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OZET

Bu calismada, Geobacillus kaustophilus lipaz enziminin yapisinda bulunan
Met287 rezidisu proline (M287P) ve Asp365 rezidusi alanine (D365A) yonlendirilmis
mutasyon c¢alismalariyla doniistiiriilmiistir. Mutasyonlar, DNA dizi analizi ile
dogrulandiktan sonra, E. coli BL21 (DE3) hiicresinde ekspresyonlari ger¢eklestirilmistir.
Mutant lipazlar, DEAE-sellloz rezin kullanilarak iki asamada saflastirildi ve SDS-PAGE
analiziyle ~43 kDa biiyiikliigiinde ve >%90 saflikta olduklar1 belirlendi.

Yaban tip ve mutant lipazlarin, Ca?* ve Mn?" icin yari-maksimal aktivasyon (Ka)
degerleri belirlendi. NaCl yoklugunda, her iki metal iyon konsantrasyonuna karsi lipaz
aktivitelerinde iki-asamali artig goriiliirken, NaCl varliginda yapan tip ve M287P lipaz
icin tek-asamali, D365A lipaz i¢in ise iki-asamali artis goriilmektedir. NaCl, hem yaban
tip hem de mutant lipazlarin her iki metal iyonu icin Ka degerlerini diisiirmektedir.
Sicaklik etkisine bakildiginda, yaban tip 30-70 °C arasinda optimum aktiviteye sahipken,
M287P mutant 30-50 °C ve D365A mutant 50-70 °C arasinda yiiksek aktivite
gostermektedir. NaCl varliginda yapilan sicaklik kararlilik deneyleri, kalsiyumun yaban
tipin yar1-Omriinii arttirdigini, mutantlarin ise yari-Omiirlerini azalttigin1 gostermektedir.
Ayrica, Sirkiiler Dikroizm Spektroskopisi ile yaban tip ve mutant lipazlarin erime
sicaklik (Tm) degerleri belirlenmistir. Yaban tip lipazin sadece EDTA ve Ca?" varliginda
Tm degerleri, sirasiyla, 70 °C ve 77.5 °C; M287P lipazin 70 °C ve 69.7 °C; D365A
lipazin ise 74.7 °C ve 75.5 °C olarak bulunmustur. NaCl, yaban tip ve mutant lipazlarin
Ca?* ve Mn?" afinitesini arttirirken, Tm degerlerini birkag derece diisiirmektedir. Bu
sonuglar, M287P-lipazin aktivitesi i¢in Kalsiyuma olan afinitesi artarken kalsiyuma-bagl
termal kararliligim1 kaybettigini; D365A-lipazin sadece EDTA varliginda daha kararh
oldugu, kalsiyum varliginda ise daha ¢ok agregasyona giderek aktivitesini kaybettigini

goOstermektedir.

Anahtar kelimeler:  Geobacillus kaustophilus, alkalotermofilik lipaz,
yonlendirilmis mutasyon c¢alismalari, Kalsiyum, mangan, termal kararhhk,

aktivite.



SUMMARY

In this study, the residues Met287 and Asp365 of Geobacillus kaustophilus
lipase were substituted to proline and alanine, respectively, by site-directed
mutagenesis. The mutations were confirmed by DNA sequencing. The mutants were
expressed in E. coli BL21 (DE3) and purified by DEAE-cellulose using two-step
purification method. The molecular masses of the variants were ~43 kDa and the purity
were about 90% as determined by SDS-PAGE analysis.

The half-maximal activation (Ka) values of wild-type and mutant lipases for Ca**
and Mn?* ions were determined in the absence and presence of NaCl. Biphasic responses
were observed for wt lipase as well as mutant lipases in the absence of NaCl. Whereas
monophasic response for wt lipase and M287P lipase and biphasic response for D365A
lipase were observed in the presence of NaCl. NaCl decreases the Ka values of both wt
and mutant lipases for Ca?* and Mn?*. The wt lipase has high activity at the
temperature range of 30-70 °C while M287P and D365A lipases show high activity at
30-50 °C and 50-70 °C, respectively. Thermal stability experiments show that calcium
enhances the half-life of wt-lipase whereas reduces that of mutants. Also, (Tm) values of
wt and mutant lipases were determined by circular dicroism spectroscopy in the presence
and absence of Ca?*. T, values for wt lipase in the absence (EDTA alone) and presence
of calcium were 70 °C and 77.5 °C, while 70 °C and 69.7 °C for M287P lipase and 74.7
°C ve 75.5 °C for D365A lipase, respectively. Although NaCl increases the affinity of
the wt and mutant lipases for Ca** and Mn?*, it reduces their T, values.

These results show that calcium-dependent thermal stability of M287P lipase
decreases while the affinity for Ca?* ion increases. Also D365A lipase is more stable in
the presence of EDTA whereas loses its activity in the presence of calcium due to

aggregation.

Keywords: Geobacillus kaustophilus, alkalothermophilic lipase, site-directed
mutagenesis studies, calcium, manganese, thermal stability, activity.
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1. GIRIS
1.1. Lipazlar

Lipazlar (triagilgliserol hidrolazlar, EC 3.1.1.3) uzun zincirli yag asitlerinin
hidrolizi ile diagil gliserol, monoagcil gliserol, gliserol ve yag asitlerini katalizleyen;
bunun yaninda yag asitleri ve gliserollerden esterlerin sentezini gercgeklestiren

enzimlerdir (Sekill.1) [1].

o 0

J I
o—C—RI OH 0 —C—R1

o] Lipase o]
0—C—Rr2 + HZO - OH + ‘0 — |(|:_ R2

o] [o]

[l I
0—C— R3 OH ‘0 — C— R3

Triglycerides Glycerol Fatty acid

Sekil 1.1: Lipazin hidroliz reaksiyonu.

Lipaz enzimi bitki, hayvan ve mikroorganizmalar tarafindan tiretilebilmektedir.
Bitkisel lipazlarin ticari bir uygulamasi yoktur; fakat mikrobiyal ve hayvansal
lipazlar yeni katki maddelerinin Uretiminde basarili bir sekilde kullanilmaktadir.
Mikrobiyal lipazlar bircok bakteri, mantar ve kiften elde edilebilmektedir [2].
Lipazlar endiistride; gida, kimya, kozmetik, deri, kagit, eczacilik olmak tizere pek
cok kullanim alanina sahiplerdir [3]. Ozellikle mikrobiyal termostabil lipazlar,
organik sentez [4, 6], yaglarin modifikasyonu, gida sanayi ve kimyasal analizlerde
ticari olarak olduk¢a Onem tasimaktadir [7]. Substrat seciciligi [8,38], organik
solventlerde stabil ve aktif olmalar: [5,9], kofaktor gerektirmemeleri [10,40], yiksek
derecede bolgesel secicilik gostermeleri [36] ve sentetik substratlarin doniisiimii igin
genis Olciide substrat segiciligi gostermesi [6] gibi birgok essiz ozellikleri lipazlar
endustriyel agidan kullanim1 oldukca fazla olan enzimler haline getirmektedir.

Bakteriyel termoalkalofilik lipazlar; Bacillus stearothermophilus L1 ve P1,
Bacillus thermocatenulatus BTL2, Bacillus thermoleovorans, Bacillus subtilis (lip

A) ve Bacillus sp. TP10A olarak siralayabilecegimiz ¢esitli termofilik bakteri



suslarindan elde edilirler. Termofilik Geobacillus bakterilerine ait lipazlar, lipazlarin
smiflandirilmasinda kullanilan 1.5 smifina ait enzimlerdir. Literatirde bu simifa ait
olan ve %95 sekuans benzerligi gosteren, B. stearothermophilus L1 ve P1 [17, 23,
26, 54], B. subtilis (lip A) [56-60], G. stearothermophilus (T1) [67]
thermacatenulatus BTL2 [24,55] lipazin yapilar1 X-151n1 metodu ile aydinlatilmistir

ve G.

(Sekil 1.2).
PL -ASLREANDAPTVLLHGFTGHWGREEMFGFK YWGGVRGDIEQWLNDN GYRTY TLAVGEFLSSN 59
TX: -=SLRANDAFTVLLHGFTGHGREEMFGFK YWEEVE GDIEQWLNDNGYRETY TLAVEPLSSN 58
BTLZ MLS PRANDAPIVLLHGFIGWGREEMLGFKYWGEGVRGDIEQWLNDNGYRTY TLAVGPLSSN &0
L1 -ASPRANDAPIVLLHGFIGWGREEMLGFEK YWGEGVRGDIEQWLNDN GYRTY TLAVGFLSSN 59
G.kauatophilus -AASEENDAPTVLLHGFTGHWGREEMFGFEYWGEGVRGDIEQWLNDN GYRTY TLAVGPLSSN 59
= :**** Ehrkhkhkh FRhhx ******: R L E AR R RIS RS EE IR SRR RS S S]
Pl WDRVCERYVOLVEETVDYGARHA R KHGHARFGRTY PGLLPELERGGRIHI TRHSOGGE0TA 119
T1 WORACERY AT VEETVDYGARHA N KHGHARFGRTY PGLLPELEKRGGRIHI TAHSOEE0TL 113
BTLzZ WORARCERY ROLVEETVDYGARHARKHGHARFGRTY PGLLPELERGGEVHI IRHSOGGOTL 120
L1l WORACERY ROLVGETVDYGRARHARKHGHARFGRTY PGLLPELERGGEVHI IRHSOGEOTA 119
G.kaustophilua WDORACEAY AQTVGETVDYGARHARKHGHARFGRTY PGLLPELERGGRIHI TAHSOGGOTE 119
* Wk = LR R 2 = EE RS R R RS EL RS SRS R RS RS RS RS ] -+ AR L EE L R L L]
Pl BMLVSLLENGSOEEREYAKAHNVSLSPLFEGGHHFVLSVI TIATPHDGTTLVNMVDFTDR 179
T1 EMLVSLLENGSOEEREY A AHNVSLSPLFEGGHHFVLSVI TIATPHDETTIVNMVDFTDR 178
BTL2Z BMLVSLLENGSQEEREYAKAHNVSLSFLFEGGHHFVLSVITIATPFHDETTLVNMVDETDR 1320
L1 BEMLVSLLENGSQEEREYAKEHNVSLSFLFEGGHRFVLSVI TIATFHDGTTLVNMVDFTDE 179
G.kauatephilus BMLVSLLENGSOEEREYAKAHNYVSLSPLFEGGHHFVLSVITIATPHDGTTLVNMVDFIDE 179
R R E R S RS LR RS S H EEE 2] *********: IR S S E R R S RS LR R TS EE R R R T
Pl FFDLOKAVLEARAVASNVEYTSOVYDFELDOWGLRROPGE SFODHY FERLERSPVWT STDT 239
Ti FFDLOKAVLERARVASNVEYTSOVYDFEL DOWGLRROPGE SFDHY FERLKRSPVWT STDT 2338
BTLZ2 FFDLOKAVLEAA NV A SHNVE Y TSOVYDFEL DOWGELRROPGE SFDHY FERTLKRSFVWT STDT 240
L1 FFOLOMAVILERANVASHNAPYTSEI YDFEL DOWELRREPGE SFDHY FERTLKRSFVWT STDT 239
G.kauatecphilus FFDLOKAVLERRAVLSNAPYTSEI YDFELDOWGLRREPGE SFDHY FERLKRSPVWI STDT 239
EE S R LS *':**** ***:* k**: = e R 2] *******: R L RS R SCE LRSS LR LT
Pl ARYDLSVSGRAEE LN OWVORA SPNTY YLSFSTERTYRGALTGHNHYPE LA [AFSAVVCAPFL 299
T1 ARYDLSVSGRERLNOWVOR SENTY YLSFSTERTYRGALTGHHYPE L [AFSAVVCAPFL 233
BTLZ ARYDLSI PEAEEI N OWVOA SENTY YLSFSTERTHR GAL TGN Y YFE L [AFSAVVCAPFL 300
11 ARYDLSVEEAET LN EWVER SENTY YLSFSTERTYRGATL TGN Y YFE L (AFSATVCAPFL 2599
G.kaustocphilus ARYDLSVPGRET LN OWVER SPNTY YLSFSTERTYRGALTGNY YPE L [RFSATWVCRPFL 299
******: . ***:**:**-****** ok hkkE ****:*******:**** ****:** EEE
Pl GSYRNPTLGIDSHWLENDG IVNTI SMNGPERGSNDRIVEY DETLEEGVHNDMGTYNVDHL 359
T1 GSYBNPTLGIDDEWLENDG IWVNTV SMNGPERGSSDRIVEY DGTLEEGVWNDMGTYNVDHL 353
BTLZ GSYBRNEALGIDDEWLENDG IVHNTV SMNGPERGSSDRIVEY DEGTLEEGVANDMGTYNVDHL 360
L1 GSYRNAALGIDSHWLGHNDG IVNTI SMNGPERGSNDRIVEY DGTLEEGVWN DMGTYNVDHL 359
G.kaustcphilus GSYBRNAALGIDSHWLENDGIVNTI SMNGFERGSSDRIVEY DEALKKGVANDMETYNVDHL 359
L Y -*k**: :**:k** k**k: tE R k***:****** **:*****k* LR R LR LSS
Pl QII PSFDIRAFYLRLAEQLASLOP 333
T1 EIT PSFDIRAFYLRLAEQLASLOP 38
BTLZ EVI PSFDIRAFYLRLAEQOLASLRE 38
L1 EVI PSFNIRAFYLRLAEQOLASLRF 383
G.kaustophilus EIT PSFDIRAFYILRILAEQLAST.QF 3828
k:*k *k**:k****k*k**k*k**:*

Sekil 1.2: 1.5 sinifina ait bakteriyel lipazlarin sekuans karsilagtirmasi. P1, B.
stearothermophilus lipaz; L1, G. stearotehrmophilus lipaz; BTL2, G.

thermocatenulatus; T1, G. zalihae lipaz; G. kaustophilus bu tez ¢alismasinin
enzimidir. CLUSTAL Multiple Sequence Alignment programi kullanilarak sekans
karsilastirmast yapilmistir. |, M287 rezidiisiinii;|__|, D365 rezidiisiinii; O, aktif
bélge rezidiilerini; @), Ca®* ile koordine olan rezidiileri gdstermektedir.



Bakteriyel termoalkalofilik lipazlar, aktif boélgesi Ser-His-Asp Kkatalik
tc¢lisiinden olusan o/f hidrolazlara ait smifin {iyelerindendir. Etrafi o-heliksler
tarafindan ¢evrilmis, merkezinde (-tabakalar bulunan monomerik proteinlerdir. Sekil
1.3’te G. stearothermophilus L1 lipazin serit diyagrami gosterilmektedir (14).
Sinchaikul ve arkadaslarinin yaptig1 calismada, katalitik {i¢liiniin Ser113, His358 ve
Asp317 rezidiilerinden olustugu belirtilmistir [25]. Serin rezidisu Gly-Xaa-Ser-Xaa-
Gly rezidiilerinden olusan pentapeptid zinciri igerisinde bulunmaktadir; fakat
Bacillus lipazlarinda farkli olarak, basta bulunan Gly rezidiisii Ala rezidisii ile yer
degistirmektedir. Ser rezidiisii genel olarak bir beta strand (B5) ve bir a-heliks (a4)
arasinda, siki bir sekilde korunan B-doniis yapist igerisinde pozisyonlanmistir
[19,20,21]. Tum Bacillus lipazlarin tam sekuanst 417 amino asit rezidiisiinden
olusmakla beraber, bu rezidiiniin 29 rezidiisii sinyal sekuansi olusturmaktadir ve bu
kisim 388 rezidii igeren olgun bir lipazi olusturmak i¢in zincirden ayrilmaktadir [17].

Misellere [12,13] ve gecis faz1 analoglarina (transition-state analogs) baglanan
[14,15] lipaz yapist ile ilgili ¢alismalar gosterdi ki misel ya da substrat molekiilleriyle
etkilesim tizerine aktif bolge tlizerindeki kapak agilmakta ve substrat aktif bolgeye
baglanmaktadir. Bu c¢alismalar yaklasik 40 yi1l once kesfedilen "ara vyiizey
aktivasyonu" olarak cok iyi bilinen bir olguyu desteklemektedir [16]. Bakteriyel
lipazlarin ¢ogunda aktif bolge ve kapali pozisyonda iken hidrofobik bir cevre
icerisindeki katalitik G¢liyd koruyan a-helix yapidaki kapak (a6) oldukga hidrofobik
yapidadir. Esnek kapak bolgesi ve aktif bolge tabani arasindaki aktif bolge ve
arayiizey, baskin olarak aromatik ve diger hidrofobik rezidiilerden olusmaktadir.
Bunun yaninda 310-helikalden sonraki doniis bolgesinde aktif bolgeye dogru igerdigi
amino asitler, 06’ya amfifilik olma 6zelligi kazandirmaktadir [17]. Lipazin lipid-su
tabakasi1 ile karsilasmasi ve etkilesime girmesiyle, enzim ile yag yiizeyindeki
hidrofobik etkilesimlerin artmasi sonucunda kapak agilmasi tetiklenir [37]; lipaz
aktivitesinin gergeklestirilmesini saglayan bu olay ‘ara-yuzey aktivasyonu’ [14]
olarak adlandirilmaktadir. Yapilan bazi galismalarla; B. subtilis lipazinda kapak
yapist bulunmadigi saptanmustir [22]. Kapak yapisi bulunmadigi i¢in aktif bolge

solvente maruz kalmaktadir.



Sekil 1.3: Geobacillus stearothermophilus L1 lipazin serit (ribbon) diyagramu.
Yapida ayrica, kalsiyum (Ca?") ve ¢inko (Zn?") iyonlari bulunmaktadar.

Lipazlar substrat ile acil-serin kovalent ara-iiriin olusturmaktadirlar. Aktivasyon
enerji bariyerinin asilmasi i¢in enzimle kovalent iiriiniin olustugu ve salindigi bu iki
adimdan biri biiylik ¢ogunlukla enzimlerin hiz belirleyici adimidir (Sekil 1.4). Lipazin
kataliz mekanizmasi su sekilde gergceklesmektedir. Substrat, aktif bolgeye giris yaparak
nikleofilik serinin karbonil karbonuna atakta bulunur. Aktif bdlge aminoasitleri ve
substratin oksianyonu arasinda olusan hidrojen baglari, tetrahedral gecis halini kararli
tutmaktadir. Boylece tetrahedral gegis hali olan enzim-substrat kompleksi olugmaktadir.
Bu asamada nitrojen ile serinin arasindaki bag kirilmis oldugu i¢in, histidin protonu
substrata baglanir. Tetrahedral gegis hali bozularak reaksiyonun ilk iirlinii olusur. Enzim
molekilindeki ilk {irliniin ¢iktig1 oyuktan giren suyun niikleofilik atagi enzimden agil
grubununda ayrilmasini saglar. Bu sirada (deagillenme), agillenme reaksiyonuna oldukga
benzer ikinci tetrahedral gecis hali olusmaktadir. Bu gecis hali sudan histidine proton

transferi ile bozulur (Sekil 1.4) [68, 69].
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Sekil 1.4: Lipazin tiglii katalitik mekanizmasinin sematik olarak gosterimi.

Tiim proteinler katlanmis hal ile kismen a¢ilmis hal arasinda dinamik bir denge
icerisinde bulunmaktadirlar. Bazen kismi agilmis haldeki protein, geri doniisiimsiiz
olarak inaktif denatlire forma doniisebilir. Termostabil proteinler yiiksek
sicakliklarda katlanmis halin dengesini koruyabilmektedirler. Yapidaki esnekligin
azalmasi ve bu vasitayla katlanmis halde kalmaya egilimin artmasi bunun baslica
sebebidir. Yapidaki kararliligin arttirilmasina yonelik bir ¢ok farkli strateji proteinler
tarafindan basarilmaktadir. Stabiliteyi arttiran faktorler; yiizey yiik aglarinin c¢ok
olmasi, hidrojen baglarinin ¢coklugu, heliks olusturan rezidiilerin fazla sayida olmasi,
heliks dipol etkilesimlerinin stabilizasyonu, daha fazla ve daha uzun beta plakalarin
bulunmasi, ‘loop’ bolgelerinin daha az sayida rezidii igermesi, prolin rezidiilerinin
cok sayida ve glisin rezidiilerinin az sayida olmasi, ylizey alant ve hacminin
azalmasi, Asn, Gln, Met, Cys gibi daha zayif rezidiilerin daha az sayida olmasi,
disiilfit baglarinin ¢ok olmasi ve metal iyonu gibi ligandlarin stabilizasyona katki

saglamasi olarak sayilabilir [17].

e Metal Iyonlarinin Etkisi

1.5 smifi lipazlarin kristal yapilarinda Ca?*- ve Zn?*-baglanma bélgelerinin
oldugu gosterilmistir [17,26]. G. stearothermophilus L1 lipazin yapisinda, kalsiyum
iyonu, Glu-360 ve Asp-365’in iki tane karboksil oksijen atomu, Gly-286 ve Pro-
366’in ana zincirindeki iki tane karbonil oksijen atomu ve iki tane su molekiliyle
etkilesime girmektedir [17]. Cinko iyonunun yapiyla koordineli oldugu rezidiiler ise,

Asp-61, His-81, His-87, Asp-238°dir [17].



Kalsiyumun 1.5 smifina ait lipazlarin yapisinda bulundugu ve yapisal
kararliligin saglanmasinda gerekli oldugu bilinmektedir. ilk olarak kalsiyum
iyonlarinin, uzun zincirli yag asitlerinin inhibitor etkilerini onledigi diistintilmistiir
[32]. Bununla beraber kalsiyum iyonu pankreatik lipaz yapisinda bulundugu i¢in
[33], enzim aktivitesi ve stabilitesi tizerine direk etkileri de olduk¢a dikkat ¢ekmistir.
Bakteriyel lipazlar olarak Noble ve arkadaslari ilk olarak Pseudomonas glumae
lipazinin X-151m1 yontemiyle ii¢ boyutlu yapisini ¢ézmiis ve proteine bagli bir
kalsiyum baglanma bolgesinin varliini1 ortaya koymuslardir. Kalsiyum baglanma
bolgesi ve aktif bolge arasindaki mesafeden dolayi, kalsiyumun aktivitede direk rol
almadigini, daha ¢ok lipaz stabilitiesini arttiran yapisal bir rolii oldugunu ileri
stirmiislerdir [3]. Buna dayanarak, kalsiyuma bagl lipaz aktivitesindeki artig, enzim
yapist ve saliman yag asitleri lizerine kalsiyum iyonlarmin kompleks etkisi olarak
diistinilebilir. Ayrica P. glumae lipazin ti¢ boyutlu yapisi tizerinde yapilan ¢alismalar
gosterdi ki; kalsiyum iyonu, aktif bolgeyi ikinci bir altdomaine baglayarak protein
stabilitesini arttirmaktadir [3].

Yapilan diger ¢alismalar ile kalsiyumun, denatiirasyona sebep olan yiiksek
sicakliklara karsit enzimin stabilitesini arttirdigi [4] ve kalsiyum iyonlarinin lipazi
proteazlara karsi korudugu one siiriilmiistiir [5]. Kim ve arkadaslari tarafindan
yapilan kalsiyuma bagl stabilite ¢alismalarinda goriildii ki, B. stearothermophilus
lipazinin yapist kalsiyum varliginda 66 °C’de bozulmaya baglarken, kalsiyum
yoklugunda 58 °C’de bozulmaya baslamistir [18]. Simon ve arkadaslarinin yaptigi
caligmalara gore; Staphylococcus hyicus lipazinin 354 ve 357. rezidiilerindeki Asp
amino asitlerinin kalsiyum baglanma ligandlar1 olabilecekleri diisiiniilmiistiir. Ayrica
S. hyicus lipazda iki kalsiyum iyonu aktif bdlgenin bulundugu ‘loop’ta
konumlanirken; B. stearothermophilus lipazin altdomainlerinin yapisal olarak farkli
organizasyonlari ile S. hyicus lipazindan ayrildig1 goriilmistiir [6].

Literatiirde 1.5 sinifina ait lipazlar {izerine metal etkisinin incelendigi bazi
caligmalarda, manganin lipaz aktivitesini %50 arttirdigi belirtilmistir [73]. Fakat,
manganin bu smifa ait termofilik lipazlar iizerine etkisini inceleyen detayli bir
calisma bulunmamaktadir. Nayara ve arkadaslarinin Bacillus sp. ITP-001 lipaz ile
yaptiklar1 ¢aligmada, manganin immobilize edilen lipazin aktivitesini %25 arttirdig1
belirtilmistir [72]. Ghori ve arkadaslar1 da, Bacillus sp. lipaz Uzerine metal etkisini

inceledikleri ¢alismada, manganin lipaz aktivitesini % 40 arttirdigim1 rapor



etmislerdir [51]. Ayrica Kibra Eksiler’in tez caligmasinda da manganin G.
kaustophilus lipazin aktivitesini yaklasik 3 kat arttirdigi belirtilmistir [27]. Diger
yandan yapilan bazi ¢aligmalar ile, manganin lipaz enzimi iizerine inhibisyon etkisi
de rapor edilmektedir [75]. Emmanuel ve arkadaslarmin B. subtilis 168 lipaz ile
yaptiklar1 ¢alismada, lipazin mangan ile inkiibe edilmesinin ardindan aktivitesinin
%68 azaldigr gosterilmistir. Bu calisma da ayni1 zamanda, lipaz aktivitesi iizerine
metal etkisinin kompleks bir mekanizma oldugu rapor edilmektedir. Clnki bu
sonuglarin, ¢oziiniirliikte ve arayiizeyde iyonize olan yag asitlerinin etkilesimlerinde
meydana gelen degisiklikten kaynaklaniyor olabilecegi gibi, enzimin kendi katalitik
ozelliklerinde meydana gelen degisimlerden kaynaklanabilecegi de belirtilmektedir
[74].

1.2. Mutasyonlarm Onemi ve Aktivite Uzerine Etkileri

Bir cok lipaz, aktivitesini yiksek pH ya da yiiksek sicaklik gibi ekstrem
kosullarda koruyabilmektedirler; buna bagl olarak endiistriyel alanda genis kullanim
alanina sahiplerdir [42]. Endistriyel kullanimi saglama agisindan, termal stabilite bir
enzim icin en 6nemli gereksinimdir; ¢lnki termal stabilite enzim inaktivasyonunun
baslica sebebidir [43]. Onceki yillarda farkli protein varyasyonlarinm in Vitro
kosullarda incelenmesi; enzimin stabilitesi, afinitesi ve proteinlerin segiciligi gibi
enzimlerin fonksiyonel 6zelliklerini degistirme konusunda bir¢ok sira dis1 basarili
caligmalara yon vermistir [44]. Mutasyon c¢alismalarina ait bir¢ok alanda bolgesel
dizayn uygulanmaktadir. Odaklanilmasi1 gereken onemli bir nokta ana tip enzime
gore hangi mutasyonun stabiliteyi artirict yonde etkili olacaginin belirlenmesidir
[45]. Mutantlar esas olarak farkli enerji seviyelerindeki gelisim esas alinarak
tasarlanir ve stabiliteye bagli serbest enerji degisimleri hesaplanir [46,47]. Dahasi,
yonlendirilmis mutasyon c¢aligmalari, enzim yapisina yeni ion ¢ifti kazanimlar1 gibi
katki saglayarak bir¢cok yararli modifikasyonlara yol acabilir [48]. Rahman ve
arkadaglari, ion ¢ifti aglarmin ekstrem sicakliklarda enzim stabilitesini korumada
anahtar bir rol oynadigin1 géstermislerdir [49].

Ruslan R. ve arkadaslarinin Geobacillus zalihae T1 lipaz ile yaptiklar
mutasyon g¢aligmalarinda; D311E mutantinin ana tip T1 lipaza gore termal erime

sicakliginda 2 derece artis gosterdigi bulunmustur [45]. T1 lipazin Tm degeri 68.52
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°C iken, D311E mutant lipazin Tm degeri 70.59 °C’ye yiikselmistir. Bununla beraber
T1 lipaz ve mutantlarin o-heliks yapilarinda olusan bozulmalar1 goriintiilemek
amaciyla 220 nm’de ki CD spektralart incelendi; fakat elde edilen CD spektrum
olglimlerine gore, Tm degerlerinde farklilik olmasina ragmen a-heliks yapilarinda
onemli bir yapisal farklilik olmadigi goriilmiistiir. Sicaklik artisina bagli olarak
protein yapisi ¢oziilmeye basladiginda, enzim ‘intermediate state’ olarak adlandirilan
bir ara faza maruz kalir; olusan bu fazdaki serbest enerji degisimi denge halinde
sifirdir. Boylece farkli bozunma entalpi ve entropi degerlerine bagl olarak her biri
farkli Tm degerlerine sahiptir [45].

Pseudomonas aeruginosa LST-03’den elde dilen lipazda gergeklestirilen bir
mutasyonun, lipaz yapisinda tuz kdpriisii ve hidrojen baglar1 olusumu gibi yapisal
degisikliklerin gergeklesmesini indiikleyerek lipaz stabilitesine katki sagladig
goriilmiistiir [50].

Dror ve arkadaslari, G. stearothermophilus T6 lipaz yapisinda
H86Y/A269T/R374W ii¢lii mutasyonunu gergeklestirerek biyodizel {iretiminde
kullanim amagli metanole direngli mutant gelistirmislerdir. Mutasyonlar sonucunda
yan zincirlerin, proteinin yapisinda bulunan H>O molekiillerine hidrojen bagi ile
baglanarak ekstra etkilesimleri olusturdugu ve bu etkilesimlerin de metanoldeki
termal stabiliteyi artirdigi rapor edilmistir [79].

Bakteriyel termoalkalofilik lipazlarin agregasyon egilimine dair olduk¢a fazla
caligma bulunmaktadir. Yiiksek 1s1 sebebiyle denatiire olmus proteinlerin
agregasyona ugramasi sonucu aktivitelerini geri doniisiimsiiz olarak kaybetmesi,
proteinlerin termodinamik karakterizasyonunu sinirlar [41]. Agregasyonlar kismen
agregasyona meyilli hidrofobik rezidiilerin varligindan kaynaklanir. Bir proteinin
agregasyona ugramasi, proteinin suda c¢oziiniirliigiinii azaltir. Bunun sebebi
denatirasyon ile bozulan yapmin sistemin entropisini azaltmasidir. Bunun iizerine
sistem, protein i¢i ya da proteinler arasi etkilesimleri baglatarak entropisini arttirmak
ister bu da agregasyona sebep olur. Katlanmamis haldeki proteinlerin agregasyonunu
onleyen mutasyonlarin gerceklestirilmesi, proteinlerin katlanma asamalar1 hakkinda
bilgi edinebilmeyi saglar.

Diger yandan, ¢ozlnlr (soluble) agregasyonun, bazi proteinlerin termal
stabilitesine katki sagladigi bilinmektedir [80, 81]. Agregasyona meyilli reziduler,

agregasyon siiresince, birbirleri ile olan etkilesimlere bagl olarak konsantrasyona



baglh bir gecikme siiresi saglarlar, molekiiller arasindaki bu etkilesimler termal
stabiliteyi arttirir [82, 83]. Baz1 ¢alismalarda hidrofobik bir rezidii olan triptofanin
yapiskan bolgeleri (sticky-sites) sayesinde agregasyonu tetikledigi ve birgok
proteinin termal stabilitesini arttirdigi belirtilmistir [84, 85]. Timugin ve Sezerman’in
B. thermocatenulatus (BTL2) lipaz ile yaptiklar1 ¢calismada, kapak yapisinda bulunan
211. ve 234. triptofan rezidulerinin agregasyonu tetikleyerek termostabiliteye katki
sagladiklar1 belirtilmigtir. Mutasyon ile Trp211 rezidusinin alanine cevrilmesi
sonucunda, BTL2 lipazin agregasyon egiliminin azaldig1 ve buna bagli olarak termal

stabilitenin de azaldig1 belirtilmistir [86].

¢ Proteinlerde Metiyonin ve Aspartik Asit Rezidulerinin Rol

Metiyonin (Met), nonpolar ve orta derecede hidrofobik bir amino asittir; yan
grubunda “inert” tiyoether grubu vardir. Met, proteinlerde amino asit rezidiilerinin
%]1.5 olusturmakta ve hidrofobik 6zelliginden dolay1 ¢ogunlukla i¢ kisimlarda, %15
kadar1 da yiizeyde yer almaktadir. Met yan zinciri, esnek ve polar oldugu igin
substrat/ kofaktor baglanmasinda ve proteinlerin hidrofobik kisimlarin katlanmasinda
ve stabilizasyonunda rol oynayabilmektedir. Metiyonin, sistein ile birlikte, yan
zincirlerinde bulundurduklar siilfiirden dolay1 oksidasyona kars1 hassas rezidiilerdir.
Metiyoninin tiyoether grubu, oksidasyona ugradigi zaman ilk dnce sulfoksit, sonra da
siilfona doniismektedir (Sekil 1.5); hem siilfoksit hem de siilfon hidrofilik gruplardir.
Met oksidasyonu sonucunda, proteinler yapisal degisiklige ugrayabilmekte ve
aktivitelerini kaybedebilmektedir [66]. Endiistriyel alanda kullanilan enzimlerde
(6rn. deterjanlarda) oksidatif stabilite, 6nemli parametrelerden bir tanesidir. Bundan
dolay1, biyoteknolojik alanda kullanilan bazi enzimlerin yapilarinda bu rezidiiler,
ozellikle aktif bolgeye yakin olanlar, mutasyon yoluyla okside olmayan rezidiilerle

(6rn. Ala, Ser, Thr, Leu, Ile) degistirilmektedir.
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Sekil 1.5: Metiyonin rezidilerinin oksidasyonu.

Aspartik asit (Asp); negatif ylklu, polar bir amino asittir ve proteinlerde
bulunan iki asidik amino asitden biridir (Asp ve Glu). Metabolizmada proteinlerin
biyosentezinde kullanilmaktadirlar. Aslinda Asp, B hidrojenleri bir karboksil grubu
ile yer degistirmis bir alanindir. Ayrica piruvatin alaninin bir o-keto homologu
oldugu gibi, Asp okzaloasetatin a-keto homologudur. Piruvatin ve alaninin birbirine
donitistirilebilmeleri gibi, Asp ve okzaloasetat basit bir transaminasyon reaksiyonu
ile birbirlerine doniistiirlilebilmektedirler. Boylece metabolizmada okzaloasetatdan
sentezi saglanmaktadir.

Asp, yiiklii ve polar oldugu icin genellikle sulu bir ¢evreye maruz kalan protein
yuzeylerini tercih eder. Proteinin i¢ kismina gémiilii oldugunda, ¢ogunlukla Arginine
gibi pozitif yiiklii iyonlarla yiik paylasarak tuz kopriileri olusturular ve olusturduklari
iyonik etkilesimler protein stabilizasyonunda oldukca 6nemlidir.

Asp, siklikla proteinlerin aktif bolgesinde (active-site) ya da baglanma
bolgesinde (binding-site) yer alan proteinlerden biridir. Negatif yiikli olduklar igin
cinko gibi non-protein yapidaki katyonlarla etkilesime girebilmektedirler. Kisa bir
yan zincire sahip oldugu i¢in protein yapisinda kararlilik saglamaktadir. Bu 6zelligi
proteinin aktif bolgesinde yer almasi tercihini arttirmaktadir. Muhtemelen aspartatin
serin proteazlarin aktif bolgesinde yer almasi (Ser-His-Asp) bunun en iyi bilinen

orneklerindendir.
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1.3. Tezin Katkisi, Amaci ve icerigi

G. kaustophilus lipaz 1.5 sinifina ait bir enzim olup, bu sinifa ait lipazlarin
yapisinda Ca?*- ve Zn?*-baglanma bélgeleri bulunmaktadir [18, 26]. Her iki metalin
de lipazin termal stabilitesini arttirdign rapor edilmistir [17]. Zn?*-baglanma
bolgesinde mutasyonlar gergeklestirilerek bu metal iyonunun lipazin termal
kararhligma etkisi gosterilmistir [79]; fakat Ca?*- baglanma bolgesinde mutasyon
gerceklestirilerek etkileri incelenmemistir. Bu ¢alismada, pET22b(+) vektoriine
klonlanmig G. kaustophilus lipazin kalsiyum baglanma bolgesinde iki noktada
mutasyonlar gerceklestirerek aktivite ve stabiliteye etkilerinin incelenmesi
amaclanmugtir. Tlk olarak Ca?*'a koordine olan Asp365 alanine; ikinci olarak ise yine
Ca’"’a koordine olan Gly286’nin yaninda bulunan Met287 rezidiisii proline
cevrilmistir. Glu360 ve Asp365’in yan zincirlerindeki karboksilik gruplar ile, Gly286
ve Pro366 rezidilerinin karbonil oksijenleri Ca%* iyonu ile etkilesim icinde olan
ligandlardir [18]. Met287 rezidiisii de, Gly286 ile birlikte, B-doniis bolgesinde yer
almaktadir. Ca®*, koordinasyon iginde bulundugu rezidiiler ile ‘loop’ bélgesini
kararl hale getirerek lipazin termal stabilitesini arttirmaktadir. Ca®* ile koordine olan
Asp365 rezidisinii alanine ¢evirerek lipazin termal kararliligina etkisinin
incelenmesi, ayrica Met287, B-doniis bolgesinde oldugu icin Pro rezidiisiine
doniistiiriirerek bu bolgenin stabilitesinin arttirilmast amaglanmastir.

Mutant lipazlarin Oncelikle yaban tip lipaza gore metal afinitelerindeki
degisimi, Ca?* ve Mn?* icin K, degerleri belirlendi. Ka degeri, maksimum enzim
aktivitesinin yariya ulastigi metal iyonu konsantrasyonunu vermektedir. Sicaklik-
stabilite deneyleri ile yaban tip ve mutant lipazlarin yiiksek sicakliklardaki yari-
omdirleri hesaplandi. Lipazin termal kararlih@: Sirkller Dikroizm Spektroskopisi (CD)
kullanarak belirlendi. Termal denatiirasyon deneyleri ile yaban tip ve mutantlarin
ikincil (sekonder) yapilarindaki degisim incelendi ve Tm degerleri hesaplandi. Ayni
zamanda farkli sicakliklarda ‘far-UV’ bolgesinde CD Spectra o6lglmleri
gergeklestirildi. Na?* iyonunun lipazin aktivite ve stabilitesine etkisini incelemek igin

ayni deneyler NaCl varliginda da tekrar edildi.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Materyal

2.1.1. Kullanilan Kimyasallar ve Kitler

Yeast extract granulated (Merck), Acrylamide (Merck), Sodium dodecyl
sulfate (Sigma), Peptone (Merck), TEMED (Merck), Tris-HCI (Calbiochem), 2-
mercaptoethanol (Merck), Acrylamide:N, N-methylene bis acrylamide (Fluka), Agar
(Fluka), Agarose (Sigma), Imidazole (Sigma), IPTG (Qiagen), Etidyum bromid, Taq
DNA Polimeraz (Fermantas), 10X Taq DNA Polimeraz Buffer (Fermantas), PCR
tamponu (Fermantas), HS Pfu Polymerase (Finnenzymes), 10X Pfu buffer
(Finnenzymes), dNTP (Fermantas), Sodium chloride (Merck), Ampisilin
(AppliChem), CaCl, (Sigma Aldrich), MnCl, (Sigma Aldrich), EDTA (Merck).
Protein saflastirmasi igin DEAE-Sellloz (Sigma) kolon rezini kullanilmistir. Mini

plazmit DNA izolasyon kiti (Sigma-Aldrich).

2.2. Metod

2.2.1. pET22b-Gk lipazin Ekspresyonu ve Saflastirilmasi

G. kaustophilus lipazin rekombinant iiretimi igin, bu laboratuvardan Kibra
EKSILER’in pET22b(+) vektoriine klonladig: ve E.coli BL21(DE3)’e aktardig1 hiicreler
kullanilmugtir [27].

80 nug/mL ampisilin ve pET22b(+) lipaz vektori iceren %50 gliserol stok E.coli
BL21(DE3) hicresinden 25 uL, 25 mL steril LB besiyerine eklenip 37 °C 180

rpm’de gece boyu biiyiimeye birakildi. 16 saat biiylimenin ardindan kiigiik kiiltiirden

10 mL alinarak, 100 pg/mL ampisilin iceren 500 mL LB besiyerine aktarildi. ODeoo
0.9 oluncaya kadar inkiibasyona birakildi. ODsoo 0.9’a ulasinca, IPTG ile son
konsantrasyon 0.25 mM olacak sekilde uyarildi. 4 saat boyunca LB besiyerinden saat

bast 600 pL 6rnek alindi ve alinan 6rneklerin ekspresyon kontrolii SDS-PAGE ile
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yapildi. 4. saatin sonunda biylyen hicreler +4°C ve 9000 rpm’de 15 dk sire ile
santrifijlenerek c¢oktirildi ve -80 °C’de saflastirma yapilincaya kadar (genelde
ertesi gun) saklandi.

Hicre peletleri, hacminin 10 kat1 kadar liziz tamponda (20 mM Tris-HCI, 5
mM EDTA, 75 mM NaCl, 10 mM Benzamidin pH 8.0) ¢6ziildii. Elde edilen karisim

buz icerisinde 40 saniye bekleme ve 2 dakika sonikasyon islemi olacak sekilde 30

kere tekrar edilerek pargalandi. Homojenat 20 dk +4°C’de ve 9000 rpm’de

santrifiijlendi. Hiicre ekstrakti filtreden gecirilerek hiicre kalintilarindan
uzaklastirildi.

DEAE-sellloz rezin 20 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, 75 mM NaCl pH 8.0
tamponu ile dengelendi. Rezin, 80 mL hiicre 6ziitii ile 1 saat karistirildi ve kolona
yuklendi. 100, 200 ve 500 mM NaCl i¢eren 20 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA pH 8.0

tamponu ile 5’er mL fraksiyonlar toplandi. Fraksiyonlarin safligi SDS-PAGE ile
analiz edildi. Yeterli saflikta olmayan fraksiyonlar diyaliz yapilarak tuzdan
uzaklastirildi, DEAE-sellloz kolona tekrar ylklendi. 10, 25, 50, 75 ve 100 mM NacCl
iceren 20 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA pH 8.0 tamponu ile ellye edilerek fraksiyonlar
toplandi. Elde edilen fraksiyonlarin safligi %12’lik SDS-PAGE ile analiz edildi. Saf

olarak geldigi belirlenen fraksiyonlar birlestirilerek konsantre edildi ve saflig1 tekrar

%12’lik SDS-PAGE ile analiz edildi.

2.2.2. Yonlendirilmis Mutasyon Calismalari

2.2.2.1. Primer Dizaym

G. kaustophilus lipaz enziminin 287. rezidisiindeki metiyoninin proline ve
365. rezidlsundeki aspartik asitin alanine cevrilmesi, Strategene QuikChange Site-
Directed Mutagenesis protokoliine gore gerceklestirildi. M287P ve D365A ileri ve
geri primerleri dizayn edilerek, esitlik 2.1°de verilen formiil ile Tm degerleri
hesaplandi (Tablo 2.1). IDT Oligo Analyzer Tool kullanilarak mutant primerlerin

hairpin olusturma sicakliklar1 hesaplandi ve eslesen kisim analizleri yapildi.
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Tm = 81.5 + 0.41(%GC) — (675/N) — (%mismatch) (2.1)

Tablo 2.1: M287P/D365A mutant primerlerin sekuansi ve hesaplanan Tm degerleri.

Mutant
Sekuans T
Primer (°C)
M287p- 57-CTT GGA CCG AAC GCA TTC AGC GCG ATT GTC-3 -8
Fwd L G P N A F S A 1 V
M287P-Rey 57-GCT GAA TGC GTT CGG TCC AAG TTC GGG ATA ATA GTT GCC-3" g
S F AN P G L E P Y Y N G
D365A-Fwd 57— ATC GGC GTT GCC CCG AAT CCG TCA TTT GAT ATT -3” 78
1 G VvV A P N P S F D 1
D365A- Rey 57— CGG ATT CGG GGC AAC GCC GAT GAT TTC CAA ATG -3” 80

P N P A V G | | E L H

2.2.2.2. Mutasyonlarin Gerceklestirilmesi

M287P ve D365A mutasyonlari, Tablo 2.2°de gosterilen miktarlarda reaktifler
ile PCR (Finnenzymes) kurularak gergeklestirildi. PCR reaksiyonu DMSO varliginda
ve yoklugunda Pfu Polymerase ve bu enzime ait kosullar1 saglayan 10X Pfu Buffer

kullanilarak gergeklestirildi.
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Tablo 2.2: Mutasyonlarin gerceklestirilmesi igin kullanilan PCR reaktifleri.

Reaktifler 1.tlp 2.tap

dH20 27,5 uL 30 uL

10X Pfu Buffer 5uL 5uL
DMSO (5%) 2,5 UL -

dNTPs (10 mM) 2 uL 2 uL

Ileri mutant primer (10 pM) 5uL 5uL

Geri mutant primer (10 pM) SHL SHL

Kalip DNA (30 ng/pL) 2 uL 2 uL

Pfu Polymerase 1puL 1puL

50 uL 50 uL

Toplam hacim:

Mutasyonlar1 gergeklestirmek iizere kurulan PCR programi Tablo 2.3’te

gosterilmektedir. Primerlerin Tm degerleri ve hairpin olusturma sicakliklar1 dikkate

alinarak annealing sicakligit M287P mutant1 i¢in 72 °C, D365A mutant i¢in 68 °C

olarak ayarlandi (Tablo 2.3). PCR Urlnleri, agaroz jel elektroforezi ile analiz edildi.

Tablo 2.3: Mutasyonlarin gergeklestirilmesi i¢in kurulan PCR programi.

PCR Program
Baslangi¢ Denatiirasyonu 95°C 2 dakika
Denattrasyon 95 °C 30 saniye
Erime sicakligi 72/68 °C 30 saniye 30 dongu
Uzama 72°C 3,5 dakika
Son uzama 72 °C 10 dakika
+4 °C o0
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2.2.3. Mutant Lipaz Geninin Kompetent Hlcreye Transformasyonu

M287P ve D365A mutasyon bolgesi iceren plazmidler éncelikle, E.coli XL-1
Blue kompetent hiicreye transforme edildi. Ardindan, XL-1 Blue hiicresinden izole
edilerek E.coli BL21 (DE3) susuna transforme edildi.

2.2.3.1. Kat1 Agar Besiyeri Hazirlama

100 mL LB besiyeri, 2 g agar ilave edilmesinin ardindan otoklavlanarak
sterilize edildi. 50 °C'ye sogutulduktan sonra 125 pL ampisilin son konsantrasyon
100 pg/mL olacak sekilde heniiz donmamis agar igerisine ilave edildi.
Karistirildiktan sonra petri kaplarna esit olarak paylastirildi ve 60 dakika alev
yaninda donmaya birakildi. Agizlar1 kapatilip, parafilmle kenarlari sarildiktan sonra

transformasyon islemi i¢in kullanilmak iizere +4 °C'ye kaldirildi.

2.2.3.2. Dpnl ile PCR Urininin Kesimi

40 pL PCR Urunu tzerine 4 pL Dpnl kesim enzimi eklendi ve 37 °C'de 4 saat
inkiibasyona birakildi. 4 saat boyunca 15'er dakikalik araliklarla hafif hizda

vortekslendi.
2.2.3.3. Transformasyon

100 pL kompetent hiicre -80 °C'den ¢ikarilip hemen buzun i¢ine alindi ve buz
istiinde ¢o6ziilmesi saglandi. Dpnl ile kesilen PCR (rlnd (50 pL) kompetent hiicre
icerisine eklendi, elle hafifce vurularak karistirildi. 30 dk buzda, ardindan 60 sn 42
°C'deki su banyosunda ve tekrar 15 dakika buz icerisinde bekletildi. Uzerine 900 pL
antibiyotiksiz LB besiyeri eklendi ve 37 °C, 250 rpm’de 1 saat inkiibasyona
birakilarak biiyltimeleri saglandi. +4 °C’de muhafaza edilen kat1 agar petrilerinin
agizlar acilarak alev yaninda kurumalari saglandi. Inkiibe edilen kompetent hiicre
karisimindan 500'er pL her bir petriye ekildi ve ucu L seklinde pastor pipet ile
petrinin her tarafina esit bir sekilde yayildi. 30 dakika hiicrenin agar igerisine iyice

emmesi i¢in beklendi ve 37 °C'de etiivde 16 saat inkiibasyona birakildi.
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2.2.3.4. Ureyen Kolonilerden Plazmid izole Edilmesi ve Hiicre
Stoklarimin Hazirlanmasi

Kat1 agar icerisinde lireyen kolonilerden biiyiik ve yalniz bir koloni segilerek
100 pg/mL amphisilin igeren iceren LB besiyerine ekim yapildi. 37 °C'de 180
rpm’de 16 saat boyunca gece boyu inkiibasyona birakildi. Ertesi giin hiicre
kiltariinden 50% gliserol igeren hiicre stoklari yapildi ve bu stoklar -80 °C’de
muhafaza edildi. Hucre kalturinun 5 mL’sinden pellet elde edilerek Plasmid
Isolation Kitleri (Sigma-Aldrich ve NucleoSpin) ile plazmid izolasyonu yapildi. izole
edilen plazmitden 50 pL alinarak, mutasyonlarin dogrulanmasi i¢in DNA dizi

analizine (Medsantek Lab. Malz. San. ve Tic. Ltd. Sti.) gonderildi.

2.2.4. M287P/D365A Mutant Lipazlarimin Ekspresyonu ve
Saflastirilmasi

M287P ve D365A mutant lipaz enzimlerinin ekspresyonu, saflastirimasi ve

kontrolii yaban tipi gibi gerceklestirildi (Boliim 2.2.1).
2.2.5. Protein Konsantrasyon Tayini

Protein konsantrasyonu Bradford metotu ile Bio-Rad kiti kullanilarak tayin
edildi. Bradford metodu, proteinlerin fosforik asitli ortamda “Coomassie Blue” ile
kompleks yapma esasina dayanir. Negatif yukli olan bu boya pozitif yikli
proteinleri baglayarak kirmizi formdan mavi forma doniisiir. 1-10 pg arasindaki
konsantrasyonlarda BSA standartlar1 kullanilarak, 595 nm’de absorbans dl¢limi ile

standart grafigi cizilir. Bu grafikte, protein 6rneginin absorbansina karsilik gelen

konsantrasyon degeri o proteinin konsantrasyonunu gostermektedir.

2.2.6. Yaban Tip ve Mutant Lipaz Enzimlerinin Aktivitelerinin
Belirlenmesi

Aktivite 6lctimleri, substrat olarak kullanilan p-nitrofenil palmitat (obNPP veya

4-nitrofenil palmitat)’in hidrolizinin lipaz enzimi tarafindan katalizlenmesi ve olusan
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p-nitrofenol’in (pNP) olusum hizinin 405 nm’de zamana karsi takip edilmesiyle

yapildi. 0.2 mM pNPP konsantrasyonunda, 1 mM EDTA iceren 50 mM Tris-HCI pH

8.0 tamponu kullamldi. Ca?* ve Mn?* metalleri varliginda ve yoklugunda 50 °C’de
olgtimler yapildi.

Aktivite hesaplamalari unit cinsinden, Vmax Ve farkli sicakliklarda hesaplanan

‘extinction coefficient’ degerleri kullanilarak yapildi. Unit, bir mikromol pNPP’1

dakikada ve optimal kosullarda firiine ¢eviren enzim miktaridir. Spesifik aktivite ise,
bir miligram enzim basina diisen unit sayis1 olarak kabul edilir. Spesifik aktivite

unite/mg protein olarak ifade edilir.

2.2.6.1. Ca** ve Mn?* Iyonlarmin NaCl Varhginda ve Yoklugunda
Yaban Tip, M287P ve D365A Lipaz Aktivitesine Etkisi

Aktivite 6lcuimleri, 1 mM EDTA iceren 50 mM Tris-HCI (pH 8.0) tamponuna
artan konsantrasyonlarda Ca?* ve Mn?" iyonlar1 (0.5-1-2-3-5-7.5-10 mM) ilave
edilerek gergeklestirildi. Kontrol olarak metal icermeyen, yani sadece 1 mM EDTA
iceren, 50 mM Tris-HCI (pH 8.0) tamponu igerisinde yaban tip ve mutant lipazlarin
aktiviteleri 6l¢iildii. Olgiimler ayn1 zamanda 130 mM NaCl iceren 50 mM Tris-HCI
pH 8.0 tamponunda 5 veya 2.5 uL (0.05 veya 0.025 pg) enzim ve substrat olarak
pNPP (0.2 mM) kullanilarak gergeklestirildi Spesifik aktivite (unit/mg) hesaplanarak,
ortamda serbest halde bulunan, artan iyon konsantrasyonuna karsi aktivite grafigi
cizildi. Elde edilen grafikler BiDoseResp veya Hilll denklemine fit edilerek Ka, yari
maksimal aktivasyon degerleri hesaplandi. Ka degeri, maksimum enzim aktivitesinin

yartya ulagtigi kalsiyum konsantrasyonunu vermektedir.

2.2.6.2. Ca** ve Mn®* 1lyonlarn1 Varh@nda Sicakhgin Lipaz
Aktivitesine Etkisi

Sicakligin lipaz iizerine etkisi iki asamada incelendi. Oncelikle yaban tip lipaz
enzimi igin 10-90 °C sicaklik araliginda, 1 mM EDTA ve 10 mM Ca?*, 4 mM Mn?*,
10 mM Ca?*+4 mM Mn?* iyonlar1 iceren 50 mM Tris- HCI (pH 8.0) tamponunda
aktivite olgtimleri gerceklestirildi. 5 pL veya 2.5 uL (0.05 pg veya 0.025 mg) enzim
ve substrat olarak pNPP (0.2 mM) kullanildi.
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Ikinci asamada mutantlar {izerine sicaklik etkisini incelemek iizere, yaban tip,
M287P ve D365A lipaz enziminin 10-90 °C sicaklik araliginda aktiviteleri sadece
EDTA veya 10 mM Ca?* iyonu igeren tampon icerisinde 6lgiildi. Olgtimler 130 mM
NaCl iceren 50 mM Tris- HCI (pH 8.0) tamponunda 5 veya 2.5 pL (0.05 veya 0.025
ug) enzim ve substrat olarak pNPP (0.2 mM) kullanilarak gergeklestirildi. Spesifik

aktivite (unit/mg) hesaplanarak artan konsantrasyona karsi aktivite grafigi ¢izildi.

2.2.6.3. Yaban Tip, M287P ve D365A Lipazin Sicakhk Stabilite
Deneyleri

Sicaklik stabilite deneyleri, farkli sicakliklarda inkiibe edilen lipazin zamana
kars1 aktivitesinin Ol¢iilmesi ile belirlendi. Yaban tip lipaz ii¢ farkli sicaklikta (65-70-
75 °C) 90 dakika boyunca sadece EDTA, 5 veya 10 mM Ca?*" , 4 mM Mn?* veya 5
mM Ca?*+4 mM Mn?* iyonlar1 igceren 50 mM Tris-HCI pH 8.0 tamponunda inkiibe
edildi. Inkiibe edilen 6rnekler 15 dk oda sicakliginda bekletildi. 5 mM Ca%*, 4 mM
Mn?*, 0.5 mM EDTA iceren 50 mM Tris-HCI pH 8.0 tamponunda aktiviteleri
olcildi. Spesifik aktivite (unit/mg) hesaplandi.

M287P ve D365A lipazin termal stabilitesi sadece EDTA veya 10 mM Ca?"
varliginda belirlendi. M287P lipaz 60 °C’de ve D365A lipaz 60 °C ile 70 °C’de
belirtilen tamponlar igeriside 90 dk boyunca inkiibe edildi. inkiibe edilen drneklerin
130 mM NaCl, 1 mM EDTA igeren 50 mM Tris-HCI pH 8.0 tamponunda zamana
kars1 aktiviteleri 6l¢iildii. Spesifik aktivite (unit/mg) hesaplandi.

2.2.7. Yaban Tip, M287P ve D365A Lipaz Enziminin Ikincil
(Sekonder) Yapisinin CD ile Incelenmesi

Lipaz enzimlerinin CD Spektra analizleri JASCO-815 CD spektrofotometre
cihazi ile yapildi. Olgiimler igin 0.1 cm kalinliginda kiivet kullanilda.

2.2.7.1. Kalsiyum ve Mangan Iyonunun Yaban Tip, M287P ve
D365A Lipazin ikincil (Sekonder) Yapisina Etkisi

CD olgtmleri icin 0.1 mg/mL enzim kullanilarak kiivetin son hacmi 250 pL

olarak belirlendi. Termal denatiirasyon deneyleri 222 nm’de 30 ile 80 °C arasinda
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yaban tip lipazin sadece EDTA, 5 mM Ca?* ve 4 mM Mn?" iyonlar igeren 50 mM
Tris-HCI pH 8.0 tamponunda; M287P lipazin 130 mM NaCl varliginda veya
yoklugunda, sadece EDTA, 15 mM Ca?* ve 4 mM Mn iyonu?* iceren 10 mM Tris-
HCI pH 8.0 tamponunda; D365A lipazin 130 mM NacCl varliginda veya yoklugunda,
sadece EDTA ve 15 mM Ca?* iceren 10 mM Tris-HCI pH 8.0 tamponunda a-heliks
yapilarinin takip edilmesiyle gergeklestirildi. Elde edilen termal denatiirasyon
grafkleri ile yaban tip, M287P ve D365A lipazin Tm degerleri bulundu. Ty degeri,

ortamda bulunan enzimlerin, %50’sinin dogal, %350’sinin ise denatlre halde

bulundugu sicakliktir.

Termal denatirasyon deneyleri yapilirken, ayni zamanda spektrumlarda
alindi. CD Spektra olglimleri farkli sicakliklarda 200-250 nm dalgaboyu arasinda
yapildi. Olgiimler kapakl1 0.1 cm kalinligindaki kuvars kiivette, 30 ve 80 °C arasinda

onar derecelik artislarla, 4 kez tekrarlanarak alindi.
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3. SONUCLAR

3.1. Mutasyonlarin Secimi

Lipaz enziminin Ca®* baglanma bélgesinde iki nokta mutasyon gerceklestirdik.
Ilk olarak Ca®"a koordine olan Asp365’i alanine; ikinci olarak ise yine Ca’*'a
koordine olan Gly286°nin yaninda bulunan Met287 rezidiisiinii proline ¢evirdik. 1.5
lipaz siifina ait G. thermocatenulatus (BTL2) [24,55], B. subtilis (lip A) [56-60], B.
stearothermophilus lipaz (L1 ve P1) [17, 23, 26, 54] enzimlerinin ii¢ boyutlu yapilar1 X-
isinlart  yontemiyle aydinlatilmistir. Lipaz yapisinda Ca*- ile Zn?*- baglanma
bolgelerinin  oldugu gosterilmistir. Glu360 ve Asp365’in yan zincirlerindeki
karboksilik gruplar ile Gly286 ve Pro366 rezidilerinin karbonil oksijenleri Ca2*
iyonu ile etkilesim i¢inde olan ligandlardir [18]. Met287 rezidulsu ise, Gly286 ile
birlikte, B-doniis lizerinde yer almaktadir (Sekil 3.1). Tez calismamizda Asp365 ve
Met287 rezidiisiinii mutasyona ugratarak enzimin aktivitesine ve stabilitesine
etkilerini inceledik.

Metiyonin oksidasyona ugrayan bir rezidii olup, hem enzim aktivitesini hem de
stabilitesini olumsuz yonde etkileyebilmektedir. Oksidasyonun sebep oldugu
inaktivasyonu ortadan kaldirabilmek i¢in metiyonin rezidiileri mutasyon ile
oksidatif-direncli rezidilere cevrilmektedir [76, 77, 78]. Calismamizda, Met287, [3-
doniis bolgesinde oldugu i¢in Pro rezidiisiine dontistlirerek bu bolgenin stabilitesini

arttirmak istedik.
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PRO366

GLY286

GLY286

Sekil 3.1: a) Bacillus stearothermophilus L1 lipazin kalsiyum baglanma bolgesindeki
rezidiilerin (Gly?®, GIu®%, Asp®®, Pro®®) Ca?* ile koordinasyonu ve Met?®"*nin bu
bolgedeki konumu (pdb: 1KUO), b) Met?®’ rezidusiiniin proline gevrilmesi, ¢) Asp3%®

rezidusinln alanine ¢evrilmesi.
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3.2. Mutasyonlarin Gerceklestirilmesi

Mutasyonlar, Bolim 2.2.3°de belirtildigi sekilde, mutasyonlar1 igeren primerler
kullanilarak lipaz geni igeren PET22b(+) vektorii iizerinde gerceklestirildi. Elde
edilen PCR drlnlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii Sekil 3.2°de gosterilmistir.
Elde edilen jel gorintilerine gore, lipaz geni iceren pET22b(+) vektorinin teorik
olarak 6600 bp biiyiikliigiinde olmasi beklenilen M287P ve D365A PCR iirilinii
bandlar1 bu degerlerde elde edildi (Sekil 3.2).

Sekil 3.2: Mutasyonu i¢eren primerler kullanilarak elde edilen PCR iiriinlerinin
agaroz jel gorintisu. a) M287P mutasyonu; b) D365A mutasyonu; M marker.

M287P ve D365A-lipaz geni igeren pET22b(+) vektorleri XL-1 Blue hucrelerine
aktarildi. XL-1 Blue hiicresinden plazmid izolasyonu yapilarak, PCR ile M287P ve D365A
lipaz genleri ¢ogaltildi. PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi ile kontroli Sekil 3.3’te
gosterilmigtir. Elde edilen jel goriintiilerine gore beklendigi gibi 1200 bp biiyiikliigiinde
bandlar elde edilmistir (Sekil 3.3).

23



Sekil 3.3: XL-1 Blue hiicrelerinden saflastirilan mutant plazmitler kullanilarak elde
edilen PCR driinlerinin agaroz jel goéruntusi. a) M287P mutasyonu; b) D365A
mutasyonu; M marker.

3.3. Mutasyonlarin DNA Sekuans Analizi ile Dogrulanmasi

Mutasyonlar1 dogrulamak i¢in, M287P ve D365A lipaz genlerini igeren
plazmitler DNA sekuans analizine gonderilmistir. Analiz sonucu veriler Expasy
translate tool programi ile her bir amino asiti kodlayan baz dizisine ¢evrilmistir.
M287P ve D365A lipaz mutasyonlarinin sekuans analizi sonuglar1 Sekil 3.4 ve Sekil
3.5’de gosterilmektedir. Sekuans analizi sonucuna goére, M287 rezidusi proline ve
D365 rezidiisii alanine ¢evrilmistir (Sekil 3.4 ve Sekil 3.5). Baz dizilerinde, M287P
ve D365A lipaz genlerine ait kisim sirastyla 149. ve 145. rezidiiden itibaren

baslamaktadir. Ayrica kodladig1 amino asit dizisi alt kisimda verilmistir.

24



gaaggtggacatcattttgtgttgagtgtgacgaccatcgccactcctcatgacgggacg
E G GHHFVL SV TTINLIATPHDGT

acgcttgtcaacatggttgatttcaccgatcgcttttttgacttgcaaaaagcggtgttg
T L VN MV DFTDIRFF DULQIK AV L

gaagcggcggctgtcgccagcaacgcgccgtacacaagcgaaatatacgattttaagctc
E AAA AV ASNAPY TS E 1T Y D F K L

gaccaatgggggctgcgccgcgagccaggcgaatcgttcgaccattattttgaacggcte
D Q WG LRREWPGE S FDHY F E R L

aagcgctcccctgtctggacatcgaccgataccgecccgctacgatttatccgttceecggg
K R S PV WTSTIDTAWRYDULSV P G

gctgagacgttgaatcgatgggtgaaagccagcccgaatacgtattatttgagettttct
A E T L NR WV K ASPNTY Y L S F S

accgaacggacgtatcgaggagctctgacaggcaactattatcccgaacttggaccgaac
T ERTYRGALTGNY Y P EL G PN

gcattcagcgcgattgtctgcgeccccgtttctcggetegtaccgcaatgecggegettgge
AAF S A1 VCAPUZFULGSY RNAAIWLG

attgacagccattggcttgagaacgacggcattgtcaataccatttcgatgaacggtccg
Il DS HWWLENDSGTIVNTI S MNG P

aagcgtggatcaagcgatcggatcgtaccgtatgacggggcgttgaaaaaaggggtttgg
K R 6 S S DR 1 VPY D GAL KK G V W

aatgacatgggaacgtacaatgtcgaccatttggaaatcatcggcgttgacccgaatccg
ND MG TY NV DHULET I GV D P NP

tcatttgatattcgcgecttttatttgcggcttgecgagcagttggecgagettgcaacct
S F DI R AFY LR RULAEZGQLASILOQP

taa

168

188

208

228

245

268

288

308

328

348

368

388

Sekil 3.4: DNA dizi analizi sonucunda elde edilen M287P lipazin baz dizisi. T7

Reverse primer kullanilarak elde edilen sonug (149. rezidiiden itibaren)

gosterilmektedir.
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tcgcecgttgtttgaaggtggacatcattttgtgttgagtgtgacgaccatcgeccactcect
S PLFEGGHHZFV L SV TTI1 ATP

catgacgggacgacgcttgtcaacatggttgatttcaccgatcgcttttttgacttgcaa
H D G TTULV NWMV DFTUDIRUFF DL Q

aaagcggtgttggaagcggcggctgtcgccagcaacgcgccgtacacaagcgaaatatac
K A°V L E A AAV A SN APYTSETILY

gattttaagctcgaccaatgggggctgcgccgcgagccaggcgaatcgttegaccattat
D F K LD QW GULIRIREWPGE S F D HY

tttgaacggctcaagcgctcccctgtctggacatcgaccgataccgeccgctacgattta
F ERLKIRSPV W TS TUDTAIRY DL

tccgttcccggggetgagacgttgaatcgatgggtgaaagccageccgaatacgtattat
S vV P GAETILNRWVIKASUPNTYY

ttgagcttttctaccgaacggacgtatcgaggagctctgacaggcaactattatcccgaa
L S F S TEWRTYRGALTGNY Y P E

cttggaatgaacgcattcagcgcgattgtctgcgccccgtttctecggctcgtaccgcaat
L GMNAFSAI VCAPUEFULGS Y RN

gcggcgcettggcattgacagccattggcttgagaacgacggcattgtcaataccatttcg
A AL G I DSHWIULENDTGTIHI VNTI1 S

atgaacggtccgaagcgtggatcaagcgatcggatcgtaccgtatgacggggcgttgaaa
M N G P KR G S S DI R 1T V PY DG AL K

aaaggggtttggaatgacatgggaacgtacaatgtcgaccatttggaaatcatcggcgtt
K G v wNIDWMMGTYNVDHTLETL T GV

gccecgaatccgtcatttgatattcegegecttttatttgecggettgecgagecagttggeg
AP NPSFDIRAFYLIRULAEN QL A

agcttgcaacct
S L Q P -

164

184

204

224

244

264

284

304

324

344

364

384

388

Sekil 3.5: DNA dizi analizi sonucunda elde edilen D365A lipazin baz dizisi. T7

Reverse primer kullanilarak elde edilen sonug (145. rezidiiden itibaren)

gosterilmektedir.
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34. M287P ve D365A Lipazin E.coli BL21(DE3)
Hiicrelerinde Ekspresyonu ve Saflastirilmasi

M287P ve D365A mutant lipaz genlerini iceren pET22b(+) vektorleri E.coli
BL21(DE3) hiicresine transforme edilerek, ekspresyonlar1 ve saflastirilmasi, daha
once belirtildigi sekilde yaban tipi gibi gerceklestirilmistir [27]. Saflastirma sonunda
elde edilen fraksiyonlarin farkli miktarlarda yiiklenerek elde edilen SDS-PAGE jel
goriintiisti Sekil 3.6’da gosterilmistir. Jel goriintlisii sonucuna gére M287P ve D365A
lipazin ~43 kDa biiyiikliigiinde oldugu ve >%90 saflikta elde edildigi goriilmektedir
(Sekil 3.6).

Sekil 3.6: Saflastirilan M287P lipaz ve D365A lipazin SDS-PAGE jel goriintisu. a)
M287P lipaz, 1, 2.5 ug; 2, 5 pg; 3, ‘Marker’; 4, 7.5 pg; b) D365A lipaz, 1, 3.5 pg; 2,
‘Marker’; 3, 7.1 pg; 4, 10.6 pg.
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3.5. Kalsiyumun, NaCl Varhginda ve Yoklugunda, Yaban
Tip, M287P ve D365A Lipaz Aktivitesine EtkKisi

Kalsiyum baglanma bélgesinde gergeklestirdigimiz mutasyonlarin, enzimin Ca®*
iyonuna olan afinitesini gérmek icin, yaban tip ve mutant lipazlarin, kalsiyum igin
yari-maksimal aktivasyon degerlerini, Ka (half-maximal activation values for Ca?")
belirledik. Ka degeri, maksimum enzim aktivitesinin yariya ulastigi kalsiyum
konsantrasyonunu vermektedir.

Sekil 3.7a ve b; sirasiyla NaCl yoklugunda ve varliginda, artan kalsiyum
konsantrasyonlarinda, yaban tip, MZ287P ve D365A lipaz aktivitelerini
gostermektedir. NaCl yoklugunda, yaban tip ve mutant lipaz aktiviteleri i¢in, artan
kalsiyum konsantrasyonuna kars1 iki asamali artig (biphasic response) gortlmektedir
(Sekil 3. 7a). Yani, hem yaban tip lipaz hem de mutant lipazlarin Ca?* i¢in iki ayr1 Ka
degerleri oldugu goriilmektedir. Sekil 3.7a’daki veriler, esitlik 3.1°de verilen
BiDoseResp denklemine fit edildi. Elde edilen log,o: ve log,oz degerleri Ka

degerlerini vermektedir.

14 4 1-p (3.1)
+ 10(logx01—x)h1 1+ 10(logx02—x)h2

y = Al + (A2 — A1)
1

Yaban tip ve mutant lipazlarin Ka degerleri Tablo 3.1°de gdsterilmistir. Yaban tip
lipazin Ca®* igin Ka degerleri, 0.63 mM ve 8.15 mM bulundu. M287P mutant lipaz
icin ise Ka degerleri 0.0056 mM ve 7.14 mM olarak hesaplandi. D365A mutant lipaz
icin Ka degerleri 0.2 mM ve 7.4 mM olarak bulundu. Bu sonuglar, NaCl yoklugunda,
yaban tip ve D365A mutantin Ca?* i¢in Ka degerleri hemen hemen ayn1 iken, M287P
mutant lipazin ilk Ka degerinin oldukga diisiik, fakat ikinci Ka degerinin yaban tip ve
D365A mutant lipazin Ka degerine oldukca yakin oldugunu gostermektedir (Tablo
3.1).

NaCl varliginda ise artan kalsiyum konsantrasyonuna karsi yaban tip ve
M287P mutant lipaz aktiviteleri igin tek agamali artis (monophasic response), D365A
mutant lipaz aktivitesi i¢in iki asamal1 artig (biphasic response) gorilmektedir (Sekil
3.7b). NaCl varliginda D365A lipaz iki Ka degerine sahipken, yaban tip ve M287P
lipaz Ca®* icin tek bir Ka degerine sahiptir. Sekil 3.7b’deki veriler esitlik 3.2’de
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verilen Hilll denklemine fit edildi. Elde edilen hiz sabiti (K), Ka degerini

vermektedir.

x" (3.2)
y = START + (END — START) -——
NaCl varliginda hesaplanan K, degerleri Tablo 3.1’de gosterilmistir. Yaban tip ve
M287P lipaz igin K degerleri sirasiyla 0.8 mM ve 0.006 mM bulundu. D365A lipaz
icin Ka degerleri 0.1 mM ve 3.7 mM olarak hesaplandi (Tablo 3.1). Bu sonuglara
gore, NaCl yaban tip ve mutant lipazlarin kalsiyuma olan afinitelerini arttirmaktadir.
Yaban tip ve M287P lipaz aktiviteleri icin Ka degerleri, NaCl yoklugundaki ilk Ka
degerlerine yakinken, aktivite artisindaki ikinci asama kaybolmustur ve Ca?* icin
doygunluk konsantrasyonlar1 azalmistir. M287P lipazin Ca®" icin Ka degeri oldukca
diistiktir. D365A lipaz i¢in Ka degeri NaCl yoklugundaki Ka degerlerine gore

azalmustir.

Tablo 3.1: Yaban tip ve mutant lipazlarm Ca®* icin Ka (half-maximal activation
value) degerleri.

. . NaCl <
Lipaz tipi yoklugunda NaCl varhginda
Ka degeri* Ka degeri**
(mM) (mM)
Yaban tip Ka1= 0.63 + 0.08 Ka=0.8 £ 0.03
lipaz
Kir=8.15%1.1
M287P Ka1= 0.005 * 0.0001 Ka=0.006 % 0.0002
mutant lipaz
Kar=7.4%0.2
D365A Ka1= 0.2 £0.05 Ka=0.110.01
mutant lipaz
Kar=7.4%0.9 K2=3.7%0.2

* Ka degerleri, Sekil 3.7a’daki verilerin esitlik 3.1°deki
BiDoseResp denklemine fit edilmesiyle bulunmus degerlerdir.
** Ka degerleri, Sekil 3.7b’deki verilerin esitlik 3.2°deki  Hill
denklemine fit edilmesiyle bulunmus degerlerdir.
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Sekil 3.7: Kalsiyumun yaban tip ve mutant lipazlar tizerine etkisi. a) NaCl
yoklugunda, b) NaCl varliginda, yaban tip (m), M287P lipaz (@) ve D365A lipazin
(A) artan konsantrasyonlarda serbest Ca?* iyonuna kars: spesifik aktivite grafigi.
Olgiimler 1 mM EDTA igeren 50 mM Tris-HCI pH 8.0 tamponunda, artan
konsantrasyonlarda Ca?* eklenerek gerceklestirilmistir ve ortamdaki serbest Ca?*
iyon konsantrasyonlar1 hesaplanmistir.
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3.6. Manganin, NaCl Varhginda ve Yoklugunda, Yaban
Tip, M287P ve D365A Lipaz Aktivitesine EtkKisi

Mn?*’1n klonladigimiz G. kaustophilus lipazin aktivitesini, Ca?* gibi artirdig1
bu laboratuvardan Kiibra Eksiler’in tez calismasinda gosterilmisti [27].

2+

Hazirladigimiz mutant lipazlarm Mn?"’a olan ilgisini gormek tizere, Mn?* igin Ka
degerlerini de belirledik.

Sekil 3.8, artan mangan konsantrasyonlarinin, NaCl yoklugunda ve varliginda,
yaban tip, M287P ve D365A lipaz aktivitelerine etkisini gostermektedir. NaCl

2+

yoklugunda, yaban tip ve mutant lipaz aktiviteleri, Ca“"’a benzer sekilde, artan
mangan konsantrasyonuna karsi iki asamali artig goriilmektedir (Sekil 3. 8a). Buna
gore, yaban tip lipaz ve mutant lipazlarin Mn?* igin de iki ayr1 Ka degerleri oldugu
goriilmektedir. Sekil 3. 8a’daki veriler, esitlik 3.1’de verilen Hilll denklemine
(B6lum 3.5) fit edilerek Ka degerleri hesaplandi. Yaban tip ve mutant lipazlarin Mn?*
icin Ka degerleri Tablo 3.2’de gériilmektedir. Yaban tip lipazin Mn?* igin Ka
degerleri, 0.01 mM ve 5.11 mM bulundu. M287P mutant lipaz igin ise Ka degerleri
0.01 mM’dan az ve 6.6 mM olarak hesaplandi. D365A mutant lipaz i¢in Ka degerleri
0.01 mM’dan az ve 2 mM olarak bulundu (Tablo 3.2). Bu sonuglara gore, ilk Ka
degerleri karsilastirildiginda, M287P ve D365A mutantin Mn?* icin K, degerleri
hemen hemen ayni ve yaban tip lipaza gére daha diisiiktiir. ikinci Ka degerleri
karsilastirildiginda, yaban tip ve M287P lipazin Mn?* igin Ka degerleri hemen hemen
ayni iken, D365A lipazin Mn?* igin Ka degerinin daha diisiik ve mangana olan
afinitesinin yiiksek oldugu goriilmektedir.

NaCl varliginda ise artan mangan konsantrasyonuna karsi, kalsiyuma benzer
sekilde, yaban tip ve M287P lipaz aktiviteleri i¢in tek asamali artis, D365A lipaz
aktivitesi i¢in iki asamali artis goriilmektedir (Sekil 3.8b). D365A lipaz iki Ka
degerine sahipken, yaban tip ve M287P lipaz Mn?* igin tek bir Ka degerine sahiptir.
Sekil 3. 8b’deki veriler esitlik 3.2’de verilen Hilll denklemine (Bolim 3.5) fit
edilerek Ka degerleri hesaplandi. NaCl varliginda hesaplanan Mn?* igin Ka degerleri
Tablo 3.2°de gorilmektedir. Yaban tip ve M287P lipaz icin Ka degerleri sirasiyla
1.01 ve 4.5x10* mM bulundu. D365A lipaz icin Ka degerleri 0.01 mM’dan az ve 0.8
mM olarak hesapland: (Tablo 3.2). Bu sonuglara gore, NaCl yaban tip ve mutantlarin
mangana olan afinitelerini arttirmistir. Ayrica NaCl varliginda, yaban tip ve M287P
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lipazin Mn?* i¢in doygunluk konsantrasyonlar1 azalmistir. NaCl varliginda M287P
lipazin Mn?" igin K, degeri oldukea diisiiktiir.

Tablo 3.2: Yaban tip ve mutant lipazlarin Mn?* igin Ko* (half-maximal activation
value) degerleri.

NacCl

Lipaz tipi yoklugunda NaCl varhginda
Ka degeri Ka degeri
(mM) (mM)
Yaban tlp Iipaz K>1=0.01 £ 0.002 K:=1.01 £0.04
Ka,=5.11+0.1
M287P mutant Ka1= 0.001 +2.4x10%°  A5= 4.5x10* + 0.7 x10®
lipaz
Ka>=6.6 £0.03
D365A mutant K31=0.004 £ 0.00002 Ka1= 0.005 £ 0.00003
lipaz
Ka=210.1 Ka>=0.8 £0.08

* Ka degerleri, Sekil 3.8’deki verilerin esitlik 3.2’deki  Hill
denklemine fit edilmesiyle bulunmus degerleridir.
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Sekil 3.8: Manganin yaban tip ve mutant lipazlar Gizerine etkisi. a) NaCl yoklugunda,
b) NaCl varliginda, yaban tip (m), M287P lipaz (e) ve D365A lipazin (A) artan
konsantrasyonlarda serbest Mn?* iyonuna kars1 spesifik aktivite grafigi. Olciimler 1
mM EDTA iceren 50 mM Tris-HCI pH 8.0 tamponunda, artan konsantrasyonlarda
Mn?* eklenerek gergeklestirilmistir ve ortamdaki serbest Mn?* iyon
konsantrasyonlar1 hesaplanmistir.
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3.7. Sicakhigin Yaban Tip ve Mutant Lipazlarin Aktivitesine
Etkisi

Kalsiyumun, G. kaustophilus lipazin optimum sicakligini ve aktivitesini
arttrdigr Kiibra Eksiler’in tez ¢alismasinda ve literatiirde yapilan bazi ¢alismalarda
belirtilmistir  [27, 35]. Kalsiyum baglanma bolgesinde gerceklestirdigimiz
mutasyonlarin, enzimin optimum sicaklig1 {izerine etkisini incelemek icin; oncelikle
yaban tip lipaz iizerine sicaklik etkisini Ca?* ve Mn?* varliginda, ardindan mutantlar
tizerine sicaklik etkisini Ca®* iyonu varliginda inceledik.

Boliim 3.5 ve 3.6°da, yaban tip lipaz icin Ca?* ve Mn?* iyonlarinin doygunluk
konsantrasyonlari, NaCl yoklugunda, sirastyla 10 ve 4 mM olarak bulundu (Sekil
3.7a ve 3.8a). Bu sebeple sicaklik etkisinin incelenecegi Ca** ve Mn?*
konsantrasyonlar1 10 mM ve 4 mM olarak belirlendi. Sekil 3.9, yaban tip lipaz
enzimi tizerine sicaklik etkisini gostermektedir. Elde edilen grafige gore, 0.5 mM
EDTA varliginda yaban tipin optimum sicaklifi 40-60 °C arasindadir. Mangan,
yaban tip lipaz aktivitesini 3-4 kat arttirirken, kalsiyum iyonu aktiviteyi 4-5 Kat
arttirmaktadir. Reaksiyon ortamma hem Ca?* hem de Mn?* iyonlar1 eklendiginde,
aktivite 7-8 kat artis gostermektedir Yaban tip lipaz kalsiyum varliginda 50-70 °C
sicaklik araliginda; mangan varliginda 60-70 °C sicaklik araliginda yiiksek aktiviteye
sahiptir (Sekil 3.9). Bu sonuglar, ézellikle kalsiyum olmak iizere, Ca?* ve Mn?*
iyonlarinin yaban tip lipazin aktivitesini ve optimum sicakligini arttirdigin
gostermektedir. Yaban tip lipaz, metal varliginda veya yoklugunda, 80 °C’de
aktivitesini tamamen kaybetmektedir. Yaptigimiz CD o6l¢limlerinde, yaban tip lipaz
yapisinin 70 °C’de bozulmaya basladigini ve 80 °C’de denatiire oldugunu gordiik
(Boliim 3.9). CD calismalar1 80 °C’de aktivitenin aniden diisiisiinii dogrulamaktadir.
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Sekil 3.9: Sicakligin yaban tip lipaz aktivitesi lizerine etkisi. Sadece EDTA (m), 10
mM Ca?* (e), 4 mM Mn?* (A) ve 10 mM Ca®" + 4 mM Mn?* (A) metalleri
varliginda sicakliga kars1 elde edilen aktivite grafikleri. Olgiimler 0.5 mM EDTA
iceren 50 mM Tris-HCI pH 8.0 tamponuna gosterilen konsantrasyonlarda Ca2* ve
Mn?* eklenerek gergeklestirilmistir.
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Bolim 3.6 ve 3.7°de, yaban tip ve mutant lipazlarin artan Ca?'
konsantrasyonuna karsi, NaCl varliginda aktivitelerinin daha yiiksek oldugu goriildii
(Sekil 3.7 ve 3.8). Elde edilen grafiklere gore mutantlar iizerine sicaklik etkisinin
incelenecegi Ca®* konsantrasyonu, NaCl varliginda, 10 mM olarak belirlendi. 0.5
mM EDTA varliginda reaksiyonun ilk saniyelerinde goriilen ani sigramanin ardindan
enzim aktivitesi sifirlanmaktadir. 0.5 mM EDTA varliginda enzim aktivitesi
goriilmedigi i¢in, sicakliga karsi aktivite grafigi ¢izilememistir. Sekil 3.10, NaCl
iceren tamponda kalsiyum varliginda sicakligin yaban tip ve mutant lipazlar (izerine
etkisini gostermektedir. Yaban tip 30-70 °C arasinda yiiksek aktiviteye sahipken,
M287P lipaz 30-50 °C sicaklik araliginda ve D365A lipaz 50-70 °C sicaklik
araliginda yiiksek aktiviteye sahiptir (Sekil 3.10). Bu sonuglar, yaban tip lipazin
aktivite gosterdigi genis bir sicaklik araligina sahipken, M287P lipazin diisiik
sicakliklarda ve D365A lipazin yiiksek sicakliklarda aktif oldugunu gdstermektedir.
Ayrica yaban tipin NaCl varhiginda ytiiksek aktivite gosterdigi sicaklik araliginin,
NaCl yoklugunda yiiksek aktivite gosterdigi sicaklik araligina goére daha genis
oldugu goriilmektedir. Boliim 3.5’te NaCl varliginda artan Ca?* konsantrasyonuna
kars1 yapilan aktivite 6l¢timlerinde en yiiksek aktiviteyi sirasiyla D365A lipaz, yaban
tip lipaz ve M287P lipaz gosterirken (Sekil 3.7b), sicakliga kars1 yapilan dlgtimlerde,
50 °C’de, M287P lipazin digerlerine gore aktivitesinin daha yiiksek oldugu
goriilmektedir (Sekil 3.10). Bunun sebebi, enzimlerin birden fazla kullanimi ile
aktivitelerinin azalmasi1 ve farkli zamanlarda gergeklestirilen Ol¢cimlerde enzim

aktivitesinde farkli sonuglar gorilebilmesidir.
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Sekil 3.10: Sicakligin yaban tip ve mutant lipaz aktiviteleri tizerine etkisi. 10 mM
Ca?" varliginda yaban tip (m), M287P-lipaz (®) ve D365A-lipazin (A ) sicakliga kars1
elde edilen aktivite grafikleri. Olgiimler 1 mM EDTA, 130 Mm NaCl, 10 mM Ca?*
iceren 50 mM Tris-HCI pH 8.0 tamponunda gergeklestirilmistir.
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3.8. Yaban Tip, M287P Lipaz ve D365A Lipazin Sicakhik
Karahhg

G. kaustophilus lipaz termofilik bir enzim olup stabilitesini ylksek
sicakliklarda koruyabilmektedir. Kalsiyum baglanma bolgesinde gergeklestirilen
mutasyonlarin, lipazin termal stabilitesi iizerine etkisini incelemek igin sicaklik

stabilite deneylerini gerceklestirdik.

3.8.1. Yaban Tip Lipazin Sicakhik Kararhhg:

Yaban tip lipaz i¢in Gi¢ farkli sicaklikta (65-70-75 °C) stabilite deneyleri
yapilarak yar1-Omar, ty2 (half-maximal value) hesaplandi. Yari-6mir (ti2) , enzimin
ilk andaki aktivitesinin yarisini kaybetmesi i¢in gecen stredir.

Sekil 3.11, yaban tip lipazin 65, 70 ve 75 °C’deki sicaklik stabilite grafiklerini
gostermektedir. 65 °C’de sadece EDTA, Ca** ve Mn?* iyonlar1 varliginda stabilite
deneyleri yapildi. 60 dakika sonunda, 0.5 mM EDTA varliginda aktivitesinin
%33’Uni korurken, 4 mM Mn?* varliginda %40’ ve 5 mM Ca®" varhginda
aktivitesinin %44’tnii korumaktadir. 90 dakika sonunda ise, 0.5 mM EDTA
varhiginda aktivitesinin %18’ini korurken, 4 mM Mn?* varhiginda %20’sini ve 5 mM
Ca?" varhginda aktivitesinin %40°1mn1 korumaktadir (Sekil 3.11a). Ayn1 zamanda

yaban tipin stabilitesinin incelendigi her ortamda yari1-0mrd,

In (%) _ okt (3.33)

t (%) = In2/k (3:30)

formdlleri kullanilarak hesaplandi. Sekil 3.12a’da verilerin, esitlik 3.3a’da verilen
In(A/Ao) formiiliine doniistiiriilmesiyle olusturulan grafikler goriilmektedir. Ay, t.
zamandaki aktiviteyi; Ao, 0. dakikadaki aktiviteyi goreceli aktivite cinsinden (%)
belirtmektedir. Her bir grafik lineer fit edilerek birinci dereceden hiz sabiti (k degeri)
belirlendi. Birinci dereceden hiz sabiti, esitlik 3.3b’de yerine yazildiginda elde edilen
sonug yar1 omrii (t12) vermektedir. Yaban tip lipazin 65 °C’deki yar1 6miirleri Tablo

3°de gosterilmistir. 0.5 mM EDTA varliginda yaban tipin yar1 émrii 36 dk iken, Ca?*
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varliginda 61 dk ve Mn?* varhiginda 43 dakikadir (Tablo 3.3). Bu sonuglar, Ca?* ve
Mn?* iyonlar1 varhginda lipazin yari-6mriiniin arttigini, 6zellikle kalsiyumun lipazin
termal stabilitesine yiliksek oranda katki sagladigini gostermektedir.

65 °C’de yaban tip lipaz kararli oldugu igin, stabilitesi 75 °C’de de incelendi.
Sekil 3.11c’de yaban tip lipazin 75 °C’deki sicaklik stabilite grafigi goriilmektedir.
75 °C’de stabilitesi sadece EDTA, Ca?* ve Mn?* iyonlar1 varhginda incelendi.
Sadece EDTA varliginda lipaz aktivitesini 10 dakikada, 4 mM Mn?* varliginda 20
dakikada kaybetmektedir. 5-10 mM Ca?* iyonu varliginda 90 dakika sonunda
aktivitesinin %20’sini korumaktadir. 5 mM Ca?*+4 mM Mn?* iyonlar1 varhginda 90
dakika sonunda aktivitesinin %10’unu korumaktadir (Sekil 3.11¢). Yukarida
belirtildigi sekilde esitlik 3.3a ve b’den yararlanilarak, Sekil 3.12¢’deki grafikler elde
edildi ve yari-Omiirler hesaplandi. Yaban tip lipazin 75 °C’de hesaplanan yari-
omdirleri Tablo 3.3’te gosterilmistir. Sadece EDTA varliginda aktivitesini ¢cok kisa
siirede kaybettigi i¢in yar1-omrii hesaplanamamistir. 4 mM Mn?* varliginda yaban tip
lipazin yari-6mrii, 3.5 dakikadir. Ca?* ve Mn?* iyonlar1 varliginda hesaplanan yari-
omurleri hemen hemen ayn1 olup 5 mM Ca?* varhiginda 37 dk, 10 mM Ca®* ve 5 mM
Ca?*+4 mM Mn?" varliginda 31 dakikadir. Bu sonuca gore, manganin lipazin yari-
omrind az miktarda arttirirken kalsiyumun lipazin yari-omrini 6nemli 6lglde
arttirdigt ve ylksek sicakliklardaki stabilitesi icin gerekli oldugu goriilmektedir
(Tablo 3.3). CD deney sonuglari da Ca?* varliginda Tm degerinin, Mn?*
varhigindakine gore daha yiiksek oldugunu gostermektedir (Bolim 3.9.1). Ca?* ve
Mn?* iyonlarinin ayn1 bdlgeye baglandigi tahmin edilmektedir. Ancak bu iki metal
iyonunun stabiliteye farkli etkisi heniliz tam olarak bilinmemektedir.

Mn?*’mn tek basma 75 °C’de etkisi ¢ok diisiik oldugu icin 70 °C’deki etkisini
gormek istedik. Bunun igin 70 °C’de sadece EDTA ve Mn?* varliginda stabilite
deneyleri gergeklestirildi. 3.11b’de yaban tip lipazin 70 °C’deki sicaklik stabilite
grafigi goriilmektedir. Yaban tip lipazin 70 °C’deki stabilitesi, 0.5 mM EDTA
varliginda lipaz 10 dakikada aktivitesinin %90’m1 ve 30 dakikada tamamini
kaybetmektedir. 4 mM Mn?" iyonu varliginda 10 dakikada lipaz aktivitesinin
%75’ini ve 60 dakikada tamamini kaybetmektedir (Sekil 3.11b). Ayrica yukarida
belirtildigi sekilde esitlik 3.3a ve b’den yararlanilarak, Sekil 3.12b’deki grafikler elde

edildi ve yari-Omiirler hesaplandi. Yaban tip lipazin 70 °C’de hesaplanan yari-
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omdrleri Tablo 3.3’de gosterilmistir. 0.5 mM EDTA varliginda yari-omri 5.7 dk
iken, 4 mM Mn?* varliginda 10 dakikadir (Tablo 3.3).

Tablo 3.3: Yaban tip lipazin yari-0mur degerleri. Sekil 3.12°deki veriler lineer fit
edilerek yar1 6miirler hesaplanmistir.

Inkiibe edilen Yar bmiir (tu2)
Lipaz tipi tampon v
(dk)
ortami
Inkiibasyon Sicaklig1 (°C)
65 °C 70 °C 75 °C
EDTA alone 36 5.7 < 2*
5mM Ca?* 61 - 37
Yaban tip 10 mM Ca2+ - = 31
Lipaz ) M Mn?* 43 10 3.5
5mM Ca?* + - - 31
4 mM Mn?

* 75 °C’de aktivitesini ¢ok kisa siirede kaybettigi ve yeterli sayida
6lcim alinamadigi igin bu sicakliktaki yari dmiir hesabi igin lineer
grafik c¢izilememistir.
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Sekil 3.11: Yaban tip lipazin farkli sicakliklarda elde edilen kararlilik grafikleri. a)
65 °C, b) 70 °C, ¢) 75 °C’de; 0.5 mM EDTA (m), 5 mM Ca?* (e), 10 mM Ca?* (0), 4
mM Mn?* (A) ve 5 mM Ca?" + 4 mM Mn?* (V) varliginda zamana kars1 elde edilen

goreceli aktivite grafikleri. 75 °C’de inkibe edilen drnekler belirtilen zamanlarda

alinip 15 dk oda sicakliginda bekletildi ve daha sonra aktivite 50 °C’de 0.5 mM
EDTA, 5 mM Ca?*, 4 mM Mn?* iceren 50 mM Tris-HCI pH 8.0 tamponunda
olguldu.
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Sekil 3.12: Yaban tip lipazin lineer grafige doniistiiriilmesiyle elde edilen kararlilik
grafikleri. a) 65 °C, b) 70 °C, ¢) 75 °C’de; 0.5 mM EDTA (m), 5 mM Ca?* (e), 10
mM Ca?* (o), 4 mM Mn?* (A) ve 5 mM Ca? + 4 mM Mn?* (V) varliginda elde

edilen grafikler lineer fit edilerek birinci dereceden hiz sabiti, k& degeri bulundu. Hiz

sabiti, ty2= In2/k formilinde yerine yazilarak yari-Omurler hesaplandi.
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3.8.2. M287P ve D365A Mutant Lipazlarin Sicaklik Kararlihgi

Kalsiyum baglanma bolgesinde gergeklestirdigimiz mutasyonlarin, lipazin
stabilitesine etkisini gérmek icin, Ca®* varliginda ve yoklugunda sicaklik stabilite
deneylerini gerceklestirdik ve mutantlarin yar1 dmiirlerini belirledik.

M287P ve D365A mutant lipazlarin sicaklik stabilitesi Sekil 3.13’de
gorilmektedir. BoOlim 3.7°de M287P lipazin 70 °C’de aktivitesini kaybettigi
belirtilmistir (Bolim 3.7, Sekil 3.10). Bu sebeple M287P lipazin stabilitesi 60 °C’de
incelendi. Sekil 3.13a’da M287P lipazin EDTA ve Ca®** varliginda elde edilen
sicaklik stabilite grafigi gorilmektedir. Bu sonuca gore, M287P mutant sadece
EDTA varliginda 90 dakika sonunda aktivitesini %35 korurken, Ca®* varliginda
aktivitesinin %12’sini korumaktadir (Sekil 3.13a). Ayrica M287P lipazin yari-
omrundn belirlenmesi igin, esitlik 3.3a ve b’de verilen formdillerden (B6lim 3.8.1)
yararlanilarak Sekil 3.14a’da gortlen grafikler ¢izildi ve yari-6mdarler hesaplandi.
M287P lipazin 60 °C’de yari-Omirleri Tablo 3.4’de gésterilmistir. Sadece EDTA
varliginda M287P lipazin yari-6mrii 63 dk iken, Ca?* varliginda 30 dakikadir. Bu
sonuclara goére, M287P mutantin stabilitesinin yaban tipe gore daha diisiik oldugu ve
kalsiyumun M287P mutantin stabilitesini azalttig1 goriilmektedir (Tablo 3.4).

Bolim 3.7°de D365A lipazin 60 ve 70 °C’de yiiksek aktivite gosterdigi, 80
°C’de ise aktivitesini kaybettigi belirtilmistir. Bu sebeple D365A lipaz i¢in sicaklik
stabilite deneyleri 60 °C ve 70 °C’de gerceklestirildi. D365A lipazin sicaklik
stabilitesi Sekil 3.13b’de goriilmektedir. Elde edilen grafige gore, 60 °C’de, sadece
EDTA varhgimda 90 dakika sonunda 40% aktivitesini korurken, 10 mM Ca®* iyonu
varhiginda 20 dakikada aktivitesini kaybetmektedir. 70 °C’de ise sadece EDTA
varhginda 60 dakikada, 10 mM Ca®" varliginda ise 10 dakikada aktivitesini
kaybetmektedir (Sekil 3.13b). D365A lipaz igin, veriler esitlik 3.3a ve b’de verilen
formdllere gore (Bolum 3.8.1) cizilerek Sekil 3.14b’deki grafikler elde edildi ve yari-
Oomiirler hesaplandi. D365A lipazin 60 ve 70 °C’de yari-omurleri Tablo 3.4’de
gosterilmistir. 60 °C’de sadece EDTA varliginda yari-6mrii 85 dk ve Ca®* varliginda
3.7 dk iken, 70 °C’de sadece EDTA varliginda 18.2 dk ve Ca?* varhginda 1.7
dakikadir (Tablo 3.4). Bu sonuglar, kalsiyumun hem M287P hem de D365A mutant

lipazlar1 destabilize ettigini gostermektedir. Kalsiyum bu mutantlarin aktivitesini
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arttirmakta, ancak termal stabilitesini de diistirmektedir. Bunun nedeni mekanistik

olarak hentiz bilinmemektedir.

Tablo 3.4: Mutant lipazlarin yari-Omur degerleri. Sekil 3.14’deki veriler lineer fit
edilerek yar1 6miirler hesaplanmistir.

Linaz tipi Inkiibe edilen Yari 6miir (t12)
P P tampon ortami (dk)
Inkiibasyon Sicaklig1
(C)
60 °C 70 °C
M287P EDTA alone 63 -
mutant
10 mM Ca?* 31 i
D365A EDTA alone 85 18
mutant
10 mM Ca?* 3.7 1.7

* 70 °C’de M287P lipaz aktivite gostermedigi i¢in sicaklik stabilite
deneyleri yapilamamistir.
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Sekil 3.13: Mutant lipazlarin farkli sicakliklarda elde edilen kararlilik grafikleri. a)
M287P lipazin 60 °C’de, b) D365A lipazin 60 °C ile 70 °C’de sicaklik stabilite
grafikleri. 60 °C’de sadece EDTA (m) ve 10 mM Ca?" (e), 70 °C’de sadece EDTA
(0) ve 10 mM Ca?* (o) igeren tamponda inkiibe edilen 6rnekler belirtilen zamanlarda
alinip 15 dk oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra aktivite 50 °C’de 1 mM EDTA
iceren 50 mM Tris-HCI pH 8.0 tamponunda 6lctld.
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Sekil 3.14: Mutant lipazlarin lineer grafige doniistiiriilmesiyle elde edilen kararlilik
grafikleri. a) M287P lipazin 60 °C’de, b) D365A lipazin 60 °C ile 70 °C’de elde edilen
grafikleri. 60 °C’de sadece EDTA (m) ve 10 mM Ca?" (e), 70 °C’de sadece EDTA
(A) ve 10 mM Ca?* (V) varliginda elde edilen grafikler lineer fit edilerek birinci
dereceden hiz sabiti, k degeri bulundu. Hiz sabiti, t1o= In2/k formulinde yerine
yazilarak yar1 Omiirler hesaplandi.
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3.9. Yaban Tip, M287P ve D365A Lipaz Enziminin Ikincil
(Sekonder) Yapisinin Sirkiiler Dikroizm ile Incelenmesi

Sirkller Dikroizm spektroskopisi, proteinlerin omurga konformasyonunun far-
UV ve near-UV bdélgesinde absorblanmasi esasina dayanan bir uygulamadir (65). CD
Olgtimleri ¢ogunlukla helikal yapilar, P-sheet yapilar1 ve proteinin dizensiz
konformasyonlari arasindaki dengenin takibini saglamak amaciyla kullanilmaktadir
(66). CD spektroskopisi ile proteinlerin sekonder yapilart hakkinda bilgi
edinilebilmektedir.

Tez ¢alismamizda, kalsiyum baglanma bdlgesinde gercekletirdigimiz
mutasyonlarin, lipazin ikincil yapisina ve termal kararliligma etkisini Sirkiiler
Dikroizm Spektroskopisi ile analiz ettik. Oncelikle yaban tip ve mutantlarin belirli
sicakliklar arasinda 200-250 nm dalgaboylarinda spektrumlari alindi, ardindan termal

denattirasyon deneyleri ile Tm degerleri belirlendi.

(fw) = (16222] - [6N])/([6U] — [6N]) (3.4)

Termal denattirasyon deneyleri ile molar eliptisite cinsinden elde edilen veriler
esitlik 3.4’deki formilde yerine yazilarak denatiirasyon orani (fu) ve ayn1 zamanda
HT(V) grafikleri ¢izildi. 6n, dogal halin molar eliptisitisi; Oy, ise denatiire halin
eliptisitidir. Denatiirasyon orani (fu), ikincil (sekonder) yapidaki degisimlerin takibini
saglarken, Dynode voltage (HT(V)) grafigi proteinin agregasyonunu gostermektedir.
Veriler, BiDoseResp denklemine fit edilerek yaban tip ve mutantlarin Tm degerleri
belirlendi. Tm degeri, ortamda bulunan enzimlerin, %50’sinin dogal, %50’sinin ise
denatiire halde bulundugu sicakliktir. Termal denatiirasyon deneyleri ile ayn1 zamanda
belli sicakliklarda 200-250 nm dalgaboylari arasinda CD spektrumlar1 Sl¢iildii.
Ayrica, Kiibra Eksiler’in tez calismasinda yaban tip lipazin termal kararliliginin
NaCl varliginda incelenmesi [27] ve bu c¢alismada NaCl’iin lipaz aktivite ve
stabilitesi Uzerine etkisinin incelenmesi sebebiyle (Bolum 3.5 ve 3.6), CD ol¢umleri

mutantlar i¢in NaCl varliginda da gergeklestirildi.
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3.9.1. Yaban Tip Lipazin ikincil Yapisinin incelenmesi

Yaban tip lipazin termal kararlihigi sadece EDTA, Ca?* ve Mn?" iyonlar
varliginda incelendi. Sekil 3.15a, yaban tip lipazin sadece EDTA varliginda termal
denatiirasyon grafigini gostermektedir. CD spektrumlarina gore, ikincil (a-helikal)
yapt 60 °C’de bozulmaya baslamakta, o6zellikle 70 °C’de ve sicaklik arttik¢a
denattrasyona gitmektedir. Sekil 3.15’teki denatiirasyon egrileri esitlik 3.1’deki
BiDoseResp denklemine (B6lim 3.5) fit edilerek Tm degerleri hesaplanmstir. Yaban
tipin Tm degerleri Tablo 3.5’de gorilmektedir. Sangeeta ve arkadaslarinin yaptigi bir
calismada, HT(V) grafigi ile Tm degerinin belirlenmesinin daha dogru oldugu rapor
edilmistir [88]. Yaban tip lipazin metaller varliginda Tm degeri denatiirasyon orani
grafigine bakilarak hesaplanirken, sadece EDTA varhigindaki Tm degeri, diisiik
sicaklikta yapinin kismi korunmasina ragmen aniden agregasyona gitmesinden
dolayr HT(V) grafigi ile belirlenmistir. Yaban tip lipazin sadece EDTA varliginda Tm
degeri 70 °C’dir (Tablo 3.5). HT grafigi de, proteinin 70 °C’de agregasyona gittigini
gostermektedir. Yani denatlirasyon ve agregasyon ayni zamanda ger¢eklesmektedir
(Sekil 3.15a). Sadece EDTA varliginda yaban tip lipaz oldukca kiicik taneli ¢okelti
olusturmaktadir. Denatiirasyon Ol¢iimleriyle beraber ayn1 zamanda belli sicakliklarda
yapilan CD spektrumlart Sekil 3.16a’da goriilmektedir. Bu sonuca gore, yap1 60
°C’de bozulmaya baslamaktadir. Artan sicaklikliga karsi yaban tip denatiire
olmaktadir. 90 °C’de yapinin neredeyse tamami bozulmustur (Sekil 3.16a).

Sekil 3.15b, yaban tip lipazin Ca?* varliginda termal denatiirasyon grafigini
gostermektedir. Bu sonug, 60 °C’de yapinin bozulmaya basladigini ve 75 °C’de hizla
denatirasyona gittigini gostermektedir. Yaban tip lipazin kalsiyum varliginda
hesaplanan Tm degeri 77.5 °C’dir (Tablo 3.5). Sadece EDTA varliginda goriilen
yavas bozulmanin aksine, kalsiyum varliginda keskin bir denatiirasyon egrisi
goriilmektedir. HT grafigi, yaban tipin 78 °C’de agregasyona ugradigin
gostermektedir. Olusan agregat ¢Oziiniir degildir (insoluble agregate), protein
cokmektedir (Sekil 3.15b). Kalsiyum varliginda agregasyon olusturma, sadece
EDTA varliginda goriilenin aksine, diisiik sicaklarda baslamakta ve yavas
gerceklesmektedir. Yaban tip lipazin kalsiyum varliginda elde edilen CD
spektrumlar1 Sekil 3.16b’de gorulmektedir. Elde edilen sonuca gore, 60 °C’de
bozulmaya baglayan yap1 75 °C’de yliksek oranda korunurken, 80 °C’de denatiire

47



olmustur (Sekil 3.16b). Bu sonuglar kalsiyumun yaban tip lipazin termal kararliligini
arttirdigin1 gostermektedir.

Yaban tip lipazin Mn?* varliginda termal denatiirasyon grafigi Sekil 3.15¢’de
gorilmektedir. Bu sonuca gore, yapt 60 °C’de bozulmaya baglamaktadir ve 75 °C’de
denatiirasyona gitmistir. Yaban tip lipazin mangan varliginda hesaplanan Tm degeri
75.3 °C’dir (Tablo 3.5). HT grafigi de, proteinin 75 °C’de agregasyona gittigini
gostermektedir (Sekil 3.15c). Kalsiyum gibi, mangan varliginda da proteinin
denatlirasyonunun ani olmasi, sadece EDTA ile metal varligindaki denatiirasyon ve
agregasyon davraniglarinin fakli oldugunu gdstermektedir. Sekil 3.16c, mangan
varliginda elde edilen CD spektrumlar1 gdstermektedir. Bu sonuca gore yapir 70

°C’de yiksek oranda korunurken, 75 °C’de denatiire olmustur (Sekil 3.16c).

Tablo 3.5: Yaban tip lipazin Tm degerleri. Sekil 3.15°deki denatiirasyon egrileri
esitlik 3.1’deki BiDoseResp denklemine fit edilerek Tm degerleri hesaplanmustir.

Lipaz Tipi Tampon Ortami  Tm Degeri (°C)

Yaban tip EDTA alone 70.2+£1.16
Ca** 77.5+0.79
Mn?* 75.3+£0.24
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Sekil 3.15: Yaban tip lipazin termal denatiirasyon grafigi. a) Sadece EDTA, b) Ca®*,
¢) Mn?* varliginda 30-90 °C arasinda 222 nm’de o-heliks yapisinin takip edilmesiyle

‘molar eliptisite cinsinden elde edilen denatiirasyon orani (m) ve HT (®) grafigi.
Olcumler 1 mM EDTA iceren 10 mM Tris-HCI tamponunda gergeklestirilmistir.
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Sekil 3.16: Yaban tip lipazin farkli sicakliklarda elde edilen CD spektrumlari.
Spektrumlar a) sadece EDTA, b) Ca?*, ¢) Mn?* varliginda 200-250 nm dalgaboyu
arasinda almmustir. Olgiimler I mM EDTA iceren 10 mM Tris-HCI tamponunda

gerceklestirilmistir.




3.9.2. M287P Lipazin, NaCl Varh@inda ve Yoklugunda, Ikincil
Yapisinin Incelenmesi

Sekil 3.18a, M287P lipazin sadece EDTA varliginda termal denatiirasyon
grafigini gostermektedir. Bu sonuca gore, ikincil (a-helikal) yapt 60 °C’de
bozulmaya baslamaktadir, 70 °C’de kismi denatiirasyona gitmektedir. Yani yapi1
sadece EDTA varlhiginda yiiksek oranda korunmaktadir. Sekil 3.17°deki grafikler
esitlik 3.1’deki BiDoseResp denklemine (Bolim 3.9.1) fit edilerek Tm degerleri
hesaplanmistir. M287P lipaz icin hesaplanan Tm degerleri Tablo 3.6’da
gorilmektedir. M287P lipazin metaller ve NaCl varliginda Tm degeri denatiirasyon
orani grafiginden hesaplanirken, sadece EDTA varligindaki Tm degeri yaban tipi gibi
HT grafigine bakilarak belirlenmistir ve 70 °C’dir (Tablo 3.6). HT grafigi, proteinin
70 °C’de agregasyona gittigini gostermektedir. Sadece EDTA varliginda olusan
agregat cozlnlrdur (soluble agregate) (Sekil 3.18a). Denatiirasyon Olciimleriyle
beraber ayni zamanda belli sicakliklarda alinan CD spektrumlar1 Sekil 3.18b’de
goriilmektedir. Bu sonuca gore, yap1 60 °C’de bozulmaya baslamistir ve 70-80 °C’de
kismi olarak denatiire olmustur (Sekil 3.18b).

Sekil 3.19a, M287P lipazin Ca®" varliginda termal denatiirasyon grafigini
gostermektedir. Bu sonug¢ yapinin, 68 °C’de bozulmaya basladigin1 gostermektedir.
M287P mutantin kalsiyum varlifinda Tm degeri 69.7 °C’dir (Tablo 3.6). HT grafigi
de, proteinin 60 °C’de agrege olmaya basladigini ve 70 °C’de tamamen agrege olup
coktiigiinii gostermektedir. M287P lipazin kalsiyum varliginda agregasyon egilimi,
yaban tipi gibi artmaktadir. Kalsiyum varliginda agregasyon olusturmaya diisiik
sicaklikta, 60 °C’de, baslamaktadir. Olusan agregat c¢oziinlir degildir, protein
cokmektedir (Sekil 3.19a). M287P lipazin kalsiyum varliginda elde edilen CD
spektrumlart Sekil 3.19b’de gorulmektedir. Elde edilen sonuca gore, 60 °C’de
bozulmaya baslayan helikal yap1 70 °C’de yiiksek oranda, 75 °C’de ise tamamen
denatiire olmustur (Sekil 3.19b). Bu sonug, kalsiyumun M287P lipazin termal
stabilitesine etki etmedigini gdstermektedir.

M287P lipazin Mn?* varhiginda termal denatiirasyon grafigi Sekil 3.20a’da
gorilmektedir. Elde edilen sonuca gore, helikal yap1 65 °C’de bozulmaya
baslamaktadir ve 70 °C’de agregasyona gitmektedir. M287P lipazin mangan
varliginda Tm degeri 70 °C’dir (Tablo 3.6). HT grafigi de, M287P lipazin 70 °C’de

agregasyona gittigini gostermektedir. Mangan varliginda goriilen agregasyon,
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kalsiyuma benzer sekilde diisiik sicaklikta, 60 °C’de baslamaktadir. Olusan agregat
¢ozlinlir degildir ve protein ¢okmektedir (Sekil 3.20a). M287P lipazin mangan
varliginda elde edilen CD spektrumlari, Sekil 3.20b’de goriildigi gibi, kalsiyum
varliginda elde edilen oOlgiimlerle hemen hemen aynidir. 60 °C’de bozulmaya
baslayan helikal yap1 70 °C’de yiiksek oranda, 75 °C’de ise tamamen denatlre
olmustur (Sekil 3.20b).

Tablo 3.6: M287P lipazin Tm degerleri. Sekil 3.17 ve Sekil 3.19’daki denatiirasyon
egrileri esitlik 3.1°deki BiDoseResp denklemine fit edilerek Tm degerleri

hesaplanmustir.
) . Tampon Tm Degeri
Lipaz Tipi Ortami °C)
NaCl NaCl
Yoklugunda Varhiginda

EDTAalone 70.0+0.33 68.8 +£0.12
M287P o4
mieH Ca 69.7 £ 0.11 67.4 +0.19

Mn?* 69.1 £0.25
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Sekil 3.17: M287P lipazin termal denatiirasyon grafigi. a) Sadece EDTA, b) Ca?*, c)
Mn?* varliginda 30-80 °C arasinda 222 nm’de a-heliks yapisinin takip edilmesiyle
elde edilen molar eliptisite cinsinden denatiirasyon orani ve HT grafigi. Olgiimler 1

mM EDTA iceren 10 mM Tris-HCI tamponunda gergeklestirilmistir.

53




CD (mdeg)

CD (mdeg)

T
210

T T
220 230

Dalgaboyu (nm)
c)

CD (mdeg)

-15

220 230 240 250
Wavelength (nm)

T
250 200 210

210 220 230 240 250
Dalgaboyu (nm)

Sekil 3.18: M287P lipazin farkli sicakliklarda elde edilen CD spektrumlari.
Spektrumlar a) sadece EDTA, b) Ca?*, ¢) Mn?* varliginda 200-250 nm dalgaboyu
arasinda almmustir. Olgiimler I mM EDTA iceren 10 mM Tris-HCI tamponunda

gerceklestirilmistir.
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M287P lipazin NaCl iceren tamponda, sadece EDTA varliginda termal
denatiirasyon grafigi Sekil 3.19a’da gorUlmektedir. CD spektrumlarina gore, 55
°C’de bozulmaya baglayan yap1 67 °C’de denatiirasyona gitmistir. Sekil 3.19’daki
grafikler esitlik 3.1°deki BiDoseResp denklemine (Bolim 3.9.1) fit edilerek Tm
degerleri hesaplanmistir. M287P mutantin NaCl igeren tamponda sadece EDTA
varliginda Tm degeri 68.8 °C’dir (Tablo 3.6). NaCl varliginda Tm degeri diismiistdr.
HT grafigi, proteinin iki asamali agregasyonunu gostermektedir. 55 °C ile 60 °C
arasinda agregasyonunu ilk agamasi goriiliirken, 62 °C ile 69 °C arasinda ikinci
agregasyon agamasi ger¢eklesmektedir. Olusan agregat ¢oziiniir degildir, yani protein
cokmektedir (insoluble) (Sekil 3.19a). NaCl varliginda agregasyon olusumu,
kalsiyum varliginda goriilene benzer sekilde, diisiik sicaklikta baglamaktadir. Bu
sonug, NaCl’iin enzimin agregasyon olusturma egilimini arttirdigin1 gostermektedir.
M287P lipazin NaCl igeren tamponda, sadece EDTA varliginda elde edilen CD
spektrumlart Sekil 3.20a’da goriilmektedir. Bu sonuca gore, yap1 60 °C’de yiiksek
oranda korunurken, 70 °C’de denatiire olmustur (Sekil 3.20a). Bu sonuc¢lar NaCl’ln,
mutantin termal kararliligini azalttigini ve agregasyonu arttirdigini gostermektedir.

Sekil 3.19b, M287P lipazin NaCl igeren tamponda Ca?" varliginda termal
denatiirasyon grafigini gostermektedir. Elde edilen CD spektrumlari, yapinin 60
°C’de bozulmaya basladigin1 ve 67 °C’de denatiirasyona gittigini gostermektedir.
M287P mutantin NaCl igeren tamponda kalsiyum varliginda Tm degeri 69.3 °C’dir
(Tablo 3.6). HT grafigi de, proteinin 70 °C’de agrege oldugunu ve ¢Oktiigiinii
gostermektedir (Sekil 3.19b). Agregasyon 60 °C’de baslamistir ve NaCl igeren
tamponda sadece EDTA varliginda gorilene benzer sekilde iki asamalidir. 60 °C ile
65 °C arasinda agregasyonunu ilk asamasi goriiliirken, 67 °C ile 69 °C arasinda
ikinci agregasyon asamasi gerceklesmektedir. M287P lipazin NaCl iceren tamponda
kalsiyum varliginda elde edilen CD spektrumlar1 Sekil 3.20b’de gorilmektedir. Bu
sonuca gore 60 °C’de bozulmaya baslayan yap1 65 °C’de kismi olarak korunurken,
70 °C’de tamamen denatiire olmustur (Sekil 3.20b). Bu sonuglar, NaCl’in M287P

lipazin termal kararliligini kalsiyum varliginda da azalttigin1 gostermektedir.
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Sekil 3.19: M287P lipazin NaCl varliginda termal denatiirasyon grafigi. a) Sadece
EDTA, b) Ca?* varliginda 30-80 °C arasinda 222 nm’de o-heliks yapisinin takip
edilmesiyle elde edilen molar eliptisite cinsinden denatiirasyon orani1 ve HT grafigi.
Olgiimler 1 mM EDTA igeren 10 mM Tris-HCI tamponunda gergeklestirilmistir.
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Sekil 3.20: M287P lipazin NaCl varliginda farkli sicakliklarda elde edilen CD
spektrumlari. Spektrumlar a) sadece EDTA, b) Ca?* varliginda 200-250 nm
dalgaboyu arasinda alinmistir. Olgiimler 1 mM EDTA iceren 10 mM Tris-HCI
tamponunda ger¢eklestirilmistir.



Sekil 3.21, M287P lipazin, NaCl igeren ve icermeyen tampon ortaminda elde
edilen termal denatlirasyon grafiklerinin karsilastirilmasin1 gostermektedir. Sekil
3.21a ve b’de, sadece EDTA varliginda, NaCl yoklugunda yapinin kismi denatiire
oldugu ve yiiksek oranda korundugu goriilmektedir. HT grafigi de 70 °C’de aniden
agregasyona ugradigim1 gostermektedir, olusan agregat ¢oziiniirdiir (soluble). NaCl
varhiginda da, 70 °C’de tamamen agregasyona ugramistir, fakat olusan agregat
¢ozlinilir degildir (insoluble), protein ¢okmiistiir. NaCl varliginda agregasyon yliksek
oranda, NaCl yoklugunda goriilenden farkli olarak, diisiik sicaklikta, 55 °C’de,
baglamaktadir (Sekil 3.21a ve b). Bu sonuglar, NaCl’iin M287P mutantin termal
kararliligimi azalttigin1 goéstermektedir. 3.21c ve d’de ise kalsiyum varliginda elde
termal denatiirasyon grafikleri goriilmektedir. Hem NaCl varliginda hem de
yoklugunda, M287P lipaz 70 °C’de denatiire olmaktadir. HT grafigi de mutantin her
iki durumda, 60 °C’de agregasyonun basladigimi ve 70 °C’de c¢oktiiglini
gostermektedir. (Sekil 3.21c ve d). Kalsiyum varliginda hem NaCl igeren hem de

icermeyen tampon ortaminda agregasyon, iki asamal1 gerceklesmektedir.
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Sekil 3.21: M287P lipazin NaCl varliginda ve yoklugunda termal denatiirasyon
grafiklerinin karsilastirilmasi. Sadece EDTA varliginda a) denatiirasyon orani

garfigi, b) HT grafigi; Ca®* varliginda c) denatiirasyon oram grafigi, d) HT grafigi.

NaCl igermeyen (m) ve iceren (@) tamponda 222 nm’de a-heliks yapisinin takip
edilmesiyle elde edilen molar eliptisite cinsinden denatiirasyon orani ve HT
grafikleri. Olcimler 1 mM EDTA iceren 10 mM Tris-HCI tamponunda

gerceklestirilmistir.
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3.9.3. D365A Lipazin, NaCl Varhginda ve Yoklugunda, Ikincil
Yapisinin Incelenmesi

D365A lipazin sadece EDTA varliginda termal denatiirasyon grafigi Sekil
3.22a’da gorilmektedir. Bu sonuca gore, D365A lipaz yaklasik 75 °C’de
denattrasyona gitmektedir. Sekil 3.22°deki grafikler esitlik 3.1°deki BiDoseResp
denklemine (B6lim 3.9.1) fit edilerek Tm degerleri hesaplanmistir. D365A lipazin
Tm degerleri Tablo 3.7’°de gorulmektedir. D365A lipazin sadece EDTA varliginda Tm
degeri 74.7 °C’dir. HT grafigi de, proteinin 70 °C’de agregasyona gittigini
gostermektedir. Sadece EDTA varliginda olusan agregat ¢oziiniirdiir (soluble) (Sekil
3.22a). Denatiirasyon Olc¢limleriyle beraber ayn1 zamanda belli sicakliklarda yapilan
CD spektrumlart Sekil 3.23a’da goriilmektedir. Bu sonuca gore, yapt 70 °C’de
yiiksek oranda korunurken, 75 °C’de biiyiik bir kismi1 ve 80 °C’de tamamen denatiire
olmustur (Sekil 3.23a).

Sekil 3.22b, D365A lipazin Ca?" varliginda termal denatiirasyon grafigini
gOstermektedir. CD spektrumlarina gore, 65 °C’de bozulmaya baglayan yap1 75
°C’de aniden denaturasyona gitmektedir. D365A lipazin kalsiyum varliginda Tm
degeri 75.9 °C’dir (Tablo 3.7). HT grafigi, D365A lipazin iki asamali (biphasic)
agregasyonunu gostermektedir. 65 °C ile 67 °C arasinda agregasyonun ilk asamasi
goriilmektedir. Burada yap1 bir siire korunurken, 72 °C ile 76 °C arasinda ikinci
agregasyon asamasi gerceklesmektedir (Sekil 3.22b). Tamamen denatiire olan
mutant, ¢ozinilir olmayan agregat olusturmaktadir Bu sonuca goére, kalsiyum
varliginda D365A mutantin yapisit daha diisiik sicaklikta bozulmaya baglamaktadir.
D365A mutantin kalsiyum varliginda elde edilen CD spektrumlart Sekil 3.23b’de
goriilmektedir. Elde edilen sonuca gore, 70 °C’de yap1 yiiksek oranda korunurken, 75
°C’de biiyiik bir kism1 ve 80 °C’de tamami denatiire olmustur (Sekil 3.23b).
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Tablo 3.7: D365A lipazin Tm degerleri. Sekil 3.22 ve Sekil 3.24’deki denatiirasyon
egrileri esitlik 3.1°deki BiDoseResp denklemine fit edilerek Tm degerleri

hesaplanmustir.
) . Tampon Tm degerleri
Lipaz Tipi Ortam °C)
NaCl NaCl
Yoklugunda Varhginda
D365A EDTAalone 74.7+0.23 74.0 £ 0.62
mutant Ca** 75.5+0.43 75.4+0.14
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Sekil 3.22: D365A lipazin termal denatiirasyon grafigi. a) Sadece EDTA, b) Ca®*
varliginda 30-80 °C arasinda 222 nm’de a-heliks yapisinin takip edilmesiyle elde

edilen molar eliptisite cinsinden denatiirasyon oran1 ve HT grafigi. Olgiimler 1 mM

EDTA iceren 10 mM Tris-HCI tamponunda gergeklestirilmistir.
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Sekil 3.23: D365A lipazin farkli sicakliklarda elde edilen CD spektrumlari.
Spektrumlar a) sadece EDTA, b) Ca®* varliginda 200-250 nm dalgaboyu arasinda
almmustir. Olgiimler 1 mM EDTA iceren 10 mM Tris-HCI tamponunda
gerceklestirilmistir.



D365A lipazin NaCl iceren tamponda, sadece EDTA varliginda termal
denatiirasyon grafigi Sekil 3.24a’da goriilmektedir. CD spektrumlarina gore, 60
‘C’de bozulmaya baslayan helikal yap1 70 °C’de denatiirasyona gitmektedir. Sekil
3.24°deki grafikler esitlik 3.1°deki BiDoseResp denklemine (Bolim 3.9.1) fit
edilerek Tm degerleri hesaplanmistir. D365A mutantin NaCl igeren tampon igerisinde
sadece EDTA varliginda hesaplanan Tm degeri 74 °C’dir (Tablo 3.7). HT grafigi,
NaCl yoklugunda goriilenin aksine, iki asamali agregasyonu gostermektedir. 60 °C
ile 70 °C arasinda ilk asama, 70 °C ile 75 °C’de arasinda ikinci agregasyon agamasi
goriilmektedir (Sekil 3.24a). Olusan agregat c¢oziiniir degildir, protein ¢okmiistiir.
Denatiirasyon oOlgiimleriyle beraber ayni zamanda belli sicakliklarda alinan CD
spektrumlart Sekil 3.25a’da goriilmektedir. Bu sonuca gore, yapt 70 °C’de kismi
olarak korunurken, 75 °C’de denatiire olmustur (Sekil 3.25a). Bu sonuglar, hem
M287P mutant hem de D365A mutant icin NaCl’in 0zellikle sadece EDTA
varliginda termal kararlilig1 azalttifin1 ve ¢6ziiniir olmayan agregat olusumuna sebep
oldugunu gostermektedir.

Sekil 3.24b, D365A lipazin NaCl igeren tamponda Ca®** varliginda termal
denatiirasyon grafigini gostermektedir. Elde edilen CD spektrumlari, yapinin 65
°C’de bozulmaya basladigmi ve 75 °C’de aniden denatiirasyona gittigini
gostermektedir. D365A mutantin NaCl iceren tampon igerisinde kalsiyum varliginda
hesaplanan Tm degeri 75.4 °C’dir (Tablo 3.7). HT grafigi NaCl’siiz ortamda oldugu
gibi, kalsiyum varliginda iki asamali agregasyonu gostermektedir. 65 °C ile 68 °C
arasinda agregasyonun ilk fazi goriilmektedir. 72 °C’de ikinci faz agregasyona
ugrayan mutant 76 °C’de ¢okmektedir (Sekil 3.24b). Kalsiyum varliginda olusan
agregat c¢ozinir degildir (insoluble), protein cokmektedir. Ayn1 zamanda belli
sicakliklarda alinan CD spektrumlar1 Sekil 3.25b’de gortlmektedir. CD spektrumlari,
termal denatiirasyon grafiklerinde oldugu gibi, NaCl yoklugunda elde edilen verilerle
hemen hemen aynidir. D365A mutant yapis1 70 °C’de kismi olarak korunurken, 75
°C’de biiyiik bir kismi ve 80 °C’de tamami denatiire olmustur (Sekil 3.25b).
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Sekil 3.24: D365A mutantin NaCl varliginda termal denatiirasyon grafigi. a) Sadece
EDTA, b) Ca®* varliginda 30-80 °C arasinda 222 nm’de a-heliks yapismin takip
edilmesiyle elde edilen molar eliptisite cinsinden denatiirasyon orani ve HT grafigi.
Olciimler 1 mM EDTA igeren 10 mM Tris-HCI tamponunda gergeklestirilmistir.
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Sekil 3.25: D365A lipazin NaCl varliginda farkli sicakliklarda elde edilen CD
spektrumlari. Spektrumlar a) sadece EDTA, b) Ca?* varliginda 200-250 nm
dalgaboyu arasinda alinmistir. Olgiimler 1 mM EDTA iceren 10 mM Tris-HCI
tamponunda ger¢eklestirilmistir.
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Sekil 3.26, D365A mutantin, NaCl igeren ve icermeyen tampon ortaminda elde
edilen termal denaturasyon grafiklerinin karsilastirilmasini gostermektedir. Sekil
3.26a ve b’de, sadece EDTA varliginda elde edilen grafikleri goriilmektedir. NaCl
yoklugunda yap1 70 °C’de denatiirasyona gitmektedir. NaCl varliginda ise yap1 60
°C’de bozulmaya baglamistir ve 70 °C’de denatiirasyona gitmistir. HT grafigi her iki
durumda agregasyonun 60 °C’de basladigini ve 75 °C’de D365A mutantin tamamen
agrege oldugunu gostermektedir. NaCl yoklugunda c¢oziinlir agregat olusurken
(soluble), NaCl varliginda olusan agregat ¢oziiniir degildir (insoluble). (Sekil 3.26a
ve b). Bu sonuglar, NaCl’in D365A mutantin termal kararliligmi azalttigini
gostermektedir. 3.26¢c ve d’de ise kalsiyum varliginda elde termal denatiirasyon
grafikleri goriilmektedir. Hem NaCl varliginda hem de yoklugunda goriilen
denattirasyon ve agregasyon davranisi hemen hemen aynidir. 65 °C’de bozulmaya
baslayan helikal yapi, her iki durumda 75 °C’de aniden denatiirasyona gitmektedir.
HT grafigi de her iki durumda, D365A mutantin iki asamali (biphasic)
agregasyonunu gdstermektedir. 60 °C’de baslayan agregasyon sonrasi, 70 °C’de yap1
bir siire korunmakta ve ikinci faz agregasyondan sonra 76 °C’de tamamen agrege
olup ¢okmektedir (Sekil 3.26¢ ve d).
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Sekil 3.26: D365A lipazin NaCl varliginda ve yoklugunda termal denatiirasyon
grafiklerinin karsilastirilmasi. Sadece EDTA varliginda a) denatiirasyon orani
grafigi, b) HT grafigi; Ca®* varliginda c) denatiirasyon oram grafigi, d) HT grafigi.
NaCl igermeyen (m) ve iceren (@) tamponda 222 nm’de a-heliks yapisinin takip
edilmesiyle elde edilen molar eliptisite cinsinden denatiirasyon oran1 ve HT
grafikleri. Olgtimler 1 mM EDTA iceren 10 mM Tris-HCI tamponunda
gerceklestirilmistir.
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4. YORUMLAR

Bu calismada, daha once bu laboratuvarda Kiibra Eksiler [27] tarafindan,
PET22b(+) vektérine klonlanan G. kaustophilus lipazin kalsiyum baglanma
bolgesinde mutasyonlar gerceklestirilerek aktivite ve stabiliteye etkileri
incelenmistir. G. kaustophilus lipazin Ca?*'a koordine olan rezidilerinden Asp365
alanine; ikinci olarak ise yine Ca®*'a koordine olan rezidilerden Gly286’nin yaninda
bulunan, -doniis bolgesindeki Met287 rezidiisii proline ¢evrilmistir (Sekil 3.1).

Lipazlar hidroliz, esterlesme, transesterifikasyon gibi pek cok reaksiyonu
katalizleyebilmektedirler. Ozellikle mikrobiyal termostabil lipazlar aktivitelerini
yuksek pH ya da yiiksek sicaklik gibi ekstrem kosullarda koruyabildikleri igin
endiistride genis kullanim alanina sahiplerdir. Yonlendirilmis mutasyon caligmalari
ile, endistride gereksinimi duyulan daha kararli enzimlerin gelistirilebilmesi
amaclanmaktadir. Bu da yapi-fonksiyon iliskisinin iyi aydinlatilmasina baglidir. Dror
ve arkadaslari, 1.5 sinifina ait bir lipaz olan G. stearothermophilus T6 lipaz yapisinda
H86Y/A269T/R374W iiglii mutasyonunu gergeklestirerek, biyodizel tiretiminde
metanolin inaktive edici etkisini ortadan kaldirmak i¢in, metanol direng¢li mutant
elde ettiklerini rapor etmislerdir [79]. H86 Zn?* baglanma bolgesine, A269 ve R374
ise Ca?* baglanma bolgesine yakin rezidiilerdir. Mutasyonlar sonucunda bu bolgelere
yapisal su molekiillerinin (Structural water molecules) baglanmasi ve dolayisiyla
hidrojen baglarinin artmasiyla lipazin 70% metanol icerisindeki stabilitesi
arttirtlmistir. G. kaustophilus lipaz da 1.5 sinifina ait bir enzim olup, bu smifa ait
lipazlarin yapisinda Ca?*- ve Zn?*- baglanma bolgeleri bulunmaktadir [18, 26].
Kalsiyumun aktivite ve stabilite i¢in gerekliligi bilinmektedir; fakat kalsiyumun
etkisi henliz tam olarak bilinmemektedir. Kalsiyum baglanma bdolgesinde
gerceklestirdigimiz mutasyonlar sonucunda, her iki metal iyonu i¢in yaban tip ve
mutant lipazlarin iki Ka degeri oldugu goriilmistiir. Yani aktivitedeki artis iki
asamalidir (biphasic response). Metallerin, enzim yapisinda birden fazla bolgeye
baglanma ihtimali, aktivitedeki asamali artisin agiklamasi olabilir. Yaban tip ve
mutant lipazlarin kalsiyum igin Ka degerleri hemen hemen aymdir (Tablo 3.1).
Yalniz Ka1 degerleri birbirine yakin olmasina ragmen, sirasiyla M287P ve D365A
lipazin kalsiyuma olan afinitelerinin, yaban tip lipaza goére artmis oldugu

sOylenebilir. Matsumura ve arkadasglariin G. zalihae T1 lipaz ile yaptiklari bir

69



calismada, katyon-m etkilesimlerinin proteinlerin tersiyer ve kuaterner yapilarinda
onemli rol oynadiklar1 rapor edilmistir [67]. Elektronca zengin aromatik halkalar ile
ozellikle Na* ve K* gibi alkali katyonlar arasinda olugsan nonkovalent etkilesimlerin,
canli sistemlerdeki fizyolojik roliinden bahsedilmistir. Na'-m etkilesimlerinin
incelendigi ¢alismada, aktif bolgenin yakinindaki F16 rezidiisiiniin Na* iyonu ile
etkilesimi, yoOnlendirilmis mutasyon c¢alismasi ile dogrulanmistir. Modelleme
caligmalar1 ile, yaban tip lipaz yapisinda 1148 su molekiilii varken FI16L lipaz
yapisinda 686 su molekiiliiniin bulundugu goriilmiistiir. Beklenmedik bir sekilde hem
yaban tip lipaz hem de F16L lipazda CI" iyonunun Arg227, Arg214 ve GIn216
rezidiileriyle koordinasyon igerisinde yapida bulundugu gosterilmistir. Ayrica Na*
katyonunun aktif bolgede, katalitik tcli rezidtlerinden olan Ser113 ve His358’in yan
zincirleri ile etkilesime girerek lipazin katalitik aktivitesinde 6nemli rol oynadigi
belirtilmistir. Calismamizda da gorildi ki, NaCl varliginda, yaban tip ve mutant
lipazlarin aktivitesi ve ayn1 zamanda metal afinitesi de artmaktadir. NaCl varliginda
yaban tip ve M287P lipaz icin tek-asamali, D365A lipaz igin ise iki-agamali artig
goriilmektedir. Ozellike M287P lipazin ilk K, degeri, NaCl yoklugundaki gibi,
olduk¢a diismektedir (Tablo 3.1). Yaban tip ve mutant lipazlarin mangana karsi
afinitesi, kalsiyuama gore daha fazladir. Mn?* varhiginda da aktivitedeki artis iki-
asamalidir. M287P lipaz ve D365A lipazin Ka: degerleri hemen hemen ayni ve yaban tip
lipazinkinden diisiik iken, Yyaban tip lipaz ve M287P lipazin Ka» degerleri birbirine
yakin ve D365A lipazinkinden yiiksektir (Tablo 3.2). NaCl varliginda ise,
kalsiyumda goriildiigii gibi, yapan tip ve M287P lipaz icin tek-asamali, D365A lipaz
icin ise iki-asamali artis goriilmektedir. M287P lipazin ilk Ka degeri oldukca
diismektedir (Tablo 3.2). Ayrica NaCl, mangan afinitesini kalsiyuma gére daha ¢ok
arttirmaktadir. Manganin atom hacminin kalsiyuma gore kiicliik olmasi, mangana
olan afinitenin daha ¢ok artmasinda etkili olabilir. NaCl varliginda, yaban tip ve
mutant lipazlarin diisiik iyon konsantrasyonlardaki aktiviteleri ve Ca?" ile Mn?"’a
kars1 afiniteleri artmaktadir.

Literatirde Ca?* iyonunun lipaz enzimine baglanmasi ile optimum sicakligini
ve stabilitesini arttirdig1 bilinmektedir [35]. Sicaklik etkisini incelemek iizere yapilan
caligmalarda, yaban tip lipaz aktivite gosterdigi genis bir sicaklik araligina sahipken,
M287P lipaz diisiik sicakliklarda ve D365A lipaz ise yiiksek sicakliklarda maksimum

aktivite gostermektedir. Kalsiyum varliginda yaban tip lipazin optimum sicaklig 30-
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70 °C iken; 70 °C’de aktivitesi sifirlanan M287P lipazin optimum sicakligi 40 °C’ye
diigmiistiir ve D365A lipazin optimum sicakligir 50-70 °C arasindadir.

Kalsiyuma bagh stabilite ¢aligmalarinda, kalsiyum baglanma bolgesi ve aktif
bolge arasindaki mesafeden dolayi, kalsiyumun aktivitede direk rol almadigini, daha
cok lipaz stabilitesini arttiran yapisal bir rolii oldugunu ileri stirmiislerdir [3]. Kim ve
arkadaglar1 tarafindan yapilan ¢alismalarda goruldi ki, B. stearothermophilus lipazin
kalsiyum varliginda 66 °C’de yapisi bozulmaya baslarken, kalsiyum yoklugunda ise
58 °C’de bozulmaya baglamistir [18]. Bu ¢alismada gergeklestirilen sicaklik stabilite
deneyleri ile de kalsiyumun yaban tipin yar1 émriinii arttirdigi, diger yandan mutantlarin
yar1 omiirlerini azalttig1 goriilmiistiir (Tablo 3.3 ve 3.4). Ozellikle D365A lipazin 70
°C’de kalsiyum varliginda yar1 6mrii olduk¢a kisadir (<5 dk). Kalsiyum yaban tip
lipazin stabilitesi i¢in gerekli iken, mangan stabiliteyi az miktarda arttirmaktadir. Bu
sonug, kalsiyumun hem aktivite hem de stabillitede etkili oldugunu gosterirken;
manganin aktivitede etkili oldugunu, fakat stabilitede kalsiyum kadar etkili
olmadigini goéstermektedir.

Yaban tip ve mutantlarin termal kararliligin1 incelemek i¢in gergeklestirdigimiz
Sirkiiler Dikroizm (CD) deneyleri, sicaklik stabilite ¢aligmalarin1 desteklemektedir.
Kalsiyum varliginda yaban tip lipazin Tm degeri artmaktadir. Yaban tipin sadece
EDTA, Ca?" ve Mn?* varhiginda Tm degerleri sirasiyla 70, 77.5 ve 75.3 °C’dir (Tablo
3.5). Kalsiyum baglanma bolgesi, lipaz yapisindaki en esnek (flexible)
bolgelerdendir. Kalsiyumun, bu bolgedeki rezidiilerle olusturdugu iyonik etkilesimler
yapiya daha sikilik (rigidity) ve kararliklik sagladigi igin kalsiyum varliginda Tm
artmaktadir. Ca®* ve Mn?* varliginda, termal denatiirasyon sonucunda lipaz
agregasyona ugramaktadir, olusan agregat ¢Oziiniir degildir (insoluble).
Agregasyonun termal stabiliteye katki sagladigi pek ¢ok calismada rapor edilmistir
[87, 89, 90]. Sezerman ve Timugin’in yaptigi calismada, B. thermocatenulatus
(BTL2) lipazda korunmus Trp211l rezidisunun mutasyon ile alanine cevrilmesi
sonucu agregasyon egiliminin azaldigi, buna bagli olarak termal stabilitenin de
azaldigr rapor edilmistir [86]. Kalsiyum yaban tip lipazin termal kararliligin
arttirirken mutant lipazlari etkilememektedir. M287P lipazin sadece EDTA, Ca?* ve
Mn?* varliginda Tm degerleri sirastyla 70, 69.7 ve 69.1 °C°dir. D365A lipazin sadece
EDTA ve Ca? varhginda Tm degerleri sirasiyla 74.7 ve 75.5 °C’dir. Ozellikle

D365A lipazin Ca?* varligindaki agregayonunun iki asamali oldugu goriilmektedir
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(biphasic response). Kalsiyumun yapida birden fazla bolgeye baglanma ihtimali ve
mutasyon ile bozuldugu diisiiniilen Ca?* koordinasyonunun, yapimin bozulmasi ile iki
asamall agregasyona sebep oldugu diisiliniilebilir. NaCl ise yaban tip ve mutant
lipazlarin, metal varliginda veya yoklugunda, Tm degerini birka¢c derece
disiirmektedir. NaCl’iin destabilizasyonu sadece EDTA varliginda daha fazladir,
kalsiyum bu etkiyi azaltmaktadir. NaCl, aktiviteyi ve metal afinitesini arttirmasina
ragmen, yaban tip ve mutantlarin termal kararliligin1 azaltmaktadir. Yapida sagladigi
etkilesimler ile aktivite ve metal ilgisini arttirirken, kalsiyum baglanma bolgesindeki
rezidulerin yapida korunan su molekiilleriyle olan etkilesimini engelleyerek
stabilitenin azalmasina sebep olabilir.

Metaller ve NaCl varliginda lipazin yapi-fonksiyon iligkisinin ve aktivite-
stabilite mekanizmasinin daha iyi anlagilabilmesi i¢in, daha fazla yonlendirilmis
mutasyon c¢alismalari ile desteklenmesi gerekmektedir. Ayrica bolgesel dizayn ve
modelleme calismalar ile belirli parametreler tahmin edilerek mutasyonlara yon
verilebilir. Bu sayede mutasyonlar ile endistride gereksinimi duyulan ekstrem

kosullara daha dayanikli termostabil enzimlerin gelistirilebilmesi saglanabilir.
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