinnn 12

S. thermophilum katalazinin (CATPO) merkezi kanal amino
asitlerinin baz1 monofonksiyonel katalazlardaki

esleniklerinin karsilastirtlmast ..........ccccooviiieiiiiienc e 16
Bolge yonelimli mutasyonlarda kullanilmak iizere

tasarlanan oligonUKICOtItIeT. .......cccoviviiiiiiiiiiii 20
Reaksiyon Kari$Iml.......c.oiveiiiiiiiiiiiisicce e 21
Takip edilen PZR DONGUST ..ovvvvvvveiiiiiiiiiieciiie st 21
DNA sekans analizi esnasinda kullanilan CATPO primerleri ................... 23
CATPO varyantlari i¢in primer baglanma sicakliklart ...........ccccoveveiinnn 28
Quikchange sonrasi recombinant plazmitler i¢in dl¢iilen DNA

MIKEAE DULZUIATT ..o e 28
wtCATPO ve varyantlarinin Rz, Asgo/Asog Ve A71s/Asos

degerlerinin E. coli HPII ile karsilastirilmast............cccoooeiiiiiiiiieiienene 32
wtCATPO ile merkezi kanal varyantlarinin spesifik aktiviteleri

ve “hem” tiplerinin k1yaslanmasi..........cccoceiieeiiiiiienic e 33
wtCATPO ve varyantlarinin katalaz aktivite i¢in hesaplanan

KINetik SADILIENT ..o 35

Vi



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

% : Yiizde

°C : Santigrat Derece

L : Mikrolitre

mL > Mililitre

mM : Milimolar

nm : Nanometre

m : Erime Sicaklig1

U : Unit (Enzim Birimi)
Kisaltmalar

B¢ : Baz Cifti

BSA : S1gir Serum Albumin

CAT-3 : Katalaz-3

CATPO : Katalaz-Fenol Oksidaz

CBB : Coomassie Brilliant Blue (Coomassie Parlak Mavi)
Cpd | : Bilesik 1 (Oksiferril)

Cpd 1l : Bilesik 2

Cpd 11 : Bilesik 3

ddH20 : Double distile su

DNA : Deoksiribo Niikleik Asit

dNTP : Deoksiniikleozit Trifosfat

Dpnl : Diplococcus pneumoniae G41'den restriksiyon endoniikleaz
E.C : Enzim Kodu

EPR : Elektron Paramanyetik Rezonans
H20 - Su

H20: : Hidrojen Peroksit

HPII : Hidroperoksidaz 11

IPTG . Isopropylthio-p-galactoside
Kanso : Kanamisin

CAT : Katalaz

Kcat : Turnover Sayisi, Doniisim Sayisi
Keat/Km . Katalitik Etkinlik

Km : Michealis Menten Sabiti

NaCl : Sodyum Kloriir

NAD(P)H : Nikotinamid Adenin Diniikleotit Fosfat
02 : Molekiiler Oksijen

vii



oD

PCR
PDB

pH

PVC
RbCl,
rpm

Rz
TEMED
SDS-PAGE
Tris-HCI
uv

Wit

: Optik Yogunluk

: Polymerase Chain Reaction (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)
: Protein Veri Bankasi

: Power of Hydrogen (Hidrojenin Giicii)

: Penicillium vitale Katalazi

: Rubidyum Kloriir

: Revolutions Per Minute (Dakikadaki devir sayisi):

: Demir miktar1 belirleyici

: Tetrametilendiamin

: Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamit Jel Elektroforezi
: Tris Hidrokloriir

- Ultraviyole

: Wild Type (Yabanil Tip)

viii



Scytalidium thermophilum KATALAZININ MERKEZI KANALININ KATALITIK
AKTIVITEDEKI ROLUNUN ARASTIRILMASI

OZET

Katalaz enzimi antioksidan metalloenzimler grubuna dahil olup baslica islevi hidrojen
peroksitin su ve molekiiler oksijene pargalanmasidir. Katalazlar ile 100 yili agkin bir
stiredir ¢alisilmaktadir. Bu siire¢ iginde bu enzimler bir¢ok farkli organizmadan izole
edilmis, saflastirilmis ve karakterize edilmistir. Bunlardan biri termofilik bir mantar olan
Scytalidium thermophilum tarafindan biiylimeye paralel olarak tiretilen katalaz enzimidir.
Bu enzim 6nceleri birgok difenolik bilesigi okside edebilme yeteneginden dolayr fenol
oksidaz olarak isimlendirilmis ancak sonrasinda yapilan ayrintili saflastirma ve dizi
analizleri sonucunda aslinda fenol oksidaz aktivitesi gosteren bir katalaz oldugu
bulunmus ve CATPO (katalaz/fenol oksidaz) olarak isimlendirilmistir. Bu ¢alismada,
CATPO’nun aktif merkezine uzanan kanallardan biri olan merkezi kanalin enzimin
katalitik mekanizmadaki olas1 roliiniin arastirilmas1 amaglandi. Bu amag¢ dogrultusunda,
merkezi kanalda bulunan amino asitler (A80, T372, N375, N377 ve G378) hedef olarak
secilerek nokta mutasyonlar gergeklestirildi. Rekombinant DNA sistemi kullanarak
tiretilen ve saflastirilan CATPO varyantlarinin Katalitik etkinliklerinde meydana gelen
degisiklikler, spektrofotometrik analizler ile degerlendirildi. N375H, N375E ve N375S
hari¢ diger amino asit doniisiimlerini iceren proteinler basarili bir sekilde tretildi. Saf
haldeki tiim varyantlarin Glgiilebir miktarda hem-d igerdikleri tespit edildi. T372A ve
T372S varyantlarinin katalaz aktivitelerinde CATPO'ya gore sirasiyla %10 ve %14
oraninda bir diisiis gozlenirken N377L ve A80I’da sirasiyla %263 ve %148’lik bir artis
gbzlendi. Fenol oksidaz aktivitelerinde T372A hari¢ diger varyantlarda 6nemli bir
degisiklik kaydedilmedi. T372A’nin fenol oksidaz aktivitesinde CATPO’ya gore %38
oraninda bir kayip gozlendi. Bulgular, merkezi kanalin katalitik aktiviteyi etkiledigini
gostermekte olup endiistriyel uygulamalara yonelik daha etkin bir katalaz enziminin
tiretilme potansiyelinin olduguna isaret etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Katalaz, Merkezi Kanal, Mutasyon, Scytalidium, Termofilik
Fungus.



INVESTIGATION OF THE ROLE OF CENTRAL CHANNEL ON CATALYTIC
ACTIVITY OF Scytalidium thermophilum CATALASE

ABSTRACT

Catalase enzyme belonging to antioxidant metalloenzyme group catalyze the
decomposition of hydrogen peroxide to water and molecular oxygen. Catalases have been
studied for over 100 years, with the result that examples of the enzyme have been isolated,
purified and characterized from many different organisms. Among them, the catalase
enzyme produced by thermophilic fungus, Scytalidium thermophilum, is of our interest.
This enzyme was previously named phenol oxidase because of its ability to oxidize many
diphenolic compounds, but as a result of detailed purification and sequencing analyzes, it
was found to be actually a catalase with phenol oxidase activity and was named CATPO
(catalase/phenol oxidase). In this study, it was aimed to investigate the possible role of
the central channel, which is one of the channels extending to the active center of CATPO,
in the catalytic mechanism of the enzyme. For this purpose, the amino acids (A80, T372,
N375, N377 and G378) residing in the central channel were selected and mutated. The
changes in the catalytic activities of the CATPO variants, produced and purified using the
recombinant DNA system, were evaluated by spectrophotometric analyses. Almost all
recombinant proteins except N375H, N375E and N375S were successfully produced. All
CATPO variants were found to contain a measurable amount of hem-d. The T372A and
T372S variants exhibited a 10% and 14% decrease in catalase activity with respect to
CATPO enzyme, whereas the N377L and A80I variants presented a 263% and 148%
increase in catalase activity, respectively. In terms of phenol oxidase activity, no
significant change was detected among variants but T372A presenting 38% loss in
activity. The results have shown that the central channel affects the catalytic activity and
by mutations on this channel more efficient variants than wild type enzyme can be
produced and tested for their potential use in industrial applications.

Keywords: Catalase, Central Channel, Mutation, Scytalidium, Thermophilic Fungus.



1. GIRIS

Termofilik mantarlar sicaga en fazla dayanan Okaryotik canlilardir. Isiya adaptasyon
sonucu, mezofilik atalarindan evrimlestikleri iddia edilmektedir (Feofilova ve Tereshina,
1999). Bunlardan, ozellikle Scytalidium thermophilum (Mycothermus thermophilus),
mantar kompostu iiretiminde dnemli bir rol oynamakla birlikte ¢cok sayida termostabil

enzimin kaynagi olarak endiistriyel 6nem tagimaktadir (Tuomela ve dig., 2000).

S. thermophilum biiyiime ile paralel olarak ortaya ¢ikan ve fenolik maddeler varliginda
liretimi tetiklenen bir katalaz enzimi iiretmektedir (Kocabas ve dig., 2008; Ogel ve dig.,
2006). Penicillium vitale katalazina (PVC) %77 oraninda homoloji gésteren bu enzim
‘monofonksiyonel biiyiik alt tiniteli katalaz’ grubuna dahildir (Kocabas ve dig., 2008).
Monofonksiyonel katalaz ailesinde yer almasina karsilik temel fonksiyonu olan hidrojen
peroksitin (H202) molekiiler oksijen ve suya pargalanmasi yaninda H>O; yoklugunda
katekol, kafeik asit, katekin, klorojenik asit ve L-DOPA gibi ortho pozisyonunda iki
hidroksil grubu bulunduran fenolik maddeler ile hidrokinon gibi bazi para-difenolikleri
de oksitleyebilmektedir (Koclar Avci ve dig., 2013). Bu 6zelligi sebebiyle katalaz/fenol
oksidaz (kisaca CATPO) olarak isimlendirilen enzim, y. 320 kDa molekiil agirliginda bir
tetramerdir (Kocabas ve dig., 2008). Yapisinda protoporfirin 1X (Hem) i¢ceren CATPO
enziminde diger katalazlarda oldugu gibi aktif merkeze uzanan ii¢ kanal (ana kanal, yanal
kanal ve merkezi kanal) bulunmaktadir (Yuzugullu ve dig., 2013a). Bu kanallardan biri
olan merkezi kanal, 'hem' grubuna yukaridan ancak tetramer yapinin ortasindaki
bosluktan yaklagsmaktadir (Sekil 2.3).

Birgok farkli organizmadan izole edilen, saflastirilan ve karakterize edilen katalaz
ornekleri ile 100 yildan fazla bir siiredir ¢alisilmaktadir. Oldukga eski bir gegmise sahip
olmasima ragmen Kkatalaz enziminin katalitik mekanizmasi iizerine hala cevaplanmamig
bazi1 sorular bulunmaktadir. Ornegin hidrofilik yapida olan ve dogrudan “hem” baglanma
bolgesine agilan merkezi kanalin katalitik mekanizmadaki rolii heniiz bilinmemektedir.
Molekiiler dinamik simiilasyonlar yardimiyla one siiriilen bazi goriisler (reaksiyon
tirtinleri olan su ve oksijenin merkezi kanali kullandigina dair) olsa da bu goriisleri
destekleyen deneysel bulgular eksiktir. Buradan yola ¢ikarak gercgeklestirilen bu
calismada monofonksiyonel katalazlar arasinda kismen korunmus olan Ala80, Thr372,

Asn375, Asn377, ve Gly378 hedef alinarak burada bolge yonelimli mutasyonlar



gerceklestirildi. Mutasyon sonrasi Escherichia coli’de firetilen rekombinant proteinler
afinite kromatografi teknigi ile tek basamakta saflastirildi ve saf haldeki CATPO
varyantlarinin spesifik aktivite degerleri, prostetik gruplari (“Hem” grubu miktar ve

cesitliligi agisindan) ve kinetik parametreleri (Km, Vmax, Keat Ve Keat /Km) karsilastirildi.

Gergeklestirilen bu ¢alisma hem temel bilimler hem de uygulamali bilimlere katkilar
saglamaktadir. Ayrica saf olarak elde edilen CATPO varyantlar1 kullanilarak X-1g1n1
kristalografisi (varyantlardaki yapisal degisimleri belirleme, fenolik bilesikler ile
olusturulan farkli enzim-fenolik komplekslerin yapisal ve fonksiyonel analizlerini
gerceklestirme, vb.) ve Elektron paramanyetik rezonans (EPR) spektroskopisi (fenolik
madde varliginda ve yoklugunda katalitik donglideki ara bilesiklerin tayini) gibi

analizlerin uygulanabilecegi yeni ¢aligmalarin tasarlanmasina da 151k tutmaktadir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Termofilik Mantarlar

Biiyiime sicakliklart optimum 50-70 °C araliginda olan mikroorganizmalar termofilik
olarak isimlendirilir (Maheshwari ve dig., 2000). Termofilik mantarlar, endiistri
alanindaki zorlu uygulama sartlarinda canliliklarini koruma 6zelligi gostermekte olup

endiistriyel alanda 6nemli olan termostabil enzimlerin kaynagidir (Akram ve dig., 2021).

Yaklasik bir asir 6nce ekmekten ilk termofilik mantar Mucor pusillus Lindt tarafindan
izole edilmis, ardindan Tsiklinskaia Thermomyces lanuginosus’u patatesten izole etmistir

(Maheshwari ve dig., 2000). Bu kiiflerin kesfedilmesi tesadiifen olmustur.

Allen ve Emerson, bitki kiimelerinin icerdigi besinlerin, hacminin ve havalandirma
kosullarinin termofilik mantarlarin iiremesine etkisini gostermislerdir. Bu galismalardan
sonra, Cooney ve Emerson izole ettikleri 13 termofilik mantar tiiriinii yasama ortamlarina
gore siniflandirmis ve bu alanda ¢alismalarin artmasini saglamislardir (Maheshwari ve

dig., 2000).

Termofilik mantarlarin termofilik 6zelliklerini agiklayan baz1 hipotezler Crisan tarafindan
One siiriilmiistiir. Buna gdre, mikroorganizmadaki yag asitlerinin tipleri, tireme 1silarini
belirlemektedir. Yiiksek 1silarda hiicresel yaglarin erimesi gerceklesir ve hiicrenin
biitiinliigii kaybolur. Ureme 1silar1 yiikselince bir¢ok hiicrede ¢ogunlukla doymus yag
asitleri goriinmektedir. Termofilik mikroorganizmalar daha ¢ok doymus yag icerdikleri
i¢in, yiiksek 1silarda hiicresel biitiinliiklerini mezofiliklere gore daha iyi korurlar. Yaglarin
en onemli kismi hiicre zarindaki fosfolipitlerdir. Yag asitlerinin satlirasyonundaki
degisiklik hiicre metabolizmasini etkiler. Yiiksek 1silarda hiicre zarindaki sivi miktari
diisecegi i¢in gecirgenlik degisir. Bu yonden bakildiginda, Crisan tarafindan 6nerilen lipit
¢oziiniirliik hipotezi kabul edilebilir. ikinci bir hipotez de temel metabolitlerin tekrar
tekrar hizli sentezi hipotezi olup termofillerin bilinen metabolik yollar disinda bir

mekanizmaya sahip olmadiklar1 gercegi ile ortiisiir (Maheshwari ve dig., 2000).

Termofilik mantarlar bulunduklar1 yerlere gore, jeotermal bolgelerde iireyenler ve
clirimiis bitki kiimeleri ile giibre gibi kendini 1sitan (self-heating) kaynaklarda tireyenler

olmak tizere iki gruba ayrilmislardir. Jeotermal topraklar, diinyada birgok yerde bulunur.



Amerika Birlesik Devletleri’nde Yellowstone Milli Parki’nda bu tiir sicak su kaynaklari
bulunmaktadir. Buradaki topragin 6zelligi, 1sisinin 70 °C ve daha fazla olmasi, agir
metaller igermesi, pH’smnin 2,0-7,0 arasinda veya daha az olmasi, az organik madde

igcermesidir (Maheshwari ve dig., 2000).

Termofilik mantarlarin en zengin bulundugu yerlerden biri ¢lirlimiis organik maddelerden
olusan, azot gibi mineral besinleri i¢eren, pH’s1 4,0-8,0 olan, iyi havalanan bitki
kiimeleridir. Bu kiimelere bilinen en iyi 6rnek, bahgedeki yiginlardir. Diger 6rnekler
bugday, saman yiginlari, at veya domuz giibresi, kuru ot veya misir yiginlari, tahta
parcalar1, toz haline getirilmis aga¢ ve sehir ¢opleridir. Aslinda bu tiir mantarlar
cevremizde c¢ok yaygindir. Isist 40-50 °C olan sicak sulardan, topraktan, sicak
havuzlardan, yagmur ormanlarinin etrafindan, gamurdan, aga¢ yapraklarindan, topraktan

hem mezofilik hem de termofilik mantarlar bir arada izole edilmistir (Maheshwari ve dig.,

2000).
2.2. Endiistriyel Enzimler

Biyolojik katalizor olarak enzimler, endiistriyel {iriin ve siireclere katki saglayan dogal
araclardir (Beilen ve Li, 2002; Bull ve dig., 2000). Kimyasal Kkatalizorlerle
karsilastirildiginda, enzimler oldukga spesifik olup dogal yollar ile kendiliginden olduk¢a
yavas seyreden veya gerceklesmesi miimkiin olmayan kimyasal reaksiyonlar1 kolayca
gerceklestirebilirler. Ayrica, yenilenebilir dogal kaynaklardan (bakteri, maya ve kiif gibi
birgok mikroorganizma) kolayca elde edilebilir, biyolojik olarak parcalanabilir, nispeten
iliman sicaklik ve pH kosullar1 altinda calisabilirler. Bu 6zelliklerinden dolay1 enzimlerin
endiistride kullanimi giderek yayginlagsmakta (Tablo 2.1) ve kimyasal katalizorlere
kiyasla farkli uygulama alanlarinda daha fazla kullanim potansiyeli gostermektedirler
(Divya ve dig., 2015; Fernandes, 2010; Paulino ve dig., 2017; Polaina ve MacCabe, 2007;
Schéfer ve dig., 2006; Singhania ve dig., 2015). 1995°te endiistriyel enzimlerin diinya
capindaki kullanimi bir milyar dolar, 2000’li yillarin basinda ise 2 milyar dolar olarak
rapor edilmistir. 2019 yilinda ise elde edilen verilere gore enzimlerin kiiresel endiistriyel
pazar biylkligli yaklasik 5,6 milyar dolara yiikselmistir. Bu veriler goz Oniine
alindiginda 2027 yilina kadar %6,4 oraninda biiylime gostererek 9,14 milyar dolara
ulagsmas1 ongoriilmektedir. Bu artigin, gelismis tiretim teknolojilerinin ve miihendisligin

yeni uygulamalarinin ortaya ¢ikmasindan kaynaklandigi diigiiniilmektedir (URL-1).



Tablo 2.1. Endiistriyel enzimlerden bazilar1 (Singh ve dig., 2017).

Numara Simf Enzimler Katalizlenen Tepkime Tipi
] Elektronlarin transferi (hidrit
EC1 Oksidorediiktaz Katalaz, glukoz oksidaz, lakkaz )
iyonlar1 ve H atomlar)
Fruktosiltransferaz, ) )
EC2 Transferaz ) Grup-transfer tepkimeleri
glukoziltransferazlar
Amilazlar, seliilazlar, lipazlar, ) ) o
. . . Hidrolaz tepkimeleri (islevsel
EC3 Hidrolaz mannanazlar, pektinazlar, fitazlar, )
. gruplarin suya transferi)
proteazlar, pullulanazlar, ksilanazlar
Cift baglara gruplarin ilavesi
. Pektat liyazlari, a-asetolaktat ] ) )
EC4 Liyaz ) ve yer degismesiyle ¢ift
dekarboksilazlar
baglarin olusmasi.
) . [zomerik formlar olusturmak
. Glukoz izomerazlar, epimerazlar,
EC5 Izomeraz . . tizere molekiiller i¢inde
mutazlar, liyazlar, topoizomerazlar )
gruplarin transferi
ATP’nin ayrilmasiyla eslesmis
) o ) kondensasyon tepkimeleriyle
EC6 Ligaz Argininosuksinat, glutatyon sentetaz
C-C,C-S,C-OveC-N
baglarinin olusmasi
Iyonlarin veya molekiillerin
o membranlar arasindaki
EC7 Translokaz Ornitin translokaz )
hareketi ya da membranlar
icindeki ayrilmalari

Bat1 Avrupa, Japonya, Kanada, ABD gibi gelismis iilkelerde endiistriyel enzimlere kars1
olan talep son yillarda goreceli olarak nitelendirilebilirken, Asya-Pasifik, Dogu Avrupa,
Afrika gibi gelismekte olan iilkelerde en hizli biiyliyen pazarlar olarak
degerlendirilmektedir. Endiistriyel enzim pazarinda en biiyiik pay %65 oraninda teknik
enzimlerdedir. Bunlar; deterjan (amilaz), tekstil (lakkaz), nisasta isleme (glukoz
izomeraz), kagit (seliilaz) ve kozmetik (iirikaz, glukoz-oksidaz, galaktoz-oksidaz, lakkaz

ve tirozinaz) endiistrisinde kullanilan enzimleri igerir.



Pazarin ikinci en biiyiik pay sahibi %25 meyve suyu (pektinaz), firincilik (proteaz) ve siit
tirtinleri (laktaz) gibi endiistrilerde kullanilan gida enzimleridir. Pazarin son kismini ise

yaklasik %10 oraniyla yem enzimleri (a-amilaz) olusturmaktadir (Kirk ve dig., 2002).

Endiistriyel enzim pazarinda, diinya enzim talebi yaklasik olarak 12 adet biiylik ve 400
adet kiiciik iiretici/tedarik¢i tarafindan kargilanmaktadir (Ogawa ve dig., 2004; Li ve dig.,
2012). Endistriyel enzim pazarinda kilit rol oynayan sirketler arasinda BASF SE
(Almanya), DuPont Danisco (ABD), Novozymes (Danimarka), DSM (Hollanda),
Associated British Foods (Ingiltere), Adisseo (Cin), Novus International (ABD),
Advanced Enzyme Technologies (Hindistan), Chr. Hansen Holding A/S (Danimarka),
Enzyme Development Corporation (ABD) ve Lesaffre (Fransa) yer almaktadir (URL-1).

Endiistride kullanilan enzim kaynagi olarak bitki ve hayvanlarin kullanimi veya sentetik
olarak {retilen enzimler ile karsilastirildiginda mikroorganizmalardan elde edilen
enzimlerin birgok konuda ¢ok daha avantajli oldugu goriilmektedir. Mikrobiyal enzimler,
bitkisel ve hayvansal enzimlerden daha aktif ve kararli yapida olup yiiksek verime sahiptir
(Liu ve Kokare, 2017).

Mikroorganizmalarin sahip oldugu ¢esitlilik ve genetik manipiilasyonlarindaki kolayligi
sayesinde {iriin modifikasyonu ve optimizasyonu rahatlikla saglanabilir (Gurung ve dig.,
2013). Bu ozellikler sebebiyle endiistride kullanilan enzimlerin %90"1ndan fazlasi, iirlin
safligim1 ve lretim ekonomisini en iist diizeye cikarmak icin rekombinant olarak

tiretilmektedir (Cherry ve Fidantsef, 2003).

Modern biyoteknoloji ve protein miihendisliginin gelismesi, endiistriyel enzimlerin
gelisiminde daha da devrim yaratmistir. Bu ilerlemeler, yeni aktiviteler sergileyen (ikincil
aktivite) ve yeni kosullara adapte olabilen (pH ve sicaklik degisimi gibi), endiistriyel
kullanimlarinin daha da genislemesini saglayan 6zel tasarlanan enzimler olusturmay1

miimkiin kilmistir (Kirk ve dig., 2002).

Mikroorganizmalarin farkli biyoproseslerdeki kapsamli uygulamasi, endiistride ¢esitli
tirtinler sunmak igin kullanilir. Tablo 2.2°de ¢esitli trtinleri elde etmek igin gerekli olan
bazi1 mikroorganizma gesitleri 6zetlenmistir (Singh ve dig., 2017). Mikrobiyal enzimlerin

endiistriyel liretiminin sematik gosterimi ise Sekil 2.1°de gosterilmistir.



Tablo 2.2. Mikrobiyal enzimlerin endiistride kullanimina 6rnekler

Endiistri Enzim Fonksiyon Mikroorganizma
. Hizli peynir Aspergillus niger, A.
Lipaz
olgunlagmasi oryzae
. . Protein capraz
Stit Transglutaminaz baglama Streptomyces sp.
Katalaz Peynir liretimi A. niger
Amilaz Ekmek tiretimi ASpergllluiSp" Bacillus
Firin Ksilanaz Hamur A. niger
hazirlanmasi
Lipaz Hamur stabilesi A. niger
Icecek Proteaz Bulaniklik Giderici A. niger
Seliilaz Meyve sivilagtirma | Trichoderma atroviride
. Sindirime yardimci .
Hayvan Yemi B-glukanaz olmak A. niger
Hamur ve Kagit Proteaz Biyofilm giderimi B. subtilis
Deri Lipaz Yagdan arimndirma A. oryzae, A. flavus
Kozmetik Lakkaz Sag boyasi B. SUthIIS." Trametes
versicolor
Lipaz Cilt bakim A. oryzae, A. flavus
r UksegpKtozig Corynebacterium sp., S
Organik sentez Glukoz izomeraz musir surubu y - P, 9.
. . murinus
uretimi
Atik Yonetimi Amilaz B1_tklse'l' afﬂil arin B. Ilcher_uformls,
biyodoniisiimii Aspergillus sp.
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Sekil 2.1. Enzimlerin endiistriyel iiretimi (Singhania ve dig., 2015).




2.3. Endiistriyel Bir Enzim Olarak Katalaz

Endiistriyel enzimlerden biri olan katalaz enzimi (EC1.11.1.6), ilk kez yirminci ylizyilin
baslarinda isimlendirilmistir (Loew, 1900). Hemen hemen tiim aerobik organizmalarda
bulunan katalaz, hiicreyi, hidrojen peroksidin (H2O2) zararli etkilerinden koruyarak
organizmanin yagam siiresinin uzatilmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Nitekim yasa
bagli bazi dejeneratif hastaliklarin (Alzheimer, Parkinson, diyabet, kardiyovaskiiler
hastaliklar, yiiksek tansiyon, bipolar ve sizofreni) katalaz eksikligi ile iligkili oldugu
gosterilmistir (Habib ve dig., 2010; Yakunin ve dig., 2014). Bu nedenle, bu tiir
hastaliklarin tedavisi i¢in potansiyel bir ilag olarak "katalaz" enziminin kullanimini
aragtirmak tizere birgok laboratuvar ¢aligmasi gergeklestirilmektedir (Nandi ve dig.,
2019). Diger yandan, saniyede binlerce peroksit molekiiliinii molekiiler oksijen ve suya
dontistiirebilme yetenegi bakimindan baslica gida, tekstil, farmasétik ve kozmetik
endistrileri olmak {iizere; immobilizasyon, detoksifikasyon sistemleri ve enzimatik
polimerizasyon islemleri gibi ¢esitli alanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir (Tablo 2.3).
Gida islenmesi ve firmn trilinlerinin yapimi gibi uygulamalarda ise oksidaz enzimi ile

birlikte kullanilmakta oldugu goriilmektedir.

Enzim kaynagi olarak sigir karacigerinden izole edilen katalaz (Bovine Liver Catalase,
BLC), ticari olarak temin edilebildigi ve sert ¢evre sartlarinda kararli bir yap1 gostermesi
sebebiyle bilimsel arastirmalarda siklikla tercih edilmektedir. Endiistriyel olgekli
proseslerde ise nispeten biiyiik 6l¢ekli fermantasyonlarla iiretilmesi kolay oldugundan
genelde bakteri veya mantar kokenli katalazlar kullanilmaktadir (Loncar ve Fraaije,
2015). Yiiksek aktiviteye sahip kararli yapida mikrobiyal katalazlarin gelistirilmesi,
biyobozunmadan (biyoremediasyondan) tibbi tan1 uygulamasina kadar ¢ok cesitli ticari
uygulamalar i¢in uzun siiredir talep gormektedir. Giiniimiizde ticari sirketlerin ¢ogu,
agartma islemleri igin kendi katalazlarimi pazarlamis olsa da ¢ogu ticari katalaz, zorlu
islem kosullarina dayanamamaktadir. Dolayisiyla, ¢cevre diizenleme otoriteleri fenollerin
bozunmasi i¢in termal kararli katalaz veya katalaz-peroksidaz tabanli teknolojilerin
endistriyel olarak kullanilmasimi tesvik etmektedir. Ancak, katalaz tipleri, yapilari,
filogenetik iliskileri ve katalitik mekanizmalar1 iizerine ¢ok sayida ¢alisma bulunmasina
ragmen (Chelikani ve dig., 2004; Zamocky ve dig., 2008) literatiirde endiistriyel kullanim

icin protein miihendisligi yaklasimiyla ozellikleri gelistirilmis katalaz enzimlerinin



mikrobiyal {iretimi {izerine sinirl sayida rapor mevcuttur (Samson ve dig., 2018). Bu
durum, farkli biyokimyasal Ozelliklere sahip katalaz iireten mikroorganizmalardan

enzimin izolasyonu i¢in daha fazla calisma yapilmasini gerekli kilmaktadir.

Tablo 2.3. Katalazlarin farkli uygulamalarda kullanimina 6rnekler

Organizma

Immiinomodiilator etki

Uygulama

Kaynakc¢a
Shi ve dig., 2013a

H1N1 enfeksiyonun neden oldugu reaktif oksijen tiirlerinin ortamdan

Shi ve dig., 2013b

Insan uzaklastirilmasi
Kirmizi kan hiicrelerinden hidrojen peroksitin uzaklastiriimasi Gaetani ve dig., 1994
Yara iyilestirme Abdel-Mageed ve dig., 2012
Hidrojen peroksit tayini Shamsipur ve dig., 2012
Siit ve su 6rneklerinde kalsiyum tayini Akyilmaz ve Kozgus, 2009
CPPU (Forchlorfenuron) tespiti Xu ve dig., 2015
Enfekte siit tespiti Fiit6 ve dig., 2012

Sigir karacigeri

Kiral alkollerin biyotransformasyonu

Magner ve Klibanov, 1995

Peroksinitrit gibi sitotoksik ajanlarin uzaklastirilmasi

Gebicka ve Didik, 2009

Pismemis ette lipit oksidasyonunun engellenmesi

Pradhan ve dig., 2000

Biyomedikal ve klinik tani

Laskin ve dig., 2006

Oksidatif stres tedavisi

Chen ve dig., 2013

Escherichia coli

Enzimatik polimerizasyon

Di Gennaro ve dig., 2014

Metallerin biyo-korozyonu

Baeza ve dig., 2013

Bacillus sp.

Tekstil atiklarinimn aritilmasi

Gudelj ve dig., 2001

Bacillus pumilus

Beta-laktamlarin siilfoksitlerine oksidasyonu

Sangar ve dig., 2012

Aspergillus niger

Yeni destek materyallere immobilizasyon

Bayramoglu ve dig., 2011

Siit pastorizasyonu sirasinda peroksitin uzaklastirilmasi

Akertek ve Tarhan, 1995

Peynir iiretimi

Kaushal ve dig., 2018

Igeceklerden kalintilarin arindirilmast

(Glukoz oksidaz ile birlikte)

Kaushal ve dig., 2018

Siselerde ve konserve yiyecek ya da kutu igeceklerde agiz kismindaki
oksijenin uzaklastirilmasi (Glukoz oksidaz ile birlikte)

Kaushal ve dig., 2018

Firmn tiriinleri (Glukoz oksidaz ile birlikte)

Kaushal ve dig., 2018

Yumurta islenmesi (Glukoz oksidaz ile birlikte)

Kaushal ve dig., 2018

Kontakt lens soliisyonundan peroksitin ¢ikarilmasi

Cook ve Worsley, 1996

Mayonez ve saraplarda kararmayi oOnlemek amaciyla (Glukoz
oksidaz ile birlikte)

Kaushal ve dig., 2018

Pamuk liflerinden peroksit uzaklastirmada

Amorim ve dig., 2002

Aspergillus
terreus

Timor metastazinin engellenmesi ve koti huylu 6zelliklerin geri
dondiirtilmesi

Nishikawa ve dig., 2005

Microccocus
lysodeikticus

Yumurta islenmesi (Glukoz oksidaz ile birlikte)

Kaushal ve dig., 2018

Mayonez ve saraplarda kararmayi Onlemek amaciyla (Glukoz
oksidaz ile birlikte)

Kaushal ve dig., 2018

Kontakt lens soliisyonundan peroksitin ¢ikarilmasi

Cook ve Worsley, 1996

Carassius Su kiitlelerinde atrazin kirliligini izlemede biyosensor olarak  Chen ve dig., 2008
auratius kullanimi

Thermobifida Tekstil agartma / katekol oksidasyonu Loncar ave Fraaije, 2015
fusca

Scytalidium Cesitli fenoliklerin antioksidan 6zelliklerinin degistirilmesi Koclar Avci ve dig., 2013

thermophilum




2.4. Katalaz Cesitliligi ve Yapisal Analizi

Katalazlar1 genel olarak {i¢ gruba ayirabiliriz; “hem” (heme, haem) grubu iceren
monofonksiyonel katalazlar, “hem” grubu iceren ve cift aktivite gosteren katalaz-
peroksidazlar ve “hem” yerine protetik grup olarak “Mn” iceren katalazlar olmak tizere.
Bunlar arasinda, tizerinde en ¢ok ¢alisilan ve oldukga yaygin olan grup monofonksiyonel
katalazlardir. Tetramerik yapida olan bu enzimler peroksit yikimini (2.1) hizl bir sekilde
iki ayr1 basamakta gerceklestirirler (Chelikani ve dig., 2004). ilk basamakta birinci
hidrojen peroksit enzimdeki “hem” grubunu oksiferril formuna (Compound I, Cpd I)
cevirir (2.2). Ikinci hidrojen peroksit molekiilii ise ilk basamakta olusan bilesigi tekrar
indirgeyip enzimin orijinal formuna déniismesinde ve su ile oksijenin olusumunda gérev
alir (2.3) (Nicholls ve dig., 2001; Switala ve Loewen, 2002). Alternatif olarak, diisiik
hidrojen peroksit kosullar1 altinda, Cpd I, Cpd II (2.4) 'ye indirgenebilir; Cpd Il ise baska
bir hidrojen peroksit ile reaksiyona girerek aktif olmayan Cpd Il (2.5) ’e doniisebilir.
NADPH (Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat) baglayan katalazlarda, enzimin NADPH
tarafindan Cpd III olusumunun Onlenerek inhibisyona karsi korundugu belirtilmistir

(Seving ve dig., 1999; Putnam ve dig., 2000; Nicholls, 2012).

2H,02 — 2H,0 + O; 2.1)
Enz (Por-Fe'"") + H,0, — Cpd I (Por™—Fe!V=0) + H,0 (2.2)
Cpd I (Por**~Fe'V=0) + H202 — Enz (Por-Fe'") + H,0 + O (2.3)
Cpd | (Por**~Fe'V=0) + AHz — Cpd II (Por-Fe'V-OH) + AH (2.4)
Cpd 11 (Por—Fe'V-OH) + H20, — Cpd III (Por—Fe'-O0H) + H,0 (2.5)

Monofonksiyonel katalazlar, 405-407 nm arasinda karakteristik bir absorpsiyona sahiptir
(Soret bandr1). Prostetik porfirin grubunun belirleyicisi olarak R; (Asoret/A2g0) degeri ise

bu enzimler i¢in yaklagik 1 civarindadir (Zamocky ve Koller, 1999).

Monofonksiyonel katalazlar, monomerleri birbirine benzemekle birlikte: Biiyiik alt
tiniteli (monomerleri 75-80 kDa arasinda degisen) ve Kiigiik alt iiniteli (monomerleri 55-
60 kDa arasinda degisen) katalazlar olmak tizere iki alt gruba ayrilirlar. Her iki grup da

yapisinda kovalent olmayan bir sekilde baglanmis “Hem (ferriprotoporfirin)” grubu
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icerir. Ancak, biiyiik alt {initeli katalazlardaki “hem” grubu (Hem-d, Heme-d) cis-
hidroksiklorin-y- spirolakton yapida olup kiiciik alt iiniteli katalazlardakine (Hem-b,
Heme-b) kiyasla 180 derece rotasyon yapmustir (Sekil 2.2). Hem-d'nin kokeni kesin
olarak belirlenmemis olsa da enzimin muhtemelen ilk 6nce Hem-b'yi bagladigi,
sonrasinda enzime baglanan ilk H202 molekiilii tarafindan oksidasyona ugrayarak Hem-
d’ye doniistiiriildiigli 6ne stirtilmistiir (Timkovich ve Bondoc, 1990). Hidroperoksidaz II
(HPII) enziminde bu oksidasyon durumu ¢alisilmis olup H2O, (Loewen ve dig., 2004)
veya singlet oksijen varliginda (Diaz ve dig., 2004) enzim tarafindan katalizlenen

reaksiyonla Hem-b’nin Hem-d’ye doniistiigii gosterilmistir.

Kiigiik alt iiniteli katalazlarda ayrica bir NADPH baglanma bolgesi bulunmaktadir
(Zamocky, 1999; Chelikani ve dig., 2004). Bu baglanma bolgesi, katalaz aktivitesinde rol
oynamamasina karsin katalitik donglide enzim formunun korunmasini saglamaktadir
(Kirkman ve dig., 1984). Biiyiik alt tiniteli katalazlarda bu baglanma bdlgesi yerine ekstra
C-terminal (karboksil u¢) bolgesi bulunmaktadir. Bu bolgenin enzimi sicaklik ve denatiire

edici ajanlara kars1 korunmada rol oynadigr diistiniilmektedir (Maté ve dig., 2001).

Sekil 2.2. (A) "Hem-b" grubu ve (B) "Hem -d" grubunun yapisi (Yuzugullu ve dig.,
2013a).

Giliniimiize kadar 16 farkli monofonksiyonel katalazin kristal yapisi belirlenmistir;
bunlardan S. thermophilum katalazi (CATPO) da dahil olmak {izere sadece bes tanesi
biiyiik alt iiniteli katalazlara aittir (Tablo 2.4). Ug boyutlu yapilar1 incelendiginde
hepsinde aktif bolgenin olduk¢a korunmus halde oldugu gozlenmektedir. Buna gore,

'Hem' paketi olarak da adlandirilan aktif boélgedeki protoporfirin IX (Hem) yapisi

11



molekiilde iyice gdmiilmiis halde bulunmakta (Sekil 2.3) ve molekiil yiizeyinden y. 20 A
uzaktadir (Diaz ve dig., 2012).

Tablo 2.4. Kristal yapis1 belirlenen monofonksiyonel katalazlar

PDB ID Katalaz Organizma Alt simif Fe/Hem cesidi Kaynak
4AUM CATPO Mycothermus Biyiik alt d Yuzugullu ve dig., 2013a
thermophilus tniteli
2IUF PVC Penicillium vitale Biyiik alt d Alfonso-Prietro ve dig., 2007
tiniteli
1SY7 CAT-1 Neurospora crasssa Biiyiik alt d Diaz ve dig., 2004
tniteli
1GGF HPI1I Escherichia coli Biyiik alt d Melik-Adamyan ve dig., 2001
tiniteli
3EJ6 CAT-3 Neurospora crasssa Biiyiik alt b Diaz ve dig., 2009
tniteli
7CAT BLC Bos taurus Kiigiik alt b Fita ve Rossman, 1985
tiniteli
1DGF HEC Homo sapiens Kiigiik alt b Putnam ve dig., 2000
tiniteli
1M85 PMC Proteus mirabilis Kiigiik alt b Gouet ve dig., 1995
tiniteli
2XQ1 PAC Pichia angusta Kigiik alt b Penya-Soler ve dig., 2011
tiniteli
1A4E CAT-A Saccharomyces Kiigiik alt b Mate ve dig., 1999
cerevisiae uniteli
1HBZ MLC Micrococcus Kiigiik alt b Murshudov ve dig., 1992
lysodeikticus uniteli
1M7S CAT-F Pseudomonas Kiigiik alt b Carpena ve dig., 2003
syringae Uiniteli
1QWL KATA Helicobacter pylori Kiigiik alt b Loewen ve dig., 2004
tiniteli
1SI8 EFC Enterococcus faecalis Kiigiik alt b Hakansson ve dig., 2004
tiniteli
2J2M EOC Exiguobacterium Kiigiik alt b Hara ve dig., 2007
oxidotolerans uniteli
2ISA VSC Vibrio salmonicida Kiigiik alt b Riise ve dig., 2007
tiniteli

Katalazlar lizerinde yapilan ¢aligmalar enzim yiizeyinden aktif bdlgeye uzanan ti¢ kanalin
varligin1 gostermektedir. Bu kanallardan biri ana kanal olarak adlandirilmakta olup
katalitik merkeze yukaridan (distal kisimdan) dik olarak uzanmakta ve hidrojen peroksitin
katalitik bolgeye ulasmasinda baslica role sahiptir (Chelikani ve dig., 2003; Switala ve
Loewen, 2002). Bu kanalin uzunlugu y. 55 A’dur; 'hem' bolgesine yakin olan kisminda

daha ¢ok hidrofobik amino asit kalintilar1 yer almaktadir.
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Yanal kanal ise y. 30 A uzunlugunda, proteinin yan yiizeyinden baslayarak 'hem'
grubunun alt kismina (proksimal) dogru wuzanmaktadir. Bu kanalin katalitik
mekanizmadaki rolii aktif bolgeye proksimal kisimdan yaklastigi ve substratin distal
kisma nasil gegebilecegi sorusu yanitlanamadigindan heniiz tam olarak agiklanamamastir.
Ancak reaksiyon iiriinlerinden biri olan su molekiiliiniin proteini terk ederken bu kanali
kullanabilecegi 6ne siiriilmektedir (Sevinc ve dig., 1999). Son olarak merkezi kanal
olarak adlandirilan kanal ise ana kanal gibi 'hem' grubuna yukaridan ancak tetramer

yapinin ortasindaki bosluktan yaklagsmaktadir.

Merkezi kanal hakkinda literatiirde sinirli sayida bilgi mevcuttur. Bu kanal ile ilgili
gecmiste rapor edilen dort yayinda kanalda genelde hidrofilik amino asitlerin yer aldig;
bu 6zelliginden dolay1 katalaz reaksiyon iirlinlerinden dioksijenin uzaklagmasinda ve
biiyiik alt tniteli katalazlarda “hem” modifikasyonunda (hem-b’nin hem-d’ye
oksidasyonu) rol alabilecegi onerilmistir (Diaz ve dig., 2004; Murshudov ve dig., 1996;
Putnam ve dig., 2000; Sevinc ve dig., 1999). Ancak 6ne siiriilen bu goriisler sadece
molekiiler dinamik simiilasyonlar ile ortaya konmus olup mutasyon, bu goriislerin

spektrofotometrik veya yapi ¢alismalari ile desteklenmesi gereklidir (Diaz ve dig., 2004).

Son olarak merkezi kanal olarak adlandirilan kanal ise ana kanal gibi 'hem' grubuna
yukaridan ancak tetramer yapinin ortasindaki bosluktan yaklasmaktadir. Merkezi kanal
hakkinda literatiirde sinirli sayida bilgi mevcuttur. Bu kanal ile ilgili ge¢miste rapor edilen
dort yayinda kanalda genelde hidrofilik amino asitlerin yer aldigi; bu 6zelliginden dolay:
katalaz reaksiyon iriinlerinden dioksijenin uzaklasmasinda ve biiylik alt {initeli
katalazlarda “hem” modifikasyonunda (hem-b’nin hem-d’ye oksidasyonu) rol alabilecegi
onerilmistir (Diaz ve dig., 2004; Murshudov ve dig., 1996; Putnam ve dig., 2000; Sevinc
ve dig., 1999). Ancak one siiriilen bu goriisler sadece molekiiler dinamik simiilasyonlar
ile ortaya konmus olup mutasyon, bu goriislerin spektrofotometrik veya yapi ¢aligmalari

ile desteklenmesi gereklidir (Diaz ve dig., 2004).
2.5. S. thermophilum Katalaz1 (CATPO)

S. thermophilum katalazi (CATPO) her biri yaklasik 80 kDa’dan olusan tetramerik bir
enzimdir. Her bir alt iinitesinde bir adet olmak {izere toplam dort adet d-tipi Fe/Hem grubu

icermektedir. P. vitale katalazina (PVC) %77 oraninda homoloji gosteren bu enzim
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‘monofonksiyonel biiyiik alt tiniteli katalaz’ grubuna dahildir (Kocabas ve dig., 2008).
Monofonksiyonel katalaz ailesinde yer almasina karsilik temel fonksiyonu olan hidrojen
peroksitin (H202) molekiiler oksijen ve suya pargalanmasi yaninda H,O2 yoklugunda
katekol, kafeik asit, katekin, klorojenik asit ve L-DOPA gibi ortho pozisyonunda iKki
hidroksil grubu bulunduran fenolik maddeler ile hidrokinon gibi para-difenolikleri
oksitleyebildigi goriilmiistiir (Avci ve dig., 2013). Bu beklenmeyen bulgu iizerine Leeds
Universitesi (Ingiltere) ile is birligi cercevesinde enzimin rekombinant olarak ifadesi,
cesitli mutasyon ve iig-boyutlu yap1 ¢alismalari baglatilmistir. Bu calismalarda esas amag
katalaz ve fenol oksidaz aktivitelerinin ayn1 aktif bolgede gerceklesip gerceklesmediginin
aydinlatilmasi olup; sonugta katalitik aktivitenin tek bir merkezde meydana geldigi
kesfedilmistir. Scytalidium katalazinda goriilen H202’den bagimsiz bu ikincil fenol
oksidaz aktivite varligi1 insan, sigir, ya da Corynebacterium glutamicum ve Aspergillus
niger gibi mikroorganizmalardan elde edilmis ticari katalazlarda da gosterilmis olup bu
tip bir ikincil aktivitenin diisiik seviyelerde de olsa bircok katalazda olabilecegi
saptanmigtir (Yuzugullu ve dig., 2013a). Nitekim memeli hiicreleri (Vetrano ve dig.,
2005) basta olmak tizere B. pumilus (Loewen ve dig., 2015), Thermobifida fusca (Loncar
ve Fraaije, 2015) ve Amaranthus cruentus’dan (Chen ve dig., 2017; Teng ve dig., 2016)
izole edilen katalazlarda da tanimlanmis ve ayni “hem” grubu igeren aktif bolgede
gerceklestigi One siiriilmiistiir. Buradan, monofonksiyonel olarak tanimlanan katalazlarda
“ikincil (fenol) oksidaz aktivite” varliginin ¢ok daha yaygin olabilecegi, hatta insanda da

olabilecegi anlagilmaktadir.

CATPO’nun merkezi kanali P77, E78, R79, A80, T372, N375, N377 ve G378’den
olusmaktadir (Sekil 2.3). Merkezi kanalda yer alan bu amino asitlerden P77 (Pro77,
Prolin), E78 (Glu78, Glutamik asit), R79 (Arg79, Arjinin) ve G378 (Gly378, Glisin),

hemen hemen tiim monofonksiyonel katalazlarda korunmus haldedir (Sekil 2.4).

Diger taraftan, kanaldaki diger bir amino asit olan T372 (Thr372, Treonin), tim biiyiik
alt iiniteli katalazlarda korunmus (Sekil 2.4) olmakla birlikte bazi kiigiik alt tiniteli
katalazlarda yerini Alanin (A358, CAT-A; A340, PMC) amino asidi almistir (Tablo 2.5).
Diger bir merkezi kanal amino asidi A80 (Ala80, Alanin) ise sadece P. vitale katalazinda
(PVC) korunmustur (A62); diger katalazlarda yerini Val (V90, CAT-1), lle (1126, E. coli
HPII), Asn (N68, CAT-A) veya Arg’nin (R52, PMC) aldig1 goriilmektedir (Tablo 2.5).
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Diger bir merkezi kanal amino asidi olarak N375 (N375, Asparajin), biiyiik alt tiniteli
katalazlardan P. vitale PVC (N357) ve N. crassa CAT-3 (N395) katalazlarinda
korunmustur. Ancak baska biiyiik alt tiniteli katalaz olan E. coli HPII ve N. crassa CAT-
1 katalazlarinda Asn’nin yerini Ser (S421, HPII; S385, CAT-1) alirken; kii¢iik alt {initeli
katalazlarda Asn yerine Tyr (Y343, PMC; Y361, CAT-A) veya His (H363, BLC; H343,
EFC) bulunmaktadir (Tablo 2.5). Son olarak, N377 hi¢bir biiyiik ya da kii¢iik alt tiniteli
katalazda korunmamustir. Diger katalazlarda yerini His (H359, PVC; H397 CAT-3), Leu
(L387, CAT-1; L423, HPII; L345, PMC; L363, CAT-A; L365, BLC) veya Val (V345,
EFC)’e birakmustir.
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Sekil 2.3. CATPO’daki kanal yapisi. Ana, merkezi ve yanal kanal {izerindeki su
molekiilleri ve baz1 amino asitler gosterilmektedir.

Merkezi kanalda korunmamis olan amino asitler (Tablo 2.5), enzimlerde yapisal bazi
farkliliklara yol agmaktadir. Ornegin, CATPO’da bulunan N375 yerine CAT-1’de
S385’in gelmesi CAT-1"de merkezi kanal ile kavite arasinda diizenli bir solvent akisinin

olusmasina sebep olmaktadir (Sekil 2.5).
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Sekil 2.4. Kristal yapisi belirlenen monofonksiyonel katalazlarin amino asit dizi hizalama
sonucu. *Merkezi kanal amino asitleri dikdortgen i¢ine alinmustir.

Tablo 2.5. S. thermophilum katalazinin (CATPO) merkezi kanal amino asitlerinin bazi
monofonksiyonel katalazlardaki esleniklerinin karsilastirilmast

Katalaz PDB Merkezi kanalda yer alan amino asitler
Numarasi
CATPO| 4AUM P77 E78 | R79 | A80 | T372 | N375 |N377|G378
PVC 2IUF P59 E60 | R61 | A62 | T354 | N357 |H359|G360
CAT-1 1SY7 P87 E88 | R89 | V90 | T382 | S385 |L387 G388
HPII 1GGF P123 | E124 | R125 | 1126 | T418 | S421 |L423 | G424
CAT-3 3EJ6 P97 E98 | R99 | V100 | T392 | N395 |H397|R398
PMC 1M85 P49 E50 | R51 | R52 | A340 | Y343 |L345|G346
CAT-A | 1A4E P65 | Q66 | R67 | N68 | A358 | Y361 |L363 | G364
BLC 7CAT P69 E70 | R71 | V72 | T360 | H363 |L365 | G366

EFC 1SI8 P49 ES0 | R51 | V52 | A340 | H343 | V345| G346

*(PDB: Protein Data Bankasi; CATPO: M. Thermophilus katalazi; PVC: P. vitale katalazi; CAT-1 ve CAT-3: N. crassa katalazi;
HPII: E. coli katalazi; PMC: P. mirabilis katalazi; CAT-A: S. cerevisiae katalazi; BLC: B. taurus katalazi; EFC: E. faecalis katalazi.)

CAT-1 ile yapilan molekiiler simiilasyon ¢aligmalari, reaksiyon iriinlerinin bu kanali
kullanarak enzimden uzaklastigina isaret etmektedir (Diaz ve dig., 2009); ancak merkezi
kanal amino asitlerinin enzim fonksiyonundaki rollerine yonelik herhangi bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Monofonksiyonel katalazlar tizerine elde edilen giincel bulgular (temel
fonksiyonun yaninda H20: yoklugunda g¢esitli fenolik bilesikleri okside edebilme
yetenekleri) dikkate alindiginda merkezi kanal amino asitleri izerine odaklanilan bu tez
calismasinin literatiire bu konudaki boslugu doldurmak iizere ©Onemli Kkatkilar

saglayacagina inanilmaktadir.
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Sekil 2.5. S. thermophilum CATPO (A) ve N. crassa CAT-1 (B) katalazlarinda merkezi
kanal ve merkezi kavitenin karsilastirilmasi. *Farkli alt birimlerdeki amino asitler, farkli
renklerle gosterilmistir. Ayrica merkezi kanal ile kavite {izerinde tespit edilen su
molekiilleri koyu pembe (A) ve siyan mavisi (B), Ca*? iyonu (A) ise a¢ik pembe ile
renklendirilmistir. (A) panelinde daire i¢ine alinan N375’in (Asn375), CAT-1’e gore
merkezi kanal1 daralttig1 ve merkezi kanal ile kavite arasinda solvent akisini engelledigi
goriilmektedir. Sekil ¢izimi icin PyMOL programi kullanilmstir.
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3. MALZEME VE YONTEM
3.1. Kimyasallar ve Enzimler

Bu calisma esnasinda kullanilan enzimler, markorler ve kimyasallar Sigma (Almanya),
Invitrogen (Ingiltere), Merck (Almanya), Bio-rad (Amerika), Bioshop (Kanada), ve
Neofroxx (Almanya) firmalarindan temin edildi. Plazmit DNA izolasyonunu
gerceklestirebilmek icin QIAprep DNA izolasyon kiti (Qiagen, Almanya) satin alindi.
Restriksiyon enzimi olarak Dpnl (NEB, Ingiltere) kullanildi. Seliiloz membran filtreler
(ISOLAB Laborgerate GmbH, Almanya), soliisyonlarin sterilizasyonunu saglamak igin
kullanildi. Hizli Performans Sivi Kromatografi (FPLC) cihazi (AKTAPrime) ve
saflagtirmada kullanilan kolon (HisTrap HP, 5 mL) GE Healthcare (Amerika)’dan temin
edildi. Saflastirilmis olan proteinlerin spektroskopik dlgiimleri sicaklik kontrollii Cary60
UV-VIS spektrofotometre (Agilent, Amerika) cihazi ile gergeklestirildi.

3.2. Mikroorganizmalar

Farkli CATPO varyantlarinin eldesinde E. coli XL-1 Blue ve BL21 (DE3) star suslari
kullanildi. Bu suslar Luria Broth (LB) besiyerinde (%1 w/v tripton, %0,5 w/v maya
ekstrakti, %1 w/v NaCl) ve uygun antibiyotik varliginda (50 pg/mL kanamisin), 37 °C’de
bir gece orta diizeyde ¢alkalanarak (200 rpm) biiytitiildii.

3.3. Plazmit, Mikroorganizma ve Kiiltiir Hazirlanmasi

Bu calismada alt1 adet histidinden olusan polihistidin etiketi, TEV proteaz baglanma
dizisi ve catpo genini tasitan pET28a-CATPO (Yuzugullu ve dig., 2013a) rekombinant

plazmiti kullanildi.

S. thermophilum catpo genini tasiyan pET28a-CATPO plazmiti transfer etmek igin
kullanilan E. coli XL-1 Blue ve BL21 (DE3)star hiicreleri farkl petrilerde, bir gece kati
besiyerinde (Luria Broth Agar, LBA) biiyiitiildii. Kiiltiirlerden alinan hiicreler, sivi
besiyerlerine (LB) aktarildi. LB besiyerine aktarilan hiicreler, 37 °C’de yaklasik 3 saat
inkiibe edildi ve saatte bir 595 nm’de optik yogunluk (OD) degerleri 6l¢iildii. OD degeri
yaklasik 0,4 oldugunda, LB besiyerinde biiyiiyen kiiltiirler 50 mL’lik falkon tiiplerde 5
dk buz iizerinde bekletildi. Buzda bekletilen hiicreler, 4 °C ve 3000 X g’de 10 dk santrifiij

18



edildi. Santrifiijden sonra falkondaki hiicrelerin siipernatan kismi atilip, pelet kismi 20
mL Tfbl (3 mM potasyum asetat, 100 mM RbCl,, 10 mM CaClz, 50 mM MnClI, %15
(v/v) gliserol, pH 5,8) soliisyonu i¢inde ¢ozdiiriildii. Daha sonra ¢ézdiiriilen 6rnek, 4 °C
ve 3000 x g’de 10 dk santrifiij edildi. Ornegin pelet kism1 2 mL Tfb2 (10 mM MOPS, 75
mM CaClz, 10 mM RDbCl,, %15 (v/v) gliserol, pH 6,5) i¢inde ¢ozdiiriiliip, 50 uL olacak
sekilde ependorf tiiplerine konulduktan sonra hiicreler sivi azotta dondurularak -80 °C’ye

kaldirildi.
3.4. Bolge Yonelimli Mutasyon Calismalari

S. thermophilum’un ¢ift aktiviteli CATPO enziminde merkezi kanalin katalitik aktivitede
herhangi bir rolii olup olmadigini aragtirmak tizere kanalda bulunan amino asitleri (AS80,
T372, N375, N377 ve G378) hedef alarak bolgeye yonelik mutagenez calismalarinin
gerceklestirilmesinde “Quikchange Site Directed Mutagenesis Kit (Agilent)” i kullanildi.

Mutasyon ¢aligsmalari i¢in tasarlanan oligoniikleotit dizileri Tablo 3.1’de verilmektedir.

Primer tasarlamada kullanilan kit i¢in hazirlanmis kilavuzda Onerilen adimlar izlendi.
Buna gore, 31 ila 36 baz uzunlugunda tasarlanan primerler igin erime sicakligi (Tm) >75

°C tizerinde olmasina ve %GC oraninin %47-71 arasinda olmasina dikkat edildi.

Hedef mutasyonlar1 igeren CATPO varyantlarina ait tahmini yapilarin homoloji
modellerini elde etmek i¢in SWISS-MODEL protein modelleme sunucusu
kullanildi.(URL-2) Model olarak E. coli’de rekombinant olarak iiretilen yabanil tip

CATPO’nun amino asit dizisi (PDB numarasi: 4aum) kullanildi.

Her bir varyant icin SWISS-MODEL tarafindan olusturulan modellerin degerlendirilmesi
GMQE (Global Model Quality Estimation) ve QMEAN (Qualitative Model Energy
ANalaysis) degerleri tizerinden yapildi (Tablo 3.1)

CATPO’nun zit zincirindeki her bir tamamlayici oligoniikleotit primeri, KOD Hot Start
DNA polimeraz (Merck, Almanya) kullanilarak 25 dongiiden olusan polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) boyunca cogaltiltildi. PZR i¢in hazirlanan reaksiyon karisimi (Tablo
3.2) ve takip edilen PZR dongii asamalarina (Tablo 3.3) ait detayli bilgi asagida

verilmistir.
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Tablo 3. 1.Bo6lge yonelimli mutasyonlarda kullanilmak tizere tasarlanan oligoniikleotitler.

Sekans
Varyantlar degisikligi Oligoniikleotit GMQE | QMEAN

A80I GCT—ATC CGTGTTCCGGAACGTATCGTTCACGCTCGTGGTGC 0,91 0,940,05

N375H AAC—CAC GGACACCCAGCTGCACCGTAACGGTGGTCCGAA 0,91 | 0,9+0,05

N375S AAC—AGT GGACACCCAGCTGAGTCGTAACGGTGGTCCGAA 0,91 0,940,05

T372A ACC—GCG CTCTTACCTGGACGCGCAGCTGAACCGTAACGG 0,91 0,940,05

T372S ACC—HTCC CTCTTACCTGGACTCCCAGCTGAACCGTAACGG 0,91 | 0,9+0,05

N375E | AAC—GAG GGACACCCAGCTGGAGCGTAACGGTGGTCCGAA 0,91 | 0,9+0,05

G378R GGT—CGC CCAGCTGAACCGTAACCGCGGTCCGAACTTCGAA 0,91 | 0,9+0,05

N377L AAC—CTC | CCAGCTGAACCGTCTCGGTGGTCCGAACTTCGAAC 0,91 | 0,9+0,05

*Mutasyona ugratilmig kodonlar kirmizi renk ile belirtildi.

CATPO’nun zit zincirindeki her bir tamamlayict oligoniikleotit primeri, KOD Hot Start
DNA polimeraz (Merck, Almanya) kullanilarak 25 dongiiden olusan polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) boyunca g¢ogaltiltildi. PZR i¢in hazirlanan reaksiyon karisimi olarak
Tablo 3.2 ve takip edilen PZR dongii asamalar1 Tablo 3.3’de detayli olarak verilmistir.

Oligoniikleotitler sicaklik dongiisii boyunca uzayarak, arzu edilen mutasyonu igeren
centikli plazmitlerin ortaya ¢ikmasini tesvik etmektedirler. Sicaklik dongiisiinii takiben,
PZR iiriinii Dpnl (NEB, Ingiltere) ile muamele edildi. Dpnl enzimi metillenmis ve yari-
metillenmis DNA’y1 taniyan bir endoniikleazdir ve PZR sonrasi reaksiyon ortaminda
mutasyona ugramamis plazmit DNA’smin parcalayarak sadece arzu edilen mutasyonu
igeren plazmit DNA’y1 segmek i¢in kullanilmaktadir. E. coli susundan izole edilen ve
PZR’ye girmeyen parental plazmit DNA’ya metil takilmis halde bulundugundan Dpnl
enzimi tarafindan parcalanir. Boylece ortamda endoniikleaz ile muamele sonrasi sadece
arzu edilen mutasyonu igeren plazmit DNA’s1 kalmaktadir. Mutasyon igceren yeni
sentezlenmis DNA daha sonra E. coli XL-1 Blue kompetan hiicresine aktarilmak igin

hazir hale getirildi.
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Tablo 3.2. Reaksiyon karisimi (Yiiziigiilli, 2010; Zengin, 2016)

PZR bilesenleri Miktar | Konsantrasyon
KOD Hot Start DNA polimeraz luL 1 U/uL
KOD Hot Start DNA Polimeraz Tampon Cozeltisi 5uL 10X
dNTP 5uL 2mM
Plazmid DNA 1 uL 90 ng/ uLL
Mleri (forward) primer 1,5 uL 10 uM
Geri (reverse) primer 1,5 uL 10 uM
MgSO, 3uL 25mM
Steril ddH.O 32 uL -
Toplam 50 pnLL -

Tablo 3.3. Takip edilen PZR Dongiisii (Yiizigillii, 2010; Zengin, 2016)

PZR Asamasi Sicaklik (°C) Stire Dongti
Baslangic
denatiirasyon 95 2 dk 1
asamast
Denatiirasyon 95 30s 25
Baglanma 55-65 30s 25
Uzama 68 8 dk 25
Son uzama 68 10 dk 1
Saklama 4 Siiresiz -

Rekombinant plazmit DNA (pET28a-CATPO) bantlarini goriintiilemek amaciyla agaroz
jel elektroforezi uygulandi. Agaroz jel hazirlamak i¢in 0,8 g agaroz tartilarak 100 mL 1X
Tris-Asetat-EDTA (TAE) ¢ozeltisi iginde sicakta ¢oziinmesi saglandi. DNA bantlarini
goriintiilemek amaciyla agaroz jel ¢ozeltisine SYBR Safe (Invitrogen, Ingiltere) son
konsantrasyonu 1 g/mL olacak sekilde eklendi. Ornekler yiikleme tamponu (6X; NEB,
Ingiltere) ile 1:5 oraninda karistirilarak kuyucuklara yiiklendi. Baska bir kuyucuga 6 pL
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DNA markérii (1kbg; NEB, Ingiltere) yiiklendi. Elektroforez 100 V’da 45 dK yiiriitiildii
(Yuzugullu ve dig., 2013b). Elektroforez bitiminde DNA’larin goriintiilenmesi i¢in Ultra
Viyole (UV) 1sik kullanildi.

Orneklerin icerdikleri DNA miktarin1 tayin etmek ve safliklarin1 belirlemek igin UV
spektroskopisi ve Qubit 2,0 florometre (Amerika) kiti kullanildi. Saflik i¢in UV
spektroskopisinde 260 nm ve 280 nm GSl¢limlerinin karsilagtirilmasi yontemi kullanildi.
DNA oOrneklerinin A2s0/A280 oraninin 1,7 ile 2,0 arasinda olmasina dikkat edildi. DNA

konsantrasyonunu hesaplamak i¢in 260 nm’de 6lgiilen degerler kullanildi (Denklem 3.1).

50n DNA/mL (3 l)

Dna konsantrasyonu(puL/mL) = OD,¢, X Dillisyon faktori x L ODyaq birim)

3.5. Kompetan Hiicrelere Transformasyon

Istenilen saflik ve miktarda iiretilen rekombinant plazmit DNA’lar, daha sonra E. coli
XL-1 Blue hiicrelerine transforme edildi. -80 °C’den alinan hiicreler buz igerisinde
¢Ozdiiriiliip hiicrelerin 1s1s1 ylikselmeden 50 plLhiicre kiiltiiriine 1 pL PZR iiriinii olan
farkl1 tipte plazmit 6rnekleri (yaklasik 1-10 ng DNA igerecek sekilde) eklendi. 30 dk
buzda inkiibasyonu gerceklesen hiicreler 1 dk 42 °C’deki su banyosunda inkiibasyona
maruz birakildi. 2 dk buzda gerg¢eklesen inkiibasyonun ardindan igerisine 450 pL LB siv1
besiyeri eklendi. 37 °C’de 1 saat ¢alkalamali inkiibasyon ile kiiltiirler ¢ogaltildiktan sonra
8000 x g’de 3 dk santrifiij edildi ve 50 pg/mL kanamisin igeren LB agar besiyerine yayma
yontemi ile inokiilasyonu gergeklestirildi (Yuzugullu ve dig., 2013b). inokiile edilen

hiicreler 37°C’lik etiivde bir gece inkiibasyona birakildi.
3.6. Plazmit DNA izolasyonu

Hedeflenen baz doniisiimlerinin gergeklesip gerceklesmedigini test etmek tizere E. coli
XL-1 Blue hiicrelerinden plazmit DNA izolasyonu yapildi. Kanamisin iceren LBA’da
biiyiiyen koloniler steril ¢ubuk ile segilerek LB sivi besiyerinde ve uygun antibiyotik
varliginda (50 pg/mL kanamisin), 37 °C’de bir gece 200 rpm’de inkiibe edildi. Plazmit
DNA’y1 izole etmede Alkalin-SDS Plazmit Miniprep yontemine dayanan QIAprep DNA
izolasyon kiti (Qiagen, Almanya) firma tarafindan Onerilen basamaklar izlenerek

gerceklestirildi. Bu kapsamda; bir gece 37 °C’de inkiibe edilen 10 mL (LB s1vi) taze
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kiiltiir 10000 x g’de 10 dk santrifijjlendi ve siipernatant atildi. 250 pL “Buffer P17
eklenerek pellet ¢oziildii ve mikrosantrifiij tiipline aktarildi. 250 pL “Buffer P2” eklendi
ve 0rnek berraklasincaya kadar 4-6 kere ters diiz edilerek karistirildi. 350 pL “Buffer N3”
eklendi ve 4-6 kere ters diiz edilerek karistirildi. 13000 X g’de 10 dk mikrosantrifiij
yapildi. Siipernatant eliisyon kolonuna alindi ve 1 dk santrifiij yapildi. Kolondan gecen
stiziintii atildi. Kolon, 0,5 mL “Buffer PB” eklenerek yikandi ve 1 dk santrifiij yapildu.
Kolondan gecen siiziintii atildi. Kolon 0,75 mL “Buffer PE” eklenerek yikandi ve 1 dk
santrifiij yapildi. Kolondan gegen siiziintii atildi. Kolon 1,5 mL’lik eppendorf tiipe
yerlestirildi ve kolona 50 pL ddH.O eklendi, 1 dk beklemenin ardindan 1 dk santrifiij
yapild1 ve plazmit siiziintiide elde edildi. Elde edilen plazmit -20°C’de saklandi.

3.7. DNA Sekans Analizi

Plazmit DNA’lar izole edildikten sonra istenilen nokta mutasyonlarinin gerceklesip
gerceklesmedigini test etmek {lizere DNA sekans analizi Macrogen (Hollanda)
firmasindan hizmet alimi seklinde gergeklestirildi. Sekanslama i¢in Tablo 3.4’°te verilen

primerler kullanildi.

Tablo 3.4. DNA sekans analizi esnasinda kullanilan CATPO primerleri

Primer Oligoniikleotid Dizisi

T7 (lleri) 5'-AATACGACTCACTATAG-3'
T7 (Geri) 3'-CTATAGTGAGTCGTATTA-5’
CATPO _F700 (ileri) 5'-GTCACGGTATCCCGC-3'
CATPO_R700 (Geri) 3-GCGGGATACCGTGAC-5'

3.8. Rekombinant CATPO Varyantlarimin Uretimi

Hedeflenen mutasyonlarin dogrulanmasindan sonra rekombinant plazmitler, E. coli
BL21(DE3) star hiicrelerine transforme edildi. Tek koloniden ¢ogaltilan bakteri suslari
LB siv1 besiyerinde aktiflestirildikten sonra 121 °C’de 20 dk otoklavda steril edilen %80
(v/v) gliserol eklenerek -80 °C’de muhafaza edildi. Stok kiiltiirler daha sonra yabanil tip
(wt) CATPO proteini ve varyantlariin tiretiminde kullanildi. Bu kapsamda bir gece 37
°C’de inkiibe edilen 10 mL (LB) taze kiiltiir, 50 pg/mL kanamisin igeren 1 litrelik LB s1v1
besiyerine transfer edildi. Ardindan 37 °C’de yaklasik 2 saat inkiibe edildi ve 30 dk’da
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bir 595 nm’de OD degerleri 6lgiildii. OD yaklasik 0,6-0,8 oldugunda besiyerine 0,1 mM
IPTG (Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside) ilave edilerek 30 °C ve 120 rpm’de 24
saat inkiibasyona birakildi. Hiicreler inkiibasyon sonrasinda 9000 x g’de 15 dk santrifiij

edilerek ¢oktiiriildii ve protein saflastirma denemelerinde kullanilmak {izere -80 °C’ye

kaldirildi (Yuzugullu ve dig., 2013b).
3.9. Rekombinant CATPO Varyantlarinin Saflastirilmasi

Rekombinant (Wt)CATPO ve dort farkli varyantinin (A80I, T372A, T372S ve N377L)
saflastirilmasinda kullanilmak {tizere -80 °C’de muhafaza edilen hiicreler buzda
eritildikten sonra 100 mL lizis tamponuna (50 mM Na-HEPES, %25 (w/v) siikroz, %1
(v/v) Triton X-100, 5 mM, MgClz. 6H20 1 mg/mL lizozim, 5 puL benzonase nuclease
(5KU, Sigma), 1:4 oraninda EDTA i¢ermeyen proteaz inhibitor tablet, pH 8,0) transfer
edilerek yaklasik 3 saat lizis islemine maruz birakildi. Hiicreler daha sonrasinda 10000 x
g’de ¢oktiiriilerek supernatant kismi bir gece boyunca baglama tamponuna (0,5 M NaCl
iceren 20 mM Sodyum fosfat, pH 7,4) kars1 diyaliz edilerek saflastirmada kullanilmak
tizere hazir duruma getirildi. Bunun i¢in 5 mL’lik HiTrap kolonu AKTA Prime Plus
Kromatografi cihazina (GE Healthcare, Amerika) baglandi. Daha sonra kolondan
baglama tamponu (20 mM Sodyum fosfat, 0,5 M NaCl, 20 mM Imidazol, pH:7,4)
gegirilerek His-etiketli proteinlerin kolona baglanmasi i¢in hazir hale getirildi. Lizis
islemi uygulanan, hiicrelerden arindirilan ve kolona yiliklemek i¢in hazir hale getirilen
istenilen proteini igeren diyaliz 6rnegi, 1,0 mL/dk akis hiz1 ile kolona yiiklendi. Kolona
baglanmamis veya zayif baglanmis proteinleri uzaklagtirmak i¢in kolon yikama tamponu
(20 mM Sodyum fosfat, 0,5 M NaCl, 40 mM Imidazol, pH 7,4) ile yikama islemine maruz
birakildiktan sonra eliisyon tamponu (20 mM Sodyum fosfat, 0,5 M NaCl, 500 mM
Imidazol, pH 7,4) ile arzu edilen proteinin kolondan uzaklastirilmas: gergeklestirildi.
Saflagtirma sirasinda kullanilan tiim ¢ozeltiler AKTA cihazina verilmeden once 0,22

um’lik filtrelerden gecirildi.

Afinite kromatografisi sonucunda saf proteini igeren franksiyonlart belirlemek amaciyla
jel elektroforezi uygulandi. Tek bir tiipte toplanan fraksiyonlardan tuz (NaCl) ve
imidazolii uzaklastirmak amaci ile bir gece 20 mM Sodyum fosfat (pH 7,4) ¢ozeltisine
kars1 diyaliz edildi. Diyaliz edilen 6rnekler 0,22 pum’lik filtrelerden gegirildikten sonra
1,5 mL lik tiiplere aktarildi.
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3.10. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforez (SDS-PAGE) Analizi

Afinite kromatografi sonrasi toplanan fraksiyonlarda saf haldeki hedef proteinin tespiti
icin SDS-PAGE uygulandi. Bu analizde, Bio-Rad Mini-Protean (Amerika) sistemi
kullanildi.

SDS-PAGE; % 5 v/v yiikleme jeli (125 mM Tris-HCI (pH 6,8), % 0,1 SDS, % 5
Akrilamid ve TEMED) ve % 15 v/v ayirma jeli (375 mM Tris-HCI (pH 8,8), % 0,1 SDS,
% 15 Akrilamid ve TEMED) hazirlanarak gerceklestirildi (Laemmli, 1970). Ornekler
indirgeme ajani igeren yiikleme tampon ile 90 °C’de 10 dk kaynatildi. Protein markor’
olarak Prestained Protein SHARPMASS VII (6,5-270 kDa) kullanildi. Elektroforez 250
V’da 50 dk yiiriitiilerek gerceklestirildi. Yiiriitiilen jeller Coomassie Brillant Blue (CBB)

boyama ile boyandi.
3.11. Goriiniir UV Spektrum Analizi

Spektrofotometrik ¢alismalari iceren biyokimyasal deneyler, oda sicakliginda Cary 60
UV-Visible Spektrofotometre (Agilent, Amerika) ile gergeklestirildi. Saflagtirilmis
wtCATPO ile varyantlarmi absorbsiyon spektra olgimleri 200-900 nm araliginda
yapildi.

3.12. Protein Miktar Tayini

Saflastirilmis 6rneklerin protein miktar tayinleri Bradford (Sigma, Almanya) metodu
kullanilarak gergeklestirildi. Bu yontemde Coomassie Brilliant Blue G-250 boyasinin
verdigi absorbans degerlerine bakildi (595 nm). Standart protein olarak Bovine Serum

Albumin (BSA) kullanildi (Bradford, 1976). Standart egri grafigi EK-B’de verilmektedir.
3.13. Enzim Aktivite Tayini

Saf haldeki proteinlerin katalaz (CAT) ve fenol oksidaz (PO) aktivite olgiimleri
spektrofotometrik olarak gerceklestirildi. Katalaz aktivitesi (CAT), Beers ve Sizer
(1952)’1in tanimladig1 metoda gore, hidrojen peroksitin kayboldugu 240 nm’de dlgiildii.
Reaksiyon karisiminda 10 mM hidrojen peroksit soliisyonu, 100 mM Sodyum fosfat
tampon (pH 7,0) soliisyonu ve toplam hacim 1 mL olacak sekilde seyreltilmis enzim

kullanildi. Enzimi eklemeden 6nce substrat soliisyonu, sicakligi dengelemek icin sicak su
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banyosunda (60 °C) 1 dk inkiibe edildi. Enzim aktivitesi baslangi¢ reaksiyon hizini ve
hidrojen peroksitin yok olma katsayisi olan 39,4 M*cm™ kullanilarak belirlendi (Merle
ve dig., 2007). Bir enzim tinitesi, dakikada 1 pmol H2O; ayrismasini katalize eden enzim

miktari olarak tanimland1 ve Denklem 3.2°de verilen denklem ile hesaplandi.

(AOD, 40 /At)xe)xReaksiyon hacmi(mL)x(103%)

CAT aktivitesi(U/mL) = X Seyreltme faktori (3.2)

Enzim hacmi (ml)

Fenol oksidaz (PO) aktivitesi i¢in kullanilan 2 mL’lik reaksiyon sivisi, 0,1 M fosfat
tampon ¢ozeltisi (pH 7,0) i¢inde hazirlanmis 100 mM katekol ¢ozeltisinden 0,5 ml, enzim
¢ozeltisinden 0,5 ml ve tampon ¢ozeltisinden 1 mL ilave edilerek hazirlandi. 60 °C’de
gerceklesen reaksiyon sirasindaki katekol oksidasyon {iriinii zamana kars1 420 nm’deki
sogurma (absorbans) degisimi olarak belirlendi ve aktivite buna gére hesaplandi. Enzim
aktivitesi baglangi¢ reaksiyon hizin1 ve katekoliin okside olma katsayis1 olan 3450 Mtcm’
! kullamilarak belirlendi (Ogel ve dig., 2006). 1 Unite aktivite 1 nanomol katekol’ii 1 dk’da
okside edebilen enzime karsilik gelmekte olup Denklem 3.3’te verilen formiil ile

hesaplandi.

(A0D420 /A0)X(3)xReaksiyon hacmi(mL)x(10%)

PO aktivitesi(U/mL) = x Seyreltme faktorii (3.3)

Enzim hacmi (ml)

3.14. Kinetik Parametrelerin Belirlenmesi

Her bir CATPO varyantina ait Km (Michaelis-Menten sabiti, mM), Vmax (maksimal
baslangic hizi, U/mL), Kcat (turn-over sayisi, 1/s) ve Keat/Km (katalitik etkinlik) degerleri
hesaplandi. Km ve Vmax sabitleri, Lineweaver—Burk grafiginden hesaplandi
(Lineweaver ve Burk, 1934). Enzimin Kkatalitik hiz sabiti (Kcat), Vmax=Kcat.[E]t
denkleminden hesaplandi. Substrat olarak H2O> (katalaz substrati) ve katekol (fenol

oksidaz substrati) kullanildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Bolge Yonelimli Mutagenez ile CATPO Varyantlarimin Olusturulmasi

CATPO merkezi kanalin enzimin katalitik aktivitesinde herhangi bir etkisinin olup
olmadigini arastirmak {izere merkezi kanal amino asitlerinin benzer veya farkli 6zellikte
amino asitlere (Ala80lle, Thr372Ser, Thr372Ala, Asn375Glu, Asn375Ser, Asn375His,
Asn377Leu, Gly378Arg) doniistiirilmesinde PZR bazli Quikchange bolge yonelimli
mutagenez yontemi uygulandi. PZR sirasinda mutajenik primerlerin hedef DNA ile
baglanabilmesi i¢in 55 °C-62 °C arasinda farkli sicakliklarda denemeler yapildi. Sonugta,
her bir CATPO varyantini tasiyan rekombinant plazmitler icin yaklasik 9 kbe
biiyiikliigiinde agaroz jel elektroforez sonrasi bantlar goriintiilendi (Sekil 4.1).

10000
$000
6000

4000
3000 =
2000
1500
1000

A B

Sekil 4. 1. Bolge Yonelimli Mutagenez sonucunda elde edilen mutant CATPO’larin
agaroz jel goriintiileri, A-B.*A; bg, Baz ¢ifti; M, DNA markdr (10 kbg, NEB); C, CATPO;
1, A80I; 2, T372S; 3,T372A; 4, N377L. B; bg, Baz cifti; M, DNA markoér (10 kbg, NEB);
C, CATPO; 1, N375E; 2, N375S; 3, N375H; 4, G378R.

Her bir CATPO varyantinin olusturulmasinda kullanilan primer baglanma sicakliklar
(Tablo 4.1) incelendiginde ayni enzimle daha Onceden yapilmis bolge yonelimli
mutagenez caligmalarinda (Balci, 2016; Zengin, 2016) tespit edilen primer baglanma
sicakliklar1 ile biiylik Olgiide benzerlik gosterdigi goriilmektedir.Mutasyonu tasiyan
plazmitlerin segilimi igin reaksiyon karisimi PZR sonrasi Dpnl enzimi ile muamele
edilerek parental plazmitlerin ortamdan uzaklagtirilmasi saglandi. Sekil 4.2°de goriildiigii
gibi restriksiyon enzimle muamele sonrasi istenilen uzunlukta (9 kbg) DNA bantlar1 tiim

CATPO varyantlarinda goriintiilendi.
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Tablo 4.1. CATPO varyantlar1 i¢in primer baglanma sicakliklar

Mutant Baglanma sicakhig (°C)
AB80I 55,9°C

N377L 55°C-60°C

T372A 55,9°C

T372S 55,9°C

N375E 55,9°C

N375S 55,9°C

N375H 55,9°C

G378R 55,9°C

b b
10000 10000
8000 8000
6000 6000
5000 5000
4000 4000
3000 3000
2000 2000
1500 1500
1000 1000

A B

Sekil 4. 2.Bolge Yonelimli Mutagenez sonucunda elde edilen mutant CATPO’larin Dpnl
enzimi ile muamelesi sonras1 agaroz jel goriintiileri, A-B.* A; bg, Baz ¢ifti; M, DNA
markdr (10 kbg, NEB); C, CATPO; 1, A80I; 2, T372S; 3, T372A; 4, N377L. B; bg, Baz
cifti; M, DNA markor (10 kbg, NEB); C, CATPO; 1, N375E; 2, N375S; 3, N375H; 4,
G378R.

Sonrasinda rekombinant plazmitlerin konsantrasyonlar1 Olgiilerek safliklart test edildi.
Tablo 4.2°de verilen DNA miktarlariin bakteri hiicrelerine aktarim igin uygun (>80

ng/uL) olduklart belirlendi (Balc1, 2016; Zengin, 2016).

Tablo 4.2. Quikchange sonrasi recombinant plazmitler i¢in 6l¢iilen DNA miktar bulgulari

Mutant DNA Miktari (ng/pL)
A80I 95

N377L 140

T372A 102

T372S 101

N375E 119

N375S 85

N375H 99

G378R 88
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Quikchange yontemi ile mutasyona ugratilan catpo geninde istenilen nokta mutasyonun
dogrulanmasi DNA dizi analizi ile yapildi. Sekil 4.3’de goriildiigii gibi WtCATPO ile
DNA dizileri karsilastirilan dort varyantin, planlanan gen bolgelerinde istenen 6zellikte

mutasyonlar i¢erdigi gézlendi ve dizilimde herhangi bir kirlilik goriilmeden temiz bir
dizilim elde edildi.

Sekil 4. 3.CATPO ve varyantlarin Bioedit programi (7.2.5) ile olusturulan DNA sekans
analizi sonugclari.

4.2. CATPO Varyantlarmmn E. coli’de Rekombinant Uretimi ve Saflastiriimasi

Farkli CATPO varyantlarinin iiretimi esnasinda E. coli BL21(DE3)star suslari kullanildi.
Rekombinant proteinlerin iiretiminin indiiklenmesinde besi ortamina farkli proteinler igin
kullanilan IPTG eklendi (Klug ve dig., 2011). IPTG eklenmesinin sebebi su sekilde

aciklanabilir:

Rekombinant protein iiretiminde siklikla T7 RNA polimeraza dayali pET sistemi
kullanilmaktadir. pET vektor sisteminin temeli, bakteriyofaj T7’nin RNA polimeraz
enzimini kodlayan genin kromozomal kopyasini tasiyacak sekilde tasarlanmig E. coli

konagma dayanmaktadir. Bu RNA polimeraz geni, IPTG ile uyarilabilecek bir
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promotoriin kontrolii altindadir. Bu bolge, bakteri kromozomundaki DE3 lokusunda yer
almaktadir. IPTG eklenmedigi siirece, lac promotorii, Lacl represorii tarafindan
baskilanmaktadir. Bu durumda T7 polimeraz sentezlenmemektedir. IPTG eklendiginde,
Lacl represorii, lac promotdr bolgesinden uzaklastirilir ve T7 RNA polimeraz geninin
ifadesi gergeklestirilir. T7 RNA polimeraz, ancak translasyonu gergeklestikten sonra pET
ekspresyon plazmitindeki T7 promotoriinden transkripsiyonu yapabilmektedir. En
onemlisi, pET ekspresyon plazmitindeki T7 promotorii, E. coli’nin irettigi RNA
polimeraz tarafindan yeterince aktiflestirilemedigi icin, klonlanan genin ekspresyonu

IPTG’ye baghdir.

Bu bilgi 1s18inda, E. coli BL21(DE3)star hiicrelerine tranforme edilen pET28aCATPO
(Yuzugullu ve dig., 2013a) plazmitinden catpo geninin ekspresyonunun sadece IPTG
varliginda gerceklesmesi beklenmektedir. Buna gore, mutasyonun gerceklestigi
dogrulanan CATPO varyantlarindan A80Il, T372A, T372S, N375E, N375S, N375H,
N377L ve G378R’nin iiretimi, bliyime ortamina IPTG eklenmesinin ardindan 120
rpm’de ve 30 °C’de 24 saat siireyle gergeklestirildi. Sekiz varyanttan sadece dordiinde
(A80I, T372A, T372S ve N377L) aktif haldeki katalaz enzim lretiminin ger¢eklestigi
SDS-PAGE ve aktivite analizleri ile tespit edildi (veriler gosterilmemistir).

N375E, N375S, N375H ve G378R iiretiminin basarili sonuglanmamasi, Asn375 ve
Gly378’in proteinin dogru bir sekilde katlanmasi i¢in gerekli olduguna isaret etmektedir.
Belirtilen pozisyonlardaki bu iki amino asitin farkli amino asitlere degisimi protein
yapisini bozarak denatiirasyona sebep olmus olabilir (Jha ve dig., 2011). Diger taraftan
aktif bir sekilde iiretilen CATPO varyantlarindan A80I, T372A, T372S ve N377L’ye ait
stvi hiicre kdltiirlerinin yesil renkte oldugu gozlemlendi. Aktif bolgesinde d tipi hem
grubu igeren proteinlerin tiretildigi hiicrelerin yesil renkte olmasi (Balci, 2016; Zengin,
2016), bu calismada firetilen CATPO varyantlarinin da hem-d igerdigine isaret
etmektedir.

AS80I, T372A, T372S ve N377L proteinlerini saflagtirmak tizere Boliim 3.12°de belirtilen
adimlar izlenerek tek basamakta proteinlerin saflastirilmast gerceklestirildi. Afinite
kromatografi sonunda elde edilen 6rnekteki proteinin safligi ise SDS-PAGE ile yapildi
ve beklenildigi gibi jel lizerinde yaklagik 80 kDa agirliginda tek bir bant gézlendi (Sekil
4.6).
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Sekil 4. 4. Histidin bagli kolon kromotografisi ile saflastirllan CATPO varyantlarinin
SDS-PAGE jel goriintiisii. *(M; EuroClone Marker, C; wtCATPO, 1; N377L, 2; A80l, 3;
T372A, 4; T372S. Her kuyucuga 100ug 6rnek yiiklenmistir.).

4.3. CATPO Varyantlarinin UV Goériiniir Bolge Spektrumlarinin Karsilastirilmasi

Saf haldeki A80I, T372A, T372S ve N377L’nin UV-Vis spektrumlari, her bir protein
orneginden 3 mg/mL kullanarak 200-900 nm araliginda gerceklestirildi. Sekil 4.5°te
goriildiigii iizere 280 nm, 408 nm, 590 nm ve 715 nm dalga boylarinda olmak iizere dort
adet maksimum absorbans piki gézlemlendi. Bunlardan 280 nm’de gbzlenen pik protein
varliginin bir gostergesidir. 408 nm’de gozlenen ikinci pik ise proteinin yapisinda hem
grubunun bulunduguna isaret eder. Bu sonuglar, maksimum absorbanslar1 405 nm ve 588
nm'de gozlemlenen termofilik bir mantar olan Thermoascus aurantiacus (Wang ve dig.,
1998), maksimum absorbanslart 405 ve 590 nm'de gozlemlenen bir bakteri olan
Klebsiella pneumoniae'de (Goldberg ve Hochman, 1991) iiretilen katalaz enzimine ait
sonuglarla benzerlik gostermektedir. Ayrica, Saccharomyces cerevisiae (Zamocky ve
Koller, 1999) ve Penicillium simplicissimum (Fraaije ve dig., 1996) gibi diger
kaynaklardan elde edilen katalazlar da sirasiyla 406 nm ve 407 nm'de maksimum
absorbans gostermektedirler. Bu enzimlerin tiimii, 405-408 nm civarinda Soret bandinda

“hem” igeriklerini belirleyen absorbans degerlerine sahiptir.
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Sekil 4. 5. 200-900 nm araliginda belirlenen saf wtCATPO ve varyantlarinin (3 mg/mL)
UV-Vis spektrumu

CATPO ve dort varyant1 i¢in icerdikleri “hem” grubunun miktarlarini karsilagtirmak
tizere “hem” miktarinin belirleyicisi olarak bilinen Rz (As0s/A2g0) degerleri hesaplandi
(Tablo 4.3). Her protein i¢in olgiilen R; degerinin T. aurantiacus (R.=1,02) (Wang ve
dig., 1998), S. cerevisiae (R=1,0) (Zamocky ve Koller, 1999) ve E. coli HPII katalazi
(R:=0,8) (Loewen ve dig., 1993) igin rapor edilen R; degerlerine olduk¢a benzer oldugu
goriildii. Bu bulgular, proteinlerin fonksiyonlar igin yeterli diizeyde “Hem” miktarinin
sentezini gergeklestigini gostermektedir. Ayrica hem-d igin belirleyici olan 590 ve 715
nm’de Olgiilen pikler i¢in Asgo/Asos Ve A7is/Ass degerleri hesaplanarak (Tablo 4.3)
literatiirde hem-d iceren E. coli HPII enzimi (Loewen ve dig., 1993) ile karsilagtirildi ve
benzer olduklar1 gozlendi. Boylece, bu caligmada elde edilen Asgo/Asos Ve A7is/Asos

oranlarinin diger hem-d igeren katalazlar ile orantili ve tutarli oldugu goriildii.

Tablo 4.3. WtCATPO ve varyantlarinin Rz, Asgo/Asos Ve A71s/Aseg degerlerinin E. coli
HPII ile karsilastirilmasi

Varyant Rz (A4os/ A2s0) Asgo/ Ados A715/Ad08
WICATPO 0.8 0,16 0,07
N377L 0,8 0,15 0,06
A80I 0,7 0,14 0,05
T372S 0,7 0,12 0,06
T372A 0,7 0,13 0,07
HPII 0,8 0,17 0,06

*HPII’ya ait degerler Loewen ve dig., 1993’den alinmustir.
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4.4, WtCATPO ve Varyantlarinin Spesifik Aktivitelerinin Karsilastirilmasi

CATPO ve dort varyantin (A80l, T372A, T372S ve N377L) katalaz ve fenol oksidaz
aktivite Ol¢timleri Boliim 2.13’de belirtilen sekilde yapildi. Tablo 4.4°te verilen katalaz
ve fenol oksidaz aktivite sonuglarina gore iki varyant hari¢ spesifik aktivitelerinde
herhangi azalma tespit edilmedi. Diger taraftan en ¢arpici ve dikkat ¢ekici artis N377L

varyantinda gozlendi.

N377, merkezi kanala yaklasik 10,87 A uzaklikta yer almaktadir. T372 ve A80 amino
asitlerine gore en uzak konumda merkezi kavitede yer almaktadir. N377°nin diger
katalazlardaki eslenikleri Losin ve Valin gibi hidrofobik amino asitlerdir (Sekil 2.4). Bu
calismada Asn377, diger katalazlardaki esleniklerinden biri olan Leu’ya doniistiiriilerek
enzim lizerinde nasil bir etkiye sebep olacagi arastirildi. Tablo 4.4’te goriildiigii gibi
CATPO’ya oranla katalaz aktivitede %263, fenol oksidaz aktivitede ise %125 artis tespit
edildi. Bulgular, asparajin gibi polar bir amino asidin apolar karakterde baska bir amino

aside doniistiiriilmesinin katalitik aktiviteyi olumlu yonde etkiledigini gostermektedir.

Tablo 4.4. wtCATPO ile merkezi kanal varyantlarinin spesifik aktiviteleri ve “hem”
tiplerinin kiyaslanmasi

Spesifik aktivite % WT aktivite

Katalaz Fenol oksidaz Fenol Hem

aktivite aktivite oksidaz tipi
Varyant (nmol/mg/dk) (nmol/mg/dk) Katalaz
WICATPO 15703 + 281 211+2 100 100 d
N377L 41344 + 421 264 +3 263 125 d
A80I 23278 £ 204 227+ 1 148 107 d
T372S 13515 + 164 227+ 1 86 108 d
T372A 14184 + 162 138 £2 90 65 d

A80 aktif merkezdeki “hem” grubuna N375 ve T372’ye gore en yakin olanidir (9,15 A
uzaklikta). Diger katalazlardaki esleniklerinde ayn1 konumda Valin, Asparajin, Izoldsin
ve Arjinin amino asitleri bulunmaktadir (Sekil 2.4). Calismada alanin amino asiti
1zolosine doniistliriilerek aktivitedeki olasi etkilerine bakildi. Mutasyon sonucunda

katalaz aktivitede CATPO’ya gore %148’lik bir artis gézlenirken fenol oksidaz aktivitede
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onemli bir degisiklik saptanmadi. Bulgular, bu konumda hidrofobik bir amino asitin

katalitik aktivite i¢in 6nemli oldugunu gostermektedir.

T372, aktif bolgede bulunan Hem-d’den yaklasik 10.36 A uzaklikta yer alir. T372
monofonksiyonel katalazlarda yar1 korunmus bir amino asittir. Kristal yapis1 belirlenen
monofonksiyonel katalazlarin yarisinda Treonin yerine Alanin bulunmaktadir. Bu durum
bu konumda apolar veya polar yapida bir amino asidin bulunabilecegine isaret etmektedir.
Gergekten de hem polar ancak daha kii¢lik yan zincire sahip Serin hem de apolar Alanin’e

doniistiiriildiigiinde aktivitede biiyiik bir azalma/artis gézlenmedi (Tablo 4.4).

Calismanin baginda Treonin’den daha kii¢iik yan zincire sahip Serin eklendiginde kanal
capinda olusabilecek olasi artisa bagli olarak katalaz veya fenol oksidaz aktivitede artis
olabilecegi Ongoriilmiistii. Ancak beklenenin tersine aktivitede herhangi bir artis
gbzlenmedi. Hatta Alanin varliginda fenol oksidaz aktivitede diislis gbzlenmesi oksidatif

substratlar i¢in polar bir amino asidin bu konumda olmasi gerektigine igaret etmektedir.

Ozetle, CATPO’nun merkezi kanalinda bulunan A80, T372 ve N377’nin diger
katalazlardaki esleniklerine doniistiiriildiigiinde tiretilen varyantlardan N377L (%263) ve
A80I'nin (%148) katalaz aktivitelerinde yabanil tip enzime gore dikkate deger bir artis
tespit edildi. Diger taraftan T372S ve T372A’nin katalaz aktivitelerinde CATPO’ya gore
sirastyla %14 ve %10’luk bir diisiis oldugu gozlendi.

T372A’nin fenol oksidaz aktivitesinde de CATPO’ya gore %35°lik bir diisiis kaydedildi
ancak T272S’nin fenol oksidaz aktivitesinde diigiis saptanmadi. Aktivite bulgulari,
gerceklestirilen dort mutasyonun (Ala80Ile, Thr372Ala, Thr372Ser ve Asn377Leu)
enzimin fonksiyonel yapisin1 bozmadigimi gostermekte ve “hem” grup analiz sonuglarini

destekler niteliktedir.
4.5. CATPO Varyantlarmin Kinetik Sabitlerinin Karsilastirilmasi

wtCATPO ve dort varyantinin kinetik 6zelliklerinin karsilagtirilmasi katalaz aktiviteleri
Olciilerek yapildi. wtCATPO, A80I, T372A, T372S ve N377L artan H20O>
konsantrasyonlarinda Katalaz aktiviteleri olgiilerek kinetik analizleri Bolim 3.17°de

belirtildigi sekilde yapildi ve Tablo 4.5’te kiyaslandu.
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Tablo 4.5. wtCATPO ve varyantlarinin katalaz aktivite i¢in hesaplanan kinetik sabitleri

Km kcat kcat/Km

Protein (mM) (s?1) (st M1
WtCATPO 10 20,3x10*  20,3x10°
A80I 20 1660 x 10* 83 x 10°
N377L 120 9500 x 10* 79 x 108
T372A 16 64 x 10* 39 x 10°
T372S 14 189 x 10* 135 x 10°

Michaelis-Menten sabitlerinden biri olan Km degeri, enzimin subtrata olan affinitesinin
(ilgisinin) bir gostergesi olarak bilinir. Yiiksek Km degeri substrat i¢in daha diisiik bir
affiniteyi gosterirken, diisiik bir Km degeri ise substrat igin daha yiiksek bir affiniteyi
gosterir. Vmax degeri ise bir enzimin ulasabilecegi maksimum hiz degerini temsil
etmektedir. Enzimin Katalitik devir sayisi olarak da bilinen kcat degeri, her enzim
bolgesinin birim zamanda substrati {iriine doniistiirme sayisidir. Keat/ K orani ise, katalitik

etkinlik olarak tanimlanir (Rogers ve Gibon, 2009).

Tablo 4.5teki verilere gore Km degeri tiim varyantlarda CATPO’ya gore artmistir. Bu
enzimin substrata olan ilgisinin azaldigin1 gostermektedir. Diger taraftan varyantlar
Olgiilen Keat degerleri agisindan degerlendirildiginde hepsinin turn-over sayisinin arttigi,
hatta en yiiksek degerlerin A80I (1660 x 10*s™?) ve N377L°de (9500 x 10*s?) slciildiigii
goriilmektedir. Buna bagli olarak da tiim varyantlarin katalitik etkinligi yabanil tip enzime
gore onemli Olglide arttig1 saptandi. Sonug olarak, analiz edilen CATPO varyantlarinin
hepsinin CATPO’ya gore katalitik Ozellikleri bakimindan daha etkin olduklari

sOylenebilir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada, S. thermophilum katalazinin (CATPO) merkezi kanalinda yer alan ve
monofonksiyonel katalazlar arasinda kismen korunmus olan Ala80, Thr372, Asn377 ve
Gly378 segilerek bu amino asitler nokta mutasyonu ile diger katalazlardaki esleniklerine
doniistiiriildii. Mutasyonlarin katalitik aktiviteyi nasil etkiledigi biyokimyasal analizlerle
incelendi. Merkezi kanalin dogrudan “hem” baglanma boélgesine agilmasinin katalitik
aktiviteyi etkileyebilecegi on goriildiigiinden bu kanal iizerinde bulunan amino asitleri

hedef alarak gergeklestirilecek mutasyonlarin da Katalitik aktiviteyi etkilemesi beklendi.

Calisilan CATPO varyantlarinin UV-spektrum bulgular1 incelendiginde, ‘hem’ grup
yapisinin yapilan mutasyonlar sonucunda degismedigi (CATPO ile ayn1 oldugu) ve tiim
mutantlarin d” tipi ‘Hem’ grubuna sahip oldugu belirlendi. Bununla birlikte CATPO
enzimi ile diger mutantlarin igermis oldugu “hem” miktarlarinin (R; degerleri) benzer

oldugu gozlendi.

Spesifik aktiviteleri bakimindan karsilaltirildiklarinda N377L varyantinin katalaz ve
fenol oksidaz aktivitelerinde CATPO’ya gore sirasiyla %263 ve %125°lik artiglar
Olciildii. N377L’yi %148 (katalaz) ve %107’lik (fenol oksidaz) artisla A80I varyanti
izledi. T372S varyantinda katalaz aktivitesinde gdzlenen %14 oranindaki diisiise ragmen
fenol oksidaz aktivitesinde %8’lik bir artis gbzlemlendi. Son varyant olan T372A’nin

katalaz ve fenol oksidaz aktivitelerinde ise sirasiyla %10 ve %35’lik diistisler tespit edildi.

Kinetik parametreler agisindan degerlendirildiklerinde, N377L varyantinin en yiiksek Keat
degerine (9500 x 10%s) sahip oldugu belirlendi. N377L’yi sirastyla A80I (1660 x 10*s°
1y, T372S (189 x 10%s) ve T372A (64 x 10*s) izledi. Km sonuglarina bakildiginda, en
yiiksek Km degerine T372S’nin (14 mM) sahip oldugu belirlendi. T372S’y1 sirasiyla
T372A (16 mM), A80I (20 mM) ve N377L (120 mM) takip etmektedir.

Bu caligmada Quikchange bolge yonelimli mutagenez ile her iki aktivitesi (katalaz ve
fenol oksidaz) yabanil tip CATPO enzimine gore dnemli Olgiide artan varyant(lar) elde
edildi. Bu durum merkezi kanalin katalitik aktivitede etkin bir rolii oldugunu gostermekle
birlikte iiretilen CATPO varyantlar1 {izerine ileri biyokimyasal ve yapisal analizlerin

yapilmasinin gerekliligini 6ne stirmektedir. Endiistriyel bir enzim olan katalaz enziminin
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farkli uygulama alanlarda denenmesi icin tez ¢iktist olarak sunulan merkezi kanal

CATPO varyantlar1 (6zellikle N377L) iyi aday olarak dnerilebilir.
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Ek-A

Besiyeri ve Cozeltiler

Luria Broth Kanamisin Agar (1 litre)
10 g Tripton

5 g Maya Ekstrati

10 g NaCl

20 g Agar-agar

Son hacim 1 litre. Besiyerine 50 pg/mL kanamisin (Kan50) eklenir.
Luria Broth (1 litre)

10 g Tripton

5 g Maya Ekstrati

10 g NaCl

Son hacim 1 litre

EDTA (0,5 M, pH 8,0)

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

IPTG (1 M)

2,4 g IPTG tartilir, 10 mL distile su igerisinde ¢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 MgCl2x6H20

Son hacim 100 mL. pH 8e ayarlanir. Sterilizasyon igin 0,22 pumlik filtreden gegirilir ve
4 °C‘de saklanir. Taze olarak hazirlanan 1 mg/mL lizozim tartilir, 5 uL Benzonaz
niikleaz (Sigma) ve 50 pL proteaz inhibitor (EDTA igermeyen) liziz tampona eklenir.
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Sodyum Fosfat Tamponu (20 mM, 5 litre, pH 7,4)
146 g NaCl

2,9 g Monobasic sodyum fosfat (NaH2HPO.)

21,7 g Dibasic di sodyum fosfat (NazHPO4)

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

0,59 g Monobasic sodyum fosfat (NaH2HPO4)

4,34 g Dibasic disodyum fosfat (Na;HPO.)

29,22 g NaCl

1,36 g Imidazol

500 mL, pH 7,4 ayarlanir ve son hacim 1 litreye tamamlanarak 4 °C‘de saklanur.
Yikama Tamponu (1 litre, pH 7.4)

0,59 g Monobasic sodyum fosfat

4,34 g Dibasic disodyum fosfat

29,22 g NaCl

34 g Imidazol

500 mL distile 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 saklanur.

Destain Soliisyonu (1 litre)

250 mL Metanol
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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 i¢in strandart protein olarak sigir serum albiimin
(BSA) egrisi kullanildi. Hazirlanan 2 mg/mL’lik stok BSA ¢ozeltisi, ayni 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 ¢ozeltileri hazirlandi. 1,5 mL’lik ependorflarda
hazirlanan farkli BSA konsantrasyonlarindan 50 pL protein ve 1,5 mL Bradford reaktifi
eklendi. Proteinlerin, oda sicakliginda 10-15 dk’lik inkiibasyonu ardindan
spektrofotometrede 595 nm’de 6l¢iimleri gerceklestirildi. (Sekil E.1.)
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Sekil E. 1. Protein miktar tayini i¢in Bradford yontemindeki standart BSA egrisi
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Ek-C
Merkezi Kanal Mutant Varyantlarinin Amino Asit Sekans Dizilimi

Merkezi kanalda bulunan ve mutasyona ugratilan aminoasitler kirmizi renk ile
belirtilmektedir. CATPO mutant varyantlarinin molekil agirlik ve pl degerleri,
“http://web.expasy.org/compute pi/” web adresinden hesaplandi.(URL-3).

A80I

MGSSHHHHHHSSGENLYFQGHMTCPFADPAALYSRQDTTSGQSPLAAYEVDD
STGYLTSDVGGPIQDQTSLKAGIRGPTLLEDFMFRQKIQHFDHERVPERIVHARG
AGAHGTFTSYADWSNITAASFLNATGKQTPVFVRFSTVAGSRGSADTARDVHG
FATRFYTDEGNFDIVGNNIPVFFIQDAIQFPDLIHSVKPRPDNEIPQAATAHDSAW
DFFSQQPSTMHTLFWAMSGHGIPRSYRHMDGFGVHTFRFVKDDGSSKLIKWHF
KSRQGKASLVWEEAQVLSGKNADFHRQDLWDAIESGNGPEWDVCVQIVDESQ
AQAFGFDLLDPTKIIPEEYAPLTKLGLLKLDRNPTNYFAETEQVMFQPGHIVRGI
DFTEDPLLQGRLFSYLDTQLNRNGGPNFEQLPINMPRVPIHNNNRDGAGQMFIH
RNKYPYTPNTLNSGYPRQANQNAGRGFFTAPGRTASGALVREVSPTFNDHWSQ
PRLFFNSLTPVEQQFLVNAMRFEISLVKSEEVKKNVLTQLNRVSHDVAVRVAA
AIGLGAPDADDTYYHNNKTAGVSIVGSGPLPTIKTLRVGILATTSESSALDQAA
QLRTRLEKDGLVVTVVAETLREGVDQTYSTADATGFDGVVVVDGAAALFAST
ASSPLFPTGRPLQIFVDAYRWGKPVGVCGGKSSEVLDAADVPEDGDGVYSEES
VDMFVEEFEKGLATFRFTDRFALDS*

W= 79366,36 Da pl: 5.50

N377L

MGSSHHHHHHSSGENLYFQGHMTCPFADPAALYSRQDTTSGQSPLAAYEVDD
STGYLTSDVGGPIQDQTSLKAGIRGPTLLEDFMFRQKIQHFDHERVPERAVHAR
GAGAHGTFTSYADWSNITAASFLNATGKQTPVFVRFSTVAGSRGSADTARDVH
GFATRFYTDEGNFDIVGNNIPVFFIQDAIQFPDLIHSVKPRPDNEIPQAATAHDSA
WDFFSQQPSTMHTLFWAMSGHGIPRSYRHMDGFGVHTFRFVKDDGSSKLIKW
HFKSRQGKASLVWEEAQVLSGKNADFHRQDLWDAIESGNGPEWDVCVQIVDE
SQAQAFGFDLLDPTKIIPEEYAPLTKLGLLKLDRNPTNYFAETEQVMFQPGHIVR
GIDFTEDPLLQGRLFSYLDTQLNRLGGPNFEQLPINMPRVPIHNNNRDGAGQMFI
HRNKYPYTPNTLNSGYPRQANQNAGRGFFTAPGRTASGALVREVSPTFNDHWS
QPRLFFNSLTPVEQQFLVNAMRFEISLVKSEEVKKNVLTQLNRVSHDVAVRVA
AAIGLGAPDADDTYYHNNKTAGVSIVGSGPLPTIKTLRVGILATTSESSALDQA
AQLRTRLEKDGLVVTVVAETLREGVDQTYSTADATGFDGVVVVDGAAALFAS
TASSPLFPTGRPLQIFVDAYRWGKPVGVCGGKSSEVLDAADVPEDGDGVYSEE
SVDMFVEEFEKGLATFRFTDRFALDS

W= 79323,33Da pl: 5,50
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T372A

MGSSHHHHHHSSGENLYFQGHMTCPFADPAALYSRQDTTSGQSPLAAYEVDD
STGYLTSDVGGPIQDQTSLKAGIRGPTLLEDFMFRQKIQHFDHERVPERAVHAR
GAGAHGTFTSYADWSNITAASFLNATGKQTPVFVRFSTVAGSRGSADTARDVH
GFATRFYTDEGNFDIVGNNIPVFFIQDAIQFPDLIHSVKPRPDNEIPQAATAHDSA
WDFFSQQPSTMHTLFWAMSGHGIPRSYRHMDGFGVHTFRFVKDDGSSKLIKW
HFKSRQGKASLVWEEAQVLSGKNADFHRQDLWDAIESGNGPEWDVCVQIVDE
SQAQAFGFDLLDPTKIIPEEYAPLTKLGLLKLDRNPTNYFAETEQVMFQPGHIVR
GIDFTEDPLLQGRLFSYLDAQLNRNGGPNFEQLPINMPRVPIHNNNRDGAGQMF
IHRNKYPYTPNTLNSGYPRQANQNAGRGFFTAPGRTASGALVREVSPTFNDHW
SQPRLFFNSLTPVEQQFLVNAMRFEISLVKSEEVKKNVLTQLNRVSHDVAVRVA
AAIGLGAPDADDTYYHNNKTAGVSIVGSGPLPTIKTLRVGILATTSESSALDQA
AQLRTRLEKDGLVVTVVAETLREGVDQTYSTADATGFDGVVVVDGAAALFAS
TASSPLFPTGRPLQIFVDAYRWGKPVGVCGGKSSEVLDAADVPEDGDGVYSEE
SVDMFVEEFEKGLATFRFTDRFALDS*

W=79294,25 Da pl: 5,50

T372S

MGSSHHHHHHSSGENLYFQGHMTCPFADPAALYSRQDTTSGQSPLAAYEVDD
STGYLTSDVGGPIQDQTSLKAGIRGPTLLEDFMFRQKIQHFDHERVPERAVHAR
GAGAHGTFTSYADWSNITAASFLNATGKQTPVFVRFSTVAGSRGSADTARDVH
GFATRFYTDEGNFDIVGNNIPVFFIQDAIQFPDLIHSVKPRPDNEIPQAATAHDSA
WDFFSQQPSTMHTLFWAMSGHGIPRSYRHMDGFGVHTFRFVKDDGSSKLIKW
HFKSRQGKASLVWEEAQVLSGKNADFHRQDLWDAIESGNGPEWDVCVQIVDE
SQAQAFGFDLLDPTKIIPEEYAPLTKLGLLKLDRNPTNYFAETEQVMFQPGHIVR
GIDFTEDPLLQGRLFSYLDSQLNRNGGPNFEQLPINMPRVPIHNNNRDGAGQMF
IHRNKYPYTPNTLNSGYPRQANQNAGRGFFTAPGRTASGALVREVSPTFNDHW
SQPRLFFNSLTPVEQQFLVNAMRFEISLVKSEEVKKNVLTQLNRVSHDVAVRVA
AAIGLGAPDADDTYYHNNKTAGVSIVGSGPLPTIKTLRVGILATTSESSALDQA
AQLRTRLEKDGLVVTVVAETLREGVDQTYSTADATGFDGVVVVDGAAALFAS
TASSPLFPTGRPLQIFVDAYRWGKPVGVCGGKSSEVLDAADVPEDGDGVYSEE
SVDMFVEEFEKGLATFRFTDRFALDS

W= 79310,25 Da pl: 5.50
N375S

MGSSHHHHHHSSGENLYFQGHMTCPFADPAALYSRQDTTSGQSPLAAYEVDD
STGYLTSDVGGPIQDQTSLKAGIRGPTLLEDFMFRQKIQHFDHERVPERAVHAR
GAGAHGTFTSYADWSNITAASFLNATGKQTPVFVRFSTVAGSRGSADTARDVH
GFATRFYTDEGNFDIVGNNIPVFFIQDAIQFPDLIHSVKPRPDNEIPQAATAHDSA
WDFFSQQPSTMHTLFWAMSGHGIPRSYRHMDGFGVHTFRFVKDDGSSKLIKW
HFKSRQGKASLVWEEAQVLSGKNADFHRQDLWDAIESGNGPEWDVCVQIVDE
SQAQAFGFDLLDPTKIIPEEYAPLTKLGLLKLDRNPTNYFAETEQVMFQPGHIVR
GIDFTEDPLLQGRLFSYLDTQLSRNGGPNFEQLPINMPRVPIHNNNRDGAGQMFI
HRNKYPYTPNTLNSGYPRQANQNAGRGFFTAPGRTASGALVREVSPTFNDHWS
QPRLFFNSLTPVEQQFLVNAMRFEISLVKSEEVKKNVLTQLNRVSHDVAVRVA
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AAIGLGAPDADDTYYHNNKTAGVSIVGSGPLPTIKTLRVGILATTSESSALDQA
AQLRTRLEKDGLVVTVVAETLREGVDQTYSTADATGFDGVVVVDGAAALFAS
TASSPLFPTGRPLQIFVDAYRWGKPVGVCGGKSSEVLDAADVPEDGDGVYSEE
SVDMFVEEFEKGLATFRFTDRFALDS*

W=79297.25Da pl: 5.50

N375E

MGSSHHHHHHSSGENLYFQGHMTCPFADPAALYSRQDTTSGQSPLAAYEVDD
STGYLTSDVGGPIQDQTSLKAGIRGPTLLEDFMFRQKIQHFDHERVPERAVHAR
GAGAHGTFTSYADWSNITAASFLNATGKQTPVFVRFSTVAGSRGSADTARDVH
GFATRFYTDEGNFDIVGNNIPVFFIQDAIQFPDLIHSVKPRPDNEIPQAATAHDSA
WDFFSQQPSTMHTLFWAMSGHGIPRSYRHMDGFGVHTFRFVKDDGSSKLIKW
HFKSRQGKASLVWEEAQVLSGKNADFHRQDLWDAIESGNGPEWDVCVQIVDE
SQAQAFGFDLLDPTKIIPEEYAPLTKLGLLKLDRNPTNYFAETEQVMFQPGHIVR
GIDFTEDPLLQGRLFSYLDTQLERNGGPNFEQLPINMPRVPIHNNNRDGAGQMFI
HRNKYPYTPNTLNSGYPRQANQNAGRGFFTAPGRTASGALVREVSPTFNDHWS
QPRLFFNSLTPVEQQFLVNAMRFEISLVKSEEVKKNVLTQLNRVSHDVAVRVA
AAIGLGAPDADDTYYHNNKTAGVSIVGSGPLPTIKTLRVGILATTSESSALDQA
AQLRTRLEKDGLVVTVVAETLREGVDQTYSTADATGFDGVVVVDGAAALFAS
TASSPLFPTGRPLQIFVDAYRWGKPVGVCGGKSSEVLDAADVPEDGDGVYSEE
SVDMFVEEFEKGLATFRFTDRFALDS

W=79339.29 Da pl: 5.46
N375H

MGSSHHHHHHSSGENLYFQGHMTCPFADPAALYSRQDTTSGQSPLAAYEVDD
STGYLTSDVGGPIQDQTSLKAGIRGPTLLEDFMFRQKIQHFDHERVPERAVHAR
GAGAHGTFTSYADWSNITAASFLNATGKQTPVFVRFSTVAGSRGSADTARDVH
GFATRFYTDEGNFDIVGNNIPVFFIQDAIQFPDLIHSVKPRPDNEIPQAATAHDSA
WDFFSQQPSTMHTLFWAMSGHGIPRSYRHMDGFGVHTFRFVKDDGSSKLIKW
HFKSRQGKASLVWEEAQVLSGKNADFHRQDLWDAIESGNGPEWDVCVQIVDE
SQAQAFGFDLLDPTKIIPEEYAPLTKLGLLKLDRNPTNYFAETEQVMFQPGHIVR
GIDFTEDPLLQGRLFSYLDTQLHRNGGPNFEQLPINMPRVPIHNNNRDGAGQMF
IHRNKYPYTPNTLNSGYPRQANQNAGRGFFTAPGRTASGALVREVSPTFNDHW
SQPRLFFNSLTPVEQQFLVNAMRFEISLVKSEEVKKNVLTQLNRVSHDVAVRVA
AAIGLGAPDADDTYYHNNKTAGVSIVGSGPLPTIKTLRVGILATTSESSALDQA
AQLRTRLEKDGLVVTVVAETLREGVDQTYSTADATGFDGVVVVDGAAALFAS
TASSPLFPTGRPLQIFVDAYRWGKPVGVCGGKSSEVLDAADVPEDGDGVYSEE
SVDMFVEEFEKGLATFRFTDRFALDS

W=79347.31 Da pl:5.54

G378R

MGSSHHHHHHSSGENLYFQGHMTCPFADPAALYSRQDTTSGQSPLAAYEVDD
STGYLTSDVGGPIQDQTSLKAGIRGPTLLEDFMFRQKIQHFDHERVPERAVHAR

54



GAGAHGTFTSYADWSNITAASFLNATGKQTPVFVRFSTVAGSRGSADTARDVH
GFATRFYTDEGNFDIVGNNIPVFFIQDAIQFPDLIHSVKPRPDNEIPQAATAHDSA
WDFFSQQPSTMHTLFWAMSGHGIPRSYRHMDGFGVHTFRFVKDDGSSKLIKW
HFKSRQGKASLVWEEAQVLSGKNADFHRQDLWDAIESGNGPEWDVCVQIVDE
SQAQAFGFDLLDPTKIIPEEYAPLTKLGLLKLDRNPTNYFAETEQVMFQPGHIVR
GIDFTEDPLLQGRLFSYLDTQLNRNRGPNFEQLPINMPRVPIHNNNRDGAGQMF
IHRNKYPYTPNTLNSGYPRQANQNAGRGFFTAPGRTASGALVREVSPTFNDHW
SQPRLFFNSLTPVEQQFLVNAMRFEISLVKSEEVKKNVLTQLNRVSHDVAVRVA
AAIGLGAPDADDTYYHNNKTAGVSIVGSGPLPTIKTLRVGILATTSESSALDQA
AQLRTRLEKDGLVVTVVAETLREGVDQTYSTADATGFDGVVVVDGAAALFAS
TASSPLFPTGRPLQIFVDAYRWGKPVGVCGGKSSEVLDAADVPEDGDGVYSEE
SVDMFVEEFEKGLATFRFTDRFALDS

W=79423.41 Da pl: 5.55
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