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Onsoz:

Termofilik enzimlerin stabil olmalarinin sagladigi bircok avantaj nedeniyle
biyoteknolojik uygulamalar: giderek yayginlagmaktadir. Diger taraftan bu enzimler,
termostabilitenin molekiiler mekanizmasinin aydinlatiimasi amaciyla yiiriitiilen temel
aragtirmalar i¢cin de ¢ok elverigli model sistemler olarak dikkati gekmektedir. Bu
projede proteinlerde isiya dayanikliigin molekiiler mekanizmasini arastirmak {izere
bir termoasidofilik Archaeon olan Thermoplasma (Tp.) acidophilum’ un sitrat sentaz
enzimini model olarak sectik. Bu amagla izledigimiz yéntem mezofilik ve termofilik
homolog sitrat sentaz enzimlerinin kristal yapilarinin karsilastirmal analizi ile
termostabiliteden = sorumlu - olabilecek interaksiyonlarin tanimlanmasi ve bu
olasiliklarin bélgeye 6zel mutasyon metodu ile sinanmasi olmustur.

Elde ettigimiz sonuglar, Tp. sitrat sentaz enziminin dimer interfazindaki interaksiyonu
giglendirecek amino asit degisikliklerinin termostabiliteyi arttirmada etkin bir yontem
oldugunu ortaya koymustur. Bu genel prensipten hareketle mezofilik proteinlerin
endustriyel prosesler icin daha elverigli hale getirimek (izere manipulasyonu ve
stabilitesinin arttinilmast mimkiin olabilecektir.

So6z konusu galigma, elde edilen sonuglar géz 6niine alindiginda, evrensel boyutta,
bu alanda yapilan aragtirmalara katkida bulundugu gibi, Ulkemizde, rekombinant
DNA teknolojisinin protein miihendisligi alaninda uygulamasinin da ilk 6rnegidir.

Bu proje igin TBAG 1501, AFP~96-O1~08-10 ve AFP-98-06-02-04 No'lu projeler
kapsaminda saglanan parasal destek dolayisi ile TUBITAK ve Orta Dogu Teknik

Universitesi’ ne tesekkiir ederim.

Prof. Dr. Semra Kocabiyik

Proje Yurutucisi



Ozet:

Proteinlerde yiiksek sicakliga dayaniklihgin molekiiler mekanizmasinin arastinidigi
bu projede bir termostabil model sistem olarak Thermoplasma (Tp.) acidophilum'dan
elde edilen sitrat sentaz enzimi kullanilmistir. Dimer interfazindaki hidrofobik
interaksiyonlarin etkisini incelemek {izere bolgeye 6zel mutasyon yoéntemi
kullanilarak tek amino asit degisikligi yapilarak 4 mutant enzim olugturulmustur:
Ala97Ser, Ala104Thr, Gly209Ala ve Gly196Val. Bunlardan ilk u¢ mutasyon Tp. sitrat
sentaz enziminin termostabilitesini  arttirdig gibi, ayni zamanda da katalitik
ozelliklerini (K, V..., spesifik aktivite) lyilestirmistir. Termostabilitesi en yiitksek olan
mutant enzim G209A olup, 85°C'de inaktivasyon vyari émrii 57 dakikadir. Bu
sonuglar, interfaz hidrofobisitesini arttiran ya da azaltan amino asit degisikliklerinin
Tp. sitrat sentaz enziminin termostabilitesinin arttirabilecegini gostermistir. Boylece
70°C'nin Uzerinde, proteinlerin sariimamis formlarinin entropisini etkileyen amino
asit degigikliklerinin protein termostabilizasyonunda kritik bir faktér olmadig
gortimuistir.

Diger taraftan Tp. sitrat sentaz enziminin i¢ oyuklarinin hacmini azaltmak lzere 2
mutasyon yapimistir: S343T ve T346Y. Ancak sz konusu mutasyonlar enzimin
termal stabilitesini 6nemli &iglide azaltirken, aktivitesini de buyuk dlglide

dugurmustar.

Anahtar Kelimeler: Thermoplasma acidophilum, Sitrat Sentaz, Termostabilite




Summary:

In this project citrate synthase from Thermoplasma (Tp.) acidophilum has been used
as a thermostable model system to study the molecular mechanisms of resistance to
high temperature in proteins. To investigate the effects of hydrophobic interactions in
the dimer interface, four mutant enzymes, A97S, A1 04T, G209A and G198V, were
constructed with single amino acid substitutions by site-specific mutagenesis. First 3
mutations, enhanced the thermostability of Tp. citrate synthase, while improving its
catalytic properties (K, Vs and specific activity). The highest thermostability was
achieved by Gly209—Ala substitution, and the half-life of inactivation at 85°C was
about 57 min. These results showed that amino acid substitutions increasing or
decreasing interface hydrophobicity could further increase the thermostability of the
Tp. citrate synthase. Thus, interface substitutions affecting the entropy of the
unfoided.state shouldn’t be so critical in protein thermostabilization at temperatures
above 70°C.

On the other hand, to reduce the volume of internal cavities in Tp. citrate synthase,
we made two mutations: S343T and T346Y. However, these mutations significantly
decreased the thermal stability of the enzyme with considerable loss in its activity.

Key Words: Thermoplasma acidophilum, Citrate Synthase, Thermostability.



1. Girig:

Termostabil enzimler konusunda gerek biyoteknoloji alaninda uygulamalarini
geligtirmek, gerekse protein yapi/fonksiyon iligkileri ile ilgili arastirmalarda
kullanimlarini arttirmak Gizere birgok ¢alisma yiiritiilmektedir.

Son yillarda optimum biyime sicakligi 113°C’ye kadar gikan gesitli termofilik ve
hipertermofilik  mikroorganizmalardan birgok stabil enzim izole edilmistir
(Reeve,1994). Bu mikroorganizmalarin blyik bir grubu ‘Archae’ bakteriler olarak
tanimlanmigtir.  Ancak, bu mikroorganizmalarin yiiksek sicaklik derecelerinde
yagamlarini devam ettirebilmeleri igin gerekli 6zel biyokimyasal mekanizmalar
hakkinda bilgi ¢ok azdir. Bu nedenle, termofilik organizmalardan elde edilen
enzimlerin yapi-fonksiyon iligkisinin incelenmesi, ekstrem sicakliga dayanikhligin
molekdiler mekanizmasinin aydinlatilabilmesi igin gereklidir. Bu arastirmalardan elde
edilecek bilgiler, proteinlerin yiksek sicakligin 6tesinde, birgok endiistriyel proses
igin gerekli olan daha olumsuz gevre kosullarina uyumlu kilinmasi igin in vitro
manipulasyonuna yardimci olacaktir. Birgok 6zgln 6zellikleri dolayisiyla termofilik
enzimler endistride yeni potansiyel kaynaklar olarak dikkati cekmektedirler (Hough
and Danson,1989; Lasa and Berenguer,1993). Bu enzimler yiksek sicakliga oldugu
kadar birgok kimyasal ¢oziiclilere de dayaniklidir. Ote yandan, reaksiyonlarin yiiksek
sicakliklarda yuritilebilmesi, reaksiyon hizini, difiizyon oranint ve ¢dziniirigi
arttinrken, viskoziteyi, ylzey gerilimini ve mikrobiyal kontaminasyon riskini de
azaltmaktadir. Termal stabilite, ayni zamanda enzimlerin depolama ve raf dmriini de
attirmaktadir. Termofilik enzimlerin gesitli pargalama reaksiyonlarinda (6rnegin,
biyolojik deterjan yapiminda, gida sanayinde), sentetik proseslerde (6rnegin,
farmasotik imalinde) ve immobilize edilmis hali ile biyosensér yapiminda kullanimlari
s0z konusudur. Yukaridaki biyotransformasyon olaylarinda en pahali eleman enzim
olup, proteinlerin termostabil olma 6zellikleri bu agidan bir avantaj saglamaktadir.
Termofilik mikroorganizmalardan elde edilen ve gesitli biyoteknolojik uygulamalarda
kullanilan termostabil enzimlere ornek olarak proteazlar, o-amilaz, hidrogenazlar,
dehidrogenazlar, redoks proteinleri, ferrodoksine bagimh oksidorediiktazlar ve
DNA/RNA polimerazlar verilebilir (Lasa and Berenuer,1993; Adams, 1993).




Termofilik enzimler ile mezofilik homologlarinin amino asit dizi analizleri ve (g
boyutlu yapilarinin karsilastinlmasi sonucunda, protein stabilizasyonunda etkili
olabilecek genel mekanizmalarin ortaya c¢ikartilabilmesi mimkiin gorilmektedir.
Menendez-Arias and Argos (1989), mezofillerden termofillere gidildikge amino asit
diziliminde  sicakhiga bagh degisimlerin bir kural dahilinde oldugunu 6ne
stirmisglerdir. En gok degigiklige ugrayan itk 10 amino asit siralandiginda Lys— Arg,
Ser-»> Ala, Gly-> Ala, Ser-> Thr ve lle-> Val, degisiklikleri ilk siralarda yer almaktadir.
Argos kurallari olarak bilinen bu degisikliklerin termal stabiliteye katkisinin heliks
yapisinin gliglenmesi ve hidrofobisitenin artmasi seklinde oldugu ileri siirGlmustir
(Jaenicke,1996). Ancak amino asit dizi analizi sadece istatiksel bilgi vermektedir ve
tek bagina termal stabilite mekanizmasini belirleyici bir yontem olamaz. Cunk, dizi
analizleri her ne kadar, 6zel amino asit degisikliklerini gosterse de bu degigikliklerin
protein yapisina olan yansimalari sadece karsilastirmal 3 boyutlu yapi analizi ve
onunla birlikte kullanilacak bolgeye 6zel mutasyon yontemi ile anlagilabilir (Moriyama
et al.,1995). Buna alternatif olarak, son yillarda bilgisayar paket programlari da
mutasyon etkilerinin molekiler dinamiklerinin simulasyonu ve tahmininde yardimci
olmaktadir (Querol, et al., 1996).

3 boyutlu yap! analizi 1s1ginda bélgeye 6zel mutasyon ydnteminin kullanildig
caligmalar, spesifik amino asit yan gruplarinin protein stabilitesi Uzerindeki etkisini

belirlemede yararh olmustur (Reeve,1994; Daniel, 1996). Bu ¢aligmalarda, yapilan

V tek ya da birkag amino asit degisikliginin yol agtigi kiiglik yapisal farkhiliklarin bile
stabiliteyi degistirdigi gosterilmistir. Bu arasgtirmalardan elde edilen sonuglar, protein
termostabilitesinin elektrostatik ve hidrofobik etkilesimler, hidrojen baglari, gibi birden

fazla kuvvetin toplam etkisinden kaynaklandigini ve bodylece protein esnekliginin

-

.

.

azalmis oldugunu gostermistir (Colacino and Crichton,1997; Zeikus,1996; Vogt et
al., 1997).

Protein stabilizasyon mekanizmalari hakkindaki bilgilerimizin ¢ogunlugu model

enzimler ile yapilan galismalardan elde edilmektedir. Bu enzimlerin blyik bir kismi

L

kiiglik, ¢ozlinebilir, monomerik yapida enzimlerdir (lizozim ve riboniikleaz gibi) (Dill,

1990). Elde edilen sonuglardan proteinin termal stabilitesini arttirmak igin
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Termofilik enzimler ile mezofilik homologlarinin amino asit dizi analizleri ve (g
boyutlu yapilarinin karsilastirlmasi sonucunda, protein stabilizasyonunda etkili
olabilecek genel mekanizmalarin ortaya c¢ikartilabilmesi mimkin goriimektedir.
Menendez-Arias and Argos (1989), mezofillerden termofillere gidildikge amino asit
diziliminde  sicakliga bagh degisimlerin bir kural dahilinde oldugunu éne
stirmisglerdir. En gok degisiklige ugrayan ilk 10 amino asit siralandiginda Lys— Arg,
Ser—» Ala, Gly— Ala, Ser— Thr ve lle— Val, degisiklikleri ilk siralarda yer almaktadir.
Argos kurallari olarak bilinen bu degisikliklerin termal stabiliteye katkisinin heliks
yapisinin gliglenmesi ve hidrofobisitenin artmasi seklinde oldugu ileri stirtimistar
(Jaenicke,1996). Ancak amino asit dizi analizi sadece istatiksel bilgi vermektedir ve
tek bagina termal stabilite mekanizmasini belirleyici bir yontem olamaz. Ciink, dizi
analizleri her ne kadar, 6zel amino asit degisikliklerini gosterse de bu degigikliklerin
protein yapisina olan yansimalari sadece karsilastirmali 3 boyutlu yapi analizi ve
onunla birlikte kullanilacak bolgeye 6zel mutasyon yontemi ile anlasilabilir (Moriyama
et al.,1995). Buna alternatif olarak, son yillarda bilgisayar paket programiari da
mutasyon etkilerinin molekuler dinamiklerinin simulasyonu ve tahmininde yardimci
olmaktadir (Querol, et al., 1996).

3 boyutlu yapr analizi 1si1ginda bolgeye 6zel mutasyon yonteminin kullanildigi
calismalar, spesifik amino asit yan gruplarinin protein stabilitesi Uzerindeki etkisini
belirlemede yararh olmustur (Reeve,1994; Daniel,1996). Bu ¢alismalarda, yapilan
tek ya da birkag amino asit degisikliginin yol agtigi kiiglk yapisal farkliliklarin bile
stabiliteyi degistirdigi gosterilmistir. Bu arastirmalardan elde edilen sonuglar, protein

termostabilitesinin elektrostatik ve hidrofobik etkilesimler, hidrojen baglari, gibi birden

fazla kuvvetin toplam etkisinden kaynaklandigini ve boylece protein esnekliginin

azalmis oldugunu gostermistir (Colacino and Crichton,1997; Zeikus,1996; Vogt et
al., 1997).

Protein stabilizasyon mekanizmalari hakkindaki bilgilerimizin gogunlugu model

enzimler ile yapilan Qalr§ﬁalardan elde edilmektedir. Bu enzimlerin buyUk bir kismi

kiglik, géziinebilir, monomerik yapida enzimlerdir (lizozim ve riboniikleaz gibi) (Dill,

1990). Elde edilen sonuglardan proteinin termal stabilitesini arttirmak igin



kullanilabilecek bazi genel prensipler ortaya cikmistir (Mozhaev,1993; Imoto, 1997).
Bu prensiplerden bir kismi asagida 6zetlenmistir:

Distlfid baglarinin polipeptid zincirleri arasinda kovalent bag kurarak protein
yapisinin stabilitesini arttirmakta rol oynadigi bilinmektedir. Bu nedenle cesitli
proteinlere disllfid baglari eklenerek veya cikartilarak stabiliteye olasi katkilari
aragtinlmigtir. Fakat bu mutasyonlarin termal stabiliteye etkisi her zaman ayni
olmamigtir. Bacillus subtilis nétral proteaz enzimine sistein grubu eklenmesi termal
stabiliteyi azaltmistir (Van der Burg,1993). T4 lizozim enziminde iki tane eslenmemis
sistein grubu bulunur ve termal stabilitesi diis Uktiir. Pozisyon 3'deki lle grubu Cys ile
degistirildiginde, bu grup pozisyon 97'deki Cys ile distilfid bag kurabilmistir ( Perry
and Wetzel, 1984). Bunun sonucu olarak da enzimin termal stabilitesi artmistir. Bu
artig ayni mutant proteinde pozisyon 54'deki sistein grubunun kimyasal yontemle
bloke edilmesi veya mutasyonla degistiriimesiyle daha da yiikselmistir (Wetzel et al.,
1988). Benzer sekilde Bacillus stereothermophilus esteraz enzimindeki serbest
sistein gruplarinin bolgeye ¢zel mutasyonla degistiriimesi termalstabiliteyi arttirmigtir
(Amaki et al., 1994).

Termalstabiliteyi arttirabilecek bir baska yontem ise proteinin belirli bélgelerindeki
amino asitlerin prolin ile degistirilmesidir. Prolin, pirolidin grubu dolayisiyla sadece
belirli konfiglrayonlar alabileceginden bu amino asidi takip eden amino asidin de
hareketini  sinirlayacaktir. Bu da proteinin  sarlmamis  seklinin entropisini
azaltacagindan termal stabiliteyi olumlu yoénde etkilemesi disunulmektedir.
Aragtirmalar, belirli bolgelere yapilan prolin grubu eklemelerinin, termal stabiliteyi
eklenen prolin grubu miktar ile dogru orantili olarak arttirdigini gostermistir.
(Nicholson, 1992; Hardy et al., 1993).

Ug boyutlu yapisi bilinen bazi proteinlerde, entropik etkinin termal stabiliteyi
artirmada etkili bir yontem olabilecegi ¢ne surlimustir. Buna érnek, Gly— Ala
degisikligidir (Ganter and Plickthun,1990). Alanin ile karsilagtinildiginda Gly grubu
daha yiksek konfiglirasyonel entropiye sahiptir. Bu nedenle sarinma olayinda
Gly'nin alternatif konformasyonlarinin azalmasi igin daha g¢ok serbest enerii
gerekmektedir. Bu prensipten hareketle, protein stabilitesini Gly— Ala degisimi

yaparak arttirmak miamkin olabilmektedir.



Aromatik-aromatik etkilesimler termofilik proteinler igin  bir bagka stabilizasyon
mekanizmasidir ( Wrba et al., 1990; Burley and Petsko, 1985). Genel kural olarak;
aromatik gruplar (Phe, Tyr, Trp) proteinin i¢c kisminda, diger apolar yan gruplarin
yakininda gémultdur. Hidrofilik gruplar ise daha gok solvente agik yiizeylerde yer
ahrlar. Bu gesit aromatik etkilesim bir 6bakteri olan Thermotaga marimata’dan elde
edilen bir ekstrem termostabil enzim olan D-gliseraldehittrifosfat dehidrogenaz
enziminde goérilmistir (Burley and Petsko,1985). Mezofilik homologu ile
kargilagtiridiginda termostabil enzimde aromatik yan zincirlerin  hidrofobik
gevrelerinde birbirleriyle olan etkilesimleri daha sikidir. Artan sicaklikla  birlikte
hidrofobik etkilegimlerin daha da giiglendigi dikkate alindiginda, bu proteinde termal
bozulmanin nasil  6nlendigini anlamak mimkindir. Cesitli arastirmalar, tuz
képrilerinin proteinleri stabil kilan genel bir &zellik oldugunu ortaya koymustur.
Istatiksel yontemler Argos kurallari ile paralel olarak, termostabil proteinlerde mezofil
proteinler gére Arg:Lys oraninin daha yiiksek oldugunu gostermektedir. Yiiksek
sicakliklarda Arg gruplarinin kurdugu tuz kopriistiniin  daha saglam olmasi
beklenmektedir, ¢linkii Arg'in Lys'e gore pKa degderi daha yiiksektir. Ayni zamanda
sahip oldugu 8-guanido grubu ve Lys gore daha uzun olan yan zinciri sayesinde
daha fazla sayida tuz képrileri kurabilmektedir ki, bu da stabiliteyi arttirmaktadir
(Vielle and Zeikus,1996).

Daha 6ncede deginildigi gibi sarinmis proteinlerde hidrofobik amino asit yan gruplari
genelde i¢ kisimlarda gomuliidiir ve protein termal stabilitesine hidrofobik etkilesim
ile katkida bulunurlar (Pace, 1995). Ancak, yan zincirler efektif olarak paketlenmis
olsa bile halen bazi i¢ bosgluklar bulunabilir. Bu nedenle, i¢ bogluklara bakan
hidrofobik gruplarin daha biiylik yan zincire sahip amino asitlerle degistirilebilecegi
onerilmigtir (Iskikawa et al, 1993). Boylece i¢ bogluklarin doldurulup, proteinin
stabilitesinin artmasi beklenmektedir. Karpusas ve grubu (1989) T4 lizozim'de
bulunan iki blyik boslugu doldurmak icin bolgeye ézel mutasyon yéntemi ile Leu
33— Phe ve Ala129-» Val degisikliklerini yapmiglardir. Ancak, protein stabilitesinde
kayda deger bir artis gézlenmemistir. Bir baska calismada ise E.coli riboniikleaz HI
enzimindeki i¢ bosluklarin doldurulmasi stabiliteyi mutant olmayan enzime gore

oldukga arttirmigtir (Iskikawa et al., 1993). Diger bir galismada da, bodlgeye &zel
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mutasyon yontemi ile bir B.stearothermophilus notral proteaz enziminin hidrofobik
bogluklari  doldurulmustur (Eijsink et al, 1992). Ancak bu mutasyonlarin
termostabilite (izerine etkisi az olmus ve mutasyonlarin enzim yapisi {izerine pozitif
ve negatif etkilerinin s6z konusu olabilecegi ileri stirilmustir.

Termal stabilite mekanizmas: ile ilgili galismalar igerisinde amino asitlerin spesifik
rolinn aragtinimasinin yani sira, hibrid protein yapimi da yeni bir yaklagim olarak
dikkati gekmektedir (Sode et al., 1995). Bir calismada izopropil-malat dehidrogenaz
enziminin termofilik ve mezofilik enzimlerden alinan bolgeleri birlestiriimistir (Numata
et al., 1995). Hibrid proteinin termal stabilitesinin termofilik proteinden gelen amino
asit miktari ile kabaca dogru orantili oldugu gortimastar.

Ozetle, bu glne kadar yapilan calismalar. protein termal stabilitesinden birkac
etkilesimden ziyade daha global bir mekanizmanin  sorumlu oldugunu

gostermektedir.

Projenin Amaci ve Kapsami:

Bu projede, enzimlerde isiya dayanikhiligin molekiler mekanizmasini aragtirmak
Uzere termoasidofilik bir Archaeon olan, Thermoplasma (Tp.) acidophilum’ un sitrat
sentaz enzimini model protein olarak segtik. Sitrat sentaz, sitrik asit dongisiine
karbon girigini katalizleyen onemli bir merkezi metabolizma enzimidir. Katalizledigi
reaksiyon asagida verilmistir:

Asetil-KoA + Oksaloasetat > Sitrat + Koenzim A

Tp. sitrat sentaz, molekiler kitlesi yaklasik 90,000 Da olan, ve birbirinin ayni 2
monomerden olusan, dimerik bir enzimdir. Her bir monomerde 384 amio asit
bulunmaktadir. Enzimi kodlayan gen klonlanmis ve nikleik asit dizisi saptanmis
olup, rekombinant protein E.colide eksprese edilmistir (Sutherland,1990;
Sutherland,1991). Ayrica, rekombinant Tp. sitrat sentaz enziminin 3 boyutlu yapisi
2.5A’a kadar c¢ozilmustir ve boylece enzimin yapisi ile ilgili dnemli bilgiler
edinilmigtir (Sekil 1) (Russell,ef.al.,1994). Tp. sitrat sentaz enziminin %57’si a-heliks
yapidan olusmustur. Her bir monomerin bir blylk bir klglik olmak tzere iki alt

‘domain’i vardir. Enzimin aktif merkezi bu alt Uniteler arasinda yer almakta olup, bu




Salies

Sekil 1: Thermoplasma (Tp.) acidophilum sitrat sentaz enziminin 3 boyutlu yapisinin

sematik goruntusu.




merkeze her iki monomerin de fonksiyonel gruplarinin katihimi séz konusudur.
Dimerin interfaz ylzeyi 4 cift antiparallel heliksten olusan toplam 8 w-heliks sandvig
yapisina sahiptir (FF, GG, LL, MM). Tp. sitrat sentaz enzimi amino asit diizeyinde
domuz kalp sitrat sentaz enzimi ile %20, hipertermofilik Pyrococcus furiosus (P1)
sitrat sentaz enzimi ile de %42 oraninda benzerlik gostermektedir. Her iki enzimde
de aktif merkezi olugturan fonksiyonel gruplarin korundugu bulunmustur. Mezofilik,
termofilik, ve hipertermofilik organizmalardan elde edilen sitrat sentaz enzimlerinin
kristal yapilari detayli olarak karsilastirildiginda goze c¢arpan ve degisen termal
stabilite ile iligkilendirilebilecek bazi farkhliklar saptanmistir (Russell and Taylor,
1995; Russell et a/,1997): ‘

1. Tp. sitrat sentaz enziminin monomer yapisindaki 16 a-heliks domuz sitrat sentaz
ile egdegerdir. Farklilik a-heliksleri birbirine baglayan kivrimlarin uzunlugundadir. Tp.
ve Pf. sitrat sentaz enzimlerinde kivrimlarin daha kisa olmasinin termalstabilitenin
artmasi ile ilgili olabilecegi 6ne siirtilmektedir.

2. Domuz sitrat sentaz enziminin NH, ucunda bulunan ilk 35 amino asit Tp. ve Pf.
enziminde yoktur.

3. Termostabil sitrat sentaz enzimindeki a-heliksler arasindaki kivrilmalarin boyunun
kisalmasi, enzimin yapisinda bulunan i¢ bosluklarin sayica ve hacimce azalmasina
yansimaktadir. Domuz kalp sitrat sentaz enziminde toplam hacmi 6134 olan 7 ic
bosluk, Tp. enziminde toplam hacimi 211A olan 3 i¢ bosluk bulunmaktadir. Bu
nedenle Archae orijinli enzimlerin sikica paketlenmesinin termal stabiliteden sorumlu
bir diger faktor olabilecedi diis iniilmektedir.

4. Tp. sitrat sentaz enziminde monomer-monomer etkilesim yiizeyinde bulunan o-
heliks yapinin alanin igerigi domuz sitrat sentaz enzimine gore daha artmis olup,
boylece bu bélgede hidrofobisite de yiikselmistir. Giiclenen hidrofobik etkilesimin
yliksek sicakliklarda iki monomerin, dimer gseklinde kalmasini sagdladigi
dus tintlmektedir. Pf. enzimindeki dimer etkilesim yiizeyi ise farkl dzelliktedir. Domuz
sitrat sentaz enzimi ile kargilastinldiginda iyon giftlerinin sayisi belirgin olarak

artmistir. Ancak bdyle bir artis Tp. enziminde gérilmemektedir. Bu da yiiksek




sicaklilarda dimer butinligint korumak icin alternatif yontemlerin kullanildigini
gostermektedir.

5. Amino asit dizi analizleri kargilastirildiginda, Pf. sitrat sentaz enziminin Asn ve
Gin ylzdesi en azdir ve 1 Cys grubu vardir. Tp. sitrat sentaz enziminde hig Cys
grubu yoktur ve ayni sekilde Asn ve GIn gruplarinin orani da azdir. Bu da termostabil
proteinlerin yapisinda 1siya duyarli amino asitlerin sinirlh sayida bulundugunu
gostermektedir.

6. Kargilastinlan her Gg enzimin aktif merkezinin yaklasik ayni konformasyon ve
amino asit igerigine sahip olmasina kargin, substrati baglayan spesifik gruplarin
degisik  pozisyonlarda bulunmasi, ayni reaksiyonu farkli  sicakliklarda
gerceklestirebilmek igin gereksinim duyulan stabilite ile esneklik arasinda kritik
dengeyi kurma zorunlulugunu yansitmaktadir.

Bu proje kapsaminda mezofilik ve termofilik homolog sitrat sentaz enzimlerinin
yapisal kargilagtirmast sonucu termal stabiliteden sorumlu oldugu distnilen
mekanizmalardan iki tanesini bolgeye ¢zel mutasyon yontemi ile test edilmigtir.
Uzerinde durdugumuz bu iki mekanizma termofilik enzimde,

1. Monomer-monomer etki’!egim ytzeyinde hidrofobisitenin artmasi,

2. Enzimin ig oyuklarinin sayisinin azalmasi ve hacminin kiigiimesidir.

Bu mekanizmalarda etkin olabilecek spesifik amino asit degisikliklerinin
pozisyonlarini ve cinsini, homolog proteinlerin kristal yapilarinin bilgisayar analizi ile
saptamig bulunuyoruz. Mutant proteinler E.colide eksprese edilmistir. Saflagtiriimis
mutant enzimlerin mutant olmayan enzimle karsilagstirmali olarak kinetik ve termal

stabilite 6zellikleri galigilmistir.
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2. Materyal ve Metod

2.1. Bakteri Suslan

Bu ¢alismada mutant olmayan rekombinant Tp. sitrat sentaz geninin kaynagi olarak
pBSK(2CS) rekombinant fazmit vektora kullamimistir (Sekil 2). Bu vektor, daha
once, klonlanmis Tp. sitrat sentaz geninin rekombinant plazmit vektor pCSEH19'dan
EcoRl ve Sphl enzimleri ile kesildikten sonra pBSK(+) fazmit vektore baglanmasi
suretiyle olusturulmustur (Kocabiyik et al., 1996). S6z konusu rekombinant fazmit
klonlanmak tizere E.coli XL-1 Blue susuna transformasyonla aktariimis ve elde edilen
E.coli pBSK(2CS), mutant olmayan sitrat sentaz enziminin ve bolgeye 0zel mutasyon
caligmalari icin gerekli olan ssDNA'nin elde edilmesinde kullaniimistir. Mutant

enzimler £.coli TG-l susunda eksprese edilmistir.

2.2. Urasil iceren ssDNA’nin hazirlanmasi

Bolgeye ozel mutasyon igin urasil iceren ssDNA'nin kalip olarak kullanildigi ve
mutajenik oligonukleotidlerden yararlanilan bir yontem kullaniimistir.

Rekombinant Tp. sitrat sentaz geninin pBSK(+) plazmit vektorde tasiyan E.coli
pBSK(2CS) susu kullanilarak mutant olmayan sitrat sentaz geninin  ssDNAs
Sambrook et al (1989) tarafindan onerilen yontem esas alinarak saf olarak elde
edilmistir. Bu amacgla 6nce E.coli pBSK (2CS) logaritmik fazdaki kaltiirii Super Broth
icerisinde hazirlanmis ve ayri ayrt yardimer faj (helper phage) olarak R408 ya da
VCS-M13 ile enfekte ediimek suretiyle olugan rekombinant fajlardan rekombinant
fazmit DNA's1 ssfaj DNAsiI olarak elde edilmistir. Daha sonra bu faj preparasyonu ile
E.coli CJ236 (ung dut) kiltirti enfekte edilmis ve uridin (0.25ng/ml) ilavesi ile
gelismeye birakimistir. Boylece yeni sentezlenen faj DNAsina urasil girisi
saglanmistir. Daha sonra faj bakteriden santrifiij edilerek ayriimistir. Stipernatandaki
fajlar %15 PEG (8000) + NaCl (2.5M) ile ¢okturGimiis ve urasil iceren ss fazmit
DNAsi 1 kez fenol, 1 kez de fenol + kloroform karigimi ile ekstre edilmek suretiyle

izole edilmistir.



pBSK(20)

P Cs

v aC
or1 X

Sekil 2: pBSK (2CS) rekombinant fazmit vektérinin haritas). E: EcoRI kesme
bolgesi, S: Sph I kesme bolgesi.
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2.3. Mutajenik Oligoniikleotidlerin Dizayni

Dimer interfazindaki hidrofobik interaksiyonlarin dimer stabilizasyonunu artirmak yolu
ile termostabiliteyi etkilemesi hipotezinden hareketle 4 mutant protein yapimi
planlanmistir. Bunlardan iki tanesinde interfazda iki hidrofobik grup (Alanin 97 ve
Alanin 104), sirasi ile Serin ve Triyonin ile yer degistirmek yolu ile Tp. sitrat sentaz
enzimi bu pozisyonlarda mezofilik domuz sitrat sentaz enzimine benzetilmigtir. Diger
iki mutasyon ise Tp. sitrat sentaz enziminin Glisin 196 ve Glisin 209 gruplarinin
hipertermofilik Pyrococcué furiosus sitrat sentaz enzimindeki (Muir et al.,1995) sirasi
ile Valin ve Alanin gruplari ile yer degistirmesi seklinde yapiimistir.

Bu prensiplere gore dizayn edilen ve Kits and Probes GmbH (Géttingen, Germany)
tarafindan sentezlenen mutajenik oligoniikleotidler Sekil 3'de verilmigtir.

Enzimin ig oyuklarinin boyutlarinin kgtltlimesi yolu ile termostabilitesinin artiriimasi
hipotezinden hareketle de iki mutant protein yapimi planlanmistir. Bu amagla
enzimin 3 boyutlu yapisinin bilgisayar grafik analizi ile amino asit degisiklikleri
yapmak i¢in hedef alacagimiz pozisyonlar saptanmistir. Sekil 4'de Tp. sitrat sentaz
enziminin 3 boyutlu yapisini gdsteren diyagramda bu pozisyonlar isaretlenmigtir.
Enzimin 343'lincti pozisyonundaki Serin’in Triyonin ile, 346'inci pozisyonundaki
Triyoninin Tirosin ile yer degistirmesi planlanmigtir. Boylece orijinal enzimde secilen
i¢c oyuklarda, daha kiigiik yan gruplara sahip amino asitlerin, mutasyon ile daha
buylk yan gruplara sahip amino asitler ile yer degistirmesi yolu ile oyuklarin
boyutlarinin kigultilmesi hedeflenmistir. Bu amacla kullanilan oligonukieotidler,
Ser343— Thr (S343T) mutasyonu igin tek, Thr346— Tyr (T346Y) mutasyonu igin 3
niikleotid degisikligi yapilarak dizayn edilmistir (Sekil 5).

2.4. Bolgeye Ozel Mutasyon

Bolgeye 6zel mutasyon calismalarinda mutajenik oligontikleotidlerin kullanildigi ve
orijinal olarak Kunkel et al (1987) tarafindan énerilen ve Kocabiyik ve Perlin (1992)

tarafindan modifiye edilen bir yontem kullaniimigtir.
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*TCG GAT GTC GTG TCA ATG CAG ATG GCC GCG ° =mutajenik oligontikleotid
GCA (A)s; > TCA (S) =>mutasyon

*ATG GCC GCG GTT ACA GCC ATG GCA GCA TCG ® = mutajenik oligoniikleotid
GCA (A) 104 —> ACA (T) = mutasyon

*TCT ACC ACG GCA GIC TTG GTC GCG GTATCA® = mutajenik oligontikleotid
GGC (G) 196 — GTC (V) = mutasyon

®*GAC ATG TAC TCC GQC ATAACT GCAGCT CTT® = mutajenik oligontkleotid
GGC(G) 20— GCC (A) = mutasyon

Sekil 3 . Hidrofobik interaksiyonlarla ilgili mutajenik oligoniikleotidler
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Sekil 4: Tp. sitrat sentaz enziminde i¢ oyuklarin doldurulmasi ile ilgili Ser 343-Thr(a)

ve Thr 346—Tyr (b) mutasyonlarinin pozisyonlari
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w.t TCC (Ser)
339 5CTC TTC GCG CTA ACC AGG GTT ACA GGG TGG? 348
YGAG AAG CGC GAT TGG TCC CAATGT cCcC ACC”®
Mutasyon = Ser 345(TCC) — Thr(ACC)

‘ w.t ACA (Thr)
342 °CAT TCC AGG GTT TAC GGG TGG CAG GCA CAC® 351
*GAT AGG TCC CAA ATG CCC ACC GTC CcGT GTC*
Mutasyon = Thrys(ACA) —>Tyr (TAC)

Sekil 5: Enzim ig oyuklari ile ilgili mutajenik oligonikleotidler
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Bu kapsamda farkh reaksiyon karisimlarinda, her bir mutajenik oligoniikleotid, urasil
iceren Tp. sitrat sentaz geninin ssDNAsina hibridizasyon ile baglandiktan sonra,
heterodubleks fazmit olusumu T4 DNA polimeraz, 4dNTP ve T4 ligaz kullaniimak
suretiyle saglanmistir. Reaksiyon karigiminin 10ul’si  kompetan E.coli TG1
hiicrelerine transformasyon yolu ile aktarilmistir (Chung et al.,1989). Transformantlar
ampisilin (50pg/ml) iceren LB agar ortaminda tek koloni olarak gelistirilmistir. Daha
sonra her mutasyon igin tesadifi olarak secilen 12 koloninin fazmit DNAs! izole

edilmis ve DNA dizi anilizi ile mutasyon icin taranmistir.

2.5. Nuikleik Asit Dizi Analizi

Nukleik asit dizi analizi igin mutant olmasi muhtemel kolonilerden fazmit DNA’s1 High
Pure Plazmit Isolation Kit (Boehringer Mannheim, Germany) kullaniimak suretiyle
izole edilmigtir. Mutasyonlarin varhgini géstermek icin bu fazmit DNA’'larindaki Tp.
sitrat sentaz genlerinin belirli bolgelerinin niikleik asit dizi analizi ‘dideoksi chain
termination’ yontemi ile yapiimigtir (Sanger et al., 1977). Bu amagla Sequenase
Version 2.0 DNA Sequencing Kit (UBS, Amersham Life Science, Obhio, USA)
kullanimigtir. Dizi analizinde kullanilmak (zere dizayn ettigimiz primerler (MWG

tarafindan sentezlenmistir) Sekil 6'da verilmistir.

Primer SK-1: ¥~ AGA AAA TAC AAG GAA ACC GTC -*

Primer SK-2: ¥- CAA CAT GGC GGG ATC CTT TAT-*

Sekil 6: Niikleik asit dizi analizlerinde kullanilan primerller
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2.6. Mutant ve Mutant Olmayan Rekombinant Tp. Sitrat Sentaz Enzimlerinin
izolasyonu ve Saflagtiriimasi
Sitrat sentaz enzim izolasyonu daha dnce aciklandigi sekilde (Erduran and
Kocablyik,1996) ve orijinal olarak James et al., (1994) tarafindan onerilen bir
yonteme gore yapilmigtir.
Mutant ve mutant olmayan rekombinant Tp. sitrat sentaz enzimlerini tireten E.coli
suslarinin bir gecelik kultirleri ampisilin (50pg /ml) iceren sivi LB ortaminda
hazirlanmistir. 3,500rpm’de 15 dak santrifdj ile ¢oktlrilen hicreler kiltiir hacminin
1/20'si kadar 20mM Tris-HCI, 1mM EDTA, pH8.0 tampon ¢ozeltisinde ¢oziilmis ve
sonikasyon yontemi ile parcalanmistir. Elde edilen hiicre lizati 65°C'de 15 dak
isitildiktan  sonra, hiicre kalintilari santrifiij edilmek suretiyle ¢oktirGimuistar.
Supernatan afinite kolonundan (Reactive Red A, Sigma Chem. Comp. St. Lois, MI)
gegiriimis ve Tp. sitrat sentaz enzimi 5mM OAA ve 1mM Koenzim A iceren
yukaridaki tampon ¢ozelti kullanilarak spesifik olarak kolondan elde edilmistir. Bir
fraksiyon toplayici yardimi ile elde edilen fraksiyonlardan (fraksiyon hacmi: 0.7ml)
belirgin sitrat sentaz aktivitesine sahip olanlar birlestiriimis ve ultrafiltrasyon ydntemi
ile (Amicon Centriprep-10 Concentrator, Amicon Inc., Beverly, MI) yikanmis ve
konsantre edilmistir.
Enzimin cgesitli saflagstirma asamalari SDS-PAGE (10% wiv) ile izlenmistir
(Laemmli,1970).
Protein tayini igin 235nm ve 280nm dalga boylarinda absorbans olgiimlerine

dayanan, Whiltaker ve Granum (1980) tarafindan dnerilen bir yontem kullanilmistir.

2.7. Sitrat Sentaz Enziminin Aktivite Tayini ve Kinetik Parametrelerin Olgiilmesi
Sitrat sentaz enziminin aktivitesi 412 nm’de Srere et al. (1963) tarafindan énerilen bir
spektrofotometrik yontem izlenerek olgtiimiistir. Enzim reaksiyonlari toplam 1ml
hacimdeki 0.2mM oksaloasetat (OAA), 0.1mM asetil koenzimA (asetil-KoA) ve
0.2mM 5,5'-ditio-bis(2-nitrobenzoikasit) (DTNB) igeren reaksiyon tamponunda
[20mM Tris-HCI, 1mM EDTA (pH 8.0) | ytrutiimistir. 1 (inite (U) enzim aktivitesi. 1

dakikada 1pimole KoA-SH agiga gikaran aktivite olarak tanimlanmustir.




Enzimlerin OAA ve asetil-KoA ig¢in Michaelis sabitleri, OAA’a karsi asetil-KoA
konsantrasyonunu degistirmek, yada asetil-KoA konsantrasyonunu sabit tutup OAA
konsantrasyonunu degistirmek suretiyle olugturulan Lineweaver-Burk grafiklerinden
elde edilmigtir. Reaksiyonlarin ilk hiz birimleri olarak A A4, dak™ veya umoles/dak-

mg kullanilmistir.

2.8. Termostabilite Caligmalari

Saflagtinlmis Tp. sitrat sentaz enzimlerinin termostabilite calismalari, 1U/ml enzimi
igeren reaksiyon tamponu igerisinde ylrtlimUstir. Enzim 6rnekleri 55°C ila 95°C
arasinda gesitli sicakliklarda 1 saat siire ile inkiibe edilmistir. Ornekler esit zaman
araliklart ile alinip hemen buzda sogutulduktan sonra, kalan aktivite &lgtimleri
standart yontem kullanilarak yapilmistir.

Semilogaritmik inaktivasyon egrilerinin  egimi, Arrhenius egrilerini ¢izmek igin

kullanilan inaktivasyon sabitlerinin (k) elde edilmesinde kullaniimistir.
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3. Sonuglar:

3.1. Monomer-Monomer Etkilesim Yiizeyi ile iigili Mutasyonlar:

3.1.11. Bolgeye Ozel Mutasyon Yontemi ile Mutant Tp. Sitart Sentaz Enzim
Genlerinin Olusturulmasi:

E.coli pBSK(2CS) rekombinant susu kullanilarak mutant olmayan sitrat sentaz
geninin urasil igeren ssDNA’si Materyal ve Metod'da aciklandigi sekilde elde
edilmigtir. Bolgeye ozel mutasyon caligsmalarimizda kalip olarak kullandigimiz ve
rekombinant Tp.sitrat sentaz genini tasiyan bu pBSK(2CS) fazmitin ssDNA's)
Sekil 7'de gorulmektedir.

Farkli reaksiyon karigimlarinda, herbir mutajenik oligonukleotid urasil iceren Tp sitrat
sentaz geninin ssDNA'sina hibridizasyon ile baglandiktan sonra, bir in-vitro DNA
sentez sistemi kullamilarak mutant Tp.sitrat sentaz genlerini tasiyan heterodupleks
fazmitlerin olugumu gergeklestiriimistir (Sekil 8 ).

Mutant Tp. sitrat sentaz enzimleri £.coli TG-I susunda sentezlenmislerdir.

3.1.2. Mutant Tp. Sitrat Sentaz Genlerinin Niikleik Asit Dizi Analizleri:

Bolgeye 6zel mutasyonla olugturulan mutant Tp.sitrat sentaz genlerinde, planlanan
mutasyonlarin  hedef alinan pozisyonlarda varligi nikleik asit dizi analizi ile
goterilmistir. Bu amagla her bir mutasyon icin 10 tane rekombinant koloniden elde
edilen fazmit DNAsinda inceleme yapilmistir. Fazmit DNA's1 saf olarak High Pure
Plasmid Isolation Kit (Boehringer Mannheim, Germany) kullaniimak suretiyle elde
edilmistir (Sekil 9). Mutasyon orani %50 ile %60 arasinda degismektedir, ki bu oran
s0z konusu yontem ile ulasilabilecek en ylksek orandir. Hedeflenen 4 mutasyonun
da varhgr rekombinant suslarda DNA dizi analizi ile dogrulanmistir. S6z konusu
mutasyonlar tek nukleik asit degisimi ile gercgeklestiriimistir. Boylece olusturulan tek
amino  asit  degisiklikleri:  Alag;(GCA)»Ser(TCA),  Ala;p(GCA)>Thr(ACA),
Gly195(GGC) —Val(GTC) ve Gly,;o(GGC) »Ala (GCC)dir. Sekil 10° da nukleik asit

dizi analizini gosteren otoradyografi resimleri gorulmektedir.
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Sekil 70 Rekombinat Tp. sitrat sentaz genini tasiyan pBSK (2CS) fazmitinin ss kalp
DNA'sinin izolasyonu. 1. sira 1 kb DNA marker; 2. sira: R408 yardimci faji
kullamlarak elde edilen ss kalip DNA; 3. sira: VCS-M13 yardimer faji kullanilarak
elde edilen ss kalip DNA.
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Sekil 8: Bolgeye ozel mutasyon. Bu deneylerde kalip olarak R408 yardimct faji
kullamlarak elde edilen ss sitrat sentaz DNAsI kullanimistir. Sira 1-4: Sekil 3'deki

mutajenik oligonutkleotidler kullanilarak olusturulan ds heterodupleks fazmit DNA'st;

w Sira 5; 1kb DNA marker.

o
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Sekil 9: Nukleik asit dizi analizi icin mutasyondan sonra rekombinant kolonilerden
fazmit DNA izolasyonu. 1 numarali mutajenik oligoniikleotid kullanilarak yiritilen
mutasyon g¢aligmalari sonucu elde edilen kolonilerden sekiz tanesinden izole edilen

fazmit DNA’s|, sira 1-8'de goriiimektedir.
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Sekil 100 Mutasyonlarin nukleik asit dizi analizi ile belirlenmesi. (a) Ala97 »Ser.

(b) Ala104 »Thr, (c) Gly 196 »Val ve (d) Gly209 »Ala dedisiklikleri.
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3.1.3 A97S, A104T, G196V, G209A Mutant ve Mutant Olmayan Sitrat Sentaz
Enzimlerinin izolasyonu ve Saflastirniimasi:

Enzim izolasyonunda ilk asama, orijinal enzimin termostabil olmast nedeni ile 1si
uygulamasi olup, boylece i1siya duyarli E£.coli proteinleri elimine edilmistir (Sekil 11
ve Sekil 12). Archaea enzimlerinin eksprese edildigi £.coli hicrelerinin lizatlar
65°C'de 15 dak inkiibe edilerek, konukgu proteinleri denattire edilmis ve santrifijjle
¢okertilerek uzaklastirlmistir. Stipernatandaki Archaeal protein kolon kromatografisi
ile (Reactive Red A kolon), Materyal ve Metod'da agiklandigi sekilde saflagtirdmistir.
Enzimlerin kolon kromatografi profilleri fraksiyonlarda A.q, 6lcimi ve sitrat sentaz
aktivite tayini ile elde edilmistir.

Rekombinant E.coli suslarindan elde edilen, A97S, A104T, G196V, G209A mutant
ve mutant olmayan sitrat sentaz enzimlerinin saflastinimasinda izlenen asamalar
sirasi ile Tablo1,2,3, 4 ve 5'de ozetlenmis olup, afinite kromatografi profilleri sirasi ile
Sekil 13,14,15,16 ve 17'de gorulmektedir. A97S enziminin saflastirdimasindan sonra
%21'i elde edilmistir. Saf enzimin spesifik aktivitesi 0.136 U/mg'dir. A104T enziminin
saflagtirmadan sonra %74’G elde edilmis olup, saf enzimin spesifik aktivitesi 0.204
U/mg'dir. G196V enziminin afinite kromatografiden sonra %47'si elde edilmis olup,
saf enzimin spesifik aktivitesi 0.154 U/mg'dir. G209A enziminin afinite
kromatografiden sonra %51'0 elde edilmis olup, saf enzimin spesifik aktivitesi 0.920
U/mg'dir.  Mutant olmayan rekombinant sitrat sentaz enziminin  afinite
kromatografiden sonra %70'i elde edilmis olup, saf enzimin spesifik aktivitesi 0.083
U/mg’dir.

Proteinlerin saflagtirma asamalari SDS/poliakrilamid jel elektroforezi ile izlenmistir.
Afinite kromatografi ile izole edilen mutant proteinler SDS/PAGE'de tek protein bandi

vermiglerdir (Mr.43,000/monomer) (Sekil 11 ve Sekil 12).
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Sekil 11. Mutant proteinlerin SDS-PAGE’deki profilleri.

Panel A :A97S mutant Tp. sitrat sentaz, siral: sicaklik uygulamasindan once, sira 2:
sicaklik uygulamasindan sonra, sira 3: afinite kromatografisinden sonra; A104T mutant Tp.
sitrat sentaz, sira 4: sicaklik uygulamasindan once, sira 5: sicaklik uygulamasindan sonra,
sira 6: afinite kromatografisinden sonra; sira 8: G209A mutant Tp. sitrat sentaz afinite
kromatografisinden sonra; sira 9: Mutant olmayan Tp. sitrat sentaz; sira 7: standart protein
marker.

Panel B: G196V mutant Tp. sitrat sentaz enziminin SDS-PAGE'deki profili. Sira 1: Afinite
kromatografisinden sonra mutant olmayan Tp. sitrat sentaz, G196V mutant Tp. sitrat
sentaz, sira 2. afinite kromatografisinden sonra, sira 3: sicaklik uygulamasindan sonra, sira

4: sicakhk uygulamasindan once; sira 5: standart protein marker.
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Tablo 1: A97S mutant sitrat sentaz enziminin saflagtirma tablosu

Kromatografisi,
ve Ultrafiltrasyon

Hacim Toplam Protein  Aktivite Sp. Aktivite Verim
(ml) (mg) (U) (U/mg) (%)
Hicre lizati 3.0 145.5 21.7 0.149 100
Ist uygulamasi 2.7 121.2 19.5 0.161 90
(65°C’de,15 dak)
Afinite 0.77 331 4.5 0.136 21
Kromatografisi,
ve Ultrafiltrasyon
Tablo 2: A104T mutant sitrat sentaz enziminin saflagtirma tablosu
Hacim Toplam Protein Aktivite Sp. Aktivite  Verim
(ml) (mg) (U) (UImg) (%)
Hicre lizati 2.8 137.20 21.56 0.157 100
Ist uygulamasi 2.5 116.0 18.75 0.162 87
(65°C’de,15 dak)
Afinite 1.73 77.85 15.92 0.204 74
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Tablo 3: G196V mutant sitrat sentaz enziminin saflastirma tablosu

Hacim Toplam Protein Aktivite Sp. Aktivite  Verim
(ml) (mg) (u) (U/mg) (%)
Hicre lizat 2.00 83.4 5.5 0.066 100
Isi uygulamasi 1.80 63.0 4.5 0.071 82
(65°C’de,15 dak)
Afinite 0.86 16.9 2.6 0.154 47
Kromatografisi,
ve Ultrafiltrasyon
Tablo 4: G209A mutant sitrat sentaz enziminin saflastirma tablosu
Hacim Toplam Protein Aktivite Sp. Aktivite Verim
(ml) (mg) (U) (U/mg) (%)
Hicre lizati 3.25 158.0 115.2 0.730 100
Is1t uygulamasi 3.00 134.4 103.7 0.772 90
(65°C’de,15 dak)
Afinite 1.52 64.1 59.0 0.920 51
Kromatografisi,
ve Ultrafiltrasyon
Tablo 5: Mutant olmayan sitrat sentaz enziminin saflagtirma tablosu
Hacim Toplam Protein Aktivite Sp. Aktivite Verim
(ml) (mg) (V) (U/mg) (%)
Hiicre lizati 5.20 253.6 9.20 0.036 100
Isi uygulamasi 5.00 2259 8.45 0.037 92
(65°C’de,15 dak)
Afinite 1.75 77.5 6.44 0.083 70

Kromatografisi,
ve Ultrafiltrasyon
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3.14. Kinetik Parametreler:

Saflagtinimis mutant Tp.sitrat sentaz enzimlerinin kinetik parametreleri saptanmis ve
daha 6nce saf rekombinant Tp sitrat sentaz enzimi igin saptanan degerler (Kocabiyik
and Erduran, 1995) ile karsilastirimistir.

Bu amagla, sabit tutulan aseti-KoA (1125 uM) ya da OAA (200 uM)
konsantrasyonuna karsi diger substrat konsantrasyonu degistirilerek aktivite
olctimleri alinmigtir. A97S, A104T, G209A enzimleri igin bu aktivite olcimlerinde
sirasi ile 5.67 nmol/dak (43 pg protein), 4.6 nmol/dak (45.3 pg protein) ve 9.7
nmol/dak (42.2 pg protein) enzim kullaniimistir.

Tam mutant enzimlerin reaksiyonu Michaelis-Menten kinetigine uymaktadir. A97S,
A104T, ve G209A mutant Tp. sitrat sentaz enzimlerinin OAA icin Lineweaver-Burk
egrileri sirast ile Sekil 18 a,b, ve c'de, asetil-KoA icin Lineweaver-Burk egrileri sirasi
ile Sekil 19 a,b, ve ¢’ de verilmistir. Bu egrilerden elde edilen Michaelis parametreleri
Tablo 6’ da verilmistir. Bu degerler birbirini dogrulayan 3-4 tekrarin ortalamasidur.
Her 3 mutant enzimin ‘Km OAA ve K, Asetil-KoA degerleri mutant olmayan
enziminkine gore daha disik olup, s6z konusu 3 aminoasit degisikligi de enzimin
OAA ve asetil-KoA'ya olan afinitesini arttirmistir.

A104T ve G209A mutant enzimlerinin V., (OAA) ve V,,, (Ac-KoA) degerleri mutant
olmayan enzimin degerlerinden sirasi ile yaklasik olarak 3.5 kat ve 15 kat daha
yuksektir. A97S enziminin V,,,, degerlerindeki artis ise nisbeten daha azdir (~1.5
kat). A196V mutant enziminin kinetik parametreleri sadece 1 deneyle saptanmis

olup, diger enzimlerde oldugu kadar tekrar yapiimadigi icin sonuclar verilmemistir.

3.1.5. Termostabilite analizleri:

Amino asit degisikliklerinin, mutant enzimle karsilastirmali olarak termostabiliteye
olan etkilerini incelemek (zere, mutant enzimler 55°C-95°C arasinda cesitli
sicakliklarda 60 dakika sire ile inkiibe edilmis ve kalan enzim aktiviteleri standart
yonteme gore olglimustir. Termal inaktivasyon vyarl oémirleri semilogaritmik

inaktivasyon egrilerinden hesaplanmigtir (Sekil 20).
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Tablo 6. Mutant ve mutant olmayan Tp.sitrat sentaz enzimlerinin termostabilite

ve katalitik Ozellikleri

Tp. acidophilum K., (1iM) V. a(tmoles/ml/min) t 2 (dak)

Sitrat  Sentaz OAA AcCoA OAA AcCoA gO°C 85°C  90°C
Mutant olmayan* 7.7 10.6 3.6 2.94 100 2.5 < 1.0
A9TS mutant 2.7 2.4 4.70 4.50  45.0 5.0 1.5
AT04T mutant 2.5 2.4 10.50 10.50 >60.0 35.0 7.0
G209A mutant 4.0 4.3 44.42 44.42 >60.0 57.5 9.0

* Kinetik parametereler Kocabiyik ef al. (1996) dan alinnustir,
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Termal stabilitelerinde ©nemli odlciide artis gorilen A97S ve A104T mutant
enzimlerinin termal inaktivasyonlari, yavas (1. faz) ve hizli (2. faz) olmak tzere 2 faz
gostermektedir. Bu iki enzimin Arrhenius grafiklerinin ¢izimi igin gerekli olan k
degerleri hizli fazi (2. faz) temsil eden inaktivasyon egrilerinin  egiminden
hesaplanmistir. |

Mutant olmayan enzimle karsilastinidiginda A97S, A104T ve G209A enzimlerinin
termostabilitesinde artis oldugu gortlimustir. Her 3 mutant enzimin termal
inaktivasyon deneyleri 3 ila 5 kez tekrarlanmigtir. 85°C’de mutant olmayan Tp.sitrat
sentaz, A97S, A104T ve G209A mutant enzimlerinin yari dmdrleri sirasi ile 2.5 dak,
5.0 dak, 35 dak ve 57.5 dak olarak bulunmustur.

Mutant enzimlerin termal stabilitesindeki artisi Arrhenius egrilerinden de goérmek
mimkindir (Sekil 21). A197V mutant enzimin termostabilite deneyleri sadece 1 kez

yapmak mumkin oldugu igin sonuglar verilmemistir.

3.2. Enzim igoyuklarmln Doldurulmast ile ilgili Mutasyonlar:

Tp. acidophilum sitrat sentaz enziminin i¢ oyuklarinin boyutlarinin  kiglitilimesi
amaci ile, enzimin 3 boyutlu yapisinin bilgisayar grafik analizi ile amino asit
degisiklikleri yapmak igin hedef alacagimiz pozisyonlar saptanmistir. Bolgeye ozel
mutasyon yontemi ile, enzimin 343. pozisyonundaki Serin’'in Terionin ile, 346.
pozisyonundaki Terionin’in Tirosin ile yer degistirmistir. Boylece olusturulan 2 mutant
proteinin (S343T ve T346Y) enzimin aktivitesinin gok dusiik olmasi nedeniyle etkin

bir izolasyon ve detayli bir karakterizasyon mumkin olamamigtir.
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Tartisma:

Tp. sitrat sentaz enziminin isiya dayanikli olmasi enzimin izolasyonunda 1si
uygulamasinin ilk agama olarak kullaniimasina ve isiya duyarh E.coli proteinlerinin
eliminasyonuna olanak saglamistir. Archaea orijinli enzimi tagiyan rekombinant
E.coli hiicrelerinin lizatlari 65°C ‘de 15 dak isitildiginda konukgu proteinlerinin dnemli
bir kismi denatiire olarak ¢okerken, mutant ya da mutant olmayan Tp. sitrat sentaz
enzimlerinin aktivitesinde onemli bir kayip olmamistir. Daha sonra enzim
saflastirmasi biyoafinite kromatografi ile gergeklestiriimigtir. Izole edilen enzimlerin
homojenligi SDS-poliakrilamid jel elektroforez ile gosterilmigtir.

Mutant olmayan ve mutant sitrat sentaz enzimleri SDS-PAGE'de ayni pozisyonda
bant vermis olup alt Ginite molekuler agirligr 43,000 Da’dur. Bu sonuglar Smith et al,,
(1987); Southerland et al. , (1990) ve Kocabiyik et al., (1996) tarafindan daha once
orijinal ve rekombinant Tp. sitrat sentaz enzimi igin rapor edilen degerlerle
uyusmaktadir.

Gly209 — Ala degisikligi, enzimi bu pozisyonda hipertermofilik enzime (Pf.sitrat
sentaz) benzetmek Uzere yapilmis olup termostabiliteyi onemli olglde arttirmistir.
Gly209 grubu interfazdaki bir o-helix (zerinde yer almakta olup, Ala ile yer
degistirmesinin dimer interfazinda hidrofobisiteyi arttirmak ve soz konusu o-helix’i
stabilize etmek suretiyle enzimin termostabilitesini arttirmasi olasidir. Enzimlerin
belirli gruplarinin bolgeye 6zel mutasyon yontemi ile hidrofobisitesi yiksek amino
asitler ile yer degistirmesi durumunda termostabilitelerinin arttigi diger arastiricilar
tarafindan da rapor edilmistir (Kellis et al., 1989; Matsumura et al., 1989; Imanaka et
al., 1986).

Diger taraftan Ala97 — Ser ve Ala104 — Thr degisiklikleri ile Tp. sitrat sentaz enzimi
interfazda mezofilik sitrat sentaz enzimine (domuz kalp dokusunda elde edilen)
benzetilmistir. Bu amino asit degisiklikleri enzimin dimer interfazindaki hidrofobik
boslukta tolere edilebildigi.gibi, ayni zamanda enzimin stabilitesini de arttirmistir. Bu
etkide, alanin ile yer degistiren amino asitlerin daha buytk yan gruplari dolayisi ile
interfazdaki boslugun dolmasi ve daha iyi bir monomer-monomer paketlenmesinin

rol oynamas! miimkindiir. Yapi analizi de mezofilik domuz sitrat sentaz enziminden,
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hipertermofilik Pf. sitrat sentaz enzimine dogru gidildikge, monomer-monomer
etkilesim yiizeyindeki interaksiyonun daha iyilestigini ve siki bir paketlenmenin
oldugunu ortaya koymaktadir (Russel et al., 1997). Gly — Ala yer degisikligi ile
benzer etkiler B.stearothermophilus nétral proteaz (Imanaka et al.,1986) ve
T.thermophilus 3-isopropil malat dehidrogenaz enziminde de gozlenmistir (Kotik ve
Zuber, 1992).

Elde ettigimiz sonuglar, Ala97 - Ser, Ala 104— Thr ve GIy209 — Ala
mutasyonlarinin  Tp. sitrat sentaz enziminin termostabilitesini  arttirirken, ayni
zamanda katalitik 6zelliklerini de iyilestirdigini gostermistir. Bu amino asit
degisikliklerinin, enzimin aktif bolgesini, ya lokal konformasyonel degisikliklere yol
acarak ya da daha iyi monomer-monomer interaksiyonu saglamak suretiyle
etkilemesi olasidir. Bunlardan ikinci olasilik, sitrat sentaz enziminin her 2
monomerinde aktif bolgeye katkisi olmasi ve enzimin dimerik formunun fonksiyonel
aktif formu olmasi nedeniyle agirlik kazanmaktadir (Russell ef al., 1994).

Sonug olarak, protein monomer-monomer interfazinda interaksiyonu guglendirmek
{izere yapilacak amino asit degisiklikleri protein termostabilitesini arttirmada genis
olanaklar saglamaktadir. Bu bdlgede hidrofobisiteyi arttiracak mutasyonlar kadar,
daha siki paketlenmeyi mumkiin kilacak, yan gruplari daha bluylk amino asitlerin
sokulamasini saglayan mutasyonlarin da enzimlerin istya dayanikiiliklarim
arttirmada 6nemli oldugu tahmin edilmektedir.

Monomer-monomer interaksiyonunu guglendirmek yolu ile mezofilik proteinlerin
genetik muhendisligi teknikleri kullanilarak termofilik hale getirilmeleri mimkundir.
Bu tezimizi, elde ettigimiz sonuglara ek olarak daha da guglendirmek lizere izole
ettigimiz A197V enziminin karakterizasyonunu tamamlamak ve birden fazla
mutasyon igeren yeni mutant proteinler olugturmak icin arastirmalarimiz devam

etmektedir.
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